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A b str a ct  

O v ari a n c ar ci n o m a s s h o w b y f ar t h e l o w e st s ur vi v al r at e s a m o n g g y n e c ol o gi c al 

c a n c er s, a s t h e y ar e u s u all y di a g n o s e d l at e a n d h a v e alr e a d y b e c o m e m or e 

a g gr e s si v e d uri n g t h eir pr o gr e s si o n. Alt h o u g h m a n y o v ari a n c a n c er s ar e 

c h e m o s e n siti v e at di a g n o si s a n d r e s p o n d w ell t o pl ati n u m -c o nt ai ni n g c h e m ot h er a p y, 

f or e x a m pl e, t h er e i s t h e pr o bl e m of c yt o st ati c r e si st a n c e. R e si st a n c e c a n d e v elo p 

d uri n g t h e c o ur s e of tr e at m e nt a n d c a u s e s a pr o bl e m f or t h e tr e at m e nt of r el a p s e s. 

T h er ef or e, t h e n e e d ari s e s t o d e v el o p tr e at m e nt str at e gi e s f or pl ati n u m -r e si st a nt 

t u m or s, t o sl o w d o w n or pr e v e nt t h e d e v el o p m e nt of s u c h r e si st a n c e. 

T h e ai m of t h e st u di e s i n t hi s t h e si s w a s t o d e v el o p s y n er gi sti c dr u g c o m bi n ati o n s 

u si n g c ell ul ar m o d el s. T h e c ell ul ar s y st e m s u s e d w er e m ai nl y, b ut n ot e x cl u si v el y, c ell 

li n e s s er vi n g a s m o d el s f or hi g h-gr a d e s er o u s o v ari a n c a n c er s ( H G S O C). H G S O C ar e 

c h ar a ct eri z e d b y i n cr e a s e d a g gr e s si v e n e s s. E pi g e n eti c d y sr e g ul ati o n s, p arti c ul arl y 

i n cr e a s e d e x pr e s si o n a n d a cti vit y of hi st o n e d e a c et yl a s e s ( H D A C s) pr o m ot e i niti al 

t u m ori g e n e si s a n d r e si st a n c e d e v el o p m e nt. T h er ef or e, hi st o n e d e a c et yl a s e i n hi bit or s 

( H D A Ci) s er v e d a s pr o mi si n g c o mbi n ati o n p art n er s t o m o d ul at e t h e e x pr e s si o n of 

a p o pt o si s -r el at e d g e n e s. W e ai m e d t o i n v e sti g at e w h et h er c o m bi n ati o n wit h H D A Ci 

w o ul d r e s ult i n e n h a n ci n g eff e ct s of tr e at m e nt wit h ci s pl ati n or t h e pr ot e a s o m e i n hi bit or 

b ort e z o mi b. B ort e z o mi b i s w ell -k n o w n f r o m t h e t h er a p y of h e m at ol o gi c al t u m or s, 

w h er e it i s cli ni c all y u s e d wit h s u c c e s s. B ort e z o mi b al s o s u p p ort s t h e i n d u cti o n of 

a p o pt o si s b y r e d u ci n g t h e d e gr a d ati o n of pr o a p o pt oti c pr ot ei n s. I n a d diti o n, w e ai m e d 

t o i n v e sti g at e w h et h er H D A Ci wit h s p e cifi c cla s s s el e cti vit y ar e b e n efi ci al. 

C o m bi n ati o n s w er e c h ar a ct eri z e d r e g ar di n g t h eir c yt ot o xi cit y ( M T T a s s a y) a n d 

a p o pt o si s i n d u cti o n ( s u b G 1 - a n d c a s p a s e -3/ 7 a cti v ati o n a s s a y s) a n d i n v e sti g at e d f or 

t h eir m e c h a ni s m b y a n al y si s of g e n e e x pr e s si o n ( q P C R, W e st er n bl ot) a n d D N A 

d a m a g e ( γ H 2 A X a s s a y ). F u n cti o n al eff e ct s w er e a n al y z e d f or s y n er gi s m. 

T h e fir st st u d y d e m o n str at e d t h at H S P 9 0 i n hi bit or s a n d p a n o bi n o st at ( p a n -H D A Ci) 

ar e g e n er all y a bl e t o s e n siti z e o v ari a n c a n c er c ell s t o w ar d s ci s pl ati n. T h e f oll o w -u p 

st u d y w a s p erf or m e d wit h fi v e c ell li n e s m o d eli n g H G S O C s. It w a s s h o w n t h at s el e cti v e 

i n hi biti o n of cl a s s I H D A C s b y e nti n o st at e n h a n c e d t h e c yt ot o xi cit y of ci s pl ati n i n a 

hi g hl y s y n er gi sti c m a n n er. T h e eff e ct w a s m or e pr o n o u n c e d c o m p ar e d t o 

p a n o bi n o st at. M e c h a ni sti c all y, e nti n o st at l e d t o a s u p er a d diti v e i n cr e a s e i n t h e r at e of 

a p o pt oti c c ell s, w hi c h w a s b a s e d o n a s hift i n g e n e e x pr e s si o n t o w ar d s pr o a p o pt oti c 
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g e n e s. A n e xt e n si o n of t h e d u al c o m bi n ati o n of e nti n o st at a n d ci s pl ati n wit h ki n a s e 

i n hi bit or s ( e pi d er m al gr o wt h f a ct or r e c e pt or i n hi bit or s [l a p ati ni b a n d af ati ni b] a n d 

p h o s p h oi n o siti d e 3 -ki n a s e [ b u p arli si b, d a ct oli si b, a n d B G T -2 2 6]) s h o w e d a n e v e n 

gr e at er i n cr e a s e i n c yt ot o xi cit y a n d a p o pt o si s i n d u cti o n of ci s pl ati n e v e n u n d er r e d u c e d 

c o n c e ntr ati o n s of e nti n o st at. I n t h e n e xt st u d y, t h e s y n er gi sti c e ff e ct ( c yt ot o xi cit y, 

a p o pt o si s, c a s p a s e -3/ 7 a cti v ati o n, a n d f or m ati o n of γ H 2 A X) of b ort e z o mi b a n d t h e 

cl a s s II a s p e cifi c H D A Ci C H DI -0 0 3 9 0 5 7 6 w a s d e m o n str at e d o n ( ci s pl ati n -r e si st a nt) 

n o n -H G S O C c ell li n e s.  

All i n all, t h e c o m bi n e d u s e of ( s el e cti v e) H D A Ci wit h ci s pl ati n or b ort e z o mi b off er 

t h e p o s si bilit y t o i m pr o v e t h e t h er a p y of a g gr e s si v e a n d pl ati n u m-r e si st a nt o v ari a n 

c a n c er. F urt h er m or e, pr o mi si n g i m p ul s e s f or t h e i n cl u si o n of ki n a s e i n hi bit or s i n t hi s 

c o m bi n ati o n t h er a p y c o ul d b e o bt ai n e d .  
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O v ari al k ar zi n o m e h a b e n i n n er h al b d er g y n ä k ol o gi s c h e n Kr e b s art e n b ei w eit e m 

di e g eri n g st e n Ü b erl e b e n sr at e n, d a si e i n d er R e g el s p ät di a g n o sti zi ert w er d e n u n d i m 

L a uf e i hr er Pr o gr e s s i o n b er eit s a n A g gr e s si vit ät z u g e n o m m e n h a b e n. O b w o hl vi el e 

O v ari alt u m or e b ei Di a g n o s e st ell u n g c h e m o s e n siti v si n d u n d b ei s pi el s w ei s e a uf ei n e 

pl ati n h alti g e C h e m ot h er a pi e g ut a n s pr e c h e n, b e st e ht d a s Pr o bl e m ei n er 

Z yt o st ati k ar e si st e n z. Di e s e k a n n si c h i m L a u f e d er B e h a n dl u n g e nt wi c k el n u n d st ellt 

ei n Pr o bl e m f ür di e B e h a n dl u n g v o n R e zi di v e n d ar. D a h er er gi bt si c h di e 

N ot w e n di g k eit, B e h a n dl u n g s str at e gi e n f ür pl ati nr e si st e nt e T u m or e z u e nt wi c k el n, di e 

A u s bil d u n g ei n er e nt s pr e c h e n d e n R e si st e n z z u v erl a n g s a m e n o d er z u v er hi n d er n.  

D a s Zi el d er St u di e n di e s er Ar b eit w ar di e E nt wi c kl u n g v o n s y n er gi sti s c h e n  

Wir k st off k o m bi n ati o n e n a m z ell ul är e n M o d ell. Al s z ell ul är e S y st e m e w ur d e n v or all e m, 

a b er ni c ht n ur, Z ellli ni e n ei n g e s et zt, di e al s M o d ell e f ür h o c h gr a di g s er ö s e 

O v ari al k ar zi n o m e ( H G S O C) di e n e n. H G S O C z ei c h n e n si c h d ur c h ei n e er h ö ht e 

A g gr e s si vit ät a u s. E pi g e n eti s c h e D y sr e g ul ati o n e n, i n s b e s o n d er e ei n e v er st är kt e 

E x pr e s si o n u n d A kti vit ät v o n Hi st o n d e a c et yl a s e n ( H D A C s), f ör d er n di e i niti al e 

T u m or e nt st e h u n g  u n d R e si st e n z e nt wi c kl u n g.  D a h er di e nt e n Hi st o n d e a c et yl a s e -

I n hi bit or e n ( H D A Ci) al s vi el v er s pr e c h e n d e  K o m bi n ati o n s p art n er , u m di e E x pr e s si o n 

A p o pt o s e -r el e v a nt er G e n e z u m o d uli er e n . E s s ollt e ü b er pr üft w er d e n, o b si c h d ur c h 

di e K o m bi n ati o n mit H D A Ci v er st är k e n d e Eff e kt e ei n e r B e h a n dl u n g mit Ci s pl ati n o d er 

d e m Pr ot e a s o m -I n hi bit or B ort e z o mi b er g e b e n. B ort e z o mi b i st v or all e m a u s d er 

T h er a pi e v o n h ä m at ol o gi s c h e n T u m or e n b e k a n nt u n d wir d d ort kli ni s c h erf ol gr ei c h 

ei n g e s et zt. A u c h B ort e z o mi b u nt er st üt zt di e Ei nl eit u n g d er A p o pt o s e, d a di e 

D e gr a di er u n g pr o a p o pt oti s c h er Pr ot ei n e g e s e n kt wir d. Z u s ät zli c h s ollt e u nt er s u c ht 

w er d e n, o b H D A Ci mit ei n er b e sti m mt e n Kl a s s e n -S el e kti vit ät v ort eil h aft si n d. Di e 

K o m bi n ati o n e n w ur d e n hi n si c htli c h i hr er Z yt ot o xi zit ät ( M T T -A s s a y) u n d A p o pt o s e -

A u sl ö s u n g ( s u b G 1 - u n d C a s p a s e -3/ 7 -A kti vi er u n g s a s s a y) c h ar a kt eri si ert u n d t eil w ei s e 

m e c h a ni sti s c h a uf g e kl ärt ( A n al y s e n d er G e n e x pr e s si o n p er q P C R, W e st er n Bl ot u n d 

γ H 2 A X -A s s a y). Di e Eff e kt e w ur d e n a uf S y n er gi s m u s u nt er s u c ht.  

I n d er er st en St u di e k o n nt e g e z ei gt w er d e n, d a s s H S P 9 0 -I n hi bit or e n u n d 

P a n o bi n o st at ( p a n -H D A Ci) gr u n d s ät zli c h i n d er L a g e si n d , O v ari al k ar zi n o m -Z ell e n 

g e g e n ü b er Ci s pl ati n z u s e n siti vi er e n. Di e F ol g e st u di e w ur d e a n f ü nf Z ellli ni e n 

d ur c h g ef ü hrt, di e m o d ell h aft f ür H G S O C s st e h e n. E s k o n nt e g e z ei gt w er d e n, d a s s 
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d ur c h di e s el e kti v e I n hi bi er u n g v o n Kl a s s e I H D A C s d ur c h E nti n o st at di e Z yt ot o xi zit ät 

v o n Ci s pl ati n h o c h s y n er gi sti s c h g e st ei g ert w er d e n k o n nt e n. D er Eff e kt w ar st är k er 

a u s g e pr ä gt al s u nt er V er w e n d u n g v o n P a n o bi n o st a t. Al s B a si s d e s Eff e kt e s k o n nt e 

ei n e s u p er a d diti v e Er h ö h u n g d er R at e a p o pt oti s c h er Z ell e n b e wi e s e n w er d e n, w a s i n 

ei n er V er s c hi e b u n g d er G e n e x pr e s si o n hi n z u pr o a p o pt oti s c h e n G e n e n b e gr ü n d et i st. 

Ei n e Er w eit er u n g d er d u al e n K o m bi n ati o n a u s E nti n o st at u n d Ci s pl ati n u m 

Ki n a s ei n hi bit or e n (I n hi bit or e n d e s e pi d er m al e n W a c h st u m sf a kt orr e z e pt or s [ L a p ati ni b 

u n d Af ati ni b] u n d d er P h o s p h oi n o siti d -3 -Ki n a s e [ B u p arli si b, D a ct oli si b u n d B G T -2 2 6]) 

z ei gt e s el b st u nt er v erri n g ert e n K o n z e ntr ati o n e n v o n E nti n o st at ei n e n o c h s t är k er e 

Er h ö h u n g d er Z yt ot o xi zit ät u n d A p o pt o s e -A u sl ö s u n g v o n Ci s pl ati n. I n d er n ä c h st e n 

St u di e k o n nt e di e s y n er gi sti s c h e Wir k u n g ( Z yt ot o xi zit ät, A p o pt o s e, C a s p a s e -3/ 7 -

A kti vi er u n g u n d Bil d u n g v o n γ H 2 A X) v o n B ort e z o mi b u n d d e m Kl a s s e II a s p e zifi s c h e n 

H D A Ci C H DI -0 0 3 9 0 5 7 6 a n ( Ci s pl ati n -r e si st e nt e n) ni c ht-H G S O C Z ellli ni e n g e z ei gt 

w er d e n.  

All e s i n all e m bi et e n di e k o m bi ni ert e A n w e n d u n g v o n ( s el e kti v e n) H D A Ci mit 

Ci s pl ati n o d er B ort e z o mi b di e M ö gli c h k eit , di e T h er a pi e v o n a g gr e s si v e n u n d 

pl ati nr e si st e nt e n O v ari a l k ar zi n o m e n w eit er z u e nt wi c k el n. W eit er hi n k o n nt e n 

vi el v er s pr e c h e n d e I m p ul s e f ür di e Ei n b e zi e h u n g v o n Ki n a s ei n hi bit or e n i n di e s e 

K o m bi n ati o n st h er a pi e g e n eri ert w er d e n . 
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1. 1 T u m or er k ra n k u n g e n  

T u m or er kr a n k u n g e n k ö n n e n  a u s ei n er ei n zi g e n Z ell e e nt st e h e n , di e ei n e 

g e n eti s c h e A b w ei c h u n g a uf w ei st , s of er n di e s e ni c ht d ur c h k ör p er ei g e n e 

R e p ar at ur m e c h a ni s m e n fr ü h z eiti g er k a n nt u n d eli mi ni ert wir d. D a pri n zi pi ell j e d e Z ell e 

d e s K ör p er s d er St art p u n kt ei n er Kr e b s er kr a n k u n g s ei n k a n n, gi bt e s m e hr al s 

ei n h u n d ert v er s c hi e d e n e d e n k b ar e Kr e b s art e n, w el c h e si c h i n i hr e m s p e zifi s c h e n 

V er h alt e n u n d i hr er R e a kti o n a uf  ei n e et w ai g e B e h a n dl u n g u nt er s c h ei d e n.  

Gr u n d s ät zli c h m u s s z wi s c h e n b e ni g n e n ( g ut arti g e n) u n d m ali g n e n ( b ö s arti g e n) 

T u m or e n u nt er s c hi e d e n w er d e n. Ei n b e ni g n er T u m or z ei c h n et si c h d a d ur c h a u s, d a s s 

er a n s ei n er ur s pr ü n gli c h e n L o k ali si er u n g v er bl ei bt, u mli e g e n d e s G e w e b e ni c ht 

i n v a di ert u n d v or all e m k ei n e M et a st a si er u n g  a uf w ei st. Ei n m ali g n er T u m or w ei st 

d a g e g e n  i n v a si v e s V er h alt e n u n d ei n e N ei g u n g z ur M et a st a si er u n g a uf. Pri m är e 

M e c h a ni s m e n f ür di e M et a st a si er u n g st ell e n di e V er br eit u n g v o n T u m or z ell e n d e s 

Pri m ärt u m or s ü b er di e Bl ut b a h n ( h ä m at o g e n e M et a st a s e n) u n d di e L y m p h b a h n e n 

(l y m p h o g e n e M et a st a s e n) d ar. All er di n g s b e st e ht a u c h di e M ö gli c h k eit d er P e n etr ati o n 

ei n z el n er T u m or z ell e n  d ur c h v er s c hi e d e n e B arri er e n i m m e n s c hli c h e n K ör p er u m 

b ei s pi el s w ei s e a uf di e O b erfl ä c h e d e s P erit o n e u m s, d er Pl e ur a h ö hl e o d er  d e s 

P eri k ar d s z u g el a n g e n ( 1, 2). Di e Kr a n k h eit s b e z ei c h n u n g „ Kr e b s“ i st f ür m ali g n e 

T u m or e r e s er vi ert, d a e s si c h a u c h b ei ei ni g e n e h er tri vi al e n Er kr a n k u n g e n ( wi e z u m 

B ei s pi el ei n er H a ut w ar z e  o d er ei n er g ut arti g e n F ett g e s c h w ul st [ Li p o m] ) i m 

d efi nit ori s c h e n Si n n e u m ei n e n b e ni g n e n T u m or h a n d elt.  Ni c ht s d e st otr ot z m u s s st et s 

b e d a c ht w er d e n, d a s s ei ni g e b e ni g n e T u m or e z ur m ali g n e n Tr a n sf or m ati o n f ä hi g si n d 

u n d i hr V er h alt e n  m ali g n e C h ar a kt eri sti k a e nt wi c k el n k a n n . B e ni g n e T u m or e w ei s e n i n 

d er R e g el ei n e d e utli c h l ei c ht er e B e h a n dl u n g s str at e gi e a uf u n d k ö n n e n z u m ei st d ur c h 

c hir ur gi s c h e Ei n griff e v oll st ä n di g e ntf er nt w er d e n, w ä hr e n d m ali g n e T u m or e a uf gr u n d 

i hr e s M et a st a si er u n g sp ot e nti al s b e s o n d er s pr o bl e m ati s c h b e z ü gli c h i hr er B e h a n dl u n g 

si n d.   

T u m or e  l a s s e n si c h i m Hi n bli c k a uf i hr e E nt st e h u n g i n K ar zi n o m e, S ar k o m e o d er 

L e u k ä mi e n/ L y m p h o m e  u nt ert eil e n . R u n d 9 0 % d er m e n s c hli c h e n T u m or e si n d  

K ar zi n o m e  u n d st ell e n m ali g n e N e u bil d u n g e n e pit h eli al er  Z ell e n d ar. W eit er e et w a 8 

% e ntf all e n a uf L e u k ä mi e n b z w. L y m p h o m e , w el c h e a u s bl ut bil d e n d e n Z ell e n o d er 
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Z ell e n d e s I m m u n s y st e m s e nt st e h e n. Di e r el ati v s elt e n a uftr et e n d e n S ar k o m e si n d 

s oli d e T u m or e , w el c h e si c h a u s M u s k el-, K n o c h e n- o d er  K n or p el g e w e b e e nt wi c k el n.  

Ei n e w eit er e Kl a s sifi zi er u n g v o n T u m or er k ra n k u n g e n wir d a uf gr u n d d e s 

Ur s pr u n g s g e w e b e s v or g e n o m m e n: s o w er d e n K ar zi n o m e d e s Ei er st o c k g e w e b e s 

b ei s pi el s w ei s e al s O v ari al k ar zi n o m e b e z ei c h n et  ( 3). 

 

1. 1. 1 E nt st e h u n g  ei n e r T u m or e r k r a n k u n g  

Di e K ar zi n o g e n e s e  st ellt ei n e n m e hr st ufi g e n Pr o z e s s a uf z ell ul är er E b e n e d ar , 

d er  i m W e s e ntli c h e n a uf M ut ati o n e n u n d d er S el e kti o n v o n Z ell e n b er u ht, w el c h e ei n 

v er ä n d ert e s V er h alt e n b e z ü gli c h i hr er Pr olif er ati o n s - u n d Ü b erl e b e n s ei g e n s c h aft e n 

a uf w ei s e n. D ar ü b er hi n a u s z ei gt ei n e T u m or z ell e z u n e h m e n d  i n v a si v e s u n d 

m et a st a si er e n d e s V er h alt e n. Z u s ät zli c h si n d T u m or e a n gi o g e n eti s c h a kti v . Si e bil d e n 

Bl ut g ef ä ß e a u s, u m di e ei n z el n e n T u m or z ell e n mit S a u er st off u n d N ä hr st off e n z u 

v er s or g e n. I m er st e n S c hritt, d er T u m ori niti ati o n, f ü hr e n g e n eti s c h e V er ä n d er u n g e n z u 

u n g e hi n d ert er Z ell pr olif er ati o n . B ei n or m al er F u n kti o n d er e nt s pr e c h e n d e n 

k ör p er ei g e n e n  R e p ar at ur pr o z e s s e k a n n ei n e g e wi s s e Z a hl a n g e n eti s c h e n M ut ati o n e n 

t ol eri ert w er d e n. T h e or etis c h g e n ü gt j e d o c h ei n e ei n zi g e g e n eti s c h e A b n or mit ät a n d er 

f al s c h e n St ell e, di e ni c ht d ur c h k ör p er ei g e n e Pr o z e s s e r e p ari ert wir d. I m Z u g e d e s 

u n k o ntr olli ert e n W a c h st u m s  e nt st e ht d ur c h Z ellt eil u n g ei n e  er st e T u m or z ell p o p ul ati o n.  

I n n er h al b di e s er P o p ul ati o n k o m mt e s a uf gr u n d d er r e g el h aft er h ö ht e n 

c hr o m o s o m al e n I n st a bilit ät  z u w eit er e n M ut ati o n e n , w el c h e di e Ei g e n s c h aft e n d er 

j e w eili g e n Z ell e v er ä n d er n u n d b ei s pi el s w ei s e z u ei n e m n o c h st är k er er h ö ht e n 

Z ell w a c h st u m f ü hrt. I m Z u g e d er T u m or pr o gr e s si o n w er d e n ge n eti s c h v er ä n d ert e 

Z ell e n i n n er h al b d er Z ell p o p ul ati o n i m m er d o mi n a nt er. D ur c h Z ellt eil u n g e nt st e h e n 

s o mit i m m er m e hr Z ell e n, w el c h e p er M ut ati o n p ot e n zi ell  i n v a si v e o d er 

m et a st a si er e n d e Ei g e n s c h aft e n g e p a art mit er h ö ht er Pr olif er ati o n sr at e a uf w ei s e n. 

Di e s er V or g a n g wir d al s kl o n al e S el e kti o n b e z ei c h n et  ( 3).  

 

  



  1 Ei nl eit u n g  

3  

1. 2 O v a ri al k ar zi n o m e  

Di e  h ä ufi g st e n O v ari al k ar zi n o m e  w er d e n  g e m ä ß  d er 

W elt g e s u n d h eit s or g a ni s ati o n ( W H O)  u n d d er a kt u ell e n L eitli ni e d er D e ut s c h e n 

G e s ell s c h aft f ür G y n ä k ol o gi e u n d G e b urt s hilf e ( D G G G ; St a n d M är z 2 0 2 0, V er si o n 4. 0 ) 

i n f ü nf hi st ol o gi s c h e T y p e n u nt ert eilt: hi g h -gr a d e  s er ö s ( H G S C), kl ar z elli g ( C C C), 

e n d o m etri oi d ( E C), l o w-gr a d e  s er ö s ( L G S C) u n d m u zi n ö s ( M C). Di e s e U nt ert eil u n g 

erf ol gt a uf B a si s „i hr er V orl ä uf erl ä si o n e n, A u s br eit u n gs m u st er u n d Ü b erl e b e n s o wi e 

i hr er A s s o zi ati o n mit h er e dit är e n T u m or s y n dr o m e n u n d m ol e k ul ar er P at h o g e n e s e“ ( 4). 

F ür di e s e Pr o m oti o n s ar b eit si n d v or all e m H G S C -, C C C- u n d E C -T y p e n v o n R el e v a n z, 

w el c h e n u n k ur z  a uf B a si s d er L eitli ni e  c h ar a kt eri si ert w er d e n.  

H G S C li e g e n i n m e hr al s 5 0 % d er di a g n o sti zi ert e n F äll e v or u n d w er d e n oft s e hr 

s p ät, i n ei n e m f ort g e s c hritt e n e n St a di u m , e nt d e c kt. Si e z ei c h n e n si c h d ur c h ei n e 

er h ö ht e Pr olif er ati o n sr at e, h o h e c hr o m o s o m al e I n st a bilit ät ( d a mit er h ö ht e s 

A uf k o m m e n  v o n b z w. ei n er h ö ht er H a n g z u  s p o nt a n e n M ut ati o n e n) u n d d ur c h ei n e 

r e g el h aft e M ut ati o n d e s T u m or s u p pr e s s or s p 5 3 a u s. B ei j ü n g er e n P ati e nti n n e n  tr et e n 

v er m e hrt L G S C a uf, w el c h e s c hritt w ei s e ü b er di e E nt wi c kl u n g v o n ni c ht -i n v a si v e n z u 

i n v a si v e n T u m or e n e nt st e h e n. Di e kli ni s c h e n V erl ä uf e si n d i n d er R e g el d e utli c h 

l a n g s a m er i m V er gl ei c h z u H G S C -T y p e n.  

E b e nf all s e h er i n fr ü h er e n T u m or st a di e n tr et e n E C - u n d C C C -T y p e n a uf, w el c h e 

si c h d ur c h A s s o zi ati o n mit ei n er at y pi s c h e n E n d o m etri o s e o d er ei n e s e n d o m etri oi d e n 

K ar zi n o m s d er G e b är m utt er k e n n z ei c h n e n l a s s e n. Z ur Diff er e nti al di a g n o s e d e s T y p s 

d er v orli e g e n d e n Kr e b s er kr a n k u n g d e s O v ar s wir d i n d er L eitli n i e ei n Al g orit h m u s 

b a si er e n d a uf d er E x pr e s si o n v o n vi er A nti g e n e n ( W T 1, p 5 3, N a p si n A u n d 

Pr o g e st er o nr e z e pt or) a n g e g e b e n , w el c h er a uf ei n er gr o ß e n k a n a di s c h e n St u di e ( 5) 

b er u ht ( A b bil d u n g 1 ). 
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A b bil d u n g 1 : Al g orit h m u s z ur diff e r e nti al di a g n o sti s c h e n Kl ä r u n g d e s Hi st ot y p s v o n 

O v a ri al k a r zi n o m e n.  

Di e A b bil d u n g w ur d e a b g e w a n d elt a u s  ( 4, 5) ü b er n o m m e n . 

W T 1 ( Wil m s -T u m or -Pr ot ei n) i st ei n Tr a n s kri pti o n sf a kt or  u n d tritt g e h ä uft b ei 

s er ö s e n O v ari al k ar zi n o m e n a uf  ( W T 1 +). Li e gt ei n W T 1 -p o siti v er T y p v or, wir d a uf 

B a si s d er E x pr e s si o n  d e s T u m or s u p pr e s s or s p 5 3 di e U nt er s c h ei d u n g i n L G S C b z w. 

H G S C g etr off e n: B ei L G S C -T y p e n li e gt p 5 3 al s u n m uti ert er Wil dt y p ( W T) v or , w ä hr e n d 

e s i n k n a p p 9 4 % d er H G S C -F äll e al s m uti ert e F or m ( ni c ht v or h a n d e n o d er v er ä n d ert) 

v orli e gt. I st d er u nt er s u c ht e T u m or W T 1 -n e g ati v ( W T 1 -), wir d d er St at u s d er 

E x pr e s si o n d er A s p art at -Pr ot ei n a s e N a p si n A b e sti m mt. I n 9 2 % d er N a p si n Α-

p o siti v e n T u m or e n, li e gt ei n C C C -T y p v or. S ollt e d er u nt er s u c ht e T u m or e b e nf all s 

N a p si n Α -n e g ati v s ei n, wir d u nt er s u c ht, o b d a s T u m or g e w e b e Pr o g e st er o nr e z e pt or e n 

e x pri mi ert. K n a p p 8 5 % d er E C -T y p e n  w ei s e n di e E x pr e s si o n di e s e s R e z e pt or s a uf. 

I st di e T u m or art W T 1-n e g ati v, N a p si n Α -n e g ati v u n d w ei st k ei n e E x pr e s si o n d e s 

Pr o g e st er o nr e z e pt or s a uf, h a n d elt e s si c h u m ei n m u zi n ö s e s O v ari al k ar zi n o m.   

U n a b h ä n gi g v o n d er Ei nt eil u n g i n hi st ol o gi s c h e T y p e n, k ö n n e n  O v ari al k ar zi n o m e 

( u n d a n d er e m ali g n e T u m or e) z ur B e s c hr ei b u n g d e s St a di u m s u n d d a mit i n d er R e g el 

a u c h d er S c h w er e d er Er kr a n k u n g i m T N M- o d er FI G O -S y st e m (l et zt er e s n ur f ür 

g y n ä k ol o gi s c h e Kr e b s er kr a n k u n g e n ) kl a s sifi zi ert w er d e n. D a s br eit er g ülti g e T N M -

S y st e m  kl a s sifi zi ert T u m or e v or all e m n a c h dr ei K at e g ori e n: T ( T u m or), N ( N o d u s, l at. 

K n ot e n) u n d M ( M et a st a s e n).  Mit d e m B u c h st a b e n T wir d v or all e m di e r ä u mli c h e 

A u s d e h n u n g d e s Pri m ärt u m or s a uf d er S k al a T 0 -T 4  b e s c hri e b e n . D i e Gr ö ß e n b er ei c h e 

si n d v o n d er T u m or e ntit ät a b h ä n gi g.  N e nt h ält I nf or m ati o n e n ü b er di e A n - o d er 

A b w e s e n h eit v o n L y m p h k n ot e n m et a st a s e n i n r ä u mli c h er N ä h e z u m Pri m ärt u m or . B ei 

A n w e s e n h eit v o n L y m p h k n ot e n m et a st a s e n wir d d er B ef u n d a uf d er S k al a N 1 -N 3 
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ei n s orti ert . J e h ö h er d er Z a hl e n w er t i st, d e st o st är k er a u s g e pr ä gt i st d er 

L y m p h k n ot e n b ef all . D e n b ei d e n K at e g ori e n T u n d N k a n n  d er Z u s at z „ X“ a n g e h a n g e n 

w er d e n, w e n n k ei n e A u s s a g e z ur j e w eili g e n Kl a s sifi zi er u n g m ö gli c h i st.  Di e A n g a b e 

d e s B u c h st a b e n s M gi bt A uf s c hl u s s ü b er d a s F e hl e n ( M 0)  o d er V or h a n d e n s ei n  ( M 1) 

v o n F er n m et a st a s e n. I n d er a kt u ell e n F a s s u n g d e s T N M-S y st e m s w ur d e d er 

z u s ät zli c h e D e s kri pt or C g e stri c h e n. Di e s er z ei gt e i n ält er e n V er si o n e n di e 

Z u v erl ä s si g k eit d e s B ef u n d e s a n u n d k o n nt e a uf ei n er S k al a v o n C 1 

( R ö nt g e n a uf n a h m e, all g e m ei n e U nt er s u c h u n g e n) bi s C 5 ( A ut o p si e)  kl a s sifi zi ert 

w er d e n  ( 6).  

I n Er g ä n z u n g z u m T N M -S y st e m h at di e I nt er n ati o n al e V er ei ni g u n g f ür 

G y n ä k ol o gi e u n d G e b urt s k u n d e (fr z. FI G O)  ei n ei g e n e s Kl a s sifi zi er u n g s s y st e m f ür 

g y n ä k ol o gi s c h e T u m or e v er öff e ntli c ht. Di e T u m or e w er d e n i n St a di e n I-I V u nt ert eilt, 

w el c h e gr o b d er T -Kl a s sifi zi er u n g d e s T N M -S y st e m s e nt s pri c ht.  I n n er h al b d er St a di e n 

fi n d et ei n e F ei n ei nt eil u n g mit d e n B u c h st a b e n Α-C st att.  D a s er st e St a di u m i st FI G O I , 

i n w el c h e m ei n a uf di e O v ari e n b e gr e n zt er T u m or v orli e gt. I m St a di u m I C k ö n n e n 

b er eit s b ei d e O v ari e n b ef all e n s ei n u n d ei n e S c h ä di g u n g b e sti m mt er Str u kt ur e n 

( O v ar k a p s el o d er T u b e) li e gt v or. A u ß er d e m si n d T u m or z ell e n a uf d er O v ar - o d er 

T u b e n o b erfl ä c h e n a c h w ei s b ar.  H a n d elt e s si c h u m  ei n e n  T u m or mit FI G O II, li e gt 

b er eit s ei n e n a c h g e wi e s e n e A u s br eit u n g i n s kl ei n e B e c k e n  o d er ei n pri m är e s 

B a u c hf ell k ar zi n o m v or.  W ä hr e n d i m St a di u m II A ei n e A u s br eit u n g d e s T u m or s a uf 

Ut er u s u n d/ o d er T u b e n b e s c hr ä n kt i st,  si n d i m St a di u m II B w eit er e Str u kt ur e n d e s 

B a u c hf ell s  i m B er ei c h d e s kl ei n e n B e c k e n s b etr off e n. Wir d ei n O v ari al k ar zi n o m d e m 

St a di u m FI G O III z u g e or d n et, f a n d b er eit s ei n e A u s br eit u n g a u ß er h al b d e s kl ei n e n 

B e c k e n s st att u n d/ o d er e s k o n nt e n r etr o p erit o n e al e L y m p h k n ot e n m et a st a s e n 

n a c h g e wi e s e n w er d e n.  Di e d et ailli ert er e Kl a s sifi zi er u n g i n n er h al b d e s St a di u m s III 

b a si ert v or wi e g e n d a uf d er Gr ö ß e u n d L o k ali si er u n g d er ( L y m p h k n ot e n-) M et a st a s e n. 

Ei n T u m or n a c h St a di u m FI G O I V w ei st F er n m et a st a s e n a u ß er h al b d e s P erit o n e u m s 

a uf. U nt er s c hi e d e n wir d n a c h I V A ( T u m or z ell e n i m Pl e ur a er g u s s  n a c h w ei s b ar) u n d 

I V B ( M et a st a s e n d e s p ar e n c h y m al e n G e w e b e s d er L e b er u n d/ o d er Mil z o d er 

M et a st a s e n i n Or g a n e n a u ß er h al b d e s A b d o m e n s)  ( 4, 7). Mit h ö h er e m  FI G O -St a di u m 

si n kt di e Pr o g n o s e d er P ati e nti n n e n  dr a sti s c h v o n r u n d 8 0 % i n FI G O I a uf 1 4 % i n 

FI G O II , w a s si c h i n d er  5 -J a hr e s -Ü b erl e b e n sr at e  ni e d er s c hl ä gt.  

I n D e ut s c hl a nd er kr a n k e n j ä hrli c h m e hr al s 7 0 0 0 Fr a u e n a n Ei er st o c k kr e b s. Mit 

ei n e m A nt eil v o n 2 7 % i st d a s O v ari al k ar zi n o m di e z w eit h ä ufi g st e g y n ä k ol o gi s c h e 
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Kr e b s er kr a n k u n g n a c h G e b är m utt er kr e b s ( 4 0 %). D ar ü b er hi n a u s st er b e n j e d e s J a hr 

m e hr al s 5 0 0 0 Fr a u e n a n di e s er T u m or er kr a n k u n g, s o d a s s si e ur s ä c hli c h f ür 5 0 % d er 

Kr e b s st er b ef äll e i m g y n ä k ol o gi s c h e n B er ei c h i st u n d d a mit di e t ö dli c h st e 

g y n ä k ol o gi s c h e Kr e b s er kr a n k u n g i n D e ut s c hl a n d d ar st ellt. Di e s e D at e n fi n d e n si c h i n 

A b bil d u n g 2 . 

  
A b bil d u n g 2 : A nt eil d e r ei n z el n e n Kr e b s a rt e n a n j ä hrli c h e n g y n ä k ol o gi s c h e n N e u e r kr a n k u n g e n (li n k s) 

u n d St e r b ef äll e n (r e c ht s).  

Di e A b bil d u n g b a si ert a uf D at e n d e s R KI ( 8). 

St ati sti s c h er kr a n kt ei n e v o n 7 1 Fr a u e n i m L a uf e i hr e s L e b e n s a n Ei er st o c k kr e b s 

–  di e Er kr a n k u n g sr at e n st ei g e n k o nti n ui erli c h mit st ei g e n d e m Alt er a n u n d d a s mittl er e 

Er kr a n k u n g s alt er li e gt b ei 6 9 J a hr e n. N ur w e ni g e s elt e n e Ei er st o c k kr e b s art e n wi e z u m 

B ei s pi el K ei m z ellt u m or e tr et e n b er eit s b ei Ki n d er n u n d j u n g e n Fr a u e n a uf. Mit ei n e m 

A nt eil v o n 5 4, 8 % w er d e n di e m ei st e n Er kr a n k u n g e n al s s er ö s e K ar zi n o m e 

kl a s sifi zi ert, w el c h e ü b er wi e g e n d m ä ßi g bi s s c hl e c ht diff er e n zi ert  si n d. U nt er d e n 

kl a s sifi zi ert e n Kr e b s er kr a n k u n g e n b e sit zt  d a s s er ö s e K ar zi n o m mit ei n er r el ati v e n 5 -

J a hr e s -Ü b erl e b e n sr at e v o n 4 0, 5 % di e s c hl e c ht e st e Pr o g n o s e. E n d o m etri oi d e u n d 

kl ar z elli g e K ar zi n o m e w ei s e n mit 7, 9 % u n d 2, 7 % ei n e n w eit a u s g eri n g er e n A nt eil d er 

g y n ä k ol o gi s c h e n Kr e b s er kr a n k u n g e n a uf. Z u s ät zli c h i st di e Pr o g n o s e mit ei n er 

r el ati v e n 5-J a hr e s -Ü b erl e b e n sr at e v o n 6 8, 6 % u n d 6 4, 4 % d e utli c h g ü n sti g er  al s b ei 

d e n  s er ö s e n  Kr e b sf or m e n.  Di e  D at e n  z ur  E pi d e mi ol o gi e  v o n 

Ei er st o c k kr e b s er kr a n k u n g e n i n D e ut s c hl a n d w ur d e n d er a kt u ell st e n V er öff e ntli c h u n g 

d e s R o b ert -K o c h -I n stit ut s e nt n o m m e n u n d h a b e n St a n d 2 0 1 9 ( 8). 
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1. 3 T h er a pi e d e s O v ari al k ar zi n o m s  

T h er a p e uti s c h e O pti o n e n er g e b e n si c h g e m ä ß d er a kt u ell e n L eitli ni e d er D G G G 

a u s o p er ati v e n V erf a hr e n, ei n er s y st e mi s c h e n Pri m ärt h er a pi e u n d ei n er e v e nt u ell 

n ot w e n di g e n R e zi di vt h er a pi e ( 4). I m F ol g e n d e n w er d e n z u n ä c h st o p er ati v e  

T h er a pi e o pti o n e n  u n d i m A n s c hl u s s c h e m ot h er a p e uti s c h e A n s ät z e , mit b e s o n d er e m 

F o k u s a uf pl ati n h alti g e M ö gli c h k eit e n  a uf B a si s d er D G G G -L eitli ni e d ar g e st ellt . 

 

1. 3. 1 O p er ati v e T h er a pi e  

S o b al d fr ü h e M a nif e st ati o n e n ei n er p ot e n zi ell  h o c h gr a di g s er ö s e n 

T u m or er kr a n k u n g d er Ei er st ö c k e , s o g e n a n nt e s er ö s e t u b ar e i ntr a e pit h eli al e 

K ar zi n o m e ( S TI C),  n a c h w ei s b ar si n d , s oll mit d er P ati e nti n di e M ö gli c h k eit ei n er 

St a gi n g -O p er ati o n di s k ut i ert w er d e n. I m R a h m e n di e s er St a gi n g-O p er ati o n  k a n n  d a s 

g e s a mt e A b d o m e n i n s pi zi ert w er d e n u n d  e s k ö n n e n  b er eit s Bi o p si e n v er s c hi e d e n er 

G e w e b s str u kt ur e n g e n o m m e n w er d e n. W eit er hi n b e st e ht di e M ö gli c h k eit  b ei 

m a kr o s k o pi s c h a uff älli g e m B ef u n d s of ort i n v a si v e  S c hritt e wi e di e b ei d s eiti g e 

E ntf er n u n g v o n Ei er st ö c k e n u n d Eil eit er n ( A d n e x e x stir p ati o n) d ur c h z uf ü hr e n, f all s ei n e 

F ertilit ät s er h alt u n g i m R a h m e n d er w eit er e n T h er a pi e a u s g e s c hl o s s e n i st.  I st d a s 

O v ari al k ar zi n o m b ei Di a g n o s e st ell u n g all er di n g s b er eit s f o rt g e s c hritt e n, e m pfi e hlt di e 

L eitli ni e ei n e m a kr o s k o pi s c h v oll st ä n di g e E ntf er n u n g d e s T u m or g e w e b e s i m R a h m e n 

ei n er O p er ati o n. S ollt e di e s ni c ht m ö gli c h s ei n, k o m mt ei n e D e b ul ki n g -O p er ati o n z ur 

m ö gli c h st st ar k e n V erri n g er u n g d er T u m or m a s s e z u m Ei n s at z. Di e kli ni s c h e Pr o g n o s e 

k orr eli ert dir e kt mit d er  v er bl ei d e n d e n T u m or m a s s e n a c h d er Pri m är o p er ati o n.  N a c h 

erf ol gt er Pri m är o p er ati o n s oll  ei n e a n s c hli e ß e n d e C h e m ot h er a pi e d ur c h g ef ü hrt 

w er d e n.  

 

1. 3. 2 C h e m ot h e r a p e uti s c h e O pti o n e n  

Di e St a n d ar d -C h e m ot h er a pi e d e s f or t g e s c hritt e n e n O v ari al k ar zi n o m s b e st e ht a u s 

ei n er k o m bi ni ert e n B e h a n dl u n g ei n e s Pl ati n -Z yt o st ati k u m s  u n d P a clit a x el 

( Mit o s e h e m m st off; h e m mt d e n A b b a u d er Mi kr ot u b uli w ä hr e n d d er Z ellt eil u n g). Al s 

Pl ati n -Z yt o st ati k u m wir d b e v or z u gt C ar b o pl ati n  v er w e n d et, d a e s i n d er kli ni s c h e n 

A n w e n d u n g ei n b e s s er e s Pr ofil hi n si c htli c h d er u n er w ü n s c ht e n Ar z n ei mitt el wir k u n g e n  

al s Ci s pl ati n a uf w ei st. E s w ir d all er di n g s a uf di e ä q ui v al e nt e Eff e kti vit ät v o n 
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C ar b o pl ati n u n d Ci s pl ati n hi n g e wi e s e n. B ei H G S -T u m or e n k a n n di e d u al e K o m bi n ati o n 

u m B e v a ci z u m a b er w eit ert w er d e n .  D a b ei h a n d elt e s si c h u m ei n e n t h er a p e uti s c h e n 

A nti k ö p er, d er g e g e n V E G F ( v a s k ul är er  e n d ot h eli al er W a c h st u m sf a kt or) g eri c ht et i st. 

S o mit wir kt B e v a ci z u m a b al s A n gi o g e n e s e h e m m er. D a mit k o n nt e  d a s 

G e s a mt ü b erl e b e n i n St u di e n  si g nifi k a nt v er b e s s ert w er d e n , w o b ei mit di e s er T h er a pi e  

a u c h ei n e  g eri n g e V er s c hl e c ht er u n g d er L e b e n s q u alit ät ei n h er g e ht  ( 9, 1 0). Di e 

Ur s a c h e n d er V erri n g er u n g d er L e b e n s q u alit ät k o n nt e d ur c h s y st e m ati s c h e B efr a g u n g 

v o n P ati e nti n n e n i m R a h m e n ei n er St u di e ni c ht v oll st ä n di g g e kl ärt w er d e n u n d s c h ei nt 

d a h er m ultif a kt ori ell z u s ei n ( 1 1). 

S ollt e e s b ei ei n er er kr a n kt e n P ati e nti n z u ei n er R e zi d i v bil d u n g k om m e n, i st e s f ür 

di e w eit er e T h er a pi e e s s e n zi ell , ei n pl ati n g e ei g n et e s R e zi di v o h n e b e st e h e n d e Pl ati n -

R e si st e n z v o n ei n e m ni c ht -pl ati n g e ei g n et e m R e zi di v mit b e st e h e n d e r Pl ati n -R e si st e n z 

z u u nt er s c h ei d e n. Fr ü h er w ur d e z ur Kl a s sifi zi er u n g d er Z ei t p u n kt d e s R e zi di v s n a c h 

d er l et zt e n Pl ati n -D o si s ( pl ati n -fr ei e s T h er a pi ei nt er v all) v er w e n d et u n d d er 

S c h w ell e n w ert l a g b ei 6 M o n at e n. I n di e E nt s c h ei d u n g s ollt e n n a c h m o m e nt a n e m  

St a n d di e T h er a pi e pr äf er e n z d er P ati e nti n, i hr Alt er, i hr e B el a st b ar k eit , g e neti s c h e 

F a kt or e n u n d w eit er e t u m or bi ol o gi s c h e A s p e kt e ei n b e z o g e n w er d e n. P ati e nti n n e n, 

w el c h e w ä hr e n d d er Pri m ärt h er a pi e ni c ht mit ei n e m pl ati n h alti g e n Z yt o st ati k u m 

b e h a n d elt w ur d e n, g elt e n st et s al s pl ati n s e n siti v u n d d a s Zi el d er R e zi di vt h er a pi e  i st 

di e V erl ä n g er u n g d e s pr o gr e s si o n sfr ei e n Ü b erl e b e n s. Li e gt ei n pl ati nr e si st e nt e s 

R e zi di v v or, si n d S y m pt o m k o ntr oll e u n d L e b e n s q u alit ät s er h alt u n g z e ntr al e 

T h er a pi e zi el e.  B ei ei n e m pl ati n r e si st e nt e n R e zi di v wir d i m A ll g e m ei n e n ei n e er n e ut e 

M o n o c h e m ot h er a pi e mit  D o x or u bi ci n ( D N A -I nt er k al at or), T o p ot e c a n ( H e m m st off d er 

T o p oi s o m er a s e I) , G e m cit a bi n ( A nti m et a b olit) o d er P a clit a x el er w o g e n.  Z ur 

z yt o st ati s c h e n T h er a pi e ei n e s pl ati n s e n siti v e n R e zi di v s w er d e n C ar b o pl ati n -h alti g e 

K o m bi n ati o n st h er a pi e n e m pf o hl e n. E s k a n n mit G e m cit a bi n ( +  B e v a ci z u m a b), 

P a clit a x el ( + B e v a ci z u m a b) o d er D o x or u bi ci n k o m bi ni ert w er d e n. D ur c h di e A d diti o n 

v o n B e v a ci z u m a b z u d e n j e w eili g e n D u al k o m bi n ati o n e n k o n nt e d a s pr o gr e s si o n sfr ei e 

Ü b erl e b e n g e st ei g ert w er d e n. Di e s er Z u s at z k o m mt all er di n g s n ur f ür P ati e nti n n e n i n 

Fr a g e, w el c h e i hr er st e s R e zi di v erf a hr e n u n d n o c h k ei n e a nti-V E G F -T h er a pi e er h alt e n 

h a b e n.  

Li e g e n b ei H G S -T u m or p ati e nti n n e n M ut ati o n e n d er G e n e B R C A 1 b z w. B R C A 2 

(Br u st kr e b s g e n 1/ 2)  v or, k a n n gr u n d s ät zli c h  ei n e T h er a pi e mit P A R P -I n hi bit or e n 

( P A R Pi) i n B etr a c ht g e z o g e n w er d e n. Di e m ei st e n D at e n li e g e n f ür d e n  P A R Pi  
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Ol a p ari b  v or . Gr u n d s ät zli c h si n d B R C A 1/ 2 T u m or s u p pr e s s or g e n e . E i n e 

F u n kti o n s v erl u st m ut ati o n o d er D el eti o n  ei n e s di e s er  b ei d e n G e n e i st ei n wi c hti g er 

I n di k at or f ür ei n e g e st ört e D N A -R e p ar at ur d er Z ell e u n d b ef ör d ert s o mit di e 

T u m ori niti ati o n . B R C A -M ut ati o n e n s pi el e n b ei g y n ä k ol o gi s c h e n T u m or e n ei n e 

wi c hti g e R oll e. Ei n e v erri n g ert e K a p a zit ät d er T u m or z ell e hi n si c htli c h d er D N A -

R e p ar at ur i st gr u n d s ät z li c h v ort eil h aft f ür ei n e z yt o st ati s c h e T h er a pi e mit pl ati n h alti g e n 

C h e m ot h er a p e uti k a wi e C ar b o pl ati n o d er Ci s pl ati n  ( 1 2, 1 3). Di e T u m or z ell e r e a gi ert a uf 

di e s e n Str e s s mit d er A kti vi er u n g a n d er er D N A -R e p ar at ur m e c h a ni s m e n wi e 

b ei s pi el s w ei s e d er A kti vi er u n g d e s Pr ot ei n s P A R P ( P ol y -A D P -Ri b o s e -P ol y m er a s e ). 

Z ur V er hi n d er u n g di e s e s U m g e h u n g s m e c h a ni s m u s w er d e n P A R Pi b ei P ati e nti n n e n 

mit pl ati n s e n siti v e m  Pri m ärt u m or  s o wi e v or h a n d e n er B R C A -M ut ati o n al s 

Er h alt u n g st h er a pi e ei n g e s et zt. Di e s e E m pf e hl u n g e xi sti ert e b e nf all s f ür H G S -

P ati e nti n n e n, w el c h e ei n R e zi di v e rf a hr e n, d a s a uf ei n e pl ati n h alti g e R e zi di vt h er a pi e 

a n s pri c ht.  

P l ati n h alti g e Z yt o st ati k a h a b e n ei n e n h o h e n  St ell e n w ert i n d er T h er a pi e d e s 

h o c h gr a di g s er ö s e n O v ari al k ar zi n o m s u n d d e s s e n R e zi di v e n . All er di n g s w er d e n 

pl ati n h alti g e R e gi m e  ni e m al s al s M o n ot h er a pi e  a p pli zi ert , s o n d er n st et s al s 

K o m p o n e nt e ei n er K o m bi n ati o n st h er a pi e.  F ür Ci s pl ati n -s e n siti v e R e zi di v e v o n 

O v ari al k ar zi n o m e n k o n nt e i n ei n er M et a st u di e g e z ei gt w er d e n, d a s s s o w o hl d a s 

G e s a mt ü b erl e b e n al s a u c h d a s pr o gr e s si o n sfr ei e I nt er v all d ur c h ei n e 

K o m bi n ati o n st h er a pi e v er gli c h e n mit ei n er Pl ati n -M o n ot h er a pi e v er b e s s ert w ur d e  ( 1 4). 

Di e s e K o m bi n ati o n st h er a pi e n w ei s e n ei ni g e V ort eil e a uf . Z u m ei n e n b e st e ht di e 

M ö gli c h k eit , b ei v orli e g e n d e m S y n er gi s m u s d er K o m bi n ati o n s p art n er di e D o s e n d er 

ei n z el n e n K o m p o n e nt e n z u v erri n g er n, w a s i n d er R e g el mit ei n er g eri n g er e n  

Fr e q u e n z u n d I nt e n sit ät d er u nt er w ü n s c ht e n Ar z n ei mitt el wir k u n g e n  o h n e Ei n b u ß e d er 

Wir k s a m k eit  ei n h er g e ht. Di e s er V ort eil  z ei gt si c h a u c h b ei a d diti v e n I nt er a kti o n e n d er 

K o m p o n e nt e n,  i st  all er di n g s  w e ni g er  st ar k  a u s g e pr ä gt.  D ur c h  di e 

K o m bi n ati o n st h er a pi e n k ö n n e n m e hr er e Si g n altr a n s d u kti o n s w e g e gl ei c h z eiti g 

b e ei nfl u s st w er d e n. Di e s er s c h w ert z u m ei n e n d e n Cr o s st al k z wi s c h e n 

u nt er s c hi e dli c h e n Si g n al k a s k a d e n, z u m a n d er e n k ö n n e n a uf di e s e Art di e A kti vi er u n g 

v o n U m g e h u n g s - o d er R e p ar at ur m e c h a ni s m e n er s c h w ert o d er g ar i n hi bi ert w er d e n.  

S o mit k ö n nt e di e R e si st e n z bil d u n g g e g e n ü b er d e n pl ati n h alti g e n K o m p o n e nt e n 

v er hi n d ert u n d i hr e g ut e kli ni s c h e Wir k s a m k eit er h alt e n w er d e n.  
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1. 4  Pl ati n h alti g e T h er a pi er e gi m e  

Wi e z u v or er w ä h nt, w ei s e n Ci s pl ati n  u n d C ar b o pl ati n di e gl ei c h e kli ni s c h e 

Eff e kti vit ät hi n si c htli c h d er c h e m ot h er a p e uti s c h e n T h er a pi e v o n O v ari al k ar zi n o m e n 

a uf. A uf gr u n d d e s v ort eil h aft er e n Pr ofil s hi n si c htli c h d er u n er w ü n s c ht e n 

Ar z n ei mitt el wir k u n g e n, e m pfi e hlt di e a kt u ell e L eitli ni e z ur Di a g n o sti k, T h er a pi e u n d 

N a c h s or g e m ali g n er O v ari alt u m or e n di e V er w e n d u n g v o n C ar b o pl ati n ( 4). 

A u s s c hl a g g e b e n d i st hi er di e L e b e n s q u alit ät d er P ati e nti n n e n. D er Wir k m e c h a ni s m u s 

v o n Ci s pl ati n u n d C ar b o pl ati n i st hi n si c h tli c h i hr er Bil d u n g v o n D N A-A d d u kt e n i d e nti s c h  

u n d e s b e st e ht ei n e Kr e u zr e si st e n z ( 1 5– 1 7) . D i e St u di e n i m R a h m e n di e s er 

Di s s ert ati o n w ur d e n mit  Ci s pl ati n d ur c h g ef ü hrt . D a h er wir d e s i m f ol g e n d e n K a pit el 

f o k u s si ert b e h a n d elt. 

 

1. 4. 1 Ci s pl ati n  

1 8 4 4  w ur d e di e V er bi n d u n g ci s -Di a m mi n di c hl ori d o pl ati n -II [ Pt( N H3 )2 Cl 2 ] 

(A b bil d u n g 3 ) v o m it ali e ni s c h e n C h e mi k er Mi c h el e P e yr o n e er st m al s s y nt h eti si ert u n d 

i st h e ut e  u nt er d e m N a m e n Ci s pl ati n u n d d er A b k ür z u n g c D D P b e k a n nt.   

Di e d a m ali g e S y nt h e s e erf ol gt e i m R a h m e n d er Erf or s c h u n g v o n 

k o m pl e x c h e mi s c h e n V or g ä n g e n u n d h att e k ei n e n m e di zi ni s c h -t h er a p e uti s c h e n 

Hi nt er gr u n d.  Di e E nt d e c k u n g d er z yt o st ati s c h e n Wir k u n g erf ol gt e r ei n z uf älli g Mitt e d er 

1 9 6 0 er -J a hr e d ur c h d e n a m eri k a ni s c h e n  Bi o p h y si k er  B ar n ett R o s e n b er g . I m R a h m e n 

s ei n e s E x p eri m e nt e s s et zt e er E s c h eri c hi a c oli  B a kt eri e n ei n e m el e ktri s c h e n 

W e c h s el str o mf el d mit hilf e v o n Pl ati n el e ktr o d e n u n d A m m o ni u m c hl ori d -P uff er a u s . Er 

st ellt e f e st, d a s s di e B a kt eri e n  a uf d a s bi s z u 3 0 0 -f a c h e i hr er ü bli c h e n L ä n g e 

a n w u c h s e n , o h n e d a s s Z ellt eil u n g st attf a n d. Z u n ä c h st v er m ut et e er  ur s ä c hli c h d e n  

Ei nfl u s s d e s el e ktri s c h e n F el d e s a uf di e Z ellt eil u n g . Di e s er wi e s  si c h al s i n k orr e kt. Er 

k o n nt e b e w ei s e n, d a s s si c h Pl ati n d er El e ktr o d e n a bl ö st e u n d u nt er s ei n e n 

E x p eri m e nt al b e di n g u n g e n z u d e m z yt o st ati s c h e n Pl ati n k o m pl e x  u m s et zt e . E n d e d e r 

1 9 6 0 er -J a hr e k o n nt e R o s e n b er g i n Ti er v er s u c h e n ei n e a ntit u m or al e A kti vit ät v o n 

 
A b bil d u n g 3 : Ci s pl ati n. 
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Ci s pl ati n z ei g e n . A nf a n g d er 1 9 7 0 er-J a hr e w ur d e n di e er st e n St u di e n i n A m eri k a z ur 

B e h a n dl u n g v o n H o d e n - u n d Ei er st o c k -Kr e b s mit Ci s pl ati n d ur c h g ef ü hrt u n d 1 9 7 8 

w ur d e e s v o n d er F D A  z ur B e h a n dl u n g e b e n di e s er Kr e b s e ntit ät e n z u g el a s s e n. 

Ci s pl ati n w ur d e d a mit w elt w eit z u m er st e n m et all b a si er e n d e n c h e m ot h er a p e uti s c h 

ei n g e s et zt e n Ar z n ei st off.  1 9 7 9 f ol gt e n Z ul a s s u n g e n i n Gr o ß brit a n ni e n u n d E ur o p a  

( 1 8). I n d e n f ol g e n d e n J a hr e n b z w. J a hr z e h nt e n w ur d e d er Ei n s at z v o n Ci s pl ati n st eti g 

er w eit ert . Es z ä hlt w eit er hi n z u d e n g ä n gi g st e n C h e m ot h er a p e uti k a u n d i st a uf d e r 

er w eit er t e n k o m pl e m e nt är e n Li st e d er u n e nt b e hrli c h e n Ar z n ei mitt el d er W H O g eli st et 

( St a n d 2 0 1 9, 2 1. F a s s u n g d er W H O-Li st e) . 

D a Ci s pl ati n i nf ol g e d er i m G a str oi nt e sti n altr a kt st attfi n d e n d e n H y dr ol y s e or al 

ni c ht bi o v erf ü g b ar i st  w ir d e s p ar e nt er al (i ntr a v e n ö s) a p pli zi ert. D er M e c h a ni s m u s d er 

A uf n a h m e v o n Ci s pl ati n i n di e T u m or z ell e i st ni c ht a b s c hli e ß e n d g e kl ärt. Z u n ä c h st 

w ur d e al s m a ß g e bli c h er I nfl u x -M e c h a ni s m u s p a s si v e Diff u si o n a n g e n o m m e n , d a di e 

A uf n a h m e i n di e Z ell e ü b er di e er st e Z eit a n n ä h er n d  li n e ar st attfi n d et ( 1 9). D a a n 

O v ari al k ar zi n o m z ell e n g e z e i gt w er d e n k o n nt e, d a s s e s b ei v or h a n d e n er M ut ati o n d e s 

K u pf ertr a n s p ort er s C T R 1  z u ei n er A k k u m ul ati o n v o n Ci s pl ati n i n d er Z ell e k o m mt , 

s c h ei n e n I nfl u x u n d Effl u x v o n Ci s pl ati n i n V er bi n d u n g mit d er K u pf er -H o m ö o st a s e d er 

Z ell e z u st e h e n  ( 2 0). D a s B e str e b e n Ci s pl ati n s mit s ei n e n m ol e k ul ar e n Zi el str u kt ur e n 

i n W e c h s el wir k u n g z u tr et e n wir d d ur c h di e s e A k k u m ul ati o n all er di n g s ni c ht m o d uli ert . 

S o  w ur d e b ei s pi el s w ei s e g e z ei gt , d a s s ei n e i ntr a z ell ul är e A k k u m ul ati o n v o n Ci s pl ati n 

ni c ht i n dir e kt e m Z u s a m m e n h a n g mit d e m Pl ati ni er u n g s gr a d d er D N A st e ht . W eit er hi n 

k o n nt e g e z ei gt w er d e n, d a s s ei n e Ü b er e x pr e s si o n v o n K u pf ertr a n s p ort er n  z u ei n er 

Ci s pl ati n -R e si st e n z d er Z ell e f ü hr e n. Pr o mi n e nt e Effl u x -Tr a n s p ort er si n d A T P 7 B 

(Wil s o n -Pr ot ei n , e n gl. C o p p er -tr a n s p orti n g P-t y p e a d e n o si n e tri p h o s p h at e) ( 2 1) u n d 

M R P 2 ( e n gl. M ulti dr u g r e si st a n c e -a s s o ci at e d pr ot ei n 2 ) ( 2 2). K u pf er u n d Ci s pl ati n 

b e hi n d er n g e g e n s eiti g i hr e n I nfl u x  u n d v er ur s a c h e n di e D e gr a di er u n g b z w. 

I nt er n ali si er u n g v o n C T R 1 (2 3 – 2 5) . 

B ei Ci s pl ati n h a n d elt e s si c h u m ei n Pr o dr u g , d a s n a c h i ntr a z ell ul är er A uf n a h m e 

a uf gr u n d d er d ort ni e dri g er e n C hl ori di o n e n -K o n z e ntr ati o n bi o a kti vi ert wir d . E s bil d e n 

si c h M o n o - o d er Di -A q u a -K o m pl e x e ([ Pt( N H3 )2 Cl ( O H2 )]+  b z w.  [ Pt( N H3 )2 ( O H2 )2 ]2 + ) 

d ur c h d e n A u st a u s c h d er C hl ori d -Li g a n d e n ( A b bil d u n g 4 ) ( 2 6). 
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Di e A q u a -K o m pl e x e d e s Ci s pl ati n s si n d g e g e n ü b er N u cl e o p hil e n wi e d er D N A , i m 

G e g e n s at z z u ni c ht a kti vi ert e m Ci s pl ati n, r e a kti v . Di e s i st a uf ei n e er h ö ht e  El e kt r o p hili e 

u n d d e m d a mit v er b u n d e n e n El e ktr o n e n m a n g el d e s Pl ati n -Z e ntr al at o m s 

z ur ü c k z uf ü hr e n.  Di e a kti v e F or m v o n Ci s pl ati n bil d et mit d e n N 7 -Sti c k st off e n d er 

P uri n b a s e n A d e ni n u n d G u a ni n A d d u kt e u n d f ü hrt e nt s pr e c h e n d z u 

Q u er v er n et z u n g e n. I n r u n d 9 5 % d er F äll e bil d e n si c h mit 1, 2 - b z w. 1, 3 -I ntr a str a n g-

A d d u kt e n Q u er v er n et z u n g e n i n n er h al b ei n e s D N A -Str a n g e s. I n d e n r e stli c h e n F äll e n  

bil d e n si c h I nt er str a n g -Q u er v er n et z u n g e n z wi s c h e n z w ei D N A -Str ä n g e n  (A b bil d u n g 5 ) 

( 2 6). 

Ci s pl ati n  f ü hrt i m Z u g e d er z ell ul är e n R e a kti o n a uf di e D N A-S c h ä di g u n g ( e n gl. 

D N A D a m a g e R e s p o n s e  [ D D R]) ü b er v er s c hi e d e n e Si g n al w e g e  z ur A p o pt o s e d er 

Z ell e.  A l s R e a kti o n a uf Ci s pl ati n wir d b ei s pi el s w ei s e d er T u m or s u p pr e s s or p 5 3 

a kti vi ert . Di e s a kti vi ert  D N A -R e p ar at ur m e c h a ni s m e n , di e b ei irr e p ar a bl e n D N A -

S c h ä d e n A p o pt o s e a u sl ö s e n . Al s K o n s e q u e n z wir d p 2 1 a kti vi ert, w a s z u ei n e m 

Z ell z y kl u s -Arr e st i n d er G 1 -P h a s e  mit a n s c hli e ß e n d er A p o pt o s e  f ü hrt. Di e A kti vi er u n g 

 
A b bil d u n g 4 : I ntr a z ell ul ä r e A kti vi e r u n g v o n Ci s pl ati n. 

Di e A b bil d u n g w ur d e a u s ( 2 6) ü b er n o m m e n.  
 

 
A b bil d u n g 5 : D N A-A d d u kt e v o n Ci s pl ati n . 

Di e A b bil d u n g z ei gt di e H ä ufi g k eit e n d e s A uftr et e n s  d er D N A -A d d u kt e, w el c h e si c h mit Ci s pl ati n bil d e n k ö n n e n. 
Di e s e si n d al s Pr o z e nt a n g a b e n ü b er d er j e w eili g e n D ar st ell u n g a n g e g e b e n.  

Di e A b bil d u n g w ur d e ü b er s et zt  u n d a u s ( 2 6) ü b er n o m m e n . 
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v o n p 5 3 i nitii ert z u s ät zli c h ei n e  v er m e hrt e E x pr e s si o n v o n P U M A ( e n gl. p 5 3 

u pr e g ul at e d m o d ul at or of a p o pt o si s ), w el c h e s i n hi bi er e n d a uf a nti a p o pt oti s c h e 

Pr ot ei n e d er B cl -2 -F a mili e  ( z. B. B cl-x L)  wir kt.  D ur c h di e s e n Sti m ul u s w er d e n 

pr o a p o pt oti s c h e Pr ot ei n e di e s er F a mili e fr ei g e s et zt ( z. B. B A K) u n d f ü hr e n z u m V erl u st 

d e s M e m br a n p ot e nti al s d er Mit o c h o n dri e n . Di e Mit o c h o n dri e n m e m br a n wir d 

p er m e a bili si ert u n d C yt o c hr o m C tritt a u s.  Fr ei g e s et zt e s C yt o c hr o m C i st n u n i n d er 

L a g e , d a s  c yt o s oli s c h e Pr ot ei n A P A F 1 ( e n gl. A p o pt oti c pr ot e a s e a cti v ati n g f a ct or 1 ) z u 

a kti vi er e n. A P A F 1  bil d et d a s A p o pt o s o m , w el c h e s z ur A kti vi er u n g d er C a s p a s e-

K a s k a d e f ü hrt u n d d a mit ulti m ati v di e  A p o pt o s e ei nl eit et . D a s a nti a p o pt oti s c h e Pr ot ei n 

S ur vi vi n  wir d d ur c h di e A kti vi er u n g v o n p 5 3 g e h e m mt u n d k a n n s o mit ni c ht m e hr 

i n hi bi er e n d a uf v er s c hi e d e n e C a s p a s e n wir k e n. I n d er Lit er at ur si n d z a hlr ei c h e w eit er e 

Si g n altr a n s d u kti o n s w e g e b e s c hri e b e n, ü b er w el c h e Ci s pl ati n z u m Z ellt o d f ü hrt. S o 

k ö n n e n  di v er s e Ki n a s e n wi e A K T, c -A B L, M A P K, J N K o d er E R K a n d er i ntr a z ell ul är e n 

Tr a n s d u kti o n d e s D N A -S c h a d e n -Si g n al s b et eili gt s ei n  ( 2 3). A u c h w e n n Ci s pl ati n i n 

e xt r e m h o h e n D o s e n z u m Z ellt o d p er N e kr o s e f ü hr e n k a n n, i st di e ü bli c h e R e a kti o n 

d er Z ell e u nt er t h er a p e uti s c h e n K o n z e ntr ati o n e n  ei n Ni e d er g a n g d ur c h  A p o pt o s e  ( 2 3). 

G e m ä ß d e n A n g a b e n ei n er b ei s pi el h aft e n F a c hi nf or m ati o n ei n er Ci s pl ati n -

I nf u si o n sl ö s u n g wir d Ci s pl ati n i m m e n s c hli c h e n K ör p er s c h n ell  mit A u s n a h m e d e s 

z e ntr al e n N er v e n s y st e m s  i n all e n G e w e b e n v ert eilt. B e s o n d er s h o h e K o n z e ntr ati o n e n 

w er d e n d e m n a c h i n L e b er, Ni er e n, Bl a s e, M u s k el g e w e b e, H a ut, H o d e n, Pr o st at a, 

P a n kr e a s u n d Mil z err ei c ht. Wi e all e Z yt o st ati k a w ei st Ci s pl ati n u n er w ü n s c ht e 

Ar z n ei mitt el wir k u n g e n i n er h ö ht er Fr e q u e n z u n d I nt e n sit ät a uf. B e s o n d er s 

h er v or z u h e b e n  si n d d o si s a b h ä n gi g e S c h ä di g u n g e n d er Ni er e n ( N e p hr ot o xi zit ät), d er 

O hr e n ( Ot ot o xi zit ät) u n d d e s K n o c h e n m ar k s  ( N e ur ot o xi zit ät), w el c h e b ei r u n d ei n e m 

Dritt el d er P ati e nt e n g e m el d et w ur d e n. V or all e m di e N e p hr ot o xi zit ät  bil d et ei n e d o si s - 

u n d d a mit u nt er U m st ä n d e n  a u c h ei n e th er a pi eli miti er e n d e u n er w ü n s c ht e 

Ar z n ei mitt el wir k u n g . B ei m e hr  al s 1 0 % d er B e h a n d elt e n  f ü hrt di e T h er a pi e z u 

u n er w ü n s c ht e n g a str oi nt e sti n al e n Wir k u n g e n  wi e Ü b el k eit, Er br e c h e n u n d D ur c hf all.  

Ci s pl at i n li e gt z u 9 0 % a n Pl a s m a pr ot ei n e g e b u n d e n v or, w o d ur c h  di e H al b w ert s z eit 

e nt s pr e c h e n d er h ö ht  wir d . Di e Eli mi n ati o n v o n Ci s pl ati n v erl ä uft dr ei p h a si g u n d w ei st 

H al b w ert s z eit e n v o n r u n d ei n er Vi ert el st u n d e  (i niti al e Eli mi ni er u n g) bi s z u m e hr al s f ü nf 

T a g e n  ( a n Pl a s m a pr ot ei n e g e b u n d e n e s Ci s pl ati n) a uf. Di e Eli mi ni er u n g v o n Ci s pl ati n 

erf ol gt ü b er wi e g e n d r e n al. E s k a n n all er di n g s a u c h ü b er di e G all e n w e g e 

a u s g e s c hi e d e n w er d e n ( 2 7). 
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1. 4. 2 E nt wi c kl u n g ei n e r Ci s pl ati n -R e si st e n z  

N e b e n d e n b er eit s er w ä h nt e n u n er w ü n s c ht e n Ar z n ei mitt el wir k u n g e n st ellt di e 

R e si st e n z e nt wi c kl u n g  i m  L a uf e  ei n er  Ci s pl ati n -T h er a pi e  ei n  w eit er e s 

t h er a pi eli miti er e n d e s Pr o bl e m d ar.  Wi e a m A nf a n g b e s c hri e b e n  wir d di e Ei nt eil u n g 

ei n e s O v ari al k ar zi n o m s  i n Pl ati n-s e n siti v o d er Pl ati n -r e si st e nt i m kli ni s c h e n K o nt e xt 

b e s o n d er s wi c hti g, w e n n e s u m di e B e h a n dl u n g v o n R e zi di v e n g e ht.  Di e 

G y n ä k ol o gi s c h e O n k ol o gi e  Gr u p p e ( G O G; U S -a m eri k a ni s c h e N o n -Pr ofit -

Or g a ni s ati o n)  t eilt di e C h a n c e a uf A n s pr e c h e n ei n e s R e zi di v s a uf ein e Pl ati n -h alti g e 

C h e m ot h er a pi e a uf  B a si s  d e s  A b st a n d s  d e s  l et zt e n  Pl ati n -h alti g e n 

C h e m ot h er a pi e z y kl u s u n d d er R e zi di v -Di a g n o s e ( Pl ati n-fr ei e s I nt er v all) ei n. Wir d ei n 

R e zi di v i n n er h al b v o n 4 W o c h e n di a g n o sti zi ert, li e gt di e C h a n c e a uf Erf ol g mit ei n er 

Pl a ti n-h alti g e n C h e m ot h er a pi e  b ei 0 %.  Ei n O v ari al k ar zi n o m wir d al s Pl ati n -r e si st e n z 

kl a s sifi zi ert, w e n n e s n a c h 6 M o n at e n z u ei n e m R e zi di v k o m mt u n d di e Erf ol g sr at e 

ei n er er n e ut e n Pl ati n -h alti g e n C h e m ot h er a pi e wir d a uf u nt er 1 0 % g e s c h ät zt. Tritt ei n 

R e zi di v  i m Z eitr a u m v o n 6 bi s 1 2 M o n at e n n a c h d e m l et zt e n Pl ati n-h alti g e n Z y kl u s a uf, 

wir d e s z u m ei n e n al s p arti ell Pl ati n -r e si st e nt b e z ei c h n et u n d  z u m a n d er e n li e gt  di e 

A n s pr e c hr at e a uf ei n e er n e ut e Pl ati n -h alti g e B e h a n dl u n g b ei  r u n d 3 0 %. Ei n Pl ati n -

s e n siti v e s  R e zi di v z ei c h n et si c h d a d ur c h a u s, d a s s e s fr ü h e st e n s 1 2 M o n at e n a c h d er 

l et zt e n Pl ati n-h alti g e n C h e m ot h er a pi e a uftritt. E s w ei st mit m e hr al s 5 0 % di e b e st e n 

Erf ol g s c h a n c e n b ei m er n e ut e n Ei n s at z ei n er Pl ati n -h alti g e n T h er a pi e a uf ( 2 8). Al s 

K o n s e q u e n z ei n e s O v ari al k ar zi n o m s, w el c h e s  e nt w e d er i ntri n si s c h s c h wi eri g mit 

Pl ati n -h alti g e n Z yt o st ati k a z u b e h a n d el n i st ( al s o ei n fr ü h e s R e zi di v bil d et) o d er i n 

ei n e m k ur z e n Z eit a b st a n d n a c h Pl ati n -h alti g er C h e m ot h er a pi e ei n R e zi di v a u s bil d et 

m u s s a uf S e c o n d -Li n e -T h er a pi e n z ur ü c k g e griff e n w er d e n. Di e s e h a b e n i n di vi d u ell e 

N e b e n wir k u n g e n u n d s t ell e n ni c ht di e g e w ü n s c ht e T h er a pi e o pti o n g e m ä ß L eitli ni e d ar , 

wi e z u B e gi n n b er eit s erl ä ut ert w ur d e  ( 4). R u n d 2 0 -2 5 % d er P ati e nti n n e n mit ei n e m 

O v ari al k ar zi n o m n a c h FI G O I -II erf a hr e n ei n e n R ü c kf all. F ür P ati e nti n n e n, d er e n 

Pri m ärt u m or i n FI G O III-I V ei n z u or d n e n w ar, li e gt di e R e zi di v-Q u ot e b ei et w a 7 0 %. 

D a s m e di a n e I nt er v all f ür d a s A uftr et e n ei n e s er st e n R e zi di v s li e gt  b e z o g e n a uf 

O v ari al k ar zi n o m e  z wi s c h e n 1 8 u n d 2 4 M o n at e n ( 2 9). 

Di e R e si st e n z e nt wi c kl u n g  g e g e n ü b er Ci s pl ati n  st ellt  al s o b ei O v ari al k ar zi n o m e n 

ei n Pr o bl e m mit p ot e n zi ell  s c h w er wi e g e n d e n t h er a p e uti s c h e n F ol g e n d ar. G all u z zi et 

al. d efi ni er e n  vi er K at e g ori e n v o n z ell ul är e n M e c h a ni s m e n, di e z u ei n er Ci s pl ati n -

R e si st e n z f ü hr e n k ö n n e n :  
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•  pr e -t ar g et: R e si st e n z e n, di e v or Err ei c h e n d er D N A a uftr at e n,  

•  o n -t ar g et: R e si st e n z e n, di e i n dir e kt e m Z u s a m m e n h a n g mit d er ( R e a kti o n a uf 

di e) D N A -S c h ä di g u n g st e h e n,  

•  p o st -t ar g et: R e si st e n z e n, di e V er ä n d er u n g e n i n d er n a c h g e s c h alt et e n 

Si g n altr a n s d u kti o n b etr eff e n u n d  

•  off -t ar g et: R e si st e n z e n, di e d ur c h ei n e V er ä n d er u n g v o n z ell ul är e n 

R e g el pr o z e s s e n a u s g el ö st w er d e n, di e ni c ht dir e kt mit Ci s pl a ti n i n V er bi n d u n g 

g e br a c ht w er d e n k ö n n e n ( 3 0, 3 1).  

Di e d et ailli ert e B e s c hr ei b u n g d er v er s c hi e d e n e n Art e n d er Ci s pl ati n -R e si st e n z 

ri c ht et si c h f ol g e n d n a c h d er Ei nt eil u n g v o n G all u z zi et al.  

Pr e -t ar g et R e si st e n z e n  l a s s e n si c h a m b e st e n d a d ur c h b e s c hr ei b e n, d a s s di e 

T u m or z ell e ü b er v er s c hi e d e n e M e c h a ni s m e n v er s u c ht , e nt w e d er d e n I nfl u x v o n 

Ci s pl ati n z u v erri n g er n o d er d e s s e n Effl u x b z w. Eli mi ni er u n g z u er h ö h e n. V o r all e m 

V er ä n d er u n g e n d er z ell ul är e n A u s st att u n g a n I nfl u x -Tr a n s p ort er n wi e C T R 1 o d er 

Effl u x -Tr a n s p ort er n wi e A T P 7 B o d er M R P 2 f ü hr e n z u pr o bl e m ati s c h g eri n g e n 

Ci s pl ati n -K o n z e ntr ati o n e n i n n er h al b d er Z ell e. A u c h w e n n ei n e  st ei g e n d e  

A k k u m ul ati o n v o n Ci s pl ati n d e n z yt ot o xi s c h e n Eff e kt ni c ht e n dl o s st ei g ert ( 2 0), m u s s 

ei n e g e wi s s e K o n z e ntr ati o n ü b er s c hritt e n w er d e n, d a mit Eli mi ni er u n g s pr o z e s s e d er 

Z ell e ni c ht z u vi el Ci s pl ati n i n a kti vi er e n o d er e ntf er n e n. S o w o hl di e V er ä n d er u n g d er 

E x pr e s si o n d er g e n a n nt e n Tr a n s p ort er  al s a u c h ei n e v er ä n d ert e L o k ali s ati o n i n n er h al b 

d er Z ell e w ur d e mit ei n er Ci s pl ati n -R e si st e n z i n V er bi n d u n g g e br a c ht. W eit er hi n k a n n 

di e Eli mi n ati o n v o n Ci s pl ati n d ur c h er h ö ht e S pi e g el v o n Gl ut at hi o n ( G S H), 

Gl ut a m at c y st ei nli g a s e ( G C L ; E n z y m, w el c h e s G S H -Bil d u n g k at al y si ert)  o d er  

Gl ut at hi o n -S -Tr a n sf er a s e n ( G S T ; E n z y m e, w el c h e Ci s pl ati n u n d G S H v er bi n d e n) 

g e st ei g ert w er d e n  ( 3 2, 3 3). W ä hr e n d V er ä n d er u n g e n a n C T R 1 u n d A T P 7 B ei n e 

b e wi e s e n e kli ni s c h e R el e v a n z b e sit z e n , k o n nt e di e s e f ür di e a n d er e n Tr a n s p ort er o d er 

E n z y m e bi s h er ni c ht g e z ei gt  w er d e n  ( 2 0, 2 5, 3 0, 3 4). Z ei g e n T u m or e  ei n e 

Ü b er e x pr e s si o n v o n C T R 1, v erl ä n g ert si c h d a s pr o gr e s si o n sfr ei e I nt er v all u n d d a s 

G e s a mt ü b erl e b e n d er P ati e nti n n e n si g nifi k a nt ( 3 5). A n al o g  w ei s e n P ati e nti n n e n mit 

A T P 7 B -p o siti v e n T u m or e n ei n e s c hl e c ht er e kli ni s c h e Pr o g n o s e i m Si n n e ei n er 

s c hl e c ht er e n G e s a mt -Ü b erl e b e n sr at e u n d V er k ür z u n g d e s pr o gr e s si o n sfr ei e n 

I nt er v all s a uf ( 3 4). 
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W ei st ei n T u m or ei n e Ci s pl ati n -R e si st e n z b a si er e n d a uf ei n er o n -t ar g et R e si st e n z 

a uf, s o li e g e n m ei st V er ä n d er u n g e n i n d er R e a kti o n a uf d e n Ci s pl ati n -i n d u zi ert e n D N A-

S c h a d e n v or. A n d er D et e kti o n u n d d e m V er s u c h d er R e p ar at ur di e s er S c h ä d e n si n d 

v or all e m d a s N E R -S y st e m ( e n gl. n u cl e oti d e e x ci si o n r e p air ) ( 3 6) u n d d a s M M R -

S y st e m ( e n gl. D N A mi s m at c h r e p air ) ( 3 7) b et eili gt. Ei n e Ü b er a kti vi er u n g d e s N E R -

S y st e m s  ( a u s g e dr ü c kt  d ur c h  ei n e Ü b er e x pr e s si o n  d e s D N A -

E x zi si o n sr e p ar at ur pr ot ei n s 1  [E R C C 1 ]) z ei gt kli ni s c h e R el e v a n z , d a si e mit ei n er 

v erri n g ert e n Ü b erl e b e n sr at e d er P ati e nt e n ei n h er g e ht  ( 3 8, 3 9). U nt er n or m al e n 

U m st ä n d e n i st d a s M M R -S y st e m ni c ht i n d er L a g e d e n v er ur s a c ht e n D N A -S c h a d e n 

z u r e p ari er e n . A l s K o n s e q u e n z w er d e n pr o a p o pt oti s c h e Si g n alw e g e  a u s g el ö st  ( 4 0). 

D a h er f ü hrt ei n e v erri n g ert e E x pr e s si o n d er K o m p o n e nt e n d er M M R  i n d er R e g el z u 

ei n er Ci s pl ati n -R e si st e n z, d a di e v er ur s a c ht e n D N A -S c h ä d e n ni c ht m e hr u n b e di n gt z ur 

A u sl ö s u n g d er A p o pt o s e f ü hr e n. Ci s pl ati n k a n n n a c h Bil d u n g d er D N A -A d d u kt e z u 

D o p p el str a n g br ü c h e n f ü hr e n, w el c h e i m R a h m e n d er D N A-S y nt h e s e o d er d er 

h o m ol o g e n R e k o m bi n a ti o n ( H R) r e p ari ert w er d e n s ollt e n. V or all e m V er ä n d er u n g e n 

d er Pr ot ei n e B R C A 1 u n d B R C A 2, w el c h e a n d er H R b et eili gt si n d, h a b e n ei n e n 

Ei nfl u s s a uf di e Ci s pl ati n -S e n siti vit ät d er Z ell e: w ä hr e n d f u n kti o n s ei n s c hr ä n k e n d e 

M ut ati o n e n di e s er Pr ot ei n e z u ei n er Er h ö h u n g d er Ci s pl ati n -S e n siti vit ät f ü hr e n, f ü hr e n 

f u n kti o n s st ei g er n d e M ut ati o n e n z u ei n er Ci s pl ati n-R e si st e n z  ( 1 2, 1 3, 4 1).  

P o st -t ar g et R e si st e n z e n si n d i n d er R e g el ni c ht s p e zifi s c h f ür Ci s pl ati n. Di e 

z u gr u n d eli e g e n d e n M e c h a ni s m e n l a s s e n si c h a u c h b ei a n d er e n D N A -s c h ä di g e n d e n 

V erf a hr e n ( wi e B e str a hl u n g) o d er Z yt o st ati k a b e o b a c ht e n. D a ei n e m ali g n e Z ell e p er 

D efi niti o n  ei n e g e wi s s e R e si st e n z g e g e n ü b er pr o a p o pt oti s c h e n Si g n al e n a uf w ei st  

( 4 2), k ö n n e n di e a n g e s pr o c h e n e n M e c h a ni s m e n v er m e hrt f e st g e st ellt w er d e n. 

Gr u n d s ät zli c h wir d ei n e Z ell e z ur A ufr e c ht er h alt u n g d er Z ell -H o m ö o st a s e z u n ä c h st 

v er s u c h e n , e nt st a n d e n e S c h ä d e n z u r e p ari er e n. S c hl ä gt di e s all er di n g s f e hl , w er d e n 

pr o a p o pt oti s c h e Si g n al e w eit er g el eit et , u m di e H o m ö o st a s e d e s g e s a mt e n 

Or g a ni s m u s a ufr e c ht z u er h alt e n  ( 4 3, 4 4). I m F all e Ci s pl ati n s w e c h s elt di e M M R v o m 

z yt o pr ot e kti v e n i n d e n z yt ot o xi s c h e n M o d u s , w a s oft z u ei n er p 5 3 -a b h ä n gi g e n 

Ei nl ei t u n g d er A p o pt o s e u n d ei n er A k k u m ul ati o n v o n r e a kti v en  S a u er st off s p e zi e s 

( R O S) f ü hrt. B ei d e W e g e f ü hr e n z u m Z u s a m m e n br u c h d e s P ot e nti al s d er ä u ß er e n 

Mit o c h o n dri e n m e m br a n u n d i hr er P er m e a bili s ati o n, w a s ei n p ot e nt er a p o pt oti s c h er 

Sti m ul u s i st.  S o mit st ellt b ei s pi el s w ei s e ei n e f u n kti o n s mi n d er n d e M ut ati o n v o n p 5 3 

ei n e  M ö gli c h k eit f ür ei n e p o st -t ar g et R e si st e n z d ar , d a di e a p o pt oti s ch e 
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Si g n altr a n s d u kti o n i n di e s e m F all fr ü h g e st ört wir d.  A u c h V er ä n d er u n g e n hi n si c htli c h 

d er E x pr e s si o n v o n Pr ot ei n e n d er B cl -2 -F a mili e ( z. B. B cl-2, B cl -x L u n d M cl -1) o d er 

C a s p a s e n, w el c h e ei n e wi c hti g e R oll e i n d er fi n al e n A u sf ü hr u n g d er A p o pt o s e s pi el e n , 

st ell e n p ot e n zi ell e R e si st e n z m e c h a ni s m e n d ar.  D a s Pr ot ei n S ur vi vi n, w el c h e s di e 

A kti vit ät d er C a s p a s e n h e m mt, i st al s R e a kti o n a uf Ci s pl ati n -Str e s s b ei m a n c h e n 

T u m or art e n  v er st är kt e x pri mi ert  ( 3 0). Di e s k o n nt e z u m B ei s pi el f ür T u m or e d e s 

M a g e n s , d er L u n g e u n d d e s Ö s o p h a g u s g e z ei gt w er d e n ( 4 5– 4 7) . 

U nt er off -t ar g et R e si st e n z e n w er d e n Ü b erl e b e n s m e c h a ni s m e n d er Z ell e 

k at e g ori si ert, w el c h e ni c ht dir e kt a uf Ci s pl ati n o d er d e s s e n a u s g el ö st e n Str e s s 

z ur ü c k z uf ü hr e n si n d. Zi el d er m ali g n e n Z ell e i st e s ei n e v er st är kt e pr olif er ati v e u n d 

a nti -a p o pt oti s c h e Si g n altr a n s d u kti o n a ufr e c ht z u er h alt e n. Di e s i st z u m B ei s pi el d ur c h 

di e Ü b er e x pr e s si o n v o n W a c h st u m sf a kt orr e z e pt or e n wi e Er b B -2 u n d di e d a mit 

v er b u n d e n e v er st är kt e pr olif er at i o n sf ör d er n d e Si g n altr a n s d u kti o n ü b er d e n PI 3 K-A K T -

Si g n al w e g m ö gli c h. Di e s e Er b B -2 -Ü b er e x pr e s si o n k a n n h ä ufi g i n g y n ä k ol o gi s c h e n 

T u m or e n n a c h g e wi e s e n w er d e n  ( 4 8). A u c h ei n v er st är kt er A b b a u v o n R O S ü b er di e 

v er st är kt e E x pr e s si o n v o n A nti o xi d a nti e n i st ei n m ö gli c h er M e c h a ni s m u s  ( 3 0).  

Di e E nt wi c kl u n g ei n er Ci s pl ati n -R e si st e n z i st d e m n a c h ei n m ultif a kt ori ell e s 

G e s c h e h e n . I n d er R e g el fi n d et si c h i n ei n er r e si st e nt e n Z ell e b z w. ei n e m r e si st e nt e n 

T u m or ni c ht n ur ei n a kti vi ert er R e si st e n z m e c h a ni s m u s. S o wir d d e m T u m or w eit er e s 

W a c h st u m  tr ot z  Ei n wir k e n s  v o n  Ci s pl ati n  er m ö gli c ht,  d a  di v er s e 

U m g e h u n g s m e c h a ni s m e n i n Kr aft g e s et zt w er d e n k ö n n e n, u m e nt w e d er ei n e 

S c h ä di g u n g d er D N A d ur c h Ci s pl ati n dir e kt z u v er hi n d er n, d e n  e v e nt u ell  v er ur s a c ht e n 

S c h a d e n z u r e p ari er e n o d er d e n Z ellt o d ü b er a n d er e W e g e z u v er hi n d er n. A u s di e s er 

Er k e n nt ni s er gi bt si c h di e R ati o n al e Ci s pl ati n mit a n d er e n Wir k st off e n  z u k o m bi ni er e n, 

w el c h e ei n z el n e o d er m e hr er e R e si st e n z m e c h a ni s m e n a dr e s si er e n u n d e nt s pr e c h e n d 

i n hi bi er e n s oll e n. 

I m R a h m e n di e s er Ar b eit w ur d e n v er s c hi e d e n e A n s ät z e z ur S e n k u n g d er 

Ci s pl ati n -R e si st e n z b z w. Er h ö h u n g d er Ci s pl ati n -S e n siti vit ät v er s c hi e d e n er 

O v ari al k ar zi n o m z ellli ni e n v erf ol gt. Zi el all er K o m bi n ati o n s b e h a n dl u n g w ar e s , m e hr er e 

wi c hti g e  P u n kt e i n d er A u s bil d u n g ei n er Ci s pl ati n -R e si st e n z z u a dr e s si er e n . Di e 

v er s c hi e d e n e n A n s ät z e si n d i n A b bil d u n g 6  d ar g e st ellt.  
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A n h a n d  d er d ar g e st ellt e n m ultif a kt ori ell e n N at ur d er Ci s pl ati n -R e si st e n z, w ur d e n 

I n hi bit or e n v o n Hi st o n d e a c et yl a s e n, Hit z e s c h o c k pr ot ei n 9 0, e pi d er m al e m 

W a c h st u m sf a kt orr e z e pt or e n , P h o s p h oi n o siti d-3 -Ki n a s e n u n d d e s Pr ot e a s o m s 

ei n g e s et zt. S o s ollt e n s o w o hl o n -t ar g et al s  a u c h off - b z w. p o st -t ar g et R e si st e n z e n 

b e k ä m pft w er d e n.  Di e I n hi bit or e n s o wi e d er e n Ei nfl u s s a uf di e M o d ul ati o n d er 

Ci s pl ati n -R e si st e n z v o n O v ari al k ar zi n o m e n s oll e n i m F ol g e n d e n s o wi e i m A u s bli c k 

n ä h er erl ä ut ert w er d e n.  

 

  

 
A b bil d u n g 6 : D a r st ell u n g wi c hti g e r A n griff s p u n kt e d e r K o m bi n ati o n st h e r a pi e n di e s er Ar b eit . 

Di e A b bil d u n g z ei gt v er s c hi e d e n e z ell ul är e A n griff s p u n kt e , di e i m R a h m e n di e s er Ar b eit al s T eil e v o n 
K o m bi n ati o n st h er a pi e n a dr e s si ert w u r d e n. Gr ü n e Pf eil e st e h e n f ür ei n e n p o siti v e n/ v er st är k e n d e n Eff e kt u n d 

r ot e Pf eil e f ür ei n e n i n hi bi er e n d e n/ s c h w ä c h e n d e n Eff e kt. 
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1. 5 T ar g et e d T h er a pi e s  z ur M o d ul ati o n d er Ci s pl ati n -R e si st e n z  

1. 5. 1 E pi g e n eti k  

D er B e griff E pi g e n eti k  w ur d e i n d e n 1 9 4 0 er -J a hr e n v o m E nt wi c kl u n g s bi ol o g e n 

u n d G e n eti k er C o nr a d H. W a d di n gt o n g e pr ä gt. Er d efi ni ert e E pi g e n eti k al s 

V er ä n d er u n g e n i m P h ä n ot y p  ei n e s Or g a ni s m u s , o h n e d a s s ei n e e nt s pr e c h e n d e 

Ä n d er u n g i m G e n ot y p f e st g e st ellt w er d e n k o n nt e  ( 4 9). Z ur d a m ali g e n Z eit h err s c ht e 

ei n mi ni m al e s V er st ä n d ni s d er z u gr u n d eli e g e n d e n M e c h a ni s m e n.  M e hr er e J a hr z e h nt e 

s p ät er i st kl ar, d a s s e pi g e n eti s c h e M e c h a ni s m e n r e g ul at ori s c h a uf di e G e n e x pr e s si o n 

wir k e n, i n d e m si e Ei nfl u s s d ur c h c h e mi s c h e M o difi k ati o n e n a uf d a s C hr o m ati n  b z w. 

Hi st o n e  o d er  dir e kt a uf di e D N A a u s ü b e n  ( 4 9– 5 1) . 

I m N u kl e o s o m w er d e n D N A-A b s c h nitt e  z u j e w eil s 1 4 6 B a s e n p a ar e u m ei n Hi st o n -

O k t a m er g e w u n d e n. D ur c h di e s e r ä u mli c h e K o m pri mi er u n g  v erri n g ert si c h di e L ä n g e 

d e s D N A -A b s c h nitt s a uf r u n d ei n Si e bt el.  Ei n Hi st o n -O k t a m er b e st e ht a u s j e w eil s z w ei 

Pr ot ei n e n d er Hi st o n e H 2 A, H 2 B, H 3 u n d H 4.  Ei n e A n ei n a n d err ei h u n g v o n m e hr er e n 

N u cl e o s o m e n wir d C hr o m ati n g e n a n nt, w el c h e s si c h r ä u mli c h z u m C hr o m o s o m 

z u s a m m e nl a g ert. Di e u nt er s c hi e dli c h e n Z u st ä n d e z wi s c h e n D N A u n d  r ä u mli c h 

k o m pri mi ert er D N A s i n d i n A b bil d u n g 7  d ar g e st ellt.  

I n A b bil d u n g 7  si n d e b e nf all s di e g ä n gi g st e n e pi g e n eti s c h e n M o difi k ati o n e n d er 

Hi st o n e  b z w. d er D N A d ar g e st ellt. Di e E n z y m e, w el c h e a n e pi g e n eti s c h e n 

 
A b bil d u n g 7 : R ä u mli c h e r A uf b a u d e s C hr o m ati n s u n d M o difi k ati o n e n . 

Di e A b bil d u n g w ur d e ü b er s et zt u n s a u s ( 5 0) ü b er n o m m e n . 
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M o difi k ati o n e n b et eili gt si n d, w er d e n  i n di e vi er f ol g e n d e n Gr u p p e n ei n g et eilt: Writ er  

(„S c hr ei b er “), Er a s er („L ö s c h er “), R e a d er („L e s er “) u n d  M o v er („B e w e g er “). Writ er  

f ü g e n M o difi k ati o n e n hi n z u u n d b e st e h e n z u m B ei s pi el a u s D N A -M et h yltr a n sf er a s e n 

( D N M T s), Hi st o nm et h yltr a n sf er a s e n ( H M T s) u n d Hi st o n a c et yltr a n sf er a s e n ( H A T s).  I m 

G e g e n s at z d a z u e ntf er n e n Er a s er  e nt s pr e c h e n d e M o difi k ati o n e n u n d b e st e h e n a u s 

Hi st o n d e m et h yl a s e n ( H D M s) u n d Hi st o n d e a c et yl a s e n ( H D A C s) . Z u r Gr u p p e d er 

R e a d er  g e h ör e n Pr ot ei n e, w el c h e i n d er L a g e si n d,  d e n A c et yli er u n g s st at u s d er 

Hi st o n e ( B r o m o d o m ai n-Pr ot ei n e) o d er d e n M et h yli er u n g s st at u s d er D N A 

( C hr o m o d o m ai n-Pr ot ei n e) z u l e s e n  u n d i n Si g n altr a n s d u kti o n z u ü b er s et z e n.  Ei n e 

U m str u kt uri er u n g d e s C hr o m ati n s d ur c h V er s c hi e b u n g v o n N u cl e o s o m e n k a n n d ur c h 

Pr ot ei n e d er M o v er -Gr u p p e  v or g e n o m m e n w er d e n. D a z u z ä hl e n z u m B ei s pi el: 

A RI D 1 A / 1 B/ 2 (A T -ri c h i nt er a cti v e d o m ai n-c o nt ai ni n g pr ot ei n 1 A/ 1 B/ 2)  o d er di e A T P -

a b h ä n gi g e n C hr o m ati n U m str u kt uri er u n g s pr ot ei n e S M A R C A 2/ A 4/ B 1.  

D er M et h yli er u n g s st at u s d er D N A u n d p o sttr a n sl ati o n al e M o difi k ati o n e n d er 

Hi st o n e si n d e s s e nti ell f ür di e R e g ul ati o n d er G e n e x pr e s si o n , d a z u m ei n e n di e 

Err ei c h b ar k eit b e sti m mt er G e n a b s c h nitt e f ür di e Tr a n s kri pti o n s -M a s c hi n eri e g e st e u ert 

wir d  u n d z u m a n d er e n a u c h di e dir e kt e F u n kti o n sf ä hi g k eit d er G e n e b e ei nfl u s st 

w er d e n k a n n ( 5 0).  

Ei n e  H y p er m et h yli er u n g d er D N A i n e nt s pr e c h e n d e n Pr o m ot er-R e gi o n e n  k a n n 

z ur I n a kti vi er u n g v o n T u m or s u p pr e s s or -G e n e n o d er d e m Stilll e g e n di v er s er a n d er er 

G e n e i n m ali g n e n Z ell e n f ü hr e n. Ei n e M et h yli er u n g d er D N A fi n d et i n d er R e g el a n 

P o siti o n 5 d er B a s e C yt o si n  u nt er d er Bil d u n g v o n 5 -M et h yl c yt o si n ( 5 m C)  st att . 

B e s o n d er s h ä ufi g k a n n di e Bil d u n g v o n 5 m C i n C p G -I n s el n n a c h g e wi e s e n w er d e n , 

al s o B er ei c h e n d er D N A , i n w el c h e n d a s Di n u kl e oti d a u s Cyt o si n u n d G u a ni n g e h ä uft 

v or k o m mt. G e n e, w el c h e i n V er bi n d u n g z u m g y n ä k ol o gi s c h e n Kr e b s g e s c h e h e n  

st e h e n u n d d ur c h ei n e H y p er m et h yli er u n g d er C p G -I n s el i n d er e nt s pr e c h e n d e n 

Pr o m ot er -R e gi o n still g el e gt w er d e n  k ö n n e n , c o di er e n b ei s pi el s w ei s e f ür B R C A 1, 

C D K N 2 A/ 2 B ( I n hi bit or e n C y cli n -a b h ä n gi g e r Ki n a s e n, w el c h e al s T u m or s u p pr e s s or e n 

wir k e n  ( 5 2)) o d er d e n E str o g e nr e z e pt or 1 ( E S R 1)  ( 5 3). S o z ei c h n e n si c h a g gr e s s i v e 

K ar zi n o m e d e s E n d o m etri u m s ( T y p II) d ur c h ei n e v erri n g ert e E x pr e s si o n v o n E S R 1 

a u s u n d z ei g e n ei n e s c hl e c ht er e kli ni s c h e Pr o g n o s e ( 5 4, 5 5). Al s z u gr u n d eli e g e n d er 

M e c h a ni s m u s wir d i n d er Lit er at ur di s k uti ert, d a s s E S R 1 -n e g ati v e T u m or z ell e n ei n e s 

E n d o m etri u m k ar zi n o m s v er m e hrt e R e si st e n z g e g e n ü b er d er Ei nl eit u n g d er A p o pt o s e 
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a uf w ei s e n u n d ei n e er h ö ht e T e n d e n z z ur I n v a si o n b e n a c h b art e n G e w e b e s z ei g e n 

( 5 6– 5 8) . 

Di e St ör u n g e n d er H o m ö o st a s e e pi g e n eti s c h er R e g ul ati o n i st d a h er ei n e 

K er n ei g e n s c h aft v o n m ali g n e n Z ell e n  ( 5 9). Ei n e R ati o n al e e pi g e n eti s c h er 

T h er a pi e a n s ät z e b e st e ht d e m n a c h  i n d er N or m ali si er u n g v o n M et h yli er u n g s m u st er n 

d er D N A b z w. d e s M o difi k ati o n s z u st a n d e s d er Hi st o n e , u m di e Ei g e n s c h aft e n ei n e s 

m ali g n e n P h ä n ot y p s  z u m o d uli er e n  ( 4 9). F ür di e B e ei nfl u s s u n g v o n Writ er - u n d 

Er a s er -Pr ot ei n e n si n d m o m e nt a n b er eit s Ar z n ei st off e i n d er T u m ort h er a pi e 

z u g el a s s e n  ( E M A- u n d F D A -Z ul a s s u n g ). Mit A z a citi di n u n d D e cit a bi n st e h e n z w ei 

Ar z n ei st off e z ur V erf ü g u n g, w el c h e D N M T s  ( D N M T 1/ 3 A/ 3 B) i n hi bi er e n u n d s o mit d e n 

M et h yli er u n g s st at u s d er D N A n or m ali si er e n s oll e n. T a z e m et o st at i n hi bi ert di e H M T  

E Z H 2, w el c h e Hi st o n H 3 a n L y si n -2 7 m et h yli ert,  u m ei n e ü b er m ä ßi g e b z w. kr a n k h aft 

v er ä n d ert e M et h yli er u n g v o n Hi st o n H 3 z u v er hi n d er n. Mit I v o s e d e ni b u n d E n a si d e ni b 

st e h e n z w ei Ar z n ei st off e z ur V erf ü g u n g, w el c h e i n dir e kt i n di e e pi g e n eti s c h e 

R e g ul ati o n ei n gr eif e n. Si e i n hi bi er e n I s o citr at d e h y dr o g e n a s en  1 u n d  2 (I D H 1/ 2) , 

w el c h e b ei ei ni g e n Kr e b s er kr a n k u n g e n m uti ert v orli e g e n k ö n n e n u n d s o mit er h ö ht e 

S pi e g el v o n 2 -H y dr o x y gl ut ar at ( 2 -H G) pr o d u zi er e n. 2 -H G s el b st i st ei n I n hi bit or v o n 

H D M s u n d d e s E n z y m s T et -M et h yl c yt o si n di o x y g e n a s e 2 ( T E T 2), w el c h e s a n d er 

D e m et h yli er u n g v o n C yt o si n  b et eili gt i st.  Z ul et zt e xi sti er e n e b e nf all s z u g el a s s e n e 

I n hi bit or e n d er H D A C s: V ori n o st at ( k ei n e E M A-Z ul a s s u n g  ( 6 0)), B eli n o st at, 

P a n o bi n o st at u n d R o mi d e p si n  ( k ei n e E M A-Z ul a s s u n g  ( 6 1)) ( 5 0, 6 2).  

I m R a h m e n d er St u di e n di e s er Ar b eit w ar e n v or all e m Hi st o n d e a c et yl a s e n u n d 

d er e n I n hi bit or e n r el e v a nt, d a si e ei n e n wi c hti g e n Ei nfl u s s a uf di e Ci s pl ati n -S e n siti vit ät  

v o n O v ari al k ar zi n o m z ellli ni e n e ntf alt e n k ö n n e n, wi e i m f ol g e n d e n A b s at z erl ä ut ert wir d.  

 

1. 5 .1. 1  Hi st o n d e a c et yl a s e n  ( H D A C s) 

Ei n e wi c hti g e U nt er gr u p p e  d er Er a s er -Pr ot ei n e i n n er h al b d er e p i g e n eti s c h e n 

M o d uli er u n g s pr ot ei n e si n d Hi st o n d e a c et yl a s e n ( H D A C s). I m Z u s a m m e n s pi el mit i hr e n 

A nt a g o ni st e n, d e n Hi st o n a c et yltr a n sf er a s e n ( H A T s) , er h alt e n si e di e H o m ö o st a s e d e s 

A c et yli er u n g s st at u s d er Hi st o n e  a ufr e c ht. B a si er e n d a uf d e m m o m e nt a n e n 

A c et yli e r u n g s st at u s k a n n z wi s c h e n H et er o c hr o m ati n u n d E u c hr o m ati n u nt er s c hi e d e n  

w er d e n. H A T s si n d i n d er L a g e A c et yl gr u p p e n v o n A c et yl -C o e n z y m A ( A c et yl -C o A) 

a uf L y si n -R e st e d er Hi st o n e z u ü b ertr a g e n , w ä hr e n d H D A C s di e s e d ur c h h y dr ol yti s c h e 
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S p alt u n g e ntf er n e n. H et er o c hr o m ati n b e z ei c h n et ei n e g e s c hl o s s e n e F or m d e s 

C hr o m ati n s, i n w el c h er di e D N A b e s o n d er s  e n g u m di e Hi st o n e g e wi c k elt i st. Di e s er 

Z u st a n d i st pr ä s e nt, w e n n ei n g eri n g er A c et yli er u n g s gr a d d er Hi st o n e v orli e gt. E s 

k o m mt z ur A b n a h m e d er Tr a n s kri pti o n s a k ti vit ät u n d G e n e x pr e s si o n. Di e A u s bil d u n g 

d e s H et er o c hr o m ati n s wir d d ur c h ei n e er h ö ht e A kti vit ät v o n H D A C s b z w. ei n e 

v erri n g ert e A kti vit ät v o n H A T s b ef ör d ert u n d i st i n di v er s e n T u m or pr o b e n n a c h w ei s b ar. 

Li e gt i m G e g e n s at z d a z u ei n e b e s o n d er s off e n e F or m d e s C hr o m ati n s, mit l o c k er er 

Bi n d u n g d er D N A u m di e Hi st o n e v or, wir d  v o m E u c hr o m ati n  g e s pr o c h e n . Di e s er 

Z u st a n d z ei c h n et si c h d ur c h ei n e n h o h e n A c et yli er u n g s gr a d d er Hi st o n e  a u s . Di e s 

f ü hrt z u ei n er St ei g er u n g d er Tr a n s kri pti o n s a kti vit ät u n d G e n e x pr e s si o n ( 6 3– 6 8) .  

I n S ä u g eti er e n si n d 1 8 H D A C -I s o e n z y m e b e k a n nt, di e si c h i n f ü nf Kl a s s e n 

u nt ert eil e n  l a s s e n: Kl a s s e I ( H D A C 1/ 2/ 3/ 8), Kl a s s e II A ( H D A C 4/ 5/ 7/ 9), Kl a s s e II B 

( H D A C 6/ 1 0), Kl a s s e III ( Sirt ui n e, SI R T 1-7 ) u n d Kl a s s e I V ( H D A C 1 1). Kl a s s e I, II A, II B 

u n d I V H D A C s w ei s e n h o h e str u kt ur ell e Ä h nli c h k eit a uf u n d b e n öti g e n ei n Zi n k -I o n al s 

C of a k t or, w ä hr e n d di e Sirt ui n e a u s Kl a s s e III ei n e Str u kt ur h o m ol o gi e z u m Pr ot ei n Sir 2 

d er B ä c k er h ef e (S a c c h ar o m y c e s c er e vi si a e ) a uf w ei s e n u n d N A D +  al s C of a kt or 

b e n öti g e n.  S o mit si n d kl a s si s c h e H D A Ci ni c ht i n d er L a g e i hr e A kti vit ät z u i n hi bi er e n. 

Z u s ät zli c h i st b e k a n nt, d a s s di e H D A C s d er Kl a s s e n I, II A, II B u n d I V  a n d er 

Or g a ni s ati o n d e s C hr o m ati n s u n d d er A kti vi er u n g b z w. I n hi bi er u n g v o n 

Tr a n s kri pti o n sf a kt or e n b et eili gt s i n d. A uf gr u n d di e s er U nt er s c hi e d e w er d e n z u m ei st 

di e 1 1 zi n k a b h ä n gi g e n H D A C -I s o e n z y m e d er Kl a s s e n I, II A, II B u n d I V g e m ei nt, w e n n 

i m Hi n bli c k a uf  m ali g n e Er kr a n k u n g e n H D A C s b etr a c ht et w er d e n . W eit er hi n i st di e 

R oll e d er Sirt ui n e i m R a h m e n d er K ar zi n o g e n e s e ni c ht a b s c hli e ß e n d g e kl ärt, d a di e 

I s o e n z y m e z u m T eil d u al e R oll e erf üll e n u n d s o mit s o w o hl al s T u m or s u p pr e s s or, al s 

a u c h O n k o pr ot ei n e f u n gi er e n k ö n n e n  ( 6 3, 6 4).  

Di e H D A C -I s o e n z y m e w ei s e n ei n e u nt er s c hi e dli c h e  i ntr a z ell ul är e L o k ali s ati o n 

a uf . W ä hr e n d H D A C 1/ 2/ 8 v or wi e g e n d n u kl e är v or k o m m e n, b efi n d e n si c h 

H D A C 6/ 1 0/ 1 1  ü b er wi e g e n d i m Z yt o pl a s m a. Di e ü bri g e n H D A C s ( H D A C 3/ 4/ 5/ 7/ 9) 

k ö n n e n z wi s c h e n b ei d e n L o k ali si er u n g e n w e c h s el n.  W eit er hi n w ei s e n di e I s o e n z y m e 

u nt er s c hi e dli c h e N e b e n -S u b str at e a b s eit s  d e r Hi st o n e a uf. S o i nt er a gi ert H D A C 1 

b ei s pi el s w ei s e mit d e m A n dr o g e nr e z e pt or, d e m T u m or s u p pr e s s o r p 5 3 o d er d e m 

i ntr a z ell ul är e n Si g n al-Tr a n s kri pti o n sf a kt or S T A T 3 , w ä hr e n d H D A C 6 mit d e m 

St üt z pr ot ei n α -T u b uli n u n d Hit z e s c h o c k pr ot ei n 9 0 ( H S P 9 0) i nt er a gi er e n k a n n. D er 

A c et yli er u n g s gr a d v o n Ni c ht -Hi st o n -Pr ot ei n e n h at Ei nfl u s s a uf d er e n r ä u mli c h e 
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Str u kt ur u n d d a mit i n d er R e g el a u c h a uf di e F u n kti o n. S o k o n nt e z u m B ei s pi el g e z ei gt 

w er d e n, d a s s di e I nt er a kti o n z wi s c h e n H D A C 6 u n d α -T u b uli n z u ei n er v er ä n d ert e n 

Z ell mi gr ati o n f ü hrt ( 6 8). Di e Eff e kt e v o n H D A C 1, al s V ertr et er d er Kl a s s e I H D A C s, u n d 

H D A C 6 w ur d e n i m R a h m e n di e s er Ar b eit i n ei n z el n e n St u di e n n ä h er b el e u c ht et.  

F ür di v er s e Kr e b s art e n k o n nt e ei n e Ü b er e x pr e s si o n v o n H D A C s g e z ei gt w er d e n.  

Di e s k o n nt e s o w o hl f ür ur ol o gi s c h e T u m o r er kr a n k u n g e n ( Bl a s e, Ni er e u n d Pr o st at a)  

al s a u c h  f ür g y n ä k ol o gi s c h e T u m or er kr a n k u n g e n (Ei er st ö c k e, G e b är m utt er, 

G e b är m utt er h al s  u n d Br u st) , r e s pir at ori s c h e T u m or er kr a n k u n g e n ( L u n g e) u n d 

T u m or er kr a n k u n g e n d e s G a str oi nt e sti n altr a kt e s ( Di c k d ar m, G all e n bl a s e, L e b er u n d 

P a n kr e a s ) g e z ei gt wer d e n.  F ür O v ari al k ar zi n o m e i st b e s o n d er s di e Ü b er e x pr e s si o n 

d er Kl a s s e I H D A C s H D A C 1 -3 b e s c hri e b e n , w el c h e  s o w o hl di e T u m ori n iti ati o n al s 

a u c h  di e T u m or pr o gr e s si o n st ei g ert. Ei n e Z u n a h m e i m A u s m a ß d er Ü b er e x pr e s si o n 

i st i m Ü b er g a n g v o n b e ni g n e n T u m or e n ü ber Gr e n zf äll e z u K ar zi n o m e n  f e st st ell b ar 

u n d b e s o n d er s  a u s g e pr ä gt  b ei H G S -, m u zi n ö s e n o d er e n d o m etri oi d e n T u m or e n. 

W eit er hi n i st di e Ü b er e x pr e s si o n v o n Kl a s s e I H D A C s mit ei n er s c hl e c ht e n kli ni s c h e n 

Pr o g n o s e v er k n ü pft  ( 6 3). E s k o n nt e k o n kr et g e z ei gt w er d e n, d a s s H D A C 1 di e 

Z ell pr olif er ati o n er h ö ht , i n d e m si e di e A kti vit ät v o n C y cli n A st ei g ert  –  C y cli n A r e g uli ert 

d e n Z ell z y kl u s a m Ü b er g a n g v o n  d er  G 2 -P h a s e i n di e M -P h a s e  ( 6 9). A u c h f ür H D A C 4, 

ei n pr o mi n e nt e s I s o e n z y m d er Kl a s s e II A, k o n nt e di e R el e v a n z al s Zi el str u kt ur i n 

di v er s e n Kr e b s a rt e n ü b er v er s c hi e d e n e M e c h a ni s m e n g e z ei gt w er d e n ( 7 0). I m 

s p e zi ell e n B e z u g z u O v ari al k ar zi n o m z ellli ni e n fi n d e n si c h Hi n w ei s e i n d er Lit er at ur a uf 

pr olif er a ti o n s- u n d mi gr ati o n s st ei g er n d e Eff e kt e . Di e s e Eff e kt e b er u h e n u nt er a n d er e m 

a uf d er I n hi bi er u n g v o n p 2 1 ( 7 1, 7 2). 

I m All g e m ei n e n f ü hrt di e v erri n g ert e A c et yli er u n g d er Hi st o n e  u n d  ei ni g er Ni c ht -

Hi st o n -Pr ot ei n e z u m a n ni gf alti g e n Eff e kt e n, w el c h e d a s Kr e b s g e s c h e h e n b ef ör d er n. 

S o w er d e n b ei s pi el s w ei s e a p o pt oti s c h e R ei z e u nt er dr ü c kt, i n d e m di e E x pr e s si o n 

a nti a p o pt oti s c h er G e n e h o c hr e g uli ert wir d  o d er di e Pr o gr e s si o n d er Z ell e d ur c h d e n 

Z ell z y kl u s si c h er g e st ellt, d a arr eti er e n d e G e n e v er mi n d ert e x pri mi ert w er d e n. 

Z u s ät zli c h k ö n n e n  si c h  Eff e kt e a uf di e D D R , di e A n gi o g e n e s e u n d di e R e a kti o n d er 

Z ell e a uf R O S a u s wir k e n ( 6 3, 6 5). 

Di e  R ati o n al e i n d er A n w e n d u n g v o n H D A C -I n hi bit or e n i m R a h m e n ei n er 

T u m ort h er a pi e li e gt al s o mi n d e st e n s i n d er Wi e d er h er st ell u n g d er A c et yli er u n g s -

H o m ö o st a s e  v o n Hi st o n e n u n d a n d er e n Pr ot ei n e n , o d er n o c h b e s s er i m a n g e str e bt e n 
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Z u st a n d d e s E u c hr o m ati n s, u m b ei s pi el s w ei s e di e E x pr e s si o n pr o a p o pt oti s c h er G e n e 

i ntri n si s c h z u st ei g er n  ( 6 3– 6 8) . I m Z u g e d er d ur c h g ef ü hrt e n St u di e n w ur d e d er 

A c et yli er u n g s st at u s v er s c hi e d e n er Pr ot ei n e ( z. B. α -T u b uli n u n d Hi st o n H 3) mit hilf e d e s 

W e st er n Bl ot s b e sti m mt.  

 

1. 5 .1. 2  Hi st o n d e a c et yl a s e -I n hi bit or e n ( H D A Ci) 

H D A Ci st ell e n  ei n e di v er s e Ar z n ei st off gr u p p e  d ar, di e si c h str u kt ur ell i n vi er 

U nt er gr u p p e n ei nt eil e n l ä s st: ali p h ati s c h e k ur z k etti g e F ett s ä ur e n, z y kli s c h e P e pti d e, 

H y dr o x a m s ä ur e n u n d B e n z a mi d e  ( 6 3). F ür H D A Ci v o m H y dr o x a m s ä ur e - u n d 

B e n z a mi d -T y p l ä s st si c h ei n all g e m ei n g ülti g e s P h ar m a k o p h or -M o d ell b e s c hr ei b e n  

(A b bil d u n g 8 ).  

Si e b e st e h e n a u s ei n er zi n k bi n d e n d e n Gr u p p e ( Z B G, d ar g e st ellt i n r ot), w el c h e i n 

d er L a g e i st d a s Zi n ki o n i m k at al yti s c h e n Z e ntr u m d er H D A C -E n z y m e z u k o m pl e xi er e n 

u n d di e A kti vit ät d er E n z y m e a uf di e s e Art z u i n hi bi er e n. G ä n gi g e  Str u kt ur el e m e nt e 

si n d H y dr o x a m s ä ur e n ( wi e P a n o bi n o st at u n d V ori n o st at)  u n d B e n z a mi d e ( wi e 

E nti n o st at). E s fi n d e n si c h i n d er Lit er at ur all er di n g s a u c h V ertr et er, w el c h e 

C ar b o n s ä ur e n ( wi e V al pr oi n s ä ur e) o d er T hi ol e ( wi e R o mi d e p si n  n a c h A kti vi er u n g ) al s 

 
A b bil d u n g 8 : H D A Ci -P h a r m a k o p h o r -M o d ell mit t y pi s c h e n V e rtr et e r n d e r ei n z el n e n Str u kt ur kl a s s e n . 
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Z B G  tr a g e n ( 7 3). Z ur Er k e n n u n g d er Zi el str u kt ur di e nt di e, i n bl a u d ar g e st ellt e, C a p -

Gr u p p e.  Di e s e i st i n d er R e g el ar o m ati s c h u n d e nt h ält  oft  Sti c k st off al s H et er o at o m  

u n d W a s s er st off br ü c k e n -A k z e pt or . Ü b er di e str u kt ur ell e A u s g e st alt u n g d er C a p -

Gr u p p e l ä s st si c h di e Pr äf er e n z ei n e s I n hi bit or s z u b e sti m mt e n H D A C -E n z y m e n o d er 

-Kl a s s e n b e ei nfl u s s e n. S o tr ä gt d er s el e kti v e H D A Ci N e xt ur a st at A  ei n e B ut yl -

S eit e n k ett e , w ori n di e pr äf eri ert e I n hi bi er u n g v o n H D A C 6 b e gr ü n d et i st ( 7 4). Di e 

Bi n d u n g st a s c h e v o n H D A C 6 bi et et m e hr R a u m u n d h at d a h er m e hr v erf ü g b ar e n Pl at z 

f ür I n hi bit or e n mit v ol u mi n ö s er e n C a p-Gr u p p e n ( 7 5).  Z B G u n d C a p -Gr u p p e w er d e n 

d ur c h ei n h y dr o p h o b e s V er bi n d u n g s gli e d ( Li n k er) , d ar g est ellt i n gr ü n,  v er b u n d e n . Al s 

Li n k er k o m m e n di v er s e Str u kt ur el e m e nt e i n Fr a g e. S o tr a g e n V ori n o st at u n d L M K -2 3 5 

b ei s pi el s w ei s e ei n e n ali p h ati s c h -li n e ar e n Li n k er, w ä hr e n d P a n o bi n o st at, E nti n o st at 

u n d N e xt ur a st at A ei n e n ar o m ati s c h -li n e ar e n Li n k er tr a g e n. D i e R oll e d e s Li n k er s 

b e z ü gli c h d er I s of or m -S el e kti vit ät i st ni c ht s o g ut erf or s c ht wi e di e R oll e  d er C a p -

Gr u p p e. Ei n e n e u er e St u di e k o n nt e all er di n g s A n s ät z e d af ür er ar b eit e n, d a s s 

v ol u mi n ö s e Li n k er ( ali p h ati s c h o d er ar o m ati s c h h et er o z y kli s c h er N at ur) di e S el e kti vit ät 

e h er i n Ri c ht u n g H D A C 1 v er s c hi e b e n u n d ar o m ati s c h li n e ar e Li n k er ( wi e  

P h e n o x y a c et at e  o d er T hi o a c et at e) di e S el e kti vit ät e h er Ri c ht u n g H D A C 6 diri gi er e n 

( 7 6). Di e s e Er g e b ni s s e si n d all er di n g s ni c ht all g e m ei n g ülti g u n d d a h er ni c ht a uf all e 

H D A Ci a n w e n d b ar, s o n d er n s oll e n vi el m e hr ei n e T e n d e n z z ei g e n.  

I m R a h m e n di e s er Ar b eit w ur d e n die H D A Ci P a n o bi n o st at, L M K -2 3 5 u n d 

V ori n o st at al s ni c ht s el e kti v e V ertr et er d er p a n -H D A Ci  v er w e n d et. Al s s el e kti v e H D A Ci 

w ur d e n d a s B e n z a mi d E nti n o st at f ür Kl a s s e I H D A C s u n d di e H y dr o x a m s ä ur e n 

N e xt ur a st at A f ür H D A C 6 u n d C H DI f ür Kl a s s e II A H D A C s ei n g e s et zt. Di e 

Str u kt urf or m el n  d er v er w e n d et e n H D A Ci  i n kl u si v e i hr er Ei n or d n u n g i n d a s all g e m ei n e 

P h ar m a k o p h or -M o d ell d er Ar z n ei st off gr u p p e  si n d i n A b bil d u n g 8  d ar g e st ellt.  

2 0 0 6 w ur d e V ori n o st at al s er st er H D A Ci v o n d er F D A z ur B e h a n dl u n g v o n 

P ati e nt e n mit c ut a n e m T -Z elll y m p h o m ( C T C L) z u g el a s s e n . I n d er E ur o p äi s c h e n U ni o n 

w ur d e  V ori n o st at v o n d er E M A  2 0 0 4 al s Ar z n ei st off f ür s elt e n e L ei d e n a u s g e wi e s e n. 

D er fi n al e  Z ul a s s u n g s a ntr a g w ur d e s eit e n s d e s p h ar m a z e uti s c h e n U nt er n e h m e n s  

2 0 0 9  all er di n g s  z ur ü c k g e z o g e n, d a d er z u st ä n di g e A u s s c h u s s d er  E M A  B e d e n k e n 

g e ä u ß ert u n d ei n e e n d g ülti g e  Z ul a s s u n g al s u n w a hr s c h ei nli c h ei n g e st uft h att e.  

V ori n o st at i st or al bi o v erf ü g b ar u n d wir d i n d e n U S A i n F or m v o n K a p s el n v er m ar kt et.  

Al s z w eit er p a n -H D A Ci w ur d e 2 0 1 5 P a n o bi n o st at s o w o hl v o n d er F D A al s a u c h v o n 

d er E M A z ur B e h a n dl u n g v o n P ati e nt e n mit M ulti pl e m M y el o m i m R a h m e n ei n er 
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K o m bi n ati o n s b e h a n dl u n g mit d e m Pr ot e a s o m -I n hi bit or B ort e z o mi b u n d d e m 

Gl u c o c orti c oi d  D e x a m et h a s o n z u g el a s s e n.  A u c h P a n o bi n o st at i st or al bi o v erf ü g b ar 

u n d wir d i n F or m v o n K a p s el n v er m ar kt et. E nti n o st at w ur d e 2 0 1 0 v o n d er E M A al s 

Ar z n ei mitt el f ür s elt e n e L ei d e n (i n di e s e m F all z ur B e h a n dl u n g d e s H o d g ki n 

L y m p h o m s) a u s g e wi e s e n u n d k a n n s eit d e m b ei s pi el s w ei s e i m R a h m e n v o n 

C o m p e s si o n at e U s e  Pr o gr a m m e n ( e n gl. „ A n w e n d u n g a u s Mit g ef ü hl“) P ati e nt e n z ur 

V erf ü g u n g g e st ellt w er d e n.  D ur c h C o m p e s si o n at e U s e Pr o gr a m m e wir d e s P ati e nt e n 

mit s elt e n e n Er kr a n k u n g e n er m ö gli c ht , v o n ni c ht z u g el a s s e n e n Ar z n ei mitt el n z u 

pr ofiti er e n, w el c h e si c h er st  i n E nt wi c kl u n g o d er  kli ni s c h e r Pr üf u n g b efi n d e n . A ll erdi n g s 

i st ei n e Ei n s c h ät z u n g d er E M A ( o d er a n d er er z u st ä n di g er Ar z n ei mitt el b e h ör d e n)  

n ot w e n di g, d a s s d er Wir k st off  vi el v er s pr e c h e n d i st u n d ei n e Z ul a s s u n g i n d er Z u k u nft 

er w o g e n w er d e n k a n n. E nti n o st at b efi n d et si c h z ur z eit i n z w ei kli ni s c h e n P h a s e III 

St u d i e n ( 7 7, 7 8). E s wir d i n K o m bi n ati o n mit d e m Ar o m at as e h e m m er E x e m e st a n z ur 

A n w e n d u n g b ei m (r e zi di vi er e n d e n) H or m o nr e z e pt or -p o siti v e n Br u st kr e b s u nt er s u c ht.  

A u c h E nti n o st at i st or al bi o v erf ü g b ar. Al s w eit er e H D A Ci w ur d e n di e 

E x p eri m e nt al s u b st a n z e n L M K -2 3 5  ( W eit er e nt wi c kl u n g v o n V ori n o st at ( 7 9)) als p a n -

H D A Ci, N e xt ur a st at A al s H D A C 6i u n d C H DI al s Kl a s s e II A H D A Ci v er w e n d et.  

 

1. 5. 2  Pr ot e a s o m -I n hi bit or e n 

D a s Pr ot e a s o m i st ei n z e ntr al er T eil d er  z ell ul är e n  Q u alit ät s k o ntr oll e v o n 

Pr ot ei n e n. Pr ot ei n e, w el c h e f ür d e n A b b a u v or g e s e h e n si n d, w er d e n d ur c h 

U bi q uiti nli g a s e n mit d e m Pr ot ei n U bi q uiti n v er b u n d e n u n d s o mit m ar ki ert.  Di e er st e 

U bi q uiti ni er u n g ei n e s Pr ot ei n s i st ei n Si g n al f ür w eit er e U bi q uiti nli g a s e n, di e U bi q uiti n -

K ett e z u v erl ä n g er n. D i e s e p ol y u bi q uiti ni ert e n Pr ot ei n e w er d e n ü b er i hr e U bi q uiti n-

K ett e a n d a s Pr ot e a s o m g e b u n d e n. D a s Pr ot e a s o m i st ei n Pr ot ei n k o m pl e x u n d d i e 

e n z y m ati s c h e n a kti v e n Pr ot e a s e n b a u e n i n d er F ol g e di e u bi q uiti ni ert e n  Pr ot ei n e a b. 

B ei d e n Pr ot e a s e n d e s Pr ot e a s o m s h a n d elt e s si c h u m E n d o p e pti d a s e n, w el c h e i n d er 

L a g e si n d Bi n d u n g e n z wi s c h e n ni c ht -t er mi n al e n A mi n o s ä ur e n z u tr e n n e n. E s 

e nt st e h e n k ur z k etti g e P e pti d e, w el c h e d ur c h Z ell pr o z e s s e w eit er a b g e b a ut u n d s o mit 

er n e ut d er Pr ot ei n bi o s y nt h e s e z u g ef ü hrt w er d e n k ö n n e n.  I n S ä u g eti er-Z ell e n wir d d a s 

2 6 S -Pr ot e a s o m e x pri mi ert, w el c h e s a u s ei n er pr ot e ol yti s c h a kti v e n 2 0 S U nt er ei n h eit 

u n d z w ei r e g ul at ori s c h a kti v e n 1 9 S -U nt er ei n h eit e n b e st e ht.  Di e b ei d e n 1 9 S -

U nt er ei n h eit e n si n d ri n gf ör mi g a n e nt g e g e n g e s et zt e n S eit e n d er 2 0 S -U nt er ei n h eit 

g el a g ert.  A n i h n e n b efi n d e n si c h Bi n d u n g s st ell e n f ür A T P u n d f ür di e z u v or er w ä h nt e n 
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P ol y u bi q uiti n -K ett e n.  D er K er n d e s 2 6 S -Pr ot e a s o m s i st h o hl . Pr ot ei n e n wir d e s 

er m ö gli c ht d ur c h di e e nt s pr e c h e n d e n Öff n u n g e n ei n z utr et e n  u n d  z u m pr ot e ol yti s c h  

a kti v e n K er n z u g el a n g e n.  D i e st ä n di g e Q u alit ät s k o ntr oll e v o n Pr ot ei n e n d ur c h d a s 

U bi q uiti n -Pr ot e a s o m -S y st e m ( U P S) i st  ei n e B a si s f ür di e A ufr e c ht er h alt u n g wi c hti g er 

R e g uli er u n g s pr o z e s s e  u n d d er H o m ö o st a s e  v o n Z ell e n. S o wir d b ei s pi el s w ei s e d er 

Z ell z y kl u s r e g uli ert o d er d er Ü b er g a n g ei n er Z ell e i n di e A p o pt o s e b e gl eit et  ( 8 0– 8 4) . 

D a s Pr ot e a s o m r e g uli ert di v er s e Pr ot ei n e. Hi er z u z ä hl e n  b ei s pi el s w ei s e: C y cli n e, 

p 2 1, p 2 7 ( R e g ul ati o n d e s Z ell z y kl u s); B cl -2, B a x ( a nti - b z w. pr o a p o pt oti s c h e Pr o t ei n e), 

p 5 3 ( T u m or s u p p r e s s or), N Fκ B  ( T u m or e nt wi c kl u n g, M et a st a si er u n g) u n d  W nt/ β -

C at e ni n ( A d h ä si o n s m ol e k ül e) . D ur c h d a s A uftr et e n v er s c hi e d e n er O n k o pr ot ei n e , di e 

i n V er bi n d u n g z u m U P S  st e h e n , k a n n ei n e er h ö ht e U bi q uiti ni er u n g u n d d a mit ei n 

er h ö ht er A b b a u v o n b e sti m mt e n a ntit u m or al e n F a kt or e n erf ol g e n . Di e s k o n nt e z u m 

B ei s pi el  f ür d a s O n k opr ot ei n E 6 g e z ei gt w er d e n, w el c h e s z u ei n er v er st är kt e n 

U bi q uiti ni er u n g d e s T u m or s u p pr e s s or s p 5 3 f ü hrt . D ur c h d e n er h ö ht e n A b b a u k a n n p 5 3  

s ei n e t u m or s u p pri mi er e n d e n Ei g e n s c h aft e n ni c ht m e hr e ntf alt e n  ( 8 5). I m R a h m e n d er 

r e g el h aft v or h a n d e n e n g e n eti s c h e n I n st a bilit ät v o n Kr e b s z ell e n k o m mt e s z u di v er s e n 

g e n eti s c h e n V er ä n d er u n g e n g e g e n ü b er n or m al e n Z ell e n ( 4 2). B e z o g e n a uf d a s 

Pr ot e a s o m k o n nt e u nt er a n d er e m a n g y n ä k ol o gi s c h e n Kr e b s art e n g e z ei gt w er d e n, 

d a s s di e G e n e f ür di e U nt er ei n h eit e n d e s Pr ot e a s o m s h ä ufi g ü b er e x pri mi ert w er d e n 

( 8 6, 8 7). 

Mitt e d er 1 9 9 0 er -J a hr e w ur d e d er Pr ot e a s o m -I n hi bit or B ort e z o mi b ( Str u kt urf or m el 

si e h e A b bil d u n g 9 ) e nt wi c k elt u n d E n d e  di e s er D e k a d e i n kli ni s c h e n St u di e n z ur 

B e h a n dl u n g d e s m ulti pl e n M y el o m s u nt er s u c ht .  

2 0 0 3 w ur d e e s v o n d er F D A al s er st er Wir k st off s ei n er Kl a s s e z ur B e h a n dl u n g 

d e s M ulti pl e n M y el o m s z u g el a s s e n ( 8 8). Di e Z ul a s s u n g d ur c h di e E M A f ol gt e Mitt e 

2 0 0 4 ( 8 9). I n b ei d e n R e gi o n e n erf ol gt e di e Z ul a s s u n g z u n ä c h st z ur B e h a n dl u n g v o n 

P ati e nt e n, w el c h e b er eit s ei n e T h er a pi e d ur c hl a uf e n h a b e n u n d si c h b er eit s ei n er 

K n o c h e n m ar k tr a n s pl a nt ati o n u nt er z o g e n h a b e n o d er f ür di e s e ni c ht g e ei g n et si n d. 

B ei m M ulti pl e n M y el o m h a n d elt e s si c h u m ei n e Kr e b s er kr a n k u n g d er Pl a s m a z ell e n 

 
A b bil d u n g 9 : B ort e z o mi b. 
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d e s K n o c h e n m ar k s. M e hr er e J a hr e s p ät er erf ol gt e ei n e Er w eit er u n g d er Z ul a s s u n g f ür 

di e I niti al b e h a n dl u n g v o n  P ati e nt e n mit M ulti pl e m M y el o m i m R a h m e n ei n er 

K o m bi n ati o n s b e h a n dl u n g mit d e m Al k yl a n s M el p h al a n u n d d e m Gl u c o c orti c oi d 

Pr e d ni s o n, di e ni c ht f ür ei n e h o c h d o si ert e C h e m ot h er a pi e i n kl u si v e 

K n o c h e n m ar ktr a n s pl a nt ati o n g e ei g n et si n d. B ort e z o mi b st e ht s eit 2 0 1 9  a uf d er Li st e 

d er u n e nt b e hrli c h e n Ar z n ei mitt el d er W elt g e s u n d h eit s or g a ni s ati o n ( W H O) ( 9 0). E s i st 

ni c ht or al v erf ü g b ar u n d wir d al s I nj e kti o n v er a br ei c ht.  

B ort e z o mi b bi n d et ü b er s ei n B or -At o m a n  d a s k at al yti s c h e Z e ntr u m d e s 

Pr ot e a s o m s  ( 9 1). W eit er e z u g el a s s e n e Pr ot e a s o m -I n hi bit or e n si n d C arfil z o mi b, 

w el c h e s a n d er pr ot e ol yti s c h a kti v e n 2 0 S -U nt er ei n h eit d e s Pr ot e a s o m s bi n d et, u n d 

I x a z o mi b, w el c h e s or al v erf ü g b ar i st u n d d e n gl ei c h e n Wir k m e c h a ni s m u s wi e 

B ort e z o mi b a uf w ei st.   

Bi s h er z ei gt e n si c h vi el v er s pr e c h e n d e pr ä kli ni s c h e D at e n z ur A n w e n d u n g v o n 

Pr ot e a s o m -I n hi bit or e n i n s oli d e n T u m or e n. All er di n g s k o n nt en si e i n kli ni s c h e n St u di e n 

bi s h er a uf gr u n d u n g ü n sti g er P h ar m a k o ki n eti k b e z o g e n a uf s oli d e T u m or e  ni c ht 

ü b er z e u g e n, d a di e n ot w e n di g e n Pl a s m a s pi e g el mit ( z u st ar k) er h ö ht er T o xi zit ät 

ei n h er g e h e n w ür d e n  ( 9 2). Es fi n d e n si c h i m a m eri k a ni s c h e n R e gi st er f ür kli ni s c h e 

St u di e n ( Cli ni c al Tri al s. g o v) m e hr al s 4 0 Ei ntr ä g e ü b er kli ni s c h e St u di e n mit B ort e z o mi b 

z ur A n w e n d u n g b ei s oli d e n T u m or e n . Ei n e ei n st elli g e A n z a hl d er St u di e n i st 

m o m e nt a n a kti v u n d r e kr uti ert Pr o b a n d e n . Tr ot z d er bi s h er e h er mitt el m ä ßi g e n 

kli ni s c h e n Erf ol g e wir d di e A n w e n d u n g v o n B ort e z o mi b b ei s oli d e n 

T u m or er kr a n k u n g e n w eit er u nt er s u c ht. B ei s pi el s w ei s e wir d m o m e nt a n  i n S ü d k or e a 

ei n e P h a s e II St u di e z ur U nt er s u c h u n g d er A n w e n d u n g v o n B ort e z o mi b i n K o m bi n ati o n 

mit  d e m D N A -I nt er k al at or D o x or u bi ci n b ei pl ati n -r e si st e nt e n O v ari al k ar zi n o m e n, 

d ur c h g ef ü hrt  u n d e s w er d e n w eit er hi n Pr o b a n di n n e n  r e kr uti ert ( 9 3). 

I n d er Lit er at ur fi n de n si c h w eit er hi n Hi n w ei s e, d a s s si c h a u s  d er K o m bi n ati o n v o n 

Pr ot e a s o m -I n hi bit or e n u n d Kl a s s e II a -s el e kti v e n H D A Ci B e h a n dl u n g s o pti o n e n f ür 

P a n kr e a s k ar zi n o m e a bl eit e n l a s s e n k ö n nt e n ( 9 4). Di e g e z ei gt e n Eff e kt e b er u h e n a uf 

ei n er g e m ei n s a m e n I n d u kti o n d er E x pr e s si o n d e s T u m or s u p pr e s s or s p 2 1  u n d d e s 

pr o a p o pt oti s c h e n G e n s F O X O 3 a . 
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1. 5. 3  Hit z e s c h o c k pr ot ei n 9 0 -I n hi bit or e n ( HS P 9 0i)  

Hit z e s c h o c k pr ot ei n  9 0 ( H S P 9 0) i st ei n C h a p er o n u n d wir d i n S ä u g eti er z ell e n 

n a h e z u u bi q uit är e x pri mi ert. Al s C h a p er o n u nt er st üt zt e s fri s c h s y nt h eti si ert e Pr ot ei n e 

b ei d er F alt u n g , di e e s s e n zi ell  f ür di e s p ät er e Erf üll u n g i hr er j e w eili g e n F u n kti o n e n i st. 

W eit er e A uf g a b e n erf üllt H S P 9 0 i m R a h m e n d e s i ntr a z ell ul är e n Tr a n s p ort s u n d d er 

D e gr a di er u n g v o n Pr ot ei n e n. Pr ot ei n e, w el c h e d ur c h H S P 9 0 b e ei nfl u s st w er d e n, 

w er d e n Cli e nt pr ot ei n e g e n a n nt.  Di e z yt o s oli s c h e F or m v o n H S P 9 0 i st H S P 9 0 A u n d 

wir d i n d a s k o n stit uti v e x pri mi ert e H S P 9 0 β  u n d i n d u zi er b ar e H S P 9 0 α u nt ert eil t, di e 

ei n e  8 5 % -i g e S e q u e n zi d e ntit ät  a uf w ei s e n  ( 9 5– 9 7) . W er d e n b ei d e I s of or m e n g e m ei nt, 

wir d all g e m ei n n ur v o n H S P 9 0 g e s pr o c h e n.   

H S P 9 0 li e gt al s H o m o di m er v or u n d wir d A T P -a b h ä n gi g i n di e a kti v e F or m d e s 

H S P 9 0 -Di m er s ü b erf ü hrt  (A b bil d u n g 1 0 ).  

Str u kt ur ell b etr a c ht et b e st e ht H S P 9 0 a u s vi er D o m ä n e n . Di e N-t er mi n al e D o m ä n e 

( N T D) e nt h ält di e A T P -Bi n d u n g s st ell e u n d i st f ür di e Bi n d u n g a n Cli e nt pr ot ei n e 

n ot w e n di g. A u ß er d e m st ellt si e ei n e wi c hti g e Bi n d u n g s st ell e f ür ni e d er m ol e k ul ar e 

I n hi bit or e n v o n H SP 9 0 ( H S P 9 0i), wi e G el d a n a m y ci n, L u mi n e s pi b o d er H S P 9 9 0 d ar , 

w el c h e i n K o n k urr e n z z u A T P tr et e n u n d s o mit di e A u s bil d u n g d e s H o m o di m er s 

v er hi n d er n  ( Str u kt urf or m el n v o n  L u mi n e s pi b u n d H S P 9 9 0 : si e h e A b bil d u n g 1 1 ).  

 
A b bil d u n g 1 0 : A T P a s e Z y kl u s v o n H S P 9 0. 

Pi st e ht f ür ei n e n P h o s p h atr e st n a c h A b s p alt u n g v o n A T P.  
Di e A b bil d u n g w ur d e ü b er s et zt u n d a u s ( 9 8) e nt n o m m e n.  

 

  
A b bil d u n g 1 1 : L u mi n e s pi b (li n k s) u n d H S P 9 9 0  (r e c ht s). 
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Al s V er bi n d u n g s gli e d z ur mittl er e n D o m ä n e ( M D) s c hli e ßt si c h ei n e g el a d e n e 

Li n k er -R e gi o n ( C R) a n di e N T D a n. D er Ei nfl u s s d er C R a uf di e C h a p er o n -A kti vit ät v o n 

H S P 9 0 wir d k o ntr o v er s di s k uti ert ( 9 9, 1 0 0). N a c h d er S p alt u n g v o n A T P i n A D P u n d 

ei n e n P h o s p h atr e st wir d di e s er P h o s p h atr e st a n d er M D g e b u n d e n. Al s vi ert e D o m ä n e 

e xi sti ert di e C -t er mi n al e D o m ä n e ( C T D), w el c h e v or all e m f ür di e Bil d u n g d e s 

H o m o di m er s wi c hti g i st ( 1 0 1). All er di n g s k a n n si e a u c h al s all o st er er  M o d ul at or d er 

N T D  wir k e n ( 1 0 2) u n d st ellt ei n e Zi el str u kt ur f ür C -t er mi n al e H S P 9 0i d ar ( 1 0 3).  

I n m ali g n e n  Z ell e n  wir d H S P 9 0 e x pri mi ert u n d k a n n  v er a nt w ortli c h f ür di e 

I n st a n d s et z u n g u n d I n st a n d h alt u n g  di v er s er O n k o pr ot ei n e  s ei n  ( 9 8). D ur c h di es e  

I n v ol vi er u n g v o n H S P 9 0 i n d er K ar zi n o g e n e s e wir d di e b er eit s  g e st ei g ert e 

Z ell pr olif e r ati o n s o wi e  ei n e b er eit s v erri n g ert e A p o pt o s e -I n d u kti o n z u s ät zli c h v er st är kt.  

F ol g e n d e  H S P 9 0 -Cli e nt pr ot ei n e f ü hr e n z u di e s e n Eff e kt e n: W a c h st u m sf a kt or -

R e z e pt or e n u n d a n d e r e R e z e pt or-T yr o si n -Ki n a s e n w er d e n d ur c h H S P 9 0 st a bili si ert, 

w a s z ur a n g e s pr o c h e n e n u n k o ntr olli ert e n Pr olif er ati o n b eitr ä gt.  W eit er hi n si n d PI 3 K 

u n d A K T Cli e nt pr ot ei n e v o n H S P 9 0, w el c h e m a ß g e bli c h f ür di e R e g ul ati o n d e s PI 3 K -

A K T -Si g n al w e g e s v er a nt w ortli c h si n d u n d u nr e g uli ert z u g e st ei g ert er Z ell pr olif er ati o n 

u n d A n gi o g e n e s e f ü hr e n. E s fi n d e n si c h a u ß er d e m a p o pt o s er el e v a nt e Pr ot ei n e wi e 

p 5 3, S ur vi vi n u n d A P A F -1 u nt er d e n Pr ot ei n e n, w el c h e d ur c h H S P 9 0 i n i hr er A kti vit ät 

r e g uli ert w er d e n. Ei n e g e st ei g ert e H S P 9 0 E x pr e s si o n f ü hrt i n di e s e m Hi n bli c k z ur 

U nt er dr ü c k u n g v o n a p o pt oti s c h e n Si g n al e n i n n er h al b d er Kr e b s z ell e.  A uf gr u n d di e s er 

r e g ul at ori s c h e n Ei g e n s c h aft e n i st H S P 9 0 ei n e wi c hti g e m ol e k ul ar e Zi el str u kt ur f ür 

t h er a p e uti s c h e Ar z n ei st off e i m R a h m e n ei n er Kr e bs er kr a n k u n g ( 9 8). 

L u mi n e s pi b w ur d e bi s h er n ur i m R a h m e n w e ni g er pr ä kli ni s c h er St u di e n z ur 

B e h a n dl u n g v o n O v ari al k ar zi n o m e n b z w. e nt s pr e c h e n d e n Z ellli ni e n u nt er s u c ht.  E s 

l a s s e n si c h Er k e n nt ni s s e a u s ti er e x p eri m e nt ell e n X e n otr a n s pl a nt ati o n s -St u di e n 

fi n d e n, di e b el e g e n, d a s s  L u mi n e s pi b d e n W a c h st u m sf a kt or -R e z e pt or Er b B -2  h er u nt er 

r e g uli ert ( 1 0 4) u n d p o siti v e Eff e kt e d ur c h  V erri n g er u n g d e s T u m or w a c h st u m s, d er 

A n gi o g e n e s e u n d M et a st a si er u n g z ei gt  ( 1 0 5, 1 0 6). F ür H S P 9 9 0 l a s s e n  si c h k ei n e 

pr ä kli ni s c h e n D at e n a u s Z ell - u n d/ o d er Ti er e x p eri m e nt e n fi n d e n.  F ol g e n d er gi bt si c h, 

d a s s bi s h er k ei n e D at e n z ur K o m bi n ati o n d er g e n a n nt e n H S P 9 0i u n d Ci s pl ati n  

u n d/ o d er H D A Ci  a n O v ari al k ar zi n o m e n b z w. e nt s pr e c h e n d e n Z ellli ni e n v er öff e ntli c ht 

w u r d e n. F ür a n d er e H S P 9 0i wi e G el d a n a m y ci n  u n d d e s s e n D eri v at e  T a n e s pi m y ci n 

(1 7 -A A G [1 7 -N -all yl a mi n o -1 7 -d e m et h o x y g el d a n a m y ci n ]) o d er Al v e s pi m y ci n ( 1 7 -

D M A G  [1 7 -Di m et h yl a mi n o et h yl a mi n o -1 7 -d e m et h o x y g el d a n a m y ci n ]) k o n nt e ei n e 
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p o siti v e B e ei nfl u s s u n g d er Ci s pl ati n -S e n siti vit ät a n v er s c hi e d e n e n O v ari al k ar zi n o m -

Z ellli ni e n g e z ei gt w er d e n ( 1 0 7). F ür d e n p o siti v e n Eff e kt ei n er K o m bi n ati o n v o n 

H S P 9 0i u n d Ci s pl ati n l a s s e n si c h f ür a n d er e T u m or e ntit ät e n al s O v ari al k ar zi n o m e 

e nt s pr e c h e n d e I n di k at or e n fi n d e n . S o k o n nt e b ei s pi el s w ei s e a n C i s pl ati n-r e si st e nte n 

K o pf -H al s -T u m or -Z ellli ni e n  ei n s y n er gi sti s c h er Eff e kt z wi s c h e n T a n e s pi m y ci n u n d 

Ci s pl ati n g e z ei gt w er d e n, w el c h er a uf d er I n d u kti o n v o n A p o pt o s e b er u ht ( 1 0 8). 

Z u s ät zli c h  k o n nt e f ür T a n e s pi m y ci n u n d  Al v e s pi m y ci n g e z ei gt w er d e n, d a s s di e b ei d e n 

H S P 9 0i di e Ci s pl ati n -S e n siti vit ät v o n Bl a s e n kr e b s -i nitii er e n d e n Z ell e n er h ö h e n 

k o n nt e n . Au c h i n di e s er St u di e k o n nt e ei n e g e st ei g ert e  A u sl ö s u n g v o n A p o pt o s e 

b e o b a c ht et w er d e n  ( 1 0 9). Ei n e U nt er s u c h u n g d er Dr eif a c h k o m bi n ati o n a u s Ci s pl ati n, 

H S P 9 0i u n d H D A Ci w ur d e a u c h a n a n d er e n T u m or e ntit ät e n bi s h er ni c ht d ur c h g ef ü hrt.  

Mit St a n d D e z e m b er 2 0 2 0 i st k ei n  H S P 9 0i z ur T u m or -B e h a n dl u n g o d er i n ei n er 

a n d er e n I n di k ati o n z u g el a s s e n.  I n d er V er g a n g e n h eit w ur d e n l a ut Cli ni c al Tri al s. g o v 2 8 

kli ni s c h e P h a s e I o d er  II St u di e n mit L u mi n e s pi b ( z u fi n d e n u nt er d e m kli ni s c h e n 

Pr üf c o d e A U Y -9 2 2)  u n d z w ei P h a s e I St u di e n mit H S P 9 9 0 d ur c h g ef ü hrt . Di e 

e nt s pr e c h e n d e n St u di e n si n d z u m j et zi g e n Z eit p u n kt b e e n d et o d er w ur d e n 

a b g e br o c h e n.  E x pli zit e St u di e n a n P ati e nti n n e n m it O v ari al k ar zi n o m e n w ur d e n mit d e n 

b ei d e n I n hi bit or e n ni c ht d ur c h g ef ü hrt. Al s ei n zi g e g y n ä k ol o gi s c h e Kr e b s er kr a n k u n g 

w ur d e i n m a n c h e n St u di e n mit L u mi n e s pi b Br u st kr e b s ei n g e s c hl o s s e n. Ei ni g e w e ni g e 

St u di e n b ef a s st e n si c h s e hr br eit mit d er A n w e n d u n g b ei di v er s e n 

T u m or er kr a n k u n g e n . Da f ür di e s e St u di e n n o c h k ei n e Er g e b ni s s e v er öff e ntli c ht 

w ur d e n, i st ni c ht kl ar, o b a u c h O v ari al k ar zi n o m -P ati e nti n n e n T eil d e s j e w eili g e n 

P ati e nt e n k oll e kti v s w ar e n.  M o m e nt a n si n d r u n d 1 8 kli ni s c h e St u di e n ( P h a s e I u n d II) 

mit a n d er e n H S P 9 0i z u di a g n o sti s c h e n o d er t h er a p e uti s c h e n Z w e c k e n, a kti v u n d 

r e kr uti er e n z u m T eil Pr o b a n d e n. Di e s e St u di e n b ef a s s e n si c h s o w o hl mit s oli d e n 

T u m or e n  al s a u c h mit L e u k ä mi e n  u n d di e P ati e nt e n k oll e kti v e b e st e h e n z u m ei st a u s 

P ati e nt e n, w el c h e ei n e f ort g e s c hritt e n e o d er m et a st a si er e n d e Kr e b s er kr a n k u n g 

a uf w ei s e n.  
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2 Zi el s et z u n g  

A uf gr u n d d er b e s o n d er e n S c h w er e ei n er O v ari al k ar zi n o m er kr a n k u n g u n d 

s c hl e c ht e n kli ni s c h e n Ü b erl e b e n sr at e n i st di e E nt wi c kl u n g u n d B e w ert u n g v o n n e u e n 

T h er a pi e m ö gl i c h k eit e n ei n wi c hti g e s F or s c h u n g s g e bi et. I m Z u g e di v er s er V ort eil e v o n 

K o m bi n ati o n st h er a pi e n wi e z u m B ei s pi el d er p ot e n zi ell e n V erri n g er u n g d er D o s e n d er 

Ei n z el k o m p o n e nt e n  u n d d er d a mit ei n h er g e h e n d e n V erri n g er u n g v o n u nt er w ü n s c ht e n 

Ar z n ei mitt el wir k u n g e n , bi et et si c h ei n e f o k u s si ert e F or s c h u n g a uf di e s e m G e bi et a n.  

Pl ati n h alti g e Z yt o st ati k a wi e Ci s pl ati n o d er C ar b o pl ati n si n d a u s d er T h er a pi e d e s 

s c h w er wi e g e n d e n O v ari al k ar zi n o m s ni c ht w e g z u d e n k e n , d a si e ei n e g ut e kli ni s c h e 

Eff e kti vit ät u n d St u di e nl a g e a uf w ei s e n. Ei n e B e h a n dl u n g mit pl ati n h alti g e n Z yt o st ati k a 

g e ht all er di n g s oft  mit gr a vi er e n d e n u n er w ü n s c ht e n Wir k u n g e n  ( wi e N e p hr ot o xi zit ät, 

Ot ot o xi zit ät o d er N a u s e a) ei n h er  u n d k a n n  a u ß er d e m  z u ei n er t h er a pi eli miti er e n d e n 

E nt wi c kl u n g ei n er Pl ati nr e si st e n z f ü hr e n. I n d e n v er s c hi e d e n e n St u di e n di e s er Ar b eit 

s ollt e n  eff e kti v e K o m bi n ati o n s p art n er f ür Ci s pl ati n a m z ell ul är e n M o d ell g ef u n d e n 

w er d e n. D a s Zi el di e s er K o m bi n ati o n s b e h a n dl u n g s oll t e ei n s y n er gi sti s c h er Eff e kt 

z wi s c h e n Ci s pl ati n u n d ei n er  o d er m e hr er er w eit er er K o m p o n e nt e s ei n.  A uf gr u n d i hr er 

vi elf älti g e n  Eff e kt e , w el c h e t h e or eti s c h di e z yt o st ati s c h e n Eff e kt e v o n Ci s pl ati n 

u nt er st üt z e n s ollt e n,  l a g d er F o k u s a uf d er Gr u p p e d er Hi st o n d e a c et yl a s e -I n hi bit or e n 

( H D A Ci) al s K o m bi n ati o n s p art n er.  

I m R a h m e n d er er st e n St u di e di e s er Ar b eit (Cl a s s I -Hi st o n e D e a c et yl a s e ( H D A C) 

I n hi biti o n i s S u p eri or t o p a n-H D A C I n hi biti o n i n M o d ul ati n g Ci s pl ati n P ot e n c y i n Hi g h 

Gr a d e S er o u s O v ari a n C a n c er C ell Li n e s  [B a n d oli k et al. ] ( 1 1 0)) s oll t e a n 

v er s c hi e d e n e n h o c h gr a di g s er ö s e n O v ari al k ar zi n o m z ellli ni e n u nt er s u c ht w er d e n, 

w el c h e S el e kti vit ät ei n e s H D A Ci b e s o n d er s v ort eil h aft i n d er K o m bi n ati o n mit Ci s pl ati n 

i st. E s w ur d e n  d er u n s el e kti v e H D A Ci P a n o bi n o st at mit d e m Kl a s s e I -s el e kti v e n H D A Ci 

E nti n o st at u n d d e m H D A C 6 -s el e kti v e n H D A Ci N e xt ur a st at A v er gli c h e n . Di e 

Eff e kti vit ät d er K o m bi n ati o n w ur d e  hi n si c htli c h d er A u sl ö s u n g v o n A p o pt o s e  u n d  d e r 

Z yt ot o xi zit ät b e urt eilt . B ei d e Eff e kt e w ur d e n hi n si c htli c h  ei n e s e v e nt u ell v orli e g e n d e n 

S y n er gi s m u s  b e w ert et . 

Ei n e w eit er e St u di e di e s er Ar b eit  (Pri mi n g wit h H D A C i n hi bit or s S e n siti z e s 

O v ari a n C a n c er C ell s t o Tr e at m e nt wit h Ci s pl ati n a n d H S P 9 0 I n hi bit or s  [R o dri g u e s -

M oit a , B a n d oli k et al.]  ( 1 1 1)) h at  si c h mit d er gr u n d s ät zli c h e n B e w ert u n g ei n er 

d e n k b ar e n Dr eif a c h k o m bi n ati o n a u s Ci s pl ati n, d e n Hit z e s c h o c k pr ot ei n 9 0 -I n hi bit or e n 
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( H S P 9 0i) L u mi n e s pi b u n d H S P 9 9 0  s o wi e d e n  u n s el e kti v e n p a n -H D A Ci  P a n o bi n o st at 

u n d L M K -2 3 5  b e s c h äfti gt . Di e s e St u di e w ur d e a n v er s c hi e d e n e n  ci s pl ati n s e n siti v e n 

u n d -r e si st e nt e n O v ari al k ar zi n o m z ell li ni e n-P är c h e n d ur c h g ef ü hrt.  

I m Z u g e d er w eit er e n Kl är u n g d er Eff e kt e v o n s el e kti v e n H D A Ci h at  si c h ei n e 

z u s ät zli c h e St u di e di e s er Ar b eit (S y n er gi s m oft t h e Cl a s s II a S el e cti v e Hi st o n e 

D e a c et yl a s e I n hi bit or C H DI -0 0 3 9 0 5 7 6 a n d t h e Pr ot e a s o m e I n hi bit or B ort e z o mi b i n 

O v ari a n C a n c er C ell Li n e s  [ B a n d oli k et al.]) mit d er K o m bi n ati o n d e s  Kl a s s e II A -

s el e kti v e n H D A Ci C H DI  mit d e m Pr ot e a s o m -I n hi bit or B ort e z o mi b b e s c h äfti gt.  Di e 

Eff e kt e s ollt e n a n ci s pl ati n s e n siti v e n u n d -r e si st e nt e n Z ellli ni e n d ur c h g ef ü hrt w er d e n, 

u m z u kl är e n, o b si c h a u s d er K o m bi n ati o n s b e h a n dl u n g ei n e B e h a n dl u n g s o pti o n f ür 

C i s pl ati n-r e si st e nte O v ari al k ar zi n o m e er g e b e n k a n n. B ort e z o mi b wir d  bi s h er a n 

s oli d e n T u m or e n k a u m ei n g e s et zt u n d i st  G e g e n st a n d a kt u ell er kli ni s c h er St u di e n . E s 

w ei st  ei n e n t h er a p e uti s c h e n F o k u s f ür h ä m at ol o gi s c h e T u m or e a uf .  

Di e  B e w ert u n g d er  Eff e kti vit ät v o n d u al e n Wir k st off e n, w el c h e i n ei n e m M ol e k ül 

s o w o hl al k yli er e n d e al s a u c h Hi st o n d e a c et yl a s e -i n hi bi er e n d e Ei g e n s c h aft e n  

a uf w ei s e n , w ar  di e Zi el s et z u n g d er l et zt e n St u di e di e s er Ar b eit  (H y dr o x a mi c A ci d s 

I m m o bili z e d o n R e si n s ( HAI R s): A T o ol b o x f or t h e S y nt h e si s of D u al -T ar g eti n g H D A C 

I n hi bit or s a n d H D A C D e gr a d er s ( P R O T A C s) [ Si n atr a, B a n d oli k et al.] ( 1 1 2, 1 1 3)). E s 

w ur d e n  a uf S eit e d er H D A Ci Str u kt ur el e m e nt e v o n V ori n o st at u n d P a n o bi n o st at  

v er w e n d et u m di e s e  mit Str u kt ur el e m e nt e n d er  Al k yl a n zi e n T e m o z ol o mi d, 

C hl or a m b u cil u n d Mit o z ol o mi d z u k o m bi ni er e n.  A uf gr u n d d er er h ö ht e n kli ni s c h e n 

R el e v a n z d er v er w e n d et e n Al k yl a n zi e n  f ür di e s e T u m or e ntit ät e n w ur d e n di e 

E x p er i m e nt e di e s er St u di e a n K o pf-H al s -T u m or - b z w. Gli o bl a st o m -Z ellli ni e n 

d ur c h g ef ü hrt.  E s w ur d e ü b er pr üft, o b di e d u al e n Ar z n ei st off e i n z ell b a si ert e n 

E x p eri m e nt e n v ort eil h aft g e g e n ü b er d er A n w e n d u n g b e i d er Ei n z el k o m p o n e nt e n si n d. 

Z u s a m m e nf a s s e n d l a g d er F o k u s  di e s er Ar b eit a uf d er E nt wi c kl u n g v o n 

K o m bi n ati o n st h er a pi e n  f ür O v ari al k ar zi n o m e, w el c h e e nt w e d er Ci s pl ati n o d er H D A Ci 

b ei n h alt et e n . N a c h d er E nt d e c k u n g d er Eff e kt e s ollt e n di e s e m e c h a ni sti s c h a uf g e kl ärt 

w er d e n.  
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3 Er g e b ni s s e  

3. 1 P u bli k ati o n 1  

Cl a s s I -Hi st o n e D e a c et yl a s e ( H D A C) I n hi biti o n i s S u p eri or t o p a n -H D A C 
I n hi biti o n i n M o d ul ati n g Ci s pl ati n P ot e n c y i n Hi g h Gr a d e S e r o u s O v a ri a n C a n c e r 
C ell Li n e s  

J a n J. B a n d oli k 1 , Al e x a n dr a H a m a c h er 1 , Chri sti a n  S c hr e n k 1 , Ro bi n  W ei s h a u pt 2 , 
M att hi a s U. K a s s a c k 1  

1  I n stit ut f ür P h ar 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 nri c h-H ei n e -U ni v er sit ät D ü s s el d orf  

2  I n stit ut f ür I nf or m ati k, K o m pl e xit ät st h e ori e u n d Kr y pt ol o gi e, H ei nri c h-H ei n e -U ni v er sit ät  
D ü s s el d orf  

V e r öff e ntli c h t i n: I nt er n ati o n al J o ur n al of M ol e c ul ar Sci e n c e s, 2 2. J u ni 2 0 1 9  

D OI:  1 0. 3 3 9 0/ij m s 2 0 1 2 3 0 5 2  

B eitr a g: Er st a ut or s c h aft . D ur c hf ü hr u n g d er E x p eri m e nt e di e s er V er öff e ntli c h u n g 
( A u s n a h m e: i s oli ert er E n z y mi n hi biti o n s a s s a y). A u s w ert u n g d er D at e n u n d V erf a s s e n 
d e r er st e n V er si o n d e s M a n u s kri pt s.  

Z u s a m m e nf a s s u n g  ( ü b er s et zt): H o c h gr a di g  s er ö s er O v ari al kr e b s ( H G S O C) i st d er 
v er br eit et st e u n d a g gr e s si v st e S u bt y p v o n O v ari al kr e b s mit d er s c hl e c ht e st e n 
kli ni s c h e n Pr o g n o s e a uf gr u n d i ntri n si s c h er o d er er w or b e n er Ar z n ei mitt elr e si st e n z. Di e 
S t a n d ar d-B e h a n dl u n g b ei n h alt et Pl ati n -Z yt o st ati k a. Di e E nt wi c kl u n g v o n Kr e b s u n d 
A u s bil d u n g ei n er C h e m or e si st e n z i st oft v er b u n d e n  mit ei n er er h ö ht e n A kti vit ät v o n 
Hi st o n d e a c et yl a s e n ( H D A C). D a s Zi el di e s er St u di e w ar di e U nt er s u c h u n g d e s 
P ot e nti al s v o n Hi s t o n d e a c et yl a s e-I n hi bit or e n ( H D A Ci) di e P ot e n z v o n Ci s pl ati n i n 
H G S O C z u er h ö h e n. Vi er H G S O C Z ellli ni e n mit u nt er s c hi e dli c h er Ci s pl ati n -S e n siti vit ät 
w ur d e n mit K o m bi n ati o n v o n Ci s pl ati n u n d E nti n o st at ( Kl a s s e I H D A Ci), P a n o bi n o st at 
( p a n-H D A Ci) o d er N e xt ur a s t at A ( Kl a s s e II b H D A Ci) b e h a n d elt. Di e I n hi bi er u n g v o n 
Kl a s s e I H D A C s d ur c h E nti n o st at z ei gt e si c h b e z ü gli c h d er Er h ö h u n g d er P ot e n z v o n 
Ci s pl ati n  i n Z ell vi a bilit ät s-A s s a y s ( M T T), A p o pt o s ei n d u kti o n ( s u b G 1) u n d C a s p a s e 3/ 7 
A kti vi er u n g ü b erl e g e n g e g e n ü b er  d er p a n -H D A C I n hi bi er u n g. E nti n o st at wir kt e 
s y n er gi sti s c h mit Ci s pl ati n i n M T T - u n d C a s p a s e -A kti vi er u n g s -A s s a y s b ei all e n 
Z ellli ni e n. I n d e n M T T -A s s a y s li e ß e n si c h K o m bi n ati o n si n di c e s ( CI -V al u e s ) < 0, 9 
n a c h w ei s e n, w a s f ür ei n e s y n er gi sti s c h e Wir k u n g a u s z ei c h n et. D er Eff e kt d er H D A Ci 
k ö n nt e mit d er H o c hr e g uli er u n g v o n pr o a p o pt oti s c h e n G e n e n ( C D N K 1 A , A P A F 1 , 
P U M A , B A K 1 ) u n d d er H er u nt err e g uli er u n g v o n S ur vi vi n  z u s a m m e n h ä n g e n. 
Z u s a m m e n g ef a s st, i st di e K o m bi n ati o n v o n E nti n o st at u n d Ci s pl ati n s y n er gi sti s c h i n 
H G S O C u n d k ö n nt e ei n e eff e kti v e T h er a pi e str at e gi e b ei m a g gr e s si v e n O v ari al kr e b s 
d ar st ell e n.  



 I nt er n ati o n al J o ur n al of 

M ol e c ul ar S ci e n c es

Arti cle

Cl a s s I- Hi st o n e D e a c et yl a s e ( H D A C) I n hi biti o n i s
S u p eri or t o p a n- H D A C I n hi biti o n i n M o d ul ati n g
Ci s pl ati n P ot e n c y i n Hi g h Gr a d e S er o u s O v ari a n
C a n c er C ell Li n e s

J a n J. B a n d oli k 1 , Al e x a n dr a H a m a c h er 1 , C hri sti a n S c hr e n k 1 , R o bi n W ei s h a u pt 2 a n d

M att hi a s U. K a s s a c k 1, *

1 I n stit ut e f o r P h a r m a c e uti c al a n d M e di ci n al C h e mi st r y, U ni v e r sit y of D u e s s el d o rf, 4 0 2 2 5 D u e s s el d o rf,

G e r m a n y; j a n. b a n d oli k @ h h u. d e (J.J. B.); al e x a n d r a. h a m a c h e r @ h h u. d e ( A. H.); s c h r e n c @ h h u. d e ( C. S.)
2 I n stit ut e f o r C o m p ut e r S ci e n c e, C o m p ut ati o n al C o m pl e xit y a n d C r y pt ol o g y, U ni v e r sit y of D u e s s el d o rf,

4 0 2 2 5 D u e s s el d o rf, G e r m a n y; r o bi n. w ei s h a u pt @ h h u. d e

* C o r r e s p o n d e n c e: m att hi a s. k a s s a c k @ u ni- d u e s s el d o rf. d e

R e c ei v e d: 3 0 M a y 2 0 1 9; A c c e pt e d: 2 0 J u n e 2 0 1 9; P u bli s h e d: 2 2 J u n e 2 0 1 9

A b str a ct: Hi g h g r a d e s e r o u s o v a ri a n c a n c e r ( H G S O C) i s t h e m o st c o m m o n a n d a g g r e s si v e o v a ri a n

c a n c e r s u bt y p e wit h t h e w o r st cli ni c al o ut c o m e d u e t o i nt ri n si c o r a c q ui r e d d r u g r e si st a n c e. St a n d a r d

t r e at m e nt i n v ol v e s pl ati n u m c o m p o u n d s. C a n c e r d e v el o p m e nt a n d c h e m o r e si st a n c e i s oft e n

a s s o ci at e d wit h a n i n c r e a s e i n hi st o n e d e a c et yl a s e ( H D A C) a cti vit y. T h e p u r p o s e of t hi s st u d y

w a s t o e x a mi n e t h e p ot e nti al of H D A C i n hi bit o r s ( H D A Ci) t o i n c r e a s e pl ati n u m p ot e n c y i n H G S O C.

F o u r H G S O C c ell li n e s wit h di ff e r e nt ci s pl ati n s e n siti vit y w e r e t r e at e d wit h c o m bi n ati o n s of ci s pl ati n

a n d e nti n o st at ( cl a s s I H D A Ci), p a n o bi n o st at ( p a n- H D A Ci), o r n e xt u r a st at A ( cl a s s II b H D A Ci),

r e s p e cti v el y. I n hi biti o n of cl a s s I H D A C s b y e nti n o st at t u r n e d o ut s u p e ri o r i n i n c r e a si n g ci s pl ati n

p ot e n c y t h a n p a n- H D A C i n hi biti o n i n c ell vi a bilit y a s s a y s ( M T T), a p o pt o si s i n d u cti o n ( s u b G 1), a n d

c a s p a s e 3 /7 a cti v ati o n. E nti n o st at w a s s y n e r gi sti c wit h ci s pl ati n i n all c ell li n e s i n M T T a n d c a s p a s e

a cti v ati o n a s s a y s. M T T a s s a y s g a v e c o m bi n ati o n i n di c e s ( CI v al u e s) < 0. 9 i n di c ati n g s y n e r gi s m. T h e

e ff e ct of H D A C i n hi bit o r s c o ul d b e att ri b ut e d t o t h e u p r e g ul ati o n of p r o- a p o pt oti c g e n e s ( C D N K 1 A ,

A P A F 1 , P U M A , B A K 1 ) a n d d o w n r e g ul ati o n of s ur vi vi n . I n c o n cl u si o n, t h e c o m bi n ati o n of e nti n o st at

a n d ci s pl ati n i s s y n e r gi sti c i n H G S O C a n d c o ul d b e a n e ff e cti v e st r at e g y f o r t h e t r e at m e nt of a g g r e s si v e

o v a ri a n c a n c e r.

K e y w or d s: ci s pl ati n; hi g h g r a d e s e r o u s o v a ri a n c a n c e r ( H G S O C); hi st o n e d e a c et yl a s e i n hi bit o r s;

c a s p a s e a cti vit y; a ntit u m o r pl ati n u m a g e nt s; c o m bi n ati o n t r e at m e nt; p a n o bi n o st at; e nti n o st at;

n e xt u r a st at A

1. I ntr o d u cti o n

O v a ri a n c a n c e r i s o n e of t h e m o st l et h al g y n e c ol o gi c al c a n c e r s u bt y p e s, s u c h a s ut e r u s, b r e a st,

c e r vi c al o r v ul v a c a n c e r. C o m p a r e d t o t h e ot h e r g y n e c ol o gi c al c a n c e r s, o v a ri a n c a n c e r s h a v e t h e w o r st

s u r vi v al r at e o v e r fi v e y e a r s ( 4 7. 6 %, U S A; 4 1 %, G e r m a n y). I n c o nt r a st, b r e a st c a n c e r h a s a 5 y e a r

s u r vi v al r at e of 8 9. 9 % i n t h e U S A a n d 8 8 % i n G e r m a n y [ 1 – 6 ]. O v a ri a n c a n c e r c a n b e di vi d e d i nt o t y p e s I

a n d II. T y p e I i s u s u all y l e s s a g g r e s si v e a n d c o nt ai n s t h e s u bt y p e s e n d o m et ri oi d c a r ci n o m a a n d cl e a r c ell

c a r ci n o m a a s w ell a s m u ci n o u s c a r ci n o m a a n d l o w- g r a d e s e r o u s c a r ci n o m a. H o w e v e r, c o h o rt st u di e s

f r o m t h e U S A f o u n d o ut t h at 6 8 % of o v a ri a n c a n c e r c a s e s a r e t y p e II di s e a s e s [ 7 ,8 ]. T y p e II o v a ri a n

c a n c e r i s cli ni c all y v e r y a g g r e s si v e a n d c o n si st s of hi g h g r a d e s e r o u s o v a ri a n c a n c e r ( H G S O C). H G S O C

i s r a pi dl y g r o wi n g, s h o w s g e n o mi c i n st a bilit y, a n d d y sf u n cti o n i n t u m o r s u p p r e s s o r s [9 ,1 0 ]. P ri m a r y

I nt. J. M ol. S ci. 2 0 1 9 , 2 0 , 3 0 5 2 ; d oi: 1 0. 3 3 9 0/ij m s 2 0 1 2 3 0 5 2 3 5
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o pti o n s f o r t r e at m e nt a r e s u r g e r y a n d a c o m bi n ati o n c h e m ot h e r a p y i n cl u di n g pl ati n u m c o m p o u n d s

li k e ci s pl ati n o r c a r b o pl ati n a n d p a clit a x el [1 1 ]. I niti all y, m o st o v a ri a n c a n c e r s a r e c h e m o s e n siti v e.

D u ri n g t h e t r e at m e nt, r e si st a n c e d e v el o p s a n d l e a d s t o r el a p s e a n d t h e r a p e uti c f ail u r e. T h e m e c h a ni s m s

b e hi n d a d e v el o pi n g pl ati n u m r e si st a n c e a r e m ultif a ct o ri al i n n at u r e a n d c a n n ot b e o v e r c o m e b y

i n c r e a si n g t h e d o s e of a pl ati n u m d r u g gi v e n t o a p ati e nt [1 2 ]. F u rt h e r m o r e, wit h i n c r e a si n g d o s e s,

p ati e nt s s u ff e r f r o m i n c r e a s e d f r e q u e n c y o r i nt e n sit y of si d e e ff e ct s li k e n e p h r ot o xi cit y o r ot ot o xi cit y.

C o m bi n ati o n t h e r a pi e s wit h s m all m ol e c ul e i n hi bit o r s a r e a wi d el y u s e d st r at e g y t o i n c r e a s e t h e

pl ati n u m s e n siti vit y of t h e t u m o r o r t o p r e v e nt /d el a y t h e d e v el o p m e nt of t h e r a p e uti c r e si st a n c e [ 1 3 ,1 4 ].

It i s w ell k n o w n t h at e pi g e n eti c m o di fi c ati o n s s u c h a s hi st o n e a c et yl ati o n o r D N A m et h yl ati o n a r e

d y s r e g ul at e d i n c a n c e r a n d m o r e o v e r i n c h e m o r e si st a n c e d e v el o p m e nt [ 1 5 ,1 6 ]. T h e a c et yl ati o n a n d

d e a c et yl ati o n of p r ot ei n s i s r e g ul at e d b y hi st o n e a c et yl t r a n sf e r a s e s ( H A Ts) a n d hi st o n e d e a c et yl a s e

( H D A C) e n z y m e s. El e v e n h u m a n zi n c- d e p e n d e nt H D A C s a r e k n o w n ( H D A C 1- 1 1) w hi c h c a n b e

cl u st e r e d i nt o s e v e r al cl a s s e s: Cl a s s I: H D A C 1, 2, 3, 8; cl a s s II a: H D A C 4, 5, 7, 9; cl a s s II b: H D A C 6,

1 0; a n d cl a s s I V: H D A C 1 1. Cl a s s III c o m p ri s e s n o n- zi n c- d e p e n d e nt H D A C e n z y m e s, t h e s o- c all e d

si rt ui n e s w hi c h will n ot b e c o n si d e r e d i n t hi s p a p e r [ 1 7 ]. T h e r e a r e s e v e r al k n o w n o v e r e x p r e s si o n

p att e r n s of hi st o n e d e a c et yl a s e ( H D A C) e n z y m e s i n di ff e r e nt c a n c e r s u bt y p e s l e a di n g t o t r a n s c ri pti o n al

r e p r e s si o n [ 1 5 ]. F o r o v a ri a n c a n c e r, a n o v e r e x p r e s si o n of H D A C s - e s p e ci all y of cl a s s I H D A C s - i s

d e s c ri b e d a n d c o r r el at e s wit h it s a g g r e s si v e n e s s. F u rt h e r m o r e, H D A C o v e r e x p r e s si o n c a n s e r v e a s a

m a r k e r of p o o r cli ni c al o ut c o m e [ 1 8 ]. It i s al s o d e s c ri b e d t h at c h e m ot h e r a p y l e a d s t o a n u p r e g ul ati o n

of H D A C 1 e x p r e s si o n [ 1 9 ].

T h u s, u si n g H D A C i n hi bit o r s ( H D A Ci) t o n o r m ali z e a d y s r e g ul at e d a c et yl ati o n st at u s of

hi st o n e a n d n o n- hi st o n e p r ot ei n s i s a n i n c r e a si n gl y p u r s u e d st r at e g y t o i n c r e a s e t h e s e n siti vit y

of c h e m ot h e r a p e uti c a g e nt s [ 2 0 – 2 2 ]. H D A Ci c a n a ct b y r e g ul ati n g p r o- a n d a nti- a p o pt oti c g e n e

e x p r e s si o n a n d t h u s p r o m oti n g c ell c y cl e a r r e st a n d i n d u cti o n of a p o pt o si s [ 1 6 ]. H o w e v e r, t h e e x a ct

r e g ul at o r y n et w o r k of H D A Ci o n a p o pt o si s i n d u cti o n i n a p a rti c ul a r t y p e of c a n c e r i s n ot f ull y

u n d e r st o o d. F u rt h e r, it i s n ot y et cl e a r if s u bt y p e- s el e cti v e H D A Ci o r p a n- H D A C i n hi biti o n i s s u p e ri o r

i n i n c r e a si n g c h e m o s e n siti vit y of a nti c a n c e r d r u g s s u c h a s pl ati n u m c o m p o u n d s.

T h e p u r p o s e of t hi s st u d y w a s t o t e st t h e e ff e ct of H D A Ci wit h di ff e r e nt s u bt y p e p r ef e r e n c e s

o n t h e c h e m o s e n siti vit y of ci s pl ati n i n H G S O C c ell li n e s. P a n o bi n o st at w a s u s e d a s p a n- H D A Ci,

e nti n o st at a s cl a s s I s el e cti v e H D A Ci, a n d n e xt u r a st at A a s cl a s s II b ( H D A C 6)- s el e cti v e H D A Ci. D u e t o

t h e i nt ri n si c eff e ct of H D A Ci r e g ul ati n g g e n e e x p r e s si o n, all i n hi bit o r s w e r e i n c u b at e d 4 8 h p ri o r t o

ci s pl ati n t r e at m e nt. C a O V 3, K u r a m o c hi, O V S A H O, a n d H E Y c ell li n e s w e r e c h o s e n a s r e p r e s e nt ati v e s

f o r H G S O C b a s e d o n lit e r at u r e r e c o m m e n d ati o n s [2 3 – 2 6 ]. A m o n g t h e s e H G S O C c ell li n e s, C a O V 3,

K u r a m o c hi, a n d O V S A H O a r e d e s c ri b e d a s v e r y s uit a bl e c ell ul a r m o d el s f o r H G S O C [ 2 7 ]. I n a d diti o n

t o t h e f o u r H G S O C c ell li n e s, A 2 7 8 0 w a s i n cl u d e d a s a c o m p a ri s o n m o d el f o r o v a ri a n e n d o m et ri oi d

a d e n o c a r ci n o m a (t y p e I) [ 2 8 ,2 9 ] — a l e s s a g g r e s si v e t y p e of o v a ri a n c a n c e r. H D A Ci —i n d u c e d eff e ct s

o n ci s pl ati n s e n siti vit y w e r e i n v e sti g at e d u si n g c ell vi a bilit y a s s a y s, a p o pt o si s i n d u cti o n, c a s p a s e

a cti v ati o n, a n d a n al y si s of a p o pt o si s- r el at e d g e n e e x p r e s si o n. N ot a bl y, t h e cl a s s I H D A Ci e nti n o st at

t u r n e d o ut s u p e ri o r t o p a n o bi n o st at i n i n c r e a si n g ci s pl ati n p ot e n c y i n H G S O C a n d w a s s y n e r gi sti c

wit h ci s pl ati n. T h e c h e m o s e n siti zi n g e ff e ct c o ul d b e att ri b ut e d t o t h e u p r e g ul ati o n of c ell c y cl e a r r e st

a n d p r o- a p o pt oti c g e n e s.

2. R e s ult s

2. 1. C h ar a cteri z ati o n of t he H u m a n O v ari a n C a n cer Cell Li nes

We c h o s e t h e h u m a n o v a ri a n c a n c e r c ell li n e s A 2 7 8 0, C a O V 3, H E Y, K u r a m o c hi, a n d O V S A H O

a s c ell ul a r m o d el s f o r H G S O C ( C a O V 3, H E Y, K u r a m o c hi, a n d O V S A H O) a n d o v a ri a n e n d o m et ri oi d

a d e n o c a r ci n o m a t y p e I ( A 2 7 8 0). Fi r st, t h e ci s pl ati n s e n siti vit y of t h e c ell li n e s a n d t h ei r H D A C

e x p r e s si o n p r o fil e ( m R N A, p r ot ei n) w a s a n al y z e d. T h e r e s ult s a r e s h o w n i n Fi g u r e 1 .

3 6



I nt. J. M ol. S ci. 2 0 1 9 , 2 0 , 3 0 5 2 3 of 2 4
I nt. J. M ol. S ci. 2 0 1 9 , 2 0 , x 3  of  2 4  

 

 
(a ) 

 

 

(b )  (c ) 

Fi g ur e 1. C h a r a ct e ri z ati o n of t h e o v a ri a n c a n c e r c ell li n e s. ( a ) C ell vi a bilit y w a s m e a s u r e d b y M T T 

a s s a y aft e r 7 2 h i n c u b ati o n wit h diff e r e nt c o n c e nt r ati o n s of ci s pl ati n. D at a s h o w n a r e m e a n ± S D of at 

l e a st t h r e e i n d e p e n d e nt e x p e ri m e nt s e a c h c a r ri e d o ut i n t ri pli c at e s, c al c ul at e d a s p e r c e nt a g e of c o nt r ol. 

T h e c ell li n e s p e cifi c I C 5 0  v al u e s a r e s h o w n i n T a bl e 1. (b ) G e n e e x p r e s si o n p r ofil e f o r H D A C e n z y m e s 

w a s  o bt ai n e d  b y  R T- P C R.  D at a  s h o w n  a r e  n o r m ali z e d  t o  e n d o g e n o u s  c o nt r ol  g e n e  e x p r e s si o n  of  

H P R T 1  ( h y p o x a nt hi n e- g u a ni n e p ho s p h o ri b o s ylt r a n sf e r a s e), T B P  ( T A T A bi n di n g p r ot ei n), a n d G U S B  

( b et a- gl u c u r o ni d a s e). (c ) R e p r e s e nt ati v e i m m u n o bl ot a n al y si s of H D A C e n z y m e s. O n e r e p r e s e nt ati v e 

i m m u n o bl ot wit h a p r ot ei n m ol e c ul a r w ei g ht m a r k e r i s s h o w n i n Fi g u r e S 3. 

Fi g ur e 1. C h a r a ct e ri z ati o n of t h e o v a ri a n c a n c e r c ell li n e s. ( a ) C ell vi a bilit y w a s m e a s u r e d b y M T T

a s s a y aft e r 7 2 h i n c u b ati o n wit h di ff e r e nt c o n c e nt r ati o n s of ci s pl ati n. D at a s h o w n a r e m e a n ± S D

of at l e a st t h r e e i n d e p e n d e nt e x p e ri m e nt s e a c h c a r ri e d o ut i n t ri pli c at e s, c al c ul at e d a s p e r c e nt a g e of

c o nt r ol. T h e c ell li n e s p e ci fi c I C 5 0 v al u e s a r e s h o w n i n T a bl e 1 . (b ) G e n e e x p r e s si o n p r o fil e f o r H D A C

e n z y m e s w a s o bt ai n e d b y R T- P C R. D at a s h o w n a r e n o r m ali z e d t o e n d o g e n o u s c o nt r ol g e n e e x p r e s si o n

of H P R T 1 ( h y p o x a nt hi n e- g u a ni n e p h o s p h o ri b o s ylt r a n sf e r a s e), T B P ( T A T A bi n di n g p r ot ei n), a n d G U S B

( b et a- gl u c u r o ni d a s e). (c ) R e p r e s e nt ati v e i m m u n o bl ot a n al y si s of H D A C e n z y m e s. O n e r e p r e s e nt ati v e

i m m u n o bl ot wit h a p r ot ei n m ol e c ul a r w ei g ht m a r k e r i s s h o w n i n Fi g u r e S 3.
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I C5 0 v al u e s of t h e c ell li n e s t o w a r d s ci s pl ati n r a n g e d f r o m 1. 4 4 µ M f o r C a O V 3 u p t o 1 1. 0 µ M f o r

A 2 7 8 0 ( Fi g u r e 1 A a n d T a bl e 1 ). I n lit e r at u r e, ci s pl ati n pl a s m a l e v el s of 1. 9 0 t o 8. 7 2 µ M a r e r e p o rt e d i n

p ati e nt s ( c m a x r e a c h e d aft e r 1 – 1. 5 h) [ 3 0 ].

Ta bl e 1. I C5 0 a n d pI C 5 0 f o r ci s pl ati n aft e r a 7 2 h i n c u b ati o n.

C ell Li n e
I C 5 0

[µ M]
pI C 5 0 ± S E M

A 2 7 8 0 1 1. 0 4. 9 6 ± 0. 0 1

C a O V 3 1. 4 4 5. 8 4 ± 0. 0 1
H E Y 5. 2 5 5. 2 8 ± 0. 0 1

K ur a m o c hi 4. 6 8 5. 3 3 ± 0. 0 2
O V S A H O 4. 8 3 5. 3 2 ± 0. 0 1

D at a s h o w n a r e t h e m e a n of p o ol e d d at a f r o m at l e a st t h r e e e x p e ri m e nt s, e a c h c a r ri e d o ut i n t ri pli c at e.

A 2 7 8 0 c ell s s h o w e d I C 5 0 - v al u e s f o r ci s pl ati n i n t h e o n e- di git mi c r o m ol a r r a n g e i n p r e vi o u s

st u di e s [ 2 0 ,2 1 ,3 1 ]. N e v e rt h el e s s, u n d e r t h e e x p e ri m e nt al c o n diti o n s c h o s e n h e r e, a n I C 5 0 - v al u e of

1 1. 0 µ M w a s o bt ai n e d. B a s e d o n t h e I C 5 0 - v al u e s, C a O V 3 c ell s c a n b e cl a s si fi e d a s ci s pl ati n- s e n siti v e,

w hil e H E Y, K u r a m o c hi, a n d O V S A H O c ell s a r e m e di o c r e s e n siti v e a n d A 2 7 8 0 ci s pl ati n- r e si st a nt.

R e g a r di n g t h e H D A C e n z y m e e x p r e s si o n, di ff e r e nt p att e r n s w e r e o bt ai n e d. At m R N A l e v el, t h e

c ell li n e K u r a m o c hi s h o w e d t h e hi g h e st e x p r e s si o n of H D A C 1 , 2 , 5 , 6 , 7 , 1 0 , a n d 1 1 w h e r e a s A 2 7 8 0

r e v e al e d t h e hi g h e st e x p r e s si o n of H D A C 9 . C a O V 3, H E Y, a n d O V S A H O g e n e r all y s h o w e d a l o w

e x p r e s si o n of H D A C s i n c o m p a ri s o n t o K u r a m o c hi ( Fi g u r e 1 B). Wit hi n a p a rti c ul a r c ell li n e, H D A C 1- 4

s h o w e d a r at h e r hi g h e x p r e s si o n e x c e pt f o r K u r a m o c hi a n d A 2 7 8 0.

C o m p a ri n g t h e H D A C g e n e e x p r e s si o n p r o fil e wit h t h e H D A C p r ot ei n e x p r e s si o n l e v el s, s o m e

di ff e r e n c e s b e c o m e e vi d e nt ( Fi g u r e 1 C). H D A C 1 a n d H D A C 2 a r e w ell e x p r e s s e d i n e v e r y c ell li n e,

w h e r e a s H D A C 3 w a s o nl y d et e ct e d ( p r ot ei n) i n C A O V, H E Y, a n d K u r a m o c hi. H D A C 4 ( cl a s s II a H D A C)

i s e x p r e s s e d i n e v e r y c ell li n e wit h a sli g htl y hi g h e r e x p r e s si o n i n H E Y a n d K u r a m o c hi. H D A C 5 i s o nl y

e x p r e s s e d i n C a O V 3 a n d sli g htl y i n H E Y c ell s. F o r H D A C 6 a n d H D A C 1 0, m e m b e r s of cl a s s II b, a m o r e

h et e r o g e n o u s e x p r e s si o n p r o fil e o c c u r r e d. W hil e H D A C 1 0 i s st r o n gl y e x p r e s s e d i n C a O V 3 a n d H E Y

c ell s, it i s w e a kl y e x p r e s s e d e s p e ci all y i n K u r a m o c hi. F o r H D A C 6 w e o b s e r v e d a sli g ht e x p r e s si o n

i n A 2 7 8 0, K u r a m o c hi, a n d O V S A H O. E x p r e s si o n l e v el s f o r H D A C 1 1 a s r e p r e s e nt ati v e of cl a s s III

H D A C s s h o w s o m e di ff e r e n c e s, t o o. C a O V 3 e x p r e s s e s H D A C 1 1 at a hi g h e r l e v el, H E Y, K u r a m o c hi,

a n d O V S A H O at a v e r y w e a k l e v el, a n d A 2 7 8 0 s h o w s n o e x p r e s si o n. F o r H D A C 4 a n d H D A C 6 a g o o d

c o r r el ati o n b et w e e n m R N A a n d p r ot ei n e x p r e s si o n l e v el s c o ul d b e o b s e r v e d. I n c o n cl u si o n, cl a s s I

H D A C s H D A C 1 a n d H D A C 2 w e r e hi g hl y e x p r e s s e d t h r o u g h o ut all o v a ri a n c a n c e r c ell li n e s w h e r e a s

t h e ot h e r H D A C i s of o r m s a r e e x p r e s s e d at a m u c h l o w e r l e v el a n d o nl y i n s o m e b ut n ot all c ell li n e s

( Fi g u r e 1 B, C).

2. 2. C yt ot o xi c a n d H D A C-I n hi bit or y E ff e cts of E nti n ost at, P a n o bi n ost at, a n d Ne xt ur ast at A

N e xt, w e a n al y z e d t h e a nti p r olif e r ati v e e ff e ct s of e nti n o st at, p a n o bi n o st at, a n d n e xt u r a st at A i n

t h e o v a ri a n c a n c e r c ell li n e s. I n c u b ati o n ti m e s a p pli e d f o r t h e i n v e sti g ati o n of H D A Ci al o n e ( a b s e n c e

of ci s pl ati n) w e r e t h e s a m e a s l at e r ( c h a pt e r 2. 3) u s e d i n c o m bi n ati o n e x p e ri m e nt s of H D A Ci wit h

ci s pl ati n. R e s ult s a r e s h o w n i n T a bl e 2 .

P a n o bi n o st at s h o w e d t h e hi g h e st c yt ot o xi c e ff e ct s a g ai n st all fi v e c ell li n e s wit h I C 5 0 - v al u e s i n t h e

l o w n a n o m ol a r r a n g e. E nti n o st at h a d m o d e r at e c yt ot o xi cit y wit h I C5 0 - v al u e s i n t h e s u b mi c r o m ol a r

r a n g e. N e xt u r a st at A h a d mi c r o m ol a r I C 5 0 - v al u e s. T h u s, n e xt u r a st at A w a s n ot c yt ot o xi c at

c o n c e nt r ati o n s w h e r e it di s pl a y s H D A C 6 s el e cti vit y (i n t h e n a n o m ol a r r a n g e). T o d et e r mi n e t h e

H D A C i n hi bit o r y a cti vit y of e nti n o st at, p a n o bi n o st at, a n d n e xt u r a st at A, w e p e rf o r m e d a w h ol e- c ell

H D A C i n hi biti o n a s s a y. R e s ult s a r e s h o w n i n T a bl e 3 .
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Ta bl e 2. C yt ot o xi c a cti vit y of e nti n o st at, p a n o bi n o st at, a n d n e xt u r a st at A.

C ell Li n e

H D A Ci

E nti n o st at P a n o bi n o st at N e xt ur a st at A

I C 5 0

[ n M]
pI C 5 0 ± S E M

I C 5 0

[ n M]
pI C 5 0 ± S E M

I C 5 0

[ n M]
pI C 5 0 ± S E M

A 2 7 8 0 6 0 6 6. 2 2 ± 0. 0 3 1 5. 3 7. 8 2 ± 0. 0 2 7 7 7 8 5. 1 1 ± 0. 0 9

C a O V 3 1 1 4 6 5. 9 4 ± 0. 0 3 7. 6 2 8. 1 2 ± 0. 0 3 5 2 9 1 5. 2 8 ± 0. 0 3
H E Y 2 5 1 6. 6 0 ± 0. 0 2 2. 6 8 8. 5 7 ± 0. 0 2 1 7 2 4 5. 7 6 ± 0. 0 3

K ur a m o c hi 4 8 5 6. 3 1 ± 0. 0 3 1 1. 2 7. 9 5 ± 0. 0 2 5 3 0 2 5. 2 8 ± 0. 0 2
O V S A H O 1 8 2 8 5. 7 4 ± 0. 0 2 4 2. 4 7. 3 7 ± 0. 0 5 1 6, 2 1 8 4. 7 9 ± 0. 0 2

C ell vi a bilit y w a s m e a s u r e d b y M T T a s s a y aft e r 4 8 h p r ei n c u b ati o n f oll o w e d b y a n a d diti o n al 7 2 h i n c u b ati o n. D at a
s h o w n a r e t h e m e a n of p o ol e d d at a f r o m at l e a st t h r e e e x p e ri m e nt s e a c h c a r ri e d o ut i n t ri pli c at e s.

Ta bl e 3. H D A C i n hi bit o r y a cti vit y of e nti n o st at, p a n o bi n o st at, a n d n e xt u r a st at A.

C ell Li n e

H D A Ci

E nti n o st at P a n o bi n o st at N e xt ur a st at A

I C 5 0

[ n M]
pI C 5 0 ± S E M

I C 5 0

[ n M]
pI C 5 0 ± S E M

I C 5 0

[ n M]
pI C 5 0 ± S E M

A 2 7 8 0 3 1 3 6. 5 0 ± 0. 0 4 1 2. 1 7. 9 1 ± 0. 0 6 3 6 3 3 5. 4 4 ± 0. 0 4

C a O V 3 3 3 3 6. 4 8 ± 0. 0 3 7. 8 8 8. 1 0 ± 0. 0 5 3 5 0 0 5. 4 6 ± 0. 0 3
H E Y 2 1 9 6. 6 0 ± 0. 0 4 1 3. 6 7. 8 7 ± 0. 0 3 3 8 7 4 5. 4 1 ± 0. 0 3

K ur a m o c hi 3 3 9 6. 4 7 ± 0. 0 4 9. 8 7 8. 0 1 ± 0. 0 7 3 7 3 3 5. 4 3 ± 0. 0 3
O V S A H O 3 2 6 6. 4 9 ± 0. 0 2 2 3. 1 7. 6 4 ± 0. 0 4 5 2 4 9 5. 2 8 ± 0. 0 2

D at a s h o w n a r e t h e m e a n of p o ol e d d at a f r o m at l e a st t h r e e e x p e ri m e nt s e a c h c a r ri e d o ut i n t ri pli c at e s.

N o si g ni fi c a nt di ff e r e n c e s w e r e o b s e r v e d b et w e e n t h e c ell li n e s r e g a r di n g t h e H D A C i n hi bit o r y

p ot e n c y of e nti n o st at. T h e I C 5 0 - v al u e s f o r e nti n o st at r a n g e d f r o m 0. 2 2 µ M i n H E Y c ell s t o 0. 3 4 µ M

i n K u r a m o c hi c ell s. A s e x p e ct e d, p a n o bi n o st at s h o w e d I C5 0 - v al u e s i n t h e n a n o m ol a r r a n g e. T h e

I C5 0 - v al u e s w e r e b et w e e n 7. 8 8 n M f o r C a O V 3 c ell s a n d 2 3. 1 n M f o r O V S A H O c ell s. F o r n e xt u r a st at A,

w e o bt ai n e d I C 5 0 - v al u e s i n t h e l o w mi c r o m ol a r r a n g e a n d c o ul d n ot d et e ct a l a r g e diff e r e n c e i n t h e

I C5 0 - v al u e s b et w e e n t h e i n di vi d u al c ell li n e s. T h e I C5 0 - v al u e s r a n g e d f r o m 3. 6 3 µ M f o r A 2 7 8 0 c ell s t o

5. 2 5 µ M i n O V S A H O c ell s. F o r c o n fi r m ati o n of H D A C-i n hi bit o r y e ff e ct s, α -t u b uli n a n d hi st o n e H 3

a c et yl ati o n w e r e a n al y z e d b y w e st e r n bl ot ( Fi g u r e 2 ).

I nt. J. M ol. S ci. 2 0 1 9 , 2 0 , x 5  of  2 4  

 

T a bl e 2. C yt ot o xi c a cti vit y of e nti n o st at, p a n o bi n o st at, a n d n e xt u r a st at A. 

C ell Li n e 

H D A Ci 

E nti n o st at  P a n o bi n o st at  N e xt ur a st at  A  

I C 5 0  

[ n M] 
pI C 5 0  ± S E M 

I C 5 0  

[ n M] 
pI C 5 0  ± S E M 

I C 5 0  

[ n M] 
pI C 5 0  ± S E M 

A 2 7 8 0 6 0 6  6. 2 2 ± 0. 0 3  1 5. 3  7. 8 2 ± 0. 0 2  7 7 7 8  5. 1 1 ± 0. 0 9 

C a O V 3 1 1 4 6  5. 9 4 ± 0. 0 3  7. 6 2  8. 1 2 ± 0. 0 3  5 2 9 1  5. 2 8 ± 0. 0 3 

H E Y 2 5 1  6. 6 0 ± 0. 0 2  2. 6 8  8. 5 7 ± 0. 0 2  1 7 2 4  5. 7 6 ± 0. 0 3 

K ur a m o c hi 4 8 5  6. 3 1 ± 0. 0 3  1 1. 2  7. 9 5 ± 0. 0 2  5 3 0 2  5. 2 8 ± 0. 0 2 

O V S A H O 1 8 2 8  5. 7 4 ± 0. 0 2  4 2. 4  7. 3 7 ± 0. 0 5  1 6, 2 1 8  4. 7 9 ± 0. 0 2 

C ell vi a bilit y w a s m e a s u r e d b y M T T a s s a y aft e r 4 8 h p r ei n c u b ati o n f oll o w e d b y a n a d diti o n al 7 2 h 

i n c u b ati o n. D at a s h o w n a r e t h e m e a n of p o ol e d d at a f r o m at l e a st t h r e e e x p e ri m e nt s e a c h c a r ri e d o ut 

i n t ri pli c at e s. 

P a n o bi n o st at s h o w e d t h e hi g h e st c yt ot o xi c eff e ct s a g ai n st all fi v e c ell li n e s wit h I C 5 0 - v al u e s i n 

t h e  l o w  n a n o m ol a r  r a n g e.  E nti n o st at  h a d  m o d e r at e  c yt ot o xi cit y  wit h  I C 5 0 - v al u e s  i n  t h e  

s u b mi c r o m ol a r  r a n g e.  N e xt u r a st at  A  h a d  mi c r o m ol a r  I C 5 0 - v al u e s.  T h u s,  n e xt u r a st at  A  w a s  n ot  

c yt ot o xi c  at  c o n c e nt r ati o n s  w h e r e  it  di s pl a y s  H D A C 6  s el e cti vit y  (i n  t h e  n a n o m ol a r  r a n g e).  T o  

d et e r mi n e  t h e  H D A C  i n hi bit o r y  a cti vit y  of  e n ti n o st at,  p a n o bi n o st at,  a n d  n e xt u r a st at  A,  w e  

p e rf o r m e d a w h ol e- c ell H D A C i n hi biti o n a s s a y. R e s ult s a r e s h o w n i n T a bl e 3. 

T a bl e 3. H D A C i n hi bit o r y a cti vit y of e nti n o st at, p a n o bi n o st at, a n d n e xt u r a st at A. 

C ell Li n e 

H D A Ci 

E nti n o st at  P a n o bi n o st at  N e xt ur a st at  A  

I C 5 0  

[ n M] 
pI C 5 0  ± S E M 

I C 5 0  

[ n M] 
pI C 5 0  ± S E M 

I C 5 0  

[ n M] 
pI C 5 0  ± S E M 

A 2 7 8 0 3 1 3  6. 5 0 ± 0. 0 4  1 2. 1  7. 9 1 ± 0. 0 6  3 6 3 3  5. 4 4 ± 0. 0 4 

C a O V 3 3 3 3  6. 4 8 ± 0. 0 3  7. 8 8  8. 1 0 ± 0. 0 5  3 5 0 0  5. 4 6 ± 0. 0 3 

H E Y 2 1 9  6. 6 0 ± 0. 0 4  1 3. 6  7. 8 7 ± 0. 0 3  3 8 7 4  5. 4 1 ± 0. 0 3 

K ur a m o c hi 3 3 9  6. 4 7 ± 0. 0 4  9. 8 7  8. 0 1 ± 0. 0 7  3 7 3 3  5. 4 3 ± 0. 0 3 

O V S A H O 3 2 6  6. 4 9 ± 0. 0 2  2 3. 1  7. 6 4 ± 0. 0 4  5 2 4 9  5. 2 8 ± 0. 0 2 

D at a s h o w n a r e t h e m e a n of p o ol e d d at a f r o m at l e a st t h r e e e x p e ri m e nt s e a c h c a r ri e d o ut i n t ri pli c at e s. 

N o si g nifi c a nt diff e r e n c e s w e r e o b s er v e d b et w e e n  t h e c ell li n e s r e g a r di n g t h e H D A C i n hi bit o r y 

p ot e n c y of e nti n o st at. T h e I C 5 0 - v al u e s f o r e nti n o st at r a n g e d f r o m 0. 2 2 µ M i n H E Y c ell s t o 0. 3 4 µ M i n 

K u r a m o c hi c ell s. A s e x p e ct e d, p a n o bi n o st at s h o w e d I C 5 0 - v al u e s i n t h e n a n o m ol a r r a n g e. T h e I C5 0 -

v al u e s w e r e b et w e e n 7. 8 8 n M f o r C a O V 3 c ell s a n d 2 3. 1 n M f o r O V S A H O c ell s. F o r n e xt u r a st at A, w e 

o bt ai n e d I C 5 0 - v al u e s i n t h e l o w mi cr o m ol a r r a n g e a n d c o ul d n ot d et e ct a l a r g e diff e r e n c e i n t h e I C 5 0 -

v al u e s b et w e e n t h e i n di vi d u al c ell li n e s. T h e I C 5 0 - v al u e s r a n g e d f r o m 3. 6 3 µ M f o r A 2 7 8 0 c ell s t o 5. 2 5 

µ M i n O V S A H O c ell s. F o r c o nfi r m ati o n of H D A C-i n hi bit o r y eff e ct s, α -t u b uli n  a n d  hi st o n e  H 3  

a c et yl ati o n w e r e a n al y z e d b y w e st e r n bl ot ( Fi g u r e 2). 

 

Fi g ur e 2. E ff e ct of H D A Ci o n a c et yl ati o n l e v el of α -t u b uli n a n d hi st o n e H 3. R e p r e s e nt ati v e i m m u n o bl ot

a n al y si s of hi st o n e H 3, a c- hi st o n e H 3, α -t u b uli n, a n d a c-α -t u b uli n i n t h e diff e r e nt h u m a n o v a ri a n

c a n c e r c ell li n e s. C ell s w e r e t r e at e d wit h t h e i n di c at e d c o n c e nt r ati o n s of H D A Ci. C o nt r ol c ell s w e r e

i n c u b at e d wit h v e hi cl e. O n e r e p r e s e nt ati v e i m m u n o bl ot wit h a p r ot ei n m ol e c ul a r w ei g ht m a r k e r i s

s h o w n i n Fi g u r e S 3.

A s c a n b e s e e n, t r e at m e nt wit h t h e H D A Ci w a s a s s o ci at e d wit h a h y p e r a c et yl ati o n of hi st o n e H 3

i n di c ati n g cl a s s I H D A C i n hi bit o r y eff e ct s. H y p e r a c et yl ati o n of α -t u b uli n i s a m a r k e r f o r H D A C 6
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i n hi biti o n. I n c u b ati o n wit h n e xt u r a st at A c o n fi r m e d H D A C 6 i n hi biti o n i n e v e r y c ell li n e b y yi el di n g

i n c r e a s e d l e v el s of a c-α -t u b uli n.

2. 3. E n h a n ce me nt of Cis pl ati n-I n d u ce d C yt ot o xi cit y

T o i n v e sti g at e a p o s si bl e e ff e ct of H D A Ci o n t h e ci s pl ati n s e n siti vit y, t h e o v a ri a n c a n c e r c ell s

w e r e p r et r e at e d wit h H D A Ci f o r 4 8 h, r e s p e cti v el y. Aft e r m e di u m e x c h a n g e, a 7 2 h t r e at m e nt

f oll o w e d wit h f r e s hl y a d d e d H D A Ci a n d diff e r e nt c o n c e nt r ati o n s of ci s pl ati n. T h e c o n c e nt r ati o n s

of H D A Ci u s e d i n t hi s c o m bi n ati o n e x p e ri m e nt w e r e a dj u st e d t o e x e rt a m a xi m u m e ff e ct of 4 4 – 6 0 %

r e d u cti o n of c ell vi a bilit y i n t h e a b s e n c e of ci s pl ati n (i. e., a m a xi m u m r e d u cti o n of t h e u p p e r pl at e a u of

c o n c e nt r ati o n- e ff e ct c u r v e s of 4 4 – 6 0 %). C o n c e nt r ati o n s of H D A Ci u s e d i n c o m bi n ati o n t r e at m e nt s a r e

s h o w n i n T a bl e 4 .

Ta bl e 4. H D A Ci c o n c e nt r ati o n s u s e d f o r c o m bi n ati o n t r e at m e nt.

C ell Li n e  E nti n o st at [ n M]  P a n o bi n o st at [ n M]  N e xt ur a st at A [ n M]

A 2 7 8 0 7 5 0 4 0. 0 7 5 0 0

C a O V 3 7 5 0 1 5. 0 7 5 0 0
H E Y 2 0 0 2 0. 0 5 0 0 0

K ur a m o c hi 7 5 0 1 2. 5 5 0 0 0
O V S A H O 2 0 0 0 7 0. 0 1 2, 5 0 0

W h e r e a s e nti n o st at r et ai n e d it s cl a s s I- s el e cti v e p r o p e rti e s i n t h e u s e d c o n c e nt r ati o n r a n g e,

n e xt u r a st at A w a s li k el y t o l o s e H D A C 6 s el e cti vit y at 5 – 1 2. 5 µ M c o n c e nt r ati o n s u s e d i n c o m bi n ati o n s

wit h ci s pl ati n. H o w e v e r, l o w e r c o n c e nt r ati o n s of n e xt u r a st at A di d n ot h a v e e ff e ct s o n t h e ci s pl ati n

s e n siti vit y. T o c o n fi r m t h e l o s s of s el e cti vit y of n e xt u r a st at A at hi g h c o n c e nt r ati o n s, w e p e rf o r m e d

e n z y m e H D A C-i n hi biti o n a s s a y s wit h n e xt u r a st at o n r e p r e s e nt ati v e H D A C s f o r cl a s s I, II a, a n d II b.

A s c a n b e s e e n i n T a bl e 5 , n e xt u r a st at A i s a n a n o m ol a r p ot e n c y i n hi bit o r at H D A C 6 w h e r e a s

t h e I C5 0 - v al u e at H D A C 2 i s 1. 9 9 µ M. H o w e v e r, u si n g n e xt u r a st at A i n c o m bi n ati o n e x p e ri m e nt s wit h

ci s pl ati n i n c o n c e nt r ati o n s r a n gi n g f r o m 5 t o 1 2. 5 µ M ( T a bl e 4 ) i s hi g hl y li k el y t o l e a d t o a l o s s of

H D A C 6 s el e cti vit y. T h u s, n e xt u r a st at A e ff e ct s m a y b e att ri b ut e d t o cl a s s I a n d H D A C 6 i n hi biti o n

r at h e r t h a n H D A C 6 i n hi biti o n o nl y.

Ta bl e 5. I C5 0 a n d i n hi bit o r y c o n st a nt s ( K i) of n e xt u r a st at A o n H D A C 2, 4, 6, a n d 8.

H D A C 2 H D A C 4 H D A C 6 H D A C 8

C o m p d.
I C 5 0 ± S D

[µ M]
K i

[µ M]
I C 5 0 ± S D

[µ M]
K i

[µ M]
I C 5 0 ± S D

[µ M]
K i

[µ M]
I C 5 0 ± S D

[µ M]
K i

[µ M]

N e xt ur a st at A 1. 9 9 ± 0. 2 5 1. 2 5 1 2. 0 ± 1. 6 9 7. 5 7 0. 0 5 ± 0. 0 1 0. 0 3 2 2. 6 ± 2. 5 5 1 2. 8

D at a s h o w n a r e t h e m e a n ± S D of p o ol e d d at a f r o m at l e a st t h r e e e x p e ri m e nt s e a c h c a r ri e d o ut i n t ri pli c at e s.

T a bl e 6 s u m m a ri z e s t h e e ff e ct s of 4 8 h p r et r e at m e nt of H D A Ci o n t h e ci s pl ati n c o n c e nt r ati o n- e ff e ct

c u r v e s i n all o v a ri a n c a n c e r c ell li n e s. B e si d e s I C 5 0 - v al u e s of ci s pl ati n al o n e, I C5 0 - v al u e s of ci s pl ati n i n

t h e c o m bi n ati o n wit h t h e r e s p e cti v e H D A Ci a r e di s pl a y e d. F u rt h e r, s hift f a ct o r s ( r ati o of I C 5 0 - v al u e of

ci s pl ati n a n d t h e I C 5 0 - v al u e of t h e c o m bi n ati o n) w e r e c al c ul at e d a n d i n cl u d e d i n T a bl e 6 . Fi g u r e 3

s h o w s t h e c o r r e s p o n di n g c o n c e nt r ati o n- e ff e ct c u r v e s of t h o s e H D A Ci – ci s pl ati n c o m bi n ati o n s t h at

a c hi e v e d t h e l a r g e st e ff e ct i n e a c h of t h e c ell li n e s.
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(a ) A 2 7 8 0 (b ) C a O V 3 

  
(c ) H E Y (d ) K ur a m o c hi 

 
(e ) O V S A H O 

Fi g ur e 3. H D A Ci p r et r e at m e nt e n h a n c e s t h e c yt o t o xi c eff e ct s of ci s pl ati n. A 2 7 8 0 (a ), C a O V 3 (b ), H E Y 

(c ), K u r a m o c hi (d ), a n d O V S A H O (e ) w e r e p r et r e at e d wit h t h e i n di c at e d H D A Ci 4 8 h p ri or t o ci s pl ati n 

( c D D P) a d mi ni st r ati o n. Aft e r a n ot h e r 7 2 h, I C 5 0 - v al u e s w e r e d et e r mi n e d b y M T T a s s a y. D at a s h o w n 

a r e n o r m ali z e d t o v e hi cl e c o nt r ol a n d m e a n ± S D of  at l e a st t h r e e e x p e ri m e nt s e a c h c a rri e d o ut i n 

t ri pli c at e s. T h e v e rti c al a r r o w s s h o w t h e a nti pr olif e rati v e eff e ct s of H D A Ci i n t h e a b s e n c e of ci s pl ati n 

a n d t h e h o ri z o nt al a r r o w s s h o w t h e s hift s of t h e I C 5 0 - v al u e s of ci s pl ati n ( a b s e n c e a n d p r e s e n c e of 

H D A Ci). St ati sti c al a n al y si s w a s p e rf o r m e d u s i n g t-t e st. L e v el s of si g nifi c a n c e: n s (p  > 0. 0 5); * (p  ≤  

0. 0 5); ** ( p  ≤  0. 0 1); *** (p  ≤  0. 0 0 1).  

Fi g ur e 3. H D A Ci p r et r e at m e nt e n h a n c e s t h e c yt ot o xi c e ff e ct s of ci s pl ati n. A 2 7 8 0 ( a ), C a O V 3 (b ), H E Y

(c ), K u r a m o c hi (d ), a n d O V S A H O (e ) w e r e p r et r e at e d wit h t h e i n di c at e d H D A Ci 4 8 h p ri o r t o ci s pl ati n

( c D D P) a d mi ni st r ati o n. Aft e r a n ot h e r 7 2 h, I C5 0 - v al u e s w e r e d et e r mi n e d b y M T T a s s a y. D at a s h o w n

a r e n o r m ali z e d t o v e hi cl e c o nt r ol a n d m e a n ± S D of at l e a st t h r e e e x p e ri m e nt s e a c h c a r ri e d o ut i n

t ri pli c at e s. T h e v e rti c al a r r o w s s h o w t h e a nti p r olif e r ati v e eff e ct s of H D A Ci i n t h e a b s e n c e of ci s pl ati n

a n d t h e h o ri z o nt al a r r o w s s h o w t h e s hift s of t h e I C 5 0 - v al u e s of ci s pl ati n ( a b s e n c e a n d p r e s e n c e of

H D A Ci). St ati sti c al a n al y si s w a s p e rf o r m e d u si n g t-t e st. L e v el s of si g ni fi c a n c e: n s (p > 0. 0 5); * ( p ≤ 0. 0 5) ;

** ( p ≤ 0. 0 1); *** ( p ≤ 0. 0 0 1).
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Ta bl e 6. E ff e ct of H D A Ci p r et r e at m e nt o n ci s pl ati n-i n d u c e d c yt ot o xi cit y ( M T T a s s a y).

C ell Li n e

Ci s pl ati n
+ 4 8 h H D A Ci Pr etr e at m e nt

E nti n o st at  P a n o bi n o st at  N e xt ur a st at A

I C 5 0 I C 5 0 S F I C 5 0 S F I C 5 0 S F

A 2 7 8 0 1 1. 0 4. 9 9 2. 2 (***) 2. 5 8 5. 6 (***) 1. 4 4 7. 6 (***)

C a O V 3 1. 4 4 0. 7 2 2. 0 (*) 0. 7 4 2. 0 ( n s) 1. 3 3 1. 1 ( n s)
H E Y 5. 2 5 1. 3 9 3. 8 (***) 2. 7 5 1. 9 (*) 1. 2 8 4. 1 (***)

K ur a m o c hi 4. 6 8 3. 2 8 1. 4 (*) 5. 1 4 < 1 ( n s) 3. 2 2 1. 5 (**)
O V S A H O 4. 8 3 1. 0 2 4. 7 (***) 3. 0 1 1. 6 (**) 1. 4 3 3. 4 (***)

D at a s h o w n a r e t h e m e a n of p o ol e d d at a f r o m at l e a st t h r e e e x p e ri m e nt s, e a c h c a r ri e d o ut i n t ri pli c at e. S hift-f a ct o r s
( S F) w e r e c al c ul at e d b y di vi di n g t h e I C5 0 - v al u e s wit h o ut a n d wit h H D A Ci- p r ei n c u b ati o n. pI C 5 0 a n d S E M a r e
s h o w n i n s u p pl e m e nt al T a bl e S 1. St ati sti c al a n al y si s w a s p e rf o r m e d u si n g t-t e st. L e v el s of si g ni fi c a n c e: n s (p > 0. 0 5);
* ( p ≤ 0. 0 5); ** ( p ≤ 0. 0 1); *** ( p ≤ 0. 0 0 1).

O nl y cl a s s I- s el e cti v e e nti n o st at w a s a bl e t o i n c r e a s e ci s pl ati n p ot e n c y i n e a c h c ell li n e i n a

si g ni fi c a nt m a n n e r ( T a bl e 6 ). E v e n i n ci s pl ati n- s e n siti v e C a O V 3 c ell s, e nti n o st at w a s a bl e t o i n d u c e a

sli g ht, b ut si g ni fi c a nt e n h a n c e m e nt of ci s pl ati n p ot e n c y ( s hift f a ct o r of 2. 0, Fi g u r e 3 B, T a bl e 6 ). Wit hi n

t h e H G S O C c ell li n e s, e nti n o st at g a v e t h e hi g h e st s hift f a ct o r s ( e x c e pt f o r H E Y a n d K u r a m o c hi c ell s

w h e r e s hift f a ct o r s of e nti n o st at a n d n e xt u r a st at A w e r e n ot si g ni fi c a ntl y di ff e r e nt f r o m e a c h ot h e r).

E nti n o st at s h o w e d t h e st r o n g e st e ff e ct i n O V S A H O c ell s ( S F = 4. 7, T a bl e 6 , Fi g u r e 3 E). N ot a bl y, a si mil a r

s hift f a ct o r w a s a c hi e v e d i n H E Y c ell s ( S F = 3. 8) wit h a r e m a r k a bl y l o w p r et r e at m e nt- c o n c e nt r ati o n of

e nti n o st at ( 2 0 0 n M) w h e r e a s t h e ot h e r c ell li n e s w e r e t r e at e d wit h 7 5 0 n M ( A 2 7 8 0, C A O V, K u r a m o c hi)

o r e v e n 2 0 0 0 n M ( O V S A H O) e nti n o st at. S u r p ri si n gl y, t h e p a n H D A Ci p a n o bi n o st at w a s n ot s u p e ri o r

b ut e v e n l e s s e ffi c a ci o u s t h a n e nti n o st at t o i n c r e a s e ci s pl ati n p ot e n c y e x c e pt i n A 2 7 8 0 c ell s. H o w e v e r,

A 2 7 8 0 d o n ot b el o n g t o H G S O C. N e xt u r a st at A s h o w e d si mil a r e ffi c a c y a s e nti n o st at. H o w e v e r, it

n e e d s t o b e c o n si d e r e d t h at t h e c o n c e nt r ati o n s u s e d f o r n e xt u r a st at A ( 5 t o 1 2. 5 µ M) l e a d t o a l o s s of

H D A C 6 s el e cti vit y. Al m o st c o m pl et e i n hi biti o n of cl a s s I H D A C s c a n b e a s s u m e d c o n si d e ri n g t h e K i

v al u e s p r e s e nt e d i n T a bl e 5 . R e d u ci n g n e xt u r a st at A c o n c e nt r ati o n i n p r et r e at m e nt t o 2. 5 µ M l e d t o

c o m pl et e l o s s of c h e m o s e n siti zi n g a cti vit y i n H E Y c ell s ( Fi g u r e S 2).

T o a n al y z e t h e t y p e of i nt e r a cti o n b et w e e n H D A Ci a n d ci s pl ati n, s y n e r gi s m st u di e s a c c o r di n g t o

C h o u- T al al a y w e r e p e rf o r m e d u si n g M T T a s s a y [ 3 2 ,3 3 ]. T h e c ell li n e s w e r e i n c u b at e d wit h v a r yi n g

c o n c e nt r ati o n s of H D A Ci a n d ci s pl ati n. C ell s w e r e p r et r e at e d f o r 4 8 h wit h H D A Ci al o n e f oll o w e d b y 7 2

h t r e at m e nt wit h H D A Ci a n d ci s pl ati n (t e r m e d: “ 4 8 h + 7 2 h ”). C o n c e nt r ati o n s w e r e c h o s e n t o a c hi e v e

a f r a cti o n a ff e ct e d (f a ; l e v el of c ell vi a bilit y i n hi biti o n) b et w e e n 0. 2 a n d 0. 9 i n t h e C h o u- T al al a y- a n al y si s.

C o m bi n ati o n i n di c e s ( CI) w e r e c al c ul at e d a n d p r e s e nt e d i n T a bl e 7 .

Ta bl e 7. S y n e r gi s m st u di e s ( CI- v al u e s) b et w e e n H D A Ci e nti n o st at, p a n o bi n o st at, o r n e xt u r a st at A

a n d ci s pl ati n.

Ci s pl ati n
[µ M]

E nti n o st at
[µ M]

P a n o bi n o st at
[ n M]

N e xt ur a st at A
[µ M]

0. 1 0 0. 2 5 0. 5 0 0. 7 5 1 0 2 0 3 0 4 0 1. 2 5 2. 5 0 5. 0 0 7. 5 0

A2
78

0

0. 5 0 * 0. 4 0 0. 3 6 0. 3 8 0. 2 1 0. 1 0 0. 1 5 0. 1 5 * 0. 3 2 0. 2 4 0. 2 8
1. 0 0 0. 6 4 0. 3 8 0. 3 5 0. 3 9 0. 2 5 0. 1 2 0. 1 7 0. 1 8 * 0. 3 6 0. 2 8 0. 3 2
2. 0 0 0. 8 3 0. 4 3 0. 3 4 0. 4 0 0. 3 5 0. 1 6 0. 2 2 0. 2 1 0. 9 7 0. 4 7 0. 3 0 0. 3 3
4. 0 0 0. 7 3 0. 4 4 0. 3 4 0. 3 8 0. 3 5 0. 2 1 0. 2 7 0. 2 5 > 1. 1 0. 5 7 0. 3 8 0. 3 9
6. 0 0 0. 5 9 0. 3 5 0. 3 2 0. 3 7 0. 2 9 0. 2 3 0. 2 6 0. 2 6 0. 8 3 0. 5 2 0. 3 7 0. 4 0

0. 2 5 0. 5 0 0. 7 5 1. 0 0 - - - - - - - -

Ca
O

V3

0. 2 0 * 0. 6 6 0. 7 1 0. 4 2 ◦ ◦ ◦ ◦ ◦ ◦ ◦ ◦
0. 4 0 * 0. 5 6 0. 5 9 0. 3 3 ◦ ◦ ◦ ◦ ◦ ◦ ◦ ◦
0. 6 0 0. 5 6 0. 4 1 0. 4 9 0. 2 8 ◦ ◦ ◦ ◦ ◦ ◦ ◦ ◦
0. 8 0 0. 3 3 0. 3 0 0. 3 1 0. 2 3 ◦ ◦ ◦ ◦ ◦ ◦ ◦ ◦
1. 0 0 0. 2 1 0. 2 0 0. 2 1 0. 1 6 ◦ ◦ ◦ ◦ ◦ ◦ ◦ ◦
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Ta bl e 7. C o nt .

Ci s pl ati n
[µ M]

E nti n o st at
[µ M]

P a n o bi n o st at
[ n M]

N e xt ur a st at A
[µ M]

0. 1 0 0. 2 5 0. 5 0 0. 7 5 1 0 2 0 3 0 4 0 1. 2 5 2. 5 0 5. 0 0 7. 5 0

0. 1 0 0. 1 5 0. 2 0 0. 2 5 5. 0 1 0. 0 1 5. 0 2 0. 0 1. 2 5 2. 5 0 3. 7 5 5. 0 0

H
E

Y

0. 3 2 * * * 0. 2 7 * * 0. 1 9 0. 1 4 * * 0. 3 2 0. 2 7
0. 5 0 * * * 0. 2 6 * * 0. 2 1 0. 1 5 * * 0. 3 3 0. 2 9
1. 0 0 * * 0. 3 1 0. 2 5 * * 0. 2 5 0. 1 6 * * 0. 3 6 0. 2 7
2. 0 0 * 0. 3 7 0. 2 9 0. 2 4 * 0. 4 1 0. 2 5 0. 1 7 * 0. 6 3 0. 3 3 0. 2 6
4. 0 0 0. 3 5 0. 2 8 0. 2 4 0. 2 3 0. 5 1 0. 3 3 0. 2 8 0. 2 0 0. 6 2 0. 4 2 0. 2 9 0. 2 7

0. 2 5 0. 5 0 0. 7 5 1. 0 0 - - - - 1. 2 5 2. 5 0 3. 7 5 5. 0 0

K
ur

a
m
oc

hi

1. 0 0 0. 4 3 0. 4 2 0. 5 1 0. 6 2 ◦ ◦ ◦ ◦ * 0. 7 3 0. 6 6 0. 6 6
2. 0 0 0. 4 2 0. 4 3 0. 4 9 0. 6 0 ◦ ◦ ◦ ◦ * 0. 7 8 0. 7 4 0. 7 2
3. 0 0 0. 4 6 0. 4 4 0. 4 8 0. 5 7 ◦ ◦ ◦ ◦ * 0. 8 0 0. 7 7 0. 7 5
4. 0 0 0. 4 4 0. 4 2 0. 4 4 0. 5 3 ◦ ◦ ◦ ◦ 0. 8 4 0. 7 9 0. 7 7 0. 7 4
5. 0 0 0. 4 5 0. 4 3 0. 4 7 0. 5 2 ◦ ◦ ◦ ◦ 0. 7 8 0. 7 8 0. 7 4 0. 7 0

0. 5 0 1. 0 0 1. 5 0 2. 0 0 4 0 5 0 6 0 7 0 5. 0 0 7. 5 0 1 0. 0 1 2. 5

O
V

S
A

H
O

1. 0 0 0. 5 0 0. 3 9 0. 4 1 0. 4 4 0. 3 6 0. 3 3 0. 2 7 0. 2 6 * 0. 8 2 0. 8 4 0. 7 8
2. 0 0 0. 4 1 0. 2 9 0. 3 4 0. 3 7 0. 2 5 0. 2 3 0. 2 1 0. 2 1 0. 8 7 0. 7 7 0. 7 5 0. 6 7
3. 0 0 0. 4 2 0. 2 8 0. 3 2 0. 3 6 0. 2 4 0. 2 2 0. 2 1 0. 2 1 0. 8 0 0. 7 6 0. 6 5 0. 6 0
4. 0 0 0. 3 9 0. 2 8 0. 3 1 0. 3 5 0. 2 3 0. 2 2 0. 2 1 0. 2 1 0. 7 2 0. 6 9 0. 6 1 0. 5 7
5. 0 0 0. 3 9 0. 2 9 0. 3 3 0. 3 6 0. 2 4 0. 2 3 0. 2 2 0. 2 2 0. 6 4 0. 5 9 0. 5 3 0. 5 3

D at a s h o w n a r e c o m bi n ati o n i n di c e s ( CI) c al c ul at e d u si n g C o m p u S y n 1. 0 b a s e d o n t h e C h o u – T al al a y m et h o d.
CI > 1. 1 i n di c at e s a nt a g o ni s m, CI = 1 i n di c at e s a n a d diti v e e ff e ct, a n d CI < 0. 9 i n di c at e s s y n e r gi s m. * m e a n s f r a cti o n
a ff e ct e d i s l e s s t h a n 0. 2 0. V al u e s a r e t h e m e a n of t w o e x p e ri m e nt s. S D i s < 1 0 % of t h e m e a n. C o m bi n ati o n s m a r k e d
wit h ◦ w e r e n ot i n v e sti g at e d b e c a u s e t h e y di d n ot s h o w si g ni fi c a nt s hift f a ct o r s i n c o m bi n ati o n t r e at m e nt a s c a n b e
s e e n i n T a bl e 6 .

T h e i nt e r a cti o n s b et w e e n ci s pl ati n a n d e nti n o st at, p a n o bi n o st at, o r n e xt u r a st at A, r e s p e cti v el y,

w e r e s y n e r gi sti c a s i n di c at e d b y CI- v al u e s l o w e r t h a n 0. 9. M o st CI v al u e s w e r e l o w e r t h a n 0. 5 i n di c ati n g

st r o n g s y n e r gi s m.

2. 4. E n h a n ce me nt of Cis pl ati n-I n d u ce d C yt ot o xi cit y is Me di ate d vi a A p o pt osis-I n d u cti o n

N e xt, w e i n v e sti g at e d if t h e o b s e r v e d s y n e r gi sti c c yt ot o xi c e ff e ct w a s m e di at e d vi a

a p o pt o si s-i n d u cti o n. T h e c ell li n e s w e r e p r ei n c u b at e d f o r 4 8 h wit h t h e s a m e H D A Ci c o n c e nt r ati o n s

u s e d f o r t h e M T T c o m bi n ati o n t r e at m e nt s ( Fi g u r e 3 , T a bl e 6 ) f oll o w e d b y a d diti o n of ci s pl ati n f o r

a n ot h e r 2 4 h i n a n I C 5 0 c o n c e nt r ati o n. T h e n, c ell s w e r e s u bj e ct e d t o fl o w- c yt o m et r y- b a s e d s u b G 1

a n al y si s. R e s ult s a r e s h o w n i n Fi g u r e 4 .

I nt. J. M ol. S ci. 2 0 1 9 , 2 0 , x 9  of  2 4  

 

  0. 1 0  0. 1 5  0. 2 0  0. 2 5   5. 0   1 0. 0  1 5. 0  2 0. 0  1. 2 5  2. 5 0  3. 7 5  5. 0 0  

H
E

Y 

0. 3 2 *   *   *  0. 2 7  *   *  0. 1 9  0. 1 4  *   *  0. 3 2  0. 2 7  

0. 5 0 *   *   *  0. 2 6  *   *  0. 2 1  0. 1 5  *   *  0. 3 3  0. 2 9  

1. 0 0 *   *  0. 3 1  0. 2 5  *   *  0. 2 5  0. 1 6  *   *  0. 3 6  0. 2 7  

2. 0 0 *  0. 3 7  0. 2 9  0. 2 4  *  0. 4 1  0. 2 5  0. 1 7   *   0. 6 3  0. 3 3  0. 2 6  

4. 0 0 0. 3 5  0. 2 8  0. 2 4  0. 2 3  0. 5 1  0. 3 3  0. 2 8  0. 2 0  0. 6 2  0. 4 2  0. 2 9  0. 2 7  

  0. 2 5  0. 5 0  0. 7 5  1. 0 0   -   -   -   -   1. 2 5  2. 5 0  3. 7 5  5. 0 0  

K
ur

a
m
oc

hi
 1. 0 0 0. 4 3  0. 4 2  0. 5 1  0. 6 2  ◦ ◦ ◦ ◦ *  0. 7 3  0. 6 6  0. 6 6  

2. 0 0 0. 4 2  0. 4 3  0. 4 9  0. 6 0  ◦ ◦ ◦ ◦ *  0. 7 8  0. 7 4  0. 7 2  

3. 0 0 0. 4 6  0. 4 4  0. 4 8  0. 5 7  ◦ ◦ ◦ ◦ *  0. 8 0  0. 7 7  0. 7 5  

4. 0 0 0. 4 4  0. 4 2  0. 4 4  0. 5 3  ◦ ◦ ◦ ◦  0. 8 4  0. 7 9  0. 7 7  0. 7 4  

5. 0 0 0. 4 5  0. 4 3  0. 4 7  0. 5 2  ◦ ◦ ◦ ◦  0. 7 8  0. 7 8  0. 7 4  0. 7 0  

  0. 5 0  1. 0 0  1. 5 0  2. 0 0   4 0  5 0   6 0   7 0   5. 0 0  7. 5 0  1 0. 0  1 2. 5  

O
V

S
A

H
O 

1. 0 0 0. 5 0  0. 3 9  0. 4 1  0. 4 4  0. 3 6  0. 3 3  0. 2 7  0. 2 6   *   0. 8 2  0. 8 4  0. 7 8  

2. 0 0 0. 4 1  0. 2 9  0. 3 4  0. 3 7  0. 2 5  0. 2 3  0. 2 1  0. 2 1  0. 8 7  0. 7 7  0. 7 5  0. 6 7  

3. 0 0 0. 4 2  0. 2 8  0. 3 2  0. 3 6  0. 2 4  0. 2 2  0. 2 1  0. 2 1  0. 8 0  0. 7 6  0. 6 5  0. 6 0  

4. 0 0 0. 3 9  0. 2 8  0. 3 1  0. 3 5  0. 2 3  0. 2 2  0. 2 1  0. 2 1  0. 7 2  0. 6 9  0. 6 1  0. 5 7  

5. 0 0 0. 3 9  0. 2 9  0. 3 3  0. 3 6  0. 2 4  0. 2 3  0. 2 2  0. 2 2  0. 6 4  0. 5 9  0. 5 3  0. 5 3  

D at a s h o w n a r e c o m bi n ati o n i n di c e s ( CI) c al c ul at e d  u si n g C o m p u S y n 1. 0 b a s e d o n t h e C h o u – T al al a y 

m et h o d.  CI  >  1. 1  i n di c at e s  a nt a g o ni s m,  CI  =  1  i n di c at e s  a n  a d diti v e  eff e ct,  a n d  CI  <  0. 9  i n di c at e s  

s y n e r gi s m. * m e a n s f r a cti o n aff e ct e d  i s l e s s t h a n 0. 2 0. V al u e s a r e t he m e a n of t w o e x p e ri m e nt s. S D i s 

< 1 0 % of t h e m e a n. C o m bi n ati o n s m a r k e d wit h ◦ w e r e n ot i n v e sti g at e d b e c a u s e t h e y di d n ot s h o w 

si g nifi c a nt s hift f a ct o r s i n c o m bi n ati o n t r e at m e nt a s c a n b e s e e n i n T a bl e 6. 

T h e i nt e r a cti o n s b et w e e n ci s pl ati n a n d e nti n o st at, p a n o bi n o st at, o r n e xt u r a st at A, r e s p e cti v el y, 

w e r e  s y n e r gi sti c  a s  i n di c at e d  b y  CI- v al u e s  l o w e r  t h a n  0. 9.  M o st  CI  v al u e s  w e r e  l o w e r  t h a n  0. 5  

i n di c ati n g st r o n g s y n e r gi s m. 

2. 4. E n h a n ce me nt of Cis pl ati n-I n d u ce d C yt ot o xi cit y is Me di ate d vi a A p o pt osis-I n d u cti o n 

N e xt, w e i n v e sti g at e d if t h e o b s e r v e d s y n e r gi sti c c yt ot o xi c eff e ct w a s m e di at e d vi a a p o pt o si s-

i n d u cti o n. T h e c ell li n e s w e r e p r ei n c u b at e d f o r 4 8 h wit h t h e s a m e H D A Ci c o n c e nt r ati o n s u s e d f o r 

t h e M T T c o m bi n ati o n t r e at m e nt s ( Fi g u r e 3, T a bl e 6) f oll o w e d b y a d diti o n of ci s pl ati n f o r a n ot h e r 2 4 

h i n a n I C 5 0  c o n c e nt r ati o n. T h e n, c ell s w e r e s u bj e ct e d t o fl o w- c yt o m et r y- b a s e d s u b G 1 a n al y si s. R e s ult s 

a r e s h o w n i n Fi g u r e 4. 

  
(a ) A 2 7 8 0 (b ) C a O V 3 

Fi g ur e 4. C o nt .
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I nt. J. M ol. S ci. 2 0 1 9 , 2 0 , x 1 0  of  2 4  

 

  

(c ) H E Y (d ) K ur a m o c hi 

(e ) O V S A H O 

Fi g ur e 4. H D A Ci p r et r e at m e nt e n h a n c e s ci s pl ati n-i n d u c e d a p o pt o si s. A 2 7 8 0 ( a ), C a O V 3 (b ), H E Y (c ), 

K u r a m o c hi ( d ), a n d O V S A H O (e ) c ell s w e r e p r ei n c u b at e d wit h H DA Ci f o r 4 8 h. Ci s pl ati n w a s a d d e d 

i n  a n  I C5 0  c o n c e nt r ati o n  f o r  e a c h  c ell  li n e  f o r  a  f u rt h e r  i n c u b ati o n  p e ri o d  of  2 4  h.  A p o pt o si s  w a s  

a n al y z e d b y d et e r mi ni n g t h e s u b- G 1  c ell f r a cti o n s b y fl o w c yt o m et r y a n al y si s. 1 0 0 µ M ci s pl ati n s e r v e d 

a s p o siti v e c o nt r ol f o r a p o pt o si s i n d u cti o n. 0. 2 % D M S O w a s a d d e d a s a c o nt r ol f o r v e hi cl e t r e at e d 

c ell s. All e x p e ri m e nt al c o n diti o n s w e r e i n c u b at e d f o r s a m e ti m e p e ri o d s. D at a a r e t h e m e a n ± S D, n ≥  

2.  St ati sti c al  a n al y si s  t o  c o m p a r e  t h e  a p o pt o si s  i n d u cti o n  b y  ci s pl ati n  or  H D A Ci  al o n e  a n d  t h e  

c o m bi n ati o n of H D A Ci a n d ci s pl ati n w a s p e rf o r m e d u si n g t-t e st. L e v el s of si g nifi c a n c e: n s ( p  > 0. 0 5); 

* ( p  ≤  0. 0 5); ** (p  ≤  0. 0 1); *** (p  ≤  0. 0 0 1). 

Si n gl e t r e at m e nt wit h e a c h H D A Ci h a d a n e q u al or hi g h e r eff e ct o n a p o pt o si s i n d u cti o n t h a n 

t r e at m e nt wit h ci s pl ati n al o n e i n e a c h c ell li n e. E v er y c o m bi n ati o n t r e at m e nt s h o w e d a si g nifi c a nt 

i n c r e a s e  i n  a p o pt o si s  i n d u cti o n  c o m p a r e d  t o  ci s pl ati n  o r  H D A Ci  al o n e.  O nl y  t h e  c o m bi n ati o n  of  

ci s pl ati n a n d p a n o bi n o st at i n H E Y c ell s s h o w e d n o d iff e r e n c e i n a p o pt o si s i n d u cti o n, p o s si bl y d u e t o 

t h e u n e x p e ct e d hi g h a p o pt oti c eff e ct of p a n o bi n o st at al o n e. I n o r d er t o d et e r mi n e w h et h e r t h e eff e ct s 

of H D A Ci a n d ci s pl ati n c o m bi n ati o n s o n a p o pt o si s i n d u cti o n w e r e h y p e r a d diti v e ( = s y n e r gi sti c), w e 

c o m p a r e d t h e s u m of t h e si n gl e t r e at m e nt eff e ct s of H D A Ci a n d ci s pl ati n ( s u b G 1 n u cl ei) wit h t h e 

r e s ult s f r o m t h e c o m bi n ati o n t r e at m e nt ( Fi g u r e 5). D a t a w e r e o nl y a n al y z e d if t h e r e w a s a si g nifi c a nt 

i n c r e a s e i n s u b G 1 i n d u cti o n i n Fi g u r e 4. 

Fi g ur e 4. H D A Ci p r et r e at m e nt e n h a n c e s ci s pl ati n-i n d u c e d a p o pt o si s. A 2 7 8 0 ( a ), C a O V 3 (b ), H E Y

(c ), K u r a m o c hi (d ), a n d O V S A H O (e ) c ell s w e r e p r ei n c u b at e d wit h H D A Ci f o r 4 8 h. Ci s pl ati n w a s

a d d e d i n a n I C 5 0 c o n c e nt r ati o n f o r e a c h c ell li n e f o r a f u rt h e r i n c u b ati o n p e ri o d of 2 4 h. A p o pt o si s

w a s a n al y z e d b y d et e r mi ni n g t h e s u b- G 1 c ell f r a cti o n s b y fl o w c yt o m et r y a n al y si s. 1 0 0 µ M ci s pl ati n

s e r v e d a s p o siti v e c o nt r ol f o r a p o pt o si s i n d u cti o n. 0. 2 % D M S O w a s a d d e d a s a c o nt r ol f o r v e hi cl e

t r e at e d c ell s. All e x p e ri m e nt al c o n diti o n s w e r e i n c u b at e d f o r s a m e ti m e p e ri o d s. D at a a r e t h e m e a n ±

S D, n ≥ 2. St ati sti c al a n al y si s t o c o m p a r e t h e a p o pt o si s i n d u cti o n b y ci s pl ati n o r H D A Ci al o n e a n d t h e

c o m bi n ati o n of H D A Ci a n d ci s pl ati n w a s p e rf o r m e d u si n g t-t e st. L e v el s of si g ni fi c a n c e: n s (p > 0. 0 5); *

(p ≤ 0. 0 5); ** ( p ≤ 0. 0 1); *** ( p ≤ 0. 0 0 1).

Si n gl e t r e at m e nt wit h e a c h H D A Ci h a d a n e q u al o r hi g h e r e ff e ct o n a p o pt o si s i n d u cti o n t h a n

t r e at m e nt wit h ci s pl ati n al o n e i n e a c h c ell li n e. E v e r y c o m bi n ati o n t r e at m e nt s h o w e d a si g ni fi c a nt

i n c r e a s e i n a p o pt o si s i n d u cti o n c o m p a r e d t o ci s pl ati n o r H D A Ci al o n e. O nl y t h e c o m bi n ati o n of

ci s pl ati n a n d p a n o bi n o st at i n H E Y c ell s s h o w e d n o di ff e r e n c e i n a p o pt o si s i n d u cti o n, p o s si bl y d u e t o

t h e u n e x p e ct e d hi g h a p o pt oti c eff e ct of p a n o bi n o st at al o n e. I n o r d e r t o d et e r mi n e w h et h e r t h e e ff e ct s

of H D A Ci a n d ci s pl ati n c o m bi n ati o n s o n a p o pt o si s i n d u cti o n w e r e h y p e r a d diti v e ( = s y n e r gi sti c), w e

c o m p a r e d t h e s u m of t h e si n gl e t r e at m e nt e ff e ct s of H D A Ci a n d ci s pl ati n ( s u b G 1 n u cl ei) wit h t h e

r e s ult s f r o m t h e c o m bi n ati o n t r e at m e nt ( Fi g u r e 5 ). D at a w e r e o nl y a n al y z e d if t h e r e w a s a si g ni fi c a nt

i n c r e a s e i n s u b G 1 i n d u cti o n i n Fi g u r e 4 .
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Fi g ur e 5. S y n e r gi sti c eff e ct s of t h e c o m bi n ati o n of H D A C i a n d ci s pl ati n o n a p o pt o si s i n d u cti o n. T h e 

s u m of si n gl e tr e at m e nt eff e ct s ( H D A Ci, ci s pl ati n) a r e s h o w n i n bl a c k b a r s. T h e e xt e n d e d w hit e b a r s 

s h o w t h e diff e r e n c e ( s u p e r a d diti v e ( = s y n e r gi sti c) p a rt) b et w e e n t h e s u m of si n gl e t r e at m e nt eff e ct s 

a n d t h e eff e ct of c o m bi n ati o n tr e at m e nt s. V e hi cl e t r e at e d c o nt r ol w a s s u bt r a ct e d. D at a a r e t h e m e a n 

± S D. St ati sti c al a n al y si s w a s p e rf o r m e d u s i n g t-t e st. L e v el s of si g nifi c a n c e: n s (p  > 0. 0 5); * (p  ≤  0. 0 5); 

** ( p  ≤  0. 0 1); *** (p  ≤  0. 0 0 1). 

I nt e r e sti n gl y, m o st c o m bi n ati o n s t u r n e d o ut t o b e s y n e r gi sti c. O nl y n e xt u r a st at A i n H E Y a n d 

K u r a m o c hi a n d e nti n o st at i n O V S A H O s h o w e d n o si g n ifi c a nt diff e r e n c e, p r o b a bl y d u e t o t h e l a r g e r 

e r r o r of t h e e nti n o st at d at a. E nti n o st at s h o w e d t h e st r o n g e st i n c r e a s e i n s u b G 1 n u cl ei i n H E Y c ell s. 

O v e r all, t h e s e c o m bi n ati o n t r e at m e nt d at a f r o m a p o pt o si s i n d u cti o n c o nfir m M T T d at a ( T a bl e s 6 a n d 

7). 

2. 5. A p o pt osis-I n d u cti o n of t he C o m bi n ati o n Tre at me nt is C as p ase 3/ 7- Dri ve n 

H e r e,  w e  t e st e d  if  a p o pt o si s  i n d u cti o n  i s  c a s p a s e  d e p e n d e nt.  C a s p a s e 3/ 7- a cti v ati o n  w a s  

m e a s u r e d b y fl u o r e s c e n c e i m a gi n g. U nt r e at e d c o nt r ol s, si n gl e c o m p o u n d a n d c o m bi n e d t r e at m e nt s 

of  H D A Ci  a n d  ci s pl ati n  w e r e  a n al y z e d.  Fi g u r e  6  s h o w s  a s  a n  e x a m pl e  fl u or e s c e n c e  i m a g e s  f or  

u nt r e at e d c o nt r ol ( v e hi cl e), ci s pl ati n, e nti n o st at, a n d t h e c o m bi n ati o n of e nti n o st at a n d ci s pl ati n f o r 

e a c h c ell li n e. 

Fi g ur e 5. S y n e r gi sti c e ff e ct s of t h e c o m bi n ati o n of H D A Ci a n d ci s pl ati n o n a p o pt o si s i n d u cti o n. T h e

s u m of si n gl e t r e at m e nt e ff e ct s ( H D A Ci, ci s pl ati n) a r e s h o w n i n bl a c k b a r s. T h e e xt e n d e d w hit e

b a r s s h o w t h e di ff e r e n c e ( s u p e r a d diti v e ( = s y n e r gi sti c) p a rt) b et w e e n t h e s u m of si n gl e t r e at m e nt

e ff e ct s a n d t h e e ff e ct of c o m bi n ati o n t r e at m e nt s. Ve hi cl e t r e at e d c o nt r ol w a s s u bt r a ct e d. D at a a r e

t h e m e a n ± S D . St ati sti c al a n al y si s w a s p e rf o r m e d u si n g t-t e st. L e v el s of si g ni fi c a n c e: n s (p > 0. 0 5);

* (p ≤ 0. 0 5); ** ( p ≤ 0. 0 1); *** ( p ≤ 0. 0 0 1).

I nt e r e sti n gl y, m o st c o m bi n ati o n s t u r n e d o ut t o b e s y n e r gi sti c. O nl y n e xt u r a st at A i n H E Y a n d

K u r a m o c hi a n d e nti n o st at i n O V S A H O s h o w e d n o si g ni fi c a nt di ff e r e n c e, p r o b a bl y d u e t o t h e l a r g e r

e r r o r of t h e e nti n o st at d at a. E nti n o st at s h o w e d t h e st r o n g e st i n c r e a s e i n s u b G 1 n u cl ei i n H E Y c ell s.

O v e r all, t h e s e c o m bi n ati o n t r e at m e nt d at a f r o m a p o pt o si s i n d u cti o n c o n fi r m M T T d at a ( T a bl e s 6 a n d 7 ).

2. 5. A p o pt osis-I n d u cti o n of t he C o m bi n ati o n Tre at me nt is C as p ase 3 /7- Dri ve n

H e r e, w e t e st e d if a p o pt o si s i n d u cti o n i s c a s p a s e d e p e n d e nt. C a s p a s e 3 /7- a cti v ati o n w a s m e a s u r e d

b y fl u o r e s c e n c e i m a gi n g. U nt r e at e d c o nt r ol s, si n gl e c o m p o u n d a n d c o m bi n e d t r e at m e nt s of H D A Ci

a n d ci s pl ati n w e r e a n al y z e d. Fi g u r e 6 s h o w s a s a n e x a m pl e fl u o r e s c e n c e i m a g e s f o r u nt r e at e d c o nt r ol

( v e hi cl e), ci s pl ati n, e nti n o st at, a n d t h e c o m bi n ati o n of e nti n o st at a n d ci s pl ati n f o r e a c h c ell li n e.

C a s p a s e 3 /7- a cti v ati o n i m a g e s w e r e m o nit o r e d f o r all H D A Ci a n d c ell li n e s a n d a n al y z e d t o o bt ai n

t h e r e s ult s i n Fi g u r e 7 .

Wit h e x c e pti o n of t h e p a n o bi n o st at p r et r e at m e nt i n C a O V 3 a n d H E Y c ell s, e v e r y ot h e r e x p e ri m e nt al

c o n diti o n l e a d t o a n i n c r e a s e i n c a s p a s e 3 /7- a cti v ati o n. S u r p ri si n gl y, p a n- H D A C-i n hi biti o n wit h

p a n o bi n o st at s h o w e d w e a k e r e ff e ct s t h a n s u bt y p e- s el e cti v e i n hi biti o n wit h e nti n o st at o r n e xt u r a st at A.

I n A 2 7 8 0, C a O V 3, H E Y, a n d K u r a m o c hi c ell s, e nti n o st at s h o w e d t h e st r o n g e st e ff e ct wit h e x c e pti o n of

n e xt u r a st at A i n O V S A H O. I n o r d e r t o d et e r mi n e w h et h e r t h e si g ni fi c a nt e ff e ct s i n c a s p a s e 3 /7- a cti v ati o n

a r e s y n e r gi sti c, w e c o m p a r e d t h e s u m of t h e si n gl e t r e at m e nt e ff e ct s of H D A Ci a n d ci s pl ati n

( c a s p a s e 3/7- a cti v ati o n) wit h t h e r e s ult s f r o m t h e c o m bi n ati o n t r e at m e nt s ( Fi g u r e 8 ). D at a w e r e

o nl y a n al y z e d if t h e r e w a s a si g ni fi c a nt i n c r e a s e i n c a s p a s e 3 /7- a cti v ati o n i n Fi g u r e 7 .
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Fi g ur e 6. R e p r e s e nt ati v e fl u o r e s c e nt i m a gi n g pi ct u r e s ( 1 0 × m a g nifi c ati o n) a r e s h o w n f o r e a c h c ell li n e 

f o r t h e t r e at m e nt of ci s pl ati n (I C 5 0  c o n c e nt r ati o n), e nti n o st at, a n d t h e c o m bi n ati o n of ci s pl ati n a n d 

e nti n o st at.  C ell  n u cl ei  w e r e  st ai n e d  b y  H o e c h st  3 3 3 4 2  a n d  a p p e a r  bl u e  w hil e  c ell s  wit h  a cti v at e d  

c a s p a s e s 3/ 7 s h o w e d g r e e n fl u o r e s c e n c e. S c al e b a r i n u p p e r l eft i m a g e i s 1 0 0 µ m a n d a p pli e s t o all 

i m a g e s. 

C a s p a s e 3/ 7- a cti v ati o n  i m a g e s  w er e  m o nit o r e d  f o r  all  H D A Ci  a n d  c ell  li n e s  a n d  a n al y z e d  t o  

o bt ai n t h e r e s ult s i n Fi g u r e 7. 

Fi g ur e 6. R e p r e s e nt ati v e fl u o r e s c e nt i m a gi n g pi ct u r e s ( 1 0 × m a g ni fi c ati o n) a r e s h o w n f o r e a c h c ell

li n e f o r t h e t r e at m e nt of ci s pl ati n (I C5 0 c o n c e nt r ati o n), e nti n o st at, a n d t h e c o m bi n ati o n of ci s pl ati n

a n d e nti n o st at. C ell n u cl ei w e r e st ai n e d b y H o e c h st 3 3 3 4 2 a n d a p p e a r bl u e w hil e c ell s wit h a cti v at e d

c a s p a s e s 3 /7 s h o w e d g r e e n fl u o r e s c e n c e. S c al e b a r i n u p p e r l eft i m a g e i s 1 0 0 µ m a n d a p pli e s t o all i m a g e s.
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(a ) A 2 7 8 0 (b ) C a O V 3 

  

(c ) H E Y (d ) K ur a m o c hi 

 
(e ) O V S A H O  

Fi g ur e 7. A 2 7 8 0 ( a ), C a O V 3 (b ), H E Y (c ), K ur a m o c hi (d ), a n d O V S A H O (e ) c ell s w e r e p r ei n c u b at e d 

wit h H D A Ci f o r 4 8 h. Ci s pl ati n w a s a d d e d i n a n I C 5 0  c o n c e nt r ati o n f o r e a c h c ell li n e f o r a f u rt h e r 

i n c u b ati o n p e ri o d of 2 4 h. C a s p a s e 3/ 7- a cti v ati o n w a s a n al y z e d b y i n c u b ati o n wit h C ell E v e nt C a s p a s e-

3/ 7 g r e e n d et e cti o n r e a g e nt ( T h e r m o S ci e ntifi c, G e r m a n y) a n d vi s u ali z e d b y A r r a y S c a n X TI. Ci s pl ati n 

1 0 0 µ M ( 2 4 h) w a s a d d e d a s p o siti v e c o nt r ol f o r c a s p a s e 3/ 7- a cti v ati o n. 0. 2 % D M S O w a s a d d e d a s a 

c o nt r ol f o r v e hi cl e t r e at e d c ell s. All e x p e ri m e nt al c o n diti o n s w e r e i n c u b at e d f o r s a m e ti m e p e ri o d s. 

T o v e rif y t h e i n v ol v e m e nt of c a s p a s e s i n t h e o b s e r v e d eff e ct s, 2 0 µ M Q V D w a s p r ei n c u b at e d f o r 3 0 

mi n p ri o r t o c o m p o u n d a d diti o n. N o c a s p a s e 3/ 7- a cti v ati o n w a s o bt ai n e d ( d at a n ot s h o w n). D at a a r e 

t h e m e a n ± S D. St ati sti c al a n al y si s t o c o m p a r e t h e c a s p a s e 3/ 7- a cti v ati o n b y ci s pl ati n o r H D A Ci al o n e 

a n d t h e c o m bi n ati o n of H D A Ci a n d ci s pl ati n w a s p e rf o r m e d u si n g t-t e st. L e v el s of si g nifi c a n c e: n s ( p  

> 0. 0 5); * ( p  ≤  0. 0 5); ** (p  ≤  0. 0 1); *** (p  ≤  0. 0 0 1). 

Wit h  e x c e pti o n  of  t h e  p a n o bi n o st at  p r et r e at m e nt  i n  C a O V 3  a n d  H E Y  c ell s,  e v er y  ot h e r  

e x p e ri m e nt al  c o n diti o n  l e a d  t o  a n  i n cr e a s e  i n  c a s p a s e 3/ 7- a cti v ati o n.  S u r p ri si n gl y,  p a n- H D A C-

i n hi biti o n wit h p a n o bi n o st at s h o w e d w e a k e r eff e ct s t h a n s u bt y p e- s el ecti v e i n hi biti o n wit h e nti n o st at 

o r n e xt u r a st at A. I n A 2 7 8 0, C a O V 3, H E Y, a n d K u r a m o c hi c ell s, e nti n o st at s h o w e d t h e st r o n g e st eff e ct 

Fi g ur e 7. A 2 7 8 0 ( a ), C a O V 3 (b ), H E Y (c ), K u r a m o c hi (d ), a n d O V S A H O (e ) c ell s w e r e p r ei n c u b at e d wit h

H D A Ci f o r 4 8 h. Ci s pl ati n w a s a d d e d i n a n I C 5 0 c o n c e nt r ati o n f o r e a c h c ell li n e f o r a f u rt h e r i n c u b ati o n

p e ri o d of 2 4 h. C a s p a s e 3 /7- a cti v ati o n w a s a n al y z e d b y i n c u b ati o n wit h C ell E v e nt C a s p a s e- 3 /7 g r e e n

d et e cti o n r e a g e nt ( T h e r m o S ci e nti fi c, G e r m a n y) a n d vi s u ali z e d b y A r r a y S c a n X TI. Ci s pl ati n 1 0 0 µ M

( 2 4 h) w a s a d d e d a s p o siti v e c o nt r ol f o r c a s p a s e 3/7- a cti v ati o n. 0. 2 % D M S O w a s a d d e d a s a c o nt r ol

f o r v e hi cl e t r e at e d c ell s. All e x p e ri m e nt al c o n diti o n s w e r e i n c u b at e d f o r s a m e ti m e p e ri o d s. T o v e rif y

t h e i n v ol v e m e nt of c a s p a s e s i n t h e o b s e r v e d eff e ct s, 2 0 µ M Q V D w a s p r ei n c u b at e d f o r 3 0 mi n p ri o r

t o c o m p o u n d a d diti o n. N o c a s p a s e 3/7- a cti v ati o n w a s o bt ai n e d ( d at a n ot s h o w n). D at a a r e t h e m e a n

± S D. St ati sti c al a n al y si s t o c o m p a r e t h e c a s p a s e 3 /7- a cti v ati o n b y ci s pl ati n o r H D A Ci al o n e a n d t h e

c o m bi n ati o n of H D A Ci a n d ci s pl ati n w a s p e rf o r m e d u si n g t-t e st. L e v el s of si g ni fi c a n c e: n s (p > 0. 0 5 );

* (p ≤ 0. 0 5); ** ( p ≤ 0. 0 1); *** ( p ≤ 0. 0 0 1).
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wit h e x c e pti o n of n e xt u r a st at A i n O V S A H O. I n o r d e r t o d et e r mi n e w h et h e r t h e si g nifi c a nt eff e ct s i n 

c a s p a s e 3/ 7- a cti v ati o n a r e s y n e r gi sti c, w e c o m p a r e d t h e s u m of t h e si n gl e t r e at m e nt eff e ct s of H D A Ci 

a n d ci s pl ati n ( c a s p a s e 3/ 7- a cti v ati o n) wit h t h e r e s u lt s f r o m t h e c o m bi n ati o n t r e at m e nt s ( Fi g u r e 8). 

D at a w e r e o nl y a n al y z e d if t h e r e w a s a si g nifi c a nt i n cr e a s e i n c a s p a s e 3/ 7- a cti v ati o n i n Fi g u r e 7. 

 

Fi g ur e 8. S y n e r gi sti c eff e ct s of c a s p a s e 3/ 7- a cti v ati o n u p o n c o m bi n ati o n t r e at m e nt of H D A Ci a n d 

ci s pl ati n. T h e s u m of si n gl e t r e at m e nt eff e ct s ( H D A Ci, ci s pl ati n) a r e s h o w n i n bl a c k b a r s. T h e 

e xt e n d e d w hit e b a r s s h o w t h e diff e r e n c e ( s u p e r a d diti v e ( = s y n e r gi sti c) p art) b et w e e n t h e s u m of 

si n gl e t r e at m e nt eff e ct s a n d t h e eff e ct of c o m bi n ati o n t r e at m e nt s. R e s ult s a r e s h o w n f o r t r e at m e nt s 

si g nifi c a ntl y e n h a n ci n g c a s p a s e 3/ 7- a cti v ati o n ( Fi g u r e 7). B ef or e c al c ul ati o n, v al u e s w e r e n or m ali z e d 

t o t h e eff e ct of 1 0 0 µ M c D D P a n d v e hi cl e t r e at e d c o nt r ol w a s s u bt r a ct e d. D at a s h o w n a r e m e a n ± S D. 

St ati sti c al a n al y si s w a s p e rf o r m e d u si n g t-t e st. L e v el s of si g nifi c a n c e: n s ( p  > 0. 0 5); * (p  ≤  0. 0 5); ** (p  ≤  

0. 0 1); *** ( p  ≤  0. 0 0 1). 

E nti n o st at s h o w e d a si g nifi c a nt s y n e r gi sti c eff e ct o n c a s p a s e 3/ 7- a cti v ati o n i n c o m bi n ati o n wit h 

ci s pl ati n i n e v e r y c ell li n e. T hi s s y n e r gi s m w a s m o stl y p r o n o u n c e d i n K u r a m o c hi c ell s a s it r e a c h e d 

t h e l a r g e st c a s p a s e 3/ 7- a cti v ati o n. C a s p a s e 3/ 7- a cti v atio n r e v e al e d a diff e r e n c e b et w e e n t h e A 2 7 8 0 a n d 

t h e H G S O C c ell li n e s. W hil e i n A 2 7 8 0 c ell s o nl y e nti n o st at t ri g g e r e d a s y n e r gi sti c eff e ct ( c a s p a s e 3/ 7-

a cti v ati o n) wit h ci s pl ati n, b ot h, e nti n o st at a n d n e xt u r a st at A s h o w e d s y n e r gi s m wit h ci s pl ati n i n all 

H G S O C c ell li n e s. H o w e v er, it n e e d s t o b e c o n s i d e r e d t h at n e xt u r a st at A w a s n ot H D A C 6 s el e cti v e 

i n t h e c o n c e nt r ati o n s u s e d i n t hi s a s s a y. 

2. 6. Alter ati o ns i n A p o pt o sis- Rel ate d Ge ne E x pressi o n 

T o g et i n si g ht i nt o t h e m e c h a ni s m b y w hi c h H D A Ci i n c r e a s e t h e p ot e n c y of ci s pl ati n i n M T T 

a s s a y s, a p o pt o si s i n d u cti o n a n d c a s p a s e a cti v ati o n, w e p e rf o r m e d R T- P C R- b a s e d g e n e e x pr e s si o n 

a n al y si s of a p o pt o si s a n d c ell c y cl e r el at e d g e n e s. C D N K 1 A  ( c y cli n- d e p e n d e nt ki n a s e i n hi bit o r 1; p 2 1) 

i s a p 5 3- m e di at e d r e g ul at or of c ell c y cle p r o g r e s si o n at t h e t r a n siti o n of G 1 - a n d S- p h a s e a n d n o r m all y 

a r r e st s t h e c ell c y cl e i n G 1 - p h a s e aft e r D N A d a m a g e [ 3 4]. A s p r o a p o pt oti c f a ct o r s w e i n v e sti g at e d t h e 

e x p r e s si o n of A P A F 1  ( a p o pt oti c p r ot e a s e a cti v ati n g f a ct o r 1), P U M A  ( p 5 3 u p r e g ul at e d m o d ul at o r of 

a p o pt o si s),  a n d  B A K 1  ( B cl- 2  h o m ol o g o u s  a nt a g o ni st  kill e r)  g e n e s.  A P A F 1  i s  a  k e y  f a ct o r  f o r  t h e  

i n d u cti o n of a p o pt o si s, w hil e it f o r m s t h e a p o pt o s o m e l e a di n g t o t h e a cti v ati o n of t h e c a s p a s e c a s c a d e 

vi a a cti v ati o n of c a s p a s e 9 [ 3 5]. P U M A a n d B A K 1 a r e b ot h p r o a p o pt oti c m e m b e r s of t h e B cl- 2 f a mil y. 

A s a r e s p o n s e t o D N A d a m a g e, p 5 3 i s a cti v at e d l e a di n g t o t h e u p r e g ul ati o n of P U M A it s elf [ 3 6]. It i s 

Fi g ur e 8. S y n er gi sti c eff e ct s of c a s p a s e 3 /7- a cti v ati o n u p o n c o m bi n ati o n tr e at m e nt of H D A Ci a n d

ci s pl ati n. T h e s u m of si n gl e tr e at m e nt eff e ct s ( H D A Ci, ci s pl ati n) ar e s h o w n i n bl a c k b ar s. T h e e xt e n d e d

w hit e b ar s s h o w t h e diff er e n c e ( s u p er a d diti v e ( = s y n er gi sti c) p art) b et w e e n t h e s u m of si n gl e tr e at m e nt

eff e ct s a n d t h e eff e ct of c o m bi n ati o n tr e at m e nt s. R e s ult s ar e s h o w n f or tr e at m e nt s si g nifi c a ntl y e n h a n ci n g

c a s p a s e 3 /7- a cti v ati o n ( Fi g ur e 7 ). B ef or e c al c ul ati o n, v al u e s w er e n or m ali z e d t o t h e eff e ct of 1 0 0 µ M

c D D P a n d v e hi cl e tr e at e d c o ntr ol w a s s u btr a ct e d. D at a s h o w n ar e m e a n ± S D . St ati sti c al a n al y si s w a s

p erf or m e d u si n g t-t e st. L e v el s of si g nifi c a n c e: n s (p > 0. 0 5); * ( p ≤ 0. 0 5); ** ( p ≤ 0. 0 1); *** ( p ≤ 0. 0 0 1).

E nti n o st at s h o w e d a si g ni fi c a nt s y n e r gi sti c e ff e ct o n c a s p a s e 3 /7- a cti v ati o n i n c o m bi n ati o n wit h

ci s pl ati n i n e v e r y c ell li n e. T hi s s y n e r gi s m w a s m o stl y p r o n o u n c e d i n K u r a m o c hi c ell s a s it r e a c h e d

t h e l a r g e st c a s p a s e 3/7- a cti v ati o n. C a s p a s e 3 /7- a cti v ati o n r e v e al e d a di ff e r e n c e b et w e e n t h e A 2 7 8 0

a n d t h e H G S O C c ell li n e s. W hil e i n A 2 7 8 0 c ell s o nl y e nti n o st at t ri g g e r e d a s y n e r gi sti c e ff e ct

( c a s p a s e 3/7- a cti v ati o n) wit h ci s pl ati n, b ot h, e nti n o st at a n d n e xt u r a st at A s h o w e d s y n e r gi s m wit h

ci s pl ati n i n all H G S O C c ell li n e s. H o w e v e r, it n e e d s t o b e c o n si d e r e d t h at n e xt u r a st at A w a s n ot

H D A C 6 s el e cti v e i n t h e c o n c e nt r ati o n s u s e d i n t hi s a s s a y.

2. 6. Alter ati o ns i n A p o pt osis- Rel ate d Ge ne E x pressi o n

T o g et i n si g ht i nt o t h e m e c h a ni s m b y w hi c h H D A Ci i n c r e a s e t h e p ot e n c y of ci s pl ati n i n M T T

a s s a y s, a p o pt o si s i n d u cti o n a n d c a s p a s e a cti v ati o n, w e p e rf o r m e d R T- P C R- b a s e d g e n e e x p r e s si o n

a n al y si s of a p o pt o si s a n d c ell c y cl e r el at e d g e n e s. C D N K 1 A ( c y cli n- d e p e n d e nt ki n a s e i n hi bit o r 1; p 2 1)

i s a p 5 3- m e di at e d r e g ul at o r of c ell c y cl e p r o g r e s si o n at t h e t r a n siti o n of G1 - a n d S- p h a s e a n d n o r m all y

a r r e st s t h e c ell c y cl e i n G 1 - p h a s e aft e r D N A d a m a g e [3 4 ]. A s p r o a p o pt oti c f a ct o r s w e i n v e sti g at e d

t h e e x p r e s si o n of A P A F 1 ( a p o pt oti c p r ot e a s e a cti v ati n g f a ct o r 1), P U M A ( p 5 3 u p r e g ul at e d m o d ul at o r

of a p o pt o si s), a n d B A K 1 ( B cl- 2 h o m ol o g o u s a nt a g o ni st kill e r) g e n e s. A P A F 1 i s a k e y f a ct o r f o r t h e

i n d u cti o n of a p o pt o si s, w hil e it f o r m s t h e a p o pt o s o m e l e a di n g t o t h e a cti v ati o n of t h e c a s p a s e c a s c a d e

vi a a cti v ati o n of c a s p a s e 9 [ 3 5 ]. P U M A a n d B A K 1 a r e b ot h p r o a p o pt oti c m e m b e r s of t h e B cl- 2 f a mil y.

A s a r e s p o n s e t o D N A d a m a g e, p 5 3 i s a cti v at e d l e a di n g t o t h e u p r e g ul ati o n of P U M A it s elf [ 3 6 ]. It i s

di s c u s s e d t h at P U M A i nt e r a ct s wit h a nti a p o pt oti c m e m b e r s of t h e B cl- 2 f a mil y (li k e M cl- 1, B cl- 2)

a n d i n hi bit s t h ei r i n hi bit o r y i nt e r a cti o n wit h p r o a p o pt oti c B a k ( c o di n g g e n e: B A K 1 ) a n d B a x ( al s o

m e m b e r s of B cl- 2 f a mil y) r e s ulti n g i n a p r o a p o pt oti c e ff e ct [ 3 7 ]. U p o n i n d u cti o n, B a k l e a d s t o a

l o s s of mit o c h o n d ri al m e m b r a n e p ot e nti al a n d t h u s t o c yt o c h r o m e c r el e a s e a n d a p o pt o si s. It i s al s o

p u bli s h e d t h at B a k f o r m s a n oli g o m e ri c p o r e a n d l e a d s t o t h e p e r m e a bili z ati o n of t h e o ut e r m e m b r a n e

of mit o c h o n d ri a [ 3 8 ]. BI R C 5 ( b a c ul o vi r al i n hi bit o r of a p o pt o si s r e p e at- c o nt ai ni n g 5; s u r vi vi n) w a s
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c h o s e n a s a r e p r e s e nt ati v e a nti a p o pt oti c g e n e. It i s a m e m b e r of I A P (i n hi bit o r s of a p o pt o si s) f a mil y

a n d i n hi bit s t h e a cti vit y of c a s p a s e 3 /7 [ 3 9 ], w hi c h a r e d o w n st r e a m of c a s p a s e 9. BI R C 5 l e a d s t o a n

i n hi bit o r y eff e ct o n a p o pt o si s i n d u cti o n. C h a n g e s i n a p o pt o si s- r el at e d g e n e e x p r e s si o n p att e r n s a r e

s h o w n i n Fi g u r e 9 .

I nt. J. M ol. S ci. 2 0 1 9 , 2 0 , x 1 5  of  2 4  

 

di s c u s s e d t h at P U M A i nt e r a ct s wit h a nti a p o pt oti c m e m b e r s of t h e B cl- 2 f a mil y (li k e M cl- 1, B cl- 2) a n d 

i n hi bit s  t h ei r  i n hi bit o r y  i nt e r a cti o n  wit h  p r o a p o pt oti c  B a k  ( c o di n g  g e n e:  B A K 1 )  a n d  B a x  ( al s o  

m e m b e r s of B cl- 2 f a mil y) r e s ulti n g i n a p r o a p o pt oti c eff e ct [ 3 7]. U p o n i n d u cti o n, B a k l e a d s t o a l o s s 

of  mit o c h o n d ri al  m e m b r a n e  p ot e nti al  a n d  t h u s  t o  c yt o c h r o m e  c  r el e a s e  a n d  a p o pt o si s.  It  i s  al s o  

p u bli s h e d t h at B a k f o r m s a n oli g o m e ri c p o r e a n d l e a d s t o t h e p e r m e a bili z ati o n of t h e o ut e r m e m b r a n e 

of mit o c h o n d ri a [ 3 8]. BI R C 5  ( b a c ul o vi r al i n hi bit o r of a p o pt o sis r e p e at- c o nt ai ni n g 5; s u r vi vi n) w a s 

c h o s e n a s a r e p r e s e nt ati v e a nti a p o pt oti c g e n e. It i s  a m e m b e r of I A P (i n hi bit o r s of a p o pt o si s) f a mil y 

a n d i n hi bit s t h e a cti vit y of c a s p a s e 3/ 7 [ 3 9], w hi c h a r e d o w n st r e a m of c a s p a s e 9. BI R C 5 l e a d s t o a n 

i n hi bit o r y eff e ct o n a p o pt o si s i n d u cti o n. C h a n g e s i n a p o pt o si s- r el at e d g e n e e x p r e s si o n p att e r n s a r e 

s h o w n i n Fi g u r e 9. 

 

Fi g ur e 9.  G e n e e x p r e s si o n d at a w e r e o bt ai n e d b y R T- P C R a n d a n al y z e d a c c o r di n g t o V a n d e s o m p el e 

[ 4 0]. C ell s w e r e p r et r e at e d wit h c o n c e nt r ati o n s of H D A Ci s h o w n i n T a bl e 4 f o r 4 8 h f oll o w e d b y 

t r e at m e nt wit h ci s pl ati n f o r 2 4 h i n a n I C5 0  c o n c e nt r ati o n. D at a s h o w n a r e n o r m ali z e d t o e n d o g e n o u s 

Fi g ur e 9. G e n e e x p r e s si o n d at a w e r e o bt ai n e d b y R T- P C R a n d a n al y z e d a c c o r di n g t o V a n d e s o m p el e [ 4 0 ].

C ell s w e r e p r et r e at e d wit h c o n c e nt r ati o n s of H D A Ci s h o w n i n T a bl e 4 f o r 4 8 h f oll o w e d b y t r e at m e nt

wit h ci s pl ati n f o r 2 4 h i n a n I C 5 0 c o n c e nt r ati o n. D at a s h o w n a r e n o r m ali z e d t o e n d o g e n o u s c o nt r ol

g e n e e x p r e s si o n of H P R T 1 ( h y p o x a nt hi n e- g u a ni n e p h o s p h o ri b o s ylt r a n sf e r a s e), T B P ( T A T A bi n di n g

p r ot ei n), a n d G U S B ( b et a- gl u c u r o ni d a s e) a n d r e s c al e d t o c ell li n e s p e ci fi c c o nt r ol ( 7 2 h i n c u b ati o n wit h

v e hi cl e). D at a a r e s h o w n o n a d e c a di c l o g a rit h mi c s c al e. N e g ati v e v al u e s m a r k e d i n g r e e n s h o w a

l o w e r e x p r e s si o n c o m p a r e d t o c ell li n e s p e ci fi c c o nt r ol. P o siti v e v al u e s m a r k e d i n r e d s h o w a hi g h e r

e x p r e s si o n c o m p a r e d t o c ell li n e s p e ci fi c c o nt r ol.
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R T- P C R d at a s h o w e d v a r yi n g l e v el s of i n d u cti o n of C D N K 1 A (p 2 1 ). W hil e p 2 1 e x p r e s si o n i s

st r o n gl y i n d u ci bl e b y ci s pl ati n a n d H D A Ci o r c o m bi n e d t r e at m e nt i n A 2 7 8 0 a n d O V S A H O c ell s, t h e

ot h e r c ell li n e s s h o w e d a l o w e r p 2 1 e x p r e s si o n. E x c e pt f o r A 2 7 8 0 c ell s, t h e c o m bi n ati o n of H D A Ci a n d

ci s pl ati n s h o w e d a st r o n g e r i n d u cti o n of p 2 1 t h a n ci s pl ati n t r e at m e nt al o n e. I nt e r e sti n gl y, i n O V S A H O

c ell s, H D A Ci t r e at m e nt al o n e h a d t h e s a m e e ff e ct a s t h e c o m bi n ati o n of H D A Ci a n d ci s pl ati n o n p 2 1

i n d u cti o n. I n H E Y a n d K u r a m o c hi c ell li n e s, H D A Ci o nl y t r e at m e nt h a d o nl y m o d e r at e eff e ct s w h e r e a s

t h e c o m bi n ati o n wit h ci s pl ati n i n d u c e s p 2 1 . I n H E Y c ell s, p a n o bi n o st at a n d n e xt u r a st at A a s si n gl e

t r e at m e nt s l e d t o sli g ht d o w n r e g ul ati o n of p 2 1 . E x c e pt f o r C a O V 3 a n d K u r a m o c hi c ell s, p r o a p o pt oti c

A P A F 1 w a s u p r e g ul at e d b y ci s pl ati n a n d /o r H D A Ci t r e at m e nt. M o stl y, c o m bi n ati o n t r e at m e nt s c a u s e d

a hi g h e r u p r e g ul ati o n t h a n si n gl e t r e at m e nt wit h H D A Ci. H o w e v e r, i n A 2 7 8 0 c ell s, ci s pl ati n si n gl e

t r e at m e nt w a s a s eff e cti v e i n u p r e g ul ati n g A P A F 1 a s c o m bi n ati o n t r e at m e nt s. T h e a nti- a p o pt oti c

g e n e s ur vi vi n (BI R C 5 ) w a s d o w n r e g ul at e d a s a r e s ult of t h e diff e r e nt t r e at m e nt r e gi m e n s. M o stl y,

t h e c o m bi n ati o n of H D A Ci wit h ci s pl ati n c a u s e d a st r o n g e r d o w n r e g ul ati o n of s ur vi vi n g e n e t h a n

si n gl e t r e at m e nt s. St r o n g e st d o w n r e g ul ati o n of s ur vi vi n w a s s e e n i n A 2 7 8 0, C a O V 3, a n d K u r a m o c hi

c ell s. P r o- a p o pt oti c P U M A w a s u p r e g ul at e d u n d e r m o st t r e at m e nt c o n diti o n s e x c e pt i n K u r a m o c hi

c ell s. W h e r e a s i n A 2 7 8 0 c ell s c o m bi n ati o n s of H D A Ci a n d ci s pl ati n w e r e n ot s u p e ri o r t o ci s pl ati n

al o n e, i n C A O V 3 a n d H E Y c ell s c o m bi n ati o n t r e at m e nt s w e r e m o r e e ff e cti v e t h a n ci s pl ati n al o n e i n

u p r e g ul ati n g P U M A . P r o- a p o pt oti c B A K 1 e x p r e s si o n w a s i n d u c e d i n A 2 7 8 0 c ell s u p o n ci s pl ati n a n d

H D A Ci t r e at m e nt, h o w e v e r t h e c o m bi n e d t r e at m e nt di d o nl y sli g htl y i n c r e a s e B A K 1 e x p r e s si o n. I n t h e

H G S O C c ell li n e s, B A K 1 e x p r e s si o n r e m ai n e d l a r g el y u n a ff e ct e d b y ci s pl ati n si n gl e t r e at m e nt. H D A Ci

m o stl y i n c r e a s e d B A K 1 e x p r e s si o n m o d e stl y. C o m bi n ati o n s wit h ci s pl ati n di d n ot l e a d t o a d diti o n al

B A K 1 e x p r e s si o n i n m o st c a s e s — e x c e pt f o r A 2 7 8 0 c ell s. A s a g e n e r al t e n d e n c y, P C R st u di e s s h o w e d a n

u p r e g ul ati o n of p 2 1 a n d of p r o a p o pt oti c g e n e s A P A F 1 , P U M A , B A K 1 a s w ell a s a d o w n r e g ul ati o n of

t h e a nti a p o pt oti c g e n e s ur vi vi n (BI R C 5 ) i n o v a ri a n c a n c e r c ell li n e s.

3. Di s c u s si o n

C h e m o r e si st a n c e i s t h e m aj o r p r o bl e m i n m a n a gi n g c a n c e r. A m o n g o v a ri a n c a n c e r, hi g h g r a d e

s e r o u s o v a ri a n c a r ci n o m a s ( H G S O C) h a v e t h e l o w e st 5 y e a r s u r vi v al r at e a n d d o p o o rl y r e s p o n d

t o c h e m ot h e r a p y i n cl u di n g pl ati n u m c o m p o u n d s [1 ,1 2 ]. T a r g eti n g e pi g e n eti c p r o c e s s e s li k e D N A

m et h yl ati o n o r hi st o n e a c et yl ati o n i n t u m o r s i s a p r o mi si n g t h e r a p e uti c st r at e g y [ 2 0 – 2 2 ]. It i s wi d el y

k n o w n t h at c a n c e r c ell s e x hi bit h y p o a c et yl ati o n of hi st o n e s ( a n d ot h e r p r ot ei n s) d u e t o a n o v e r e x p r e s si o n

of H D A C s. Hi st o n e h y p o a c et yl ati o n l e a d s t o a m o r e c o n d e n s e d h et e r o c h r o m ati n st r u ct u r e of D N A

wit h d e c r e a s e d e x p r e s si o n of t u m o r s u p p r e s s o r g e n e s a n d d e c r e a s e d a c c e s s f o r D N A d a m a gi n g a g e nt s

li k e ci s pl ati n [4 1 ]. H D A Ci a r e a bl e t o e n h a n c e t h e c h e m o s e n siti vit y of t u m o r s f o r pl ati n u m- b a s e d d r u g s

b y n o r m ali zi n g t h e d y s r e g ul at e d p r o c e s s. M e c h a ni s m s b e hi n d t hi s e ff e ct a r e a m o n g ot h e r s alt e r ati o n s

i n t h e a p o pt o si s- r el at e d g e n e e x p r e s si o n p att e r n [4 2 – 4 4 ]. St u di e s wit h a p p r o v e d p a n- H D A Ci li k e

p a n o bi n o st at a n d v o ri n o st at ( S A H A) e x pl o r e d t h ei r e ff e ct s o n g e n e e x p r e s si o n [ 4 5 ,4 6 ], b ut t h e r e i s still

li mit e d d at a a v ail a bl e f o r c ell ul a r a n d t r a n s c ri pti o n al eff e ct s i n s oli d t u m o r s s u c h a s hi g hl y a g g r e s si v e

H G S O C. F u rt h e r m o r e, p a n- H D A Ci h a v e n o s el e cti vit y t o w a r d s a n H D A C i s of o r m o r cl a s s a n d c a n

c a u s e s e v e r e si d e e ff e ct s a s k n o w n f o r p a n o bi n o st at [ 4 7 – 4 9 ]. I n o u r st u d y, w e c o m p a r e d t h e eff e ct s of

o n e p a n- H D A Ci a n d t w o i s of o r m- s el e cti v e H D A Ci o n t h e ci s pl ati n s e n siti vit y of f o u r H G S O C c ell

li n e s a n d — a s c o nt r ol — o n e e n d o m et ri oi d a d e n o c a r ci n o m a t y p e I ( A 2 7 8 0). T h e ai m w a s t o e x pl o r e if

t h e u s e of a s u bt y p e- s el e cti v e H D A Ci ( e nti n o st at, n e xt u r a st at A) h a s a d v a nt a g e s o v e r p a n- H D A Ci

( p a n o bi n o st at).

T h e H D A C 6- s el e cti v e H D A Ci n e xt u r a st at A w a s e ffi c a ci o u s i n i n c r e a si n g ci s pl ati n p ot e n c y i n t h e

H G S O C a n d A 2 7 8 0 c ell s ( Fi g u r e 3 A, C, D, T a bl e 6 ). H o w e v e r, t h e c o n c e nt r ati o n n e e d e d t o e x e rt s u c h

e ff e ct s w a s b e y o n d H D A C 6- s el e cti v e c o n c e nt r ati o n s. T h e K i v al u e of n e xt u r a st at A at H D A C 6 w a s

e sti m at e d a s 0. 0 3 µ M w h e r e a s at H D A C 2, t h e K i w a s 1. 2 5 µ M. E v e n t h o u g h t hi s i s a 4 2-f ol d s el e cti vit y

f o r H D A C 6, c o n c e nt r ati o n s n e e d e d f o r n e xt u r a st at A t o i n c r e a s e ci s pl ati n p ot e n c y w e r e 5 µ M a n d

hi g h e r ( Fi g u r e S 2, T a bl e s 4 – 6 ). I n c o n cl u si o n, eff e ct s s e e n wit h n e xt u r a st at A a r e i n a c o n c e nt r ati o n
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r a n g e w h e r e t hi s c o m p o u n d w a s n o l o n g e r s el e cti v e b ut t u r n e d i nt o a cl a s s I a n d cl a s s II b H D A Ci. T h u s,

H D A C 6 i n hi biti o n d o e s n ot s e e m t o pl a y a m aj o r r ol e i n s e n siti z ati o n of H G S O C c ell s a g ai n st ci s pl ati n.

T h e p a n- H D A Ci p a n o bi n o st at w a s a bl e t o i n c r e a s e t h e ci s pl ati n s e n siti vit y si g ni fi c a ntl y i n t w o

o ut of t h e f o u r H G S O C c ell li n e s ( H E Y, O V S A H O) a n d i n A 2 7 8 0 c ell s. H o w e v e r, i n H G S O C c ell s,

p a n o bi n o st at w a s l e s s e ffi c a ci o u s i n i n c r e a si n g ci s pl ati n s e n siti vit y t h a n t h e cl a s s I- H D A Ci e nti n o st at

a s s e e n b y l o w e r s hift f a ct o r s f o r p a n o bi n o st at ( T a bl e 6 ). I n c o nt r a st t o p a n o bi n o st at, e nti n o st at w a s

a bl e t o si g ni fi c a ntl y i n c r e a s e ci s pl ati n s e n siti vit y i n all f o u r H G S O C c ell li n e s ( Fi g u r e 1 B, E, Fi g u r e

S 1 A, E, G, T a bl e 6 ). Si n c e e nti n o st at r e m ai n s a s el e cti v e cl a s s I H D A Ci i n all c o n c e nt r ati o n s u s e d i n t hi s

st u d y, it c a n b e c o n cl u d e d t h at cl a s s I H D A C i n hi biti o n i s s u ffi ci e nt t o e x pl ai n t h e o b s e r v e d e ff e ct s a n d

t h at p a n- H D A C i n hi biti o n i s n ot o nl y n ot r e q ui r e d b ut p o s si bl y d et ri m e nt al d u e t o s e v e r e si d e e ff e ct s

a s s o ci at e d wit h p a n- H D A Ci [ 4 7 – 4 9 ].

H D A Ci- m e di at e d i n c r e a s e i n ci s pl ati n p ot e n c y w a s fi r st e sti m at e d i n c ell vi a bilit y a s s a y s ( M T T)

a n d r e q ui r e d a p r ei n c u b ati o n of t h e H D A Ci p ri o r t o a d diti o n of ci s pl ati n ( Fi g u r e 3 , T a bl e s 4 a n d 6 ).

H D A Ci a n d ci s pl ati n c o m bi n ati o n s w e r e s y n e r gi sti c a s s h o w n b y t h e C h o u – T al al a y a n al y si s ( T a bl e 7 ).

H D A Ci- m e di at e d i n c r e a s e i n ci s pl ati n c yt ot o xi cit y ( M T T) w a s s h o w n t o b e a s s o ci at e d wit h i n c r e a s e d

c a s p a s e 3 /7- a cti v ati o n a n d a p o pt o si s i n d u cti o n ( Fi g u r e s 5 – 8 ). W h e r e a s c o m bi n at o ri al eff e ct s of ci s pl ati n

a n d n e xt u r a st at A o r p a n o bi n o st at, r e s p e cti v el y, w e r e n ot si g ni fi c a nt i n all c ell li n e s, t h e c o m bi n at o ri al

e ff e ct s of e nti n o st at a n d ci s pl ati n w e r e al w a y s si g ni fi c a nt a n d s y n e r gi sti c ( c a s p a s e 3 /7- a cti v ati o n,

a p o pt o si s i n d u cti o n) e x c e pt f o r a p o pt o si s i n d u cti o n i n O V S A H O c ell s ( Fi g u r e 5 ). T hi s l e a v e s t h e

cl a s s I- H D A Ci e nti n o st at a s t h e m o st p r o mi si n g c h e m o s e n siti zi n g H D A Ci i n t hi s st u d y. B a s e d o n

t h e p r e s e nt e d r e s ult s a n d t h e u s e of t h e c a s p a s e i n hi bit o r Q V D ( n ot s h o w n), it c a n b e a s s u m e d t h at

a p o pt o si s i n d u cti o n b y e nti n o st at ( o r t h e ot h e r H D A Ci) a n d ci s pl ati n t r e at m e nt i s c a s p a s e- 3 /7- d ri v e n

i n H G S O C c ell li n e s.

T h e n e xt q u e sti o n w a s w h at c h a n g e s a r e i n d u c e d b y H D A Ci i n H G S O C c ell s l e a di n g t o

c h e m o s e n siti z ati o n a g ai n st ci s pl ati n ? It i s k n o w n t h at H D A Ci sti m ul at e a p o pt o si s i n o v a ri a n c a n c e r c ell

li n e s b y alt e r ati o n of g e n e e x p r e s si o n r el at e d t o c ell g r o wt h, c ell c y cl e p r o g r e s si o n a n d a p o pt o si s [5 0 ].

I n h e p at o c ell ul a r c a r ci n o m a s, p r o a p o pt oti c A P A F 1 i s u p r e g ul at e d b y H D A Ci [5 1 ]. O v e r e x p r e s si o n of

s ur vi vi n i s k n o w n f o r m o st t y p e s of c a n c e r a n d a n a s s o ci ati o n wit h hi g h g r a d e c a n c e r s a n d p o o r di s e a s e

p r o g n o si s i s w ell d e s c ri b e d [ 5 2 ]. It w a s s h o w n i n g a st ri c c a n c e r t h at o v e r e x p r e s si o n of B A K 1 i s r el at e d

t o i n d u cti o n of a p o pt o si s [5 3 ]. Hi g h e x p r e s si o n of p 2 1 m a y b e a p r e di ct o r f o r ci s pl ati n s e n siti vit y i n

o v a ri a n c a r ci n o m a [ 5 4 ]. P r o a p o pt oti c P U M A i s n o r m all y u p r e g ul at e d b y p 5 3 [5 5 ]. T h e s e lit e r at u r e

r e s ult s p r o m pt e d u s t o a n al y z e t h e g e n e e x p r e s si o n p r o fil e of t h e fi v e a p o pt o si s a n d s u r vi v al- r el at e d

g e n e s A P A F 1 , s ur vi vi n , B A K 1 , p 2 1 , a n d P U M A b y P C R i n all o v a ri a n c a n c e r c ell s u s e d i n t hi s st u d y u n d e r

si n gl e a n d c o m bi n ati o n t r e at m e nt s of H D A Ci wit h ci s pl ati n ( Fi g u r e 9 ). A s a g e n e r al s u m m a r y, w e

f o u n d a n u p r e g ul ati o n of p 2 1 a n d p r o a p o pt oti c g e n e s a n d a d o w n r e g ul ati o n of s ur vi vi n u p o n H D A Ci

t r e at m e nt. H o w e v e r, v a ri a bilit y wit hi n t h e diff e r e nt c ell li n e s w a s r at h e r l a r g e. W h e r e a s s ur vi vi n

w a s d o w n r e g ul at e d i n all c ell li n e s u p o n e nti n o st at t r e at m e nt, A P A F 1 , P U M A , a n d B A K 1 e x p r e s si o n

w e r e u p r e g ul at e d i n all c ell li n e s e x c e pt K u r a m o c hi c ell s i n w hi c h o nl y B A K 1 w a s u p r e g ul at e d u p o n

e nti n o st at t r e at m e nt. T h e s a m e h ol d s t r u e f o r P U M A e x p r e s si o n w hi c h i s r e g ul at e d b y p 5 3 [ 5 5 ]. Si n c e

p 5 3- m ut ati o n s a r e q uit e oft e n o b s e r v e d i n H G S O C c a n c e r c ell li n e s ( e. g., C a O V 3, K u r a m o c hi, a n d

O V S A H O [ 2 3 ,2 5 ,2 6 ]), it i s n ot s u r p ri si n g t h at P U M A i s l e s s u p r e g ul at e d i n t h e s e c ell s c o m p a r e d t o

p 5 3 wt A 2 7 8 0 c ell s. Alt h o u g h lit e r at u r e d e s c ri b e s a di r e ct li n k b et w e e n p 2 1 e x p r e s si o n a n d ci s pl ati n

s e n siti vit y [ 5 4 ], w e c o ul d n ot e st a bli s h a q u a ntit ati v e li n k i n o u r c ell li n e s ( Fi g u r e 9 , T a bl e 6 ). Still,

t h e g e n e e x p r e s si o n a n al y si s u p o n H D A Ci t r e at m e nt of fi v e a p o pt o si s a n d s u r vi v al- r el at e d g e n e s

c a n e x pl ai n f a cilit at e d a p o pt o si s u p o n ci s pl ati n t r e at m e nt i n H G S O C a n d A 2 7 8 0 c ell s a n d i s i n f ull

a g r e e m e nt wit h lit e r at u r e d at a o n g e n e e x p r e s si o n of p r o a p o pt oti c g e n e s p r e s e nt e d a b o v e.

I n c o n cl u si o n, H D A Ci a r e a bl e t o i n c r e a s e t h e s e n siti vit y of H G S O C c a n c e r c ell li n e s t o w a r d s

ci s pl ati n.  T h e cl a s s I- s el e cti v e H D A Ci e nti n o st at t u r n e d o ut s u p e ri o r i n i n c r e a si n g ci s pl ati n

p ot e n c y t h a n p a n- H D A C i n hi biti o n i n c ell vi a bilit y a s s a y s ( M T T), a p o pt o si s i n d u cti o n ( s u b G 1), a n d

c a s p a s e 3 /7- a cti v ati o n. F u rt h e r, e nti n o st at i s s y n e r gi sti c wit h ci s pl ati n i n all c ell li n e s i n M T T a n d c a s p a s e
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a cti v ati o n a s s a y s. C o m bi n ati o n i n di c e s e sti m at e d a c c o r di n g t o C h o u – T al al a y w e r e < 0. 9, i n di c ati n g

s y n e r gi s m. M e c h a ni sti c all y, H D A Ci i n d u c e a n u p r e g ul ati o n of c ell c y cl e a r r e st a n d p r o- a p o pt oti c

g e n e s ( C D N K 1 A , A P A F 1 , P U M A , B A K 1 ) a n d r e p r e s si o n of p r o s u r vi v al g e n e s s u c h a s s ur vi vi n w hi c h i s

i n a c c o r d a n c e wit h lit e r at u r e d at a f o r diff e r e nt t y p e s of c a n c e r [ 5 6 ,5 7 ]. I n c o n cl u si o n, t h e c o m bi n ati o n

of e nti n o st at a n d ci s pl ati n i s s y n e r gi sti c i n H G S O C a n d c o ul d b e a n e ff e cti v e st r at e g y f o r t h e cli ni c al

t r e at m e nt of t hi s a g g r e s si v e o v a ri a n c a n c e r s u bt y p e. F u rt h e r m o r e, st u di e s o n H D A Ci-i n d u c e d g e n e

e x p r e s si o n c h a n g e s ( Fi g u r e 9 ) m a y l e a d t o p r e di cti v e bi o m a r k e r s f o r ci s pl ati n s e n siti vit y i n H G S O C.

4. M at eri al s a n d M et h o d s

4. 1. Re a ge nts

Ci s pl ati n w a s p u r c h a s e d f r o m Si g m a ( M ü n c h e n, G e r m a n y) a n d di s s ol v e d i n 0. 9 % s o di u m c hl o ri d e

s ol uti o n, p r o pi di u m i o di d e ( PI) w a s p u r c h a s e d f r o m P r o m o Ki n e ( H ei d el b e r g, G e r m a n y). St o c k

s ol uti o n s ( 1 0 m M) of e nti n o st at, n e xt u r a st at A, a n d p a n o bi n o st at ( S ell e c k c h e m, H o u st o n, Te x a s, U S A)

w e r e p r e p a r e d wit h D M S O a n d dil ut e d t o t h e d e si r e d c o n c e nt r ati o n s wit h t h e a p p r o p ri at e m e di u m.

All ot h e r r e a g e nt s w e r e s u p pli e d b y P A N Bi ot e c h ( Ai d e n b a c h, G e r m a n y) u nl e s s ot h e r wi s e st at e d.

4. 2. Cell Li nes a n d Cell C ult ure

T h e h u m a n o v a ri a n c a r ci n o m a c ell li n e s A 2 7 8 0 a n d H E Y w e r e o bt ai n e d f r o m E u r o p e a n C oll e cti o n

of C ell C ult u r e s ( E C A C C, S ali s b u r y, U K). T h e c ell li n e s K u r a m o c hi a n d O V S A H O w e r e o bt ai n e d f r o m

J a p a n e s e C oll e cti o n of R e s e a r c h Bi o r e s o u r c e s C ell B a n k (J C R B C ell B a n k, O s a k a, J a p a n). C a O V 3 c ell li n e

w a s o bt ai n e d f r o m A T C C /L G C St a n d a r d s G m b H ( We s el, G e r m a n y). All c ell li n e s w e r e g r o w n at 3 7 ◦ C

u n d e r h u mi di fi e d ai r s u p pl e m e nt e d wit h 5 % C O 2 i n R P MI 1 6 4 0 ( A 2 7 8 0, H E Y, K u r a m o c hi, O V S A H O) o r

D M E M ( C a O V 3) c o nt ai ni n g 1 0 % h e at i n a cti v at e d f et al c alf s e r u m, 1 2 0 I U /m L p e ni cilli n, a n d 1 2 0 µ g /m L

st r e pt o m y ci n. T h e c ell s w e r e g r o w n t o 8 0 % c o n fl u e n c y b ef o r e b ei n g u s e d i n f u rt h e r a s s a y s.

4. 3. M T T Cell Vi a bilit y Ass a y

T h e r at e of c ell- s u r vi v al u n d e r t h e a cti o n of t e st s u b st a n c e s w a s e v al u at e d b y a n i m p r o v e d

M T T a s s a y a s p r e vi o u sl y d e s c ri b e d [ 2 0 ,3 1 ]. T o i n v e sti g at e t h e eff e ct of e nti n o st at, p a n o bi n o st at,

a n d n e xt u r a st at A o n ci s pl ati n i n d u c e d c yt ot o xi cit y, c o m p o u n d s w e r e a d d e d 4 8 h b ef o r e ci s pl ati n

a d mi ni st r ati o n. Aft e r 7 2 h, t h e c yt ot o xi c e ff e ct w a s d et e r mi n e d b y M T T a s s a y a s d e s c ri b e d a b o v e

( d e n sit y of c ell s e e di n g f o r t hi s i n c u b ati o n s c h e m e: A 2 7 8 0 3 0 0 0 c ell s/w ell ( c /w), C a O V 3 3 0 0 0 c /w,

H E Y 3 5 0 0 c /w, K u r a m o c hi 4 5 0 0 c /w, a n d O V S A H O 1 0, 0 0 0 c /w), a n d s hift f a ct o r s w e r e c al c ul at e d b y

di vi di n g t h e I C 5 0 v al u e of ci s pl ati n al o n e b y t h e I C 5 0 v al u e of t h e d r u g c o m bi n ati o n s. I n c u b ati o n w a s

e n d e d aft e r 7 2 h a n d c ell s u r vi v al w a s d et e r mi n e d b y a d diti o n of M T T ( S e r v a, H ei d el b e r g, G e r m a n y)

s ol uti o n ( 5 m g /m L i n p h o s p h at e b u ff e r e d s ali n e). T h e f o r m a z a n p r e ci pit at e w a s di s s ol v e d i n D M S O

( V W R, L a n g e nf el d, G e r m a n y). A b s o r b a n c e w a s m e a s u r e d at 5 4 4 n m a n d 6 9 0 n m i n a F L U O st a r

mi c r o pl at e- r e a d e r ( B M G L a b Te c h, O ff e n b u r g, G e r m a n y).

4. 4. W h ole- Cell H D A C I n hi biti o n Ass a y

T h e c ell ul a r H D A C a s s a y w a s b a s e d o n a n a s s a y p u bli s h e d b y H elt w e g a n d J u n g [ 5 8 ], Ci o s s e k

et al. [5 9 ], a n d B o n fil s et al. [6 0 ] wit h mi n o r m o di fi c ati o n s a s d e s c ri b e d i n [2 0 ]. B ri e fl y, h u m a n c a n c e r

c ell li n e s A 2 7 8 0, C a O V 3, H E Y, K u r a m o c hi, a n d O V S A H O w e r e s e e d e d i n 9 6- w ell ti s s u e c ult u r e pl at e s

( C o r ni n g, K ai s e r sl a ut e r n, G e r m a n y) at a d e n sit y of 1 5, 0 0 0 c/w, 1 5, 0 0 0 c /w, 1 7, 5 0 0 c /w, 2 2, 5 0 0 c /w, a n d

5 0, 0 0 0 c /w i n a t ot al v ol u m e of 9 0 µ L of c ult u r e m e di u m. Aft e r 2 4 h, c ell s w e r e i n c u b at e d f o r 1 8 h

wit h i n c r e a si n g c o n c e nt r ati o n s of t e st c o m p o u n d s. T h e r e a cti o n w a s st a rt e d b y a d di n g 1 0 µ L of 3

m M B o c- L y s( A c)- A M C ( B a c h e m, B u b e n d o rf, S wit z e rl a n d) t o r e a c h fi n al c o n c e nt r ati o n of 0. 3 m M [ 6 1 ].

T h e c ell s w e r e i n c u b at e d wit h t h e B o c- L y s( A c)- A M C f o r 3 h u n d e r c ell c ult u r e c o n diti o n s. Aft e r t hi s

i n c u b ati o n, 1 0 0 µ L /w ell st o p s ol uti o n ( 2 5 m M Tri s- H Cl ( p H 8), 1 3 7 m M N a Cl, 2. 7 m M K Cl, 1 m M

M g Cl 2, 1 % N P 4 0, 2. 0 m g /m L Tr y p si n, 1 0 µ M V o ri n o st at) w a s a d d e d a n d t h e r e a cti o n w a s d e v el o p e d
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f o r 3 h u n d e r c ell c ult u r e c o n diti o n s. Fl u o r e s c e n c e i nt e n sit y w a s m e a s u r e d at e x cit ati o n of 3 2 0 n m a n d

e mi s si o n of 5 2 0 m m i n a N O V O st a r mi c r o pl at e r e a d e r ( B M G L a b Te c h, O ff e n b u r g, G e r m a n y).

4. 5. C o m bi n ati o n E x peri me nts

F o r t h e i n v e sti g ati o n of t h e e ff e ct of H D A Ci o n ci s pl ati n i n d u c e d c yt ot o xi cit y, t h e c o m p o u n d s

w e r e a d d e d 4 8 h b ef o r e ci s pl ati n a d mi ni st r ati o n. Aft e r 7 2 h, t h e c yt ot o xi c e ff e ct w a s d et e r mi n e d wit h a

M T T c ell vi a bilit y a s s a y. C al c u s y n s oft w a r e 2. 1 ( Bi o s oft, C a m b ri d g e, U K) w a s u s e d t o c al c ul at e t h e

c o m bi n ati o n i n d e x ( CI) a s a q u a ntit ati v e m e a s u r e of t h e d e g r e e of d r u g i nt e r a cti o n.

4. 6. E n z y me H D A C I n hi biti o n Ass a y

All h u m a n r e c o m bi n a nt e n z y m e s w e r e p u r c h a s e d f r o m R e a cti o n Bi ol o g y C o r p. ( M al v e r n, P A,

U S A). T h e H D A C a cti vit y a s s a y H D A C 2 ( c at n r. K D A- 2 1- 2 7 7), H D A C 4 ( c at n r. K D A- 2 1- 2 7 9),

H D A C 6 ( c at n r. K D A- 2 1- 2 1 3), a n d H D A C 8 ( c at n r. K D A- 2 1- 4 8 1) w a s p e rf o r m e d i n 9 6- w ell- pl at e s

( C o r ni n g, K ai s e r sl a ut e r n, G e r m a n y). B ri e fl y 2 0 n g of H D A C 2/8, 1 7. 5 n g of H D A C 6 a n d 2 n g of

H D A C 4 p e r r e a cti o n w e r e u s e d. R e c o m bi n a nt e n z y m e s w e r e dil ut e d i n a s s a y b u ff e r ( 5 0 m M Tri s- H Cl,

p H 8. 0, 1 3 7 m M N a Cl, 2. 7 m M K Cl, 1 m M M g Cl 2 , a n d 1 m g/m L B S A). Aft e r a 5 mi n i n c u b ati o n

st e p t h e r e a cti o n w a s st a rt e d wit h 1 0 µ L of 3 0 0 µ M ( H D A C 2), 1 5 0 µ M ( H D A C 6) B o c- L y s( A c)- A M C

( B a c h e m, B u b e n d o rf, S wit z e rl a n d) o r 1 0 0 µ M ( H D A C 4), 6 0 µ M ( H D A C 8) B o c- L y s-( T F a)- A M C ( B a c h e m,

B u b e n d o rf, S wit z e rl a n d). T h e r e a cti o n w a s st o p p e d aft e r 9 0 mi n b y a d di n g 1 0 0 µ L st o p s ol uti o n ( 1 6

m g /m L t r y p si n, 2 µ M p a n o bi n o st at f o r H D A C 2 /6 /8, 2 µ M C H DI 0 0 3 9 ( ki n dl y p r o vi d e d b y t h e C H DI

F o u n d ati o n I n c., N e w Y o r k, U S A) f o r H D A C 4 i n 5 0 m M Tri s- H Cl, p H 8. 0, a n d 1 0 0 m M N a Cl. 1 5 mi n

aft e r t h e a d diti o n of t h e st o p s ol uti o n t h e fl u o r e s c e n c e i nt e n sit y w a s m e a s u r e d at e x cit ati o n of 3 5 5 n m

a n d e mi s si o n of 4 6 0 n m i n a N O V O st a r mi c r o pl at e r e a d e r ( B M G L a b Te c h, O ff e n b u r g, G e r m a n y).

4. 7. Me as ure me nt of A p o pt oti c N u clei

A 2 7 8 0, C a O V 3, H E Y, K u r a m o c hi, a n d O V S A H O c ell s w e r e s e e d e d at a d e n sit y of 4 0, 0 0 0 c /w,

5 0, 0 0 0 c /w, 4 0, 0 0 0 c /w, 6 0, 0 0 0 c /w, a n d 1 0 0, 0 0 0 c /w i n 2 4- w ell pl at e s ( S a r st e dt, N ü r n b r e c ht, G e r m a n y).

C ell s w e r e t r e at e d wit h e nti n o st at, p a n o bi n o st at, o r n e xt u r a st at A a n d ci s pl ati n al o n e o r i n c o m bi n ati o n

f o r t h e i n di c at e d ti m e p oi nt s. S u p e r n at a nt w a s r e m o v e d aft e r a c e nt rif u g ati o n st e p a n d t h e c ell s w e r e

l y s e d i n 5 0 0 µ L h y p ot o ni c l y si s b u ff e r ( 0. 1 % s o di u m cit r at e, 0. 1 % Trit o n X- 1 0 0, 1 0 0 µ g /m L PI) at 4 ◦ C i n

t h e d a r k o v e r ni g ht. T h e p e r c e nt a g e of a p o pt oti c n u cl ei wit h D N A c o nt e nt i n s u b- G 1 w a s a n al y z e d b y

fl o w c yt o m et r y u si n g t h e C y Fl o w i n st r u m e nt ( P a rt e c, N o r d e r st e dt, G e r m a n y).

4. 8. C as p ase 3 /7 A cti v ati o n Ass a y

C o m p o u n d-i n d u c e d a cti v ati o n of c a s p a s e s 3 a n d 7 w a s a n al y z e d u si n g t h e C ell E v e nt C a s p a s e- 3 /7

g r e e n d et e cti o n r e a g e nt ( T h e r m o S ci e nti fi c, We s el, G e r m a n y) a c c o r di n g t o t h e m a n uf a ct u r e r’ s

i n st r u cti o n s. B ri e fl y, A 2 7 8 0, C a O V 3, H E Y, K u r a m o c hi, a n d O V S A H O c ell s w e r e s e e d e d i n 9 6- w ell- pl at e s

( C o r ni n g, K ai s e r sl a ut e r n, G e r m a n y) at a d e n sit y of 4 0 0 0 c/w, 7 5 0 0 c /w, 7 5 0 0 c /w, 4 5 0 0 c /w, a n d 1 0 0 0 0

c /w. C ell s w e r e t r e at e d wit h e nti n o st at, p a n o bi n o st at, o r n e xt u r a st at A 4 8 h p ri o r t o t h e a d diti o n

ci s pl ati n a n d a n ot h e r i n c u b ati o n p e ri o d of 2 4 h. T h e n, m e di u m w a s r e m o v e d a n d 5 0 µ L of C ell E v e nt

C a s p a s e 3 /7 g r e e n d et e cti o n r e a g e nt ( 2 µ M i n P B S s u p pl e m e nt e d wit h 5 % h e at i n a cti v at e d F B S) w a s

a d d e d. C ell s w e r e i n c u b at e d f o r 3 0 mi n at 3 7 ◦ C i n a h u mi di fi e d i n c u b at o r b ef o r e i m a gi n g b y u si n g

t h e T h e r m o Fi s h e r A r r a y S c a n X TI hi g h c o nt e nt s c r e e ni n g ( H C S) s y st e m wit h a 1 0× m a g ni fi c ati o n

( T h e r m o S ci e nti fi c). H o e c h st 3 3 3 4 2 w a s u s e d f o r n u cl ei st ai ni n g. T h e p a n c a s p a s e i n hi bit o r Q V D w a s

u s e d i n a c o n c e nt r ati o n of 2 0 µ M dil ut e d i n t h e a p p r o p ri at e m e di u m a n d i n c u b at e d 3 0 mi n p ri o r t o

c o m p o u n d a d diti o n.
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4. 9. I m m u n o bl otti n g

C ell s w e r e t r e at e d wit h i n di c at e d c o n c e nt r ati o n s of e nti n o st at, p a n o bi n o st at, o r n e xt u r a st at A

f o r 4 8 h p ri o r t o ci s pl ati n ( 2 4 h) o r 7 2 h e nti n o st at, p a n o bi n o st at, o r n e xt u r a st at A wit h o ut ci s pl ati n,

o r v e hi cl e f o r 7 2 h. C ell p ell et s w e r e di s s ol v e d wit h RI P A b u ff e r ( 5 0 m M Tri s- H Cl p H 8. 0, 1 % Trit o n

X- 1 0 0, 0. 5 % s o di u m d e o x y c h ol at e, 0. 1 % S D S, 1 5 0 m M s o di u m c hl o ri d e, 2 m M E D T A, s u p pl e m e nt e d

wit h p r ot e a s e a n d p h o s p h at a s e i n hi bit o r s ( Pi e r c e ™ p r ot e a s e a n d p h o s p h at a s e i n hi bit o r mi ni t a bl et s,

T h e r m o S ci e nti fi c, We s el, G e r m a n y)) a n d cl a ri fi e d b y c e nt rif u g ati o n. E q u al a m o u nt s of t ot al p r ot ei n

( 2 0 µ g u nl e s s ot h e r wi s e st at e d) w e r e r e s ol v e d b y S D S- P A G E a n d t r a n sf e r r e d t o p ol y vi n yli d e n e fl u o ri d e

m e m b r a n e s ( M e r c k Milli p o r e, D a r m st a dt, G e r m a n y). P a g e R ul e r P r e st ai n e d P r ot ei n L a d d e r, 1 0 t o 1 8 0

k D a ( T h e r m o S ci e nti fi c, We s el, G e r m a n y) w a s u s e d a s p r ot ei n m ol e c ul a r w ei g ht m a r k e r. Bl ot s w e r e

i n c u b at e d wit h p ri m a r y a nti b o di e s a g ai n st a c et yl at e d α -t u b uli n ( C at. N o. s c- 2 3 9 5 0), α -t u b uli n ( C at.

N o. s c- 8 0 3 5) ( S a nt a C r u z Bi ot e c h n ol o g y, H ei d el b e r g, G e r m a n y), hi st o n e H 3 ( C at. N o. M A B 9 4 4 8),

a c et yl hi st o n e H 3 ( L y s 2 4, C at. N o. N B P 2- 5 4 6 1 5), H D A C 1 ( C at. N o. N B 1 0 0- 5 6 3 4 0), H D A C 2 ( C at.

N o. M A B 7 6 7 9), H D A C 3 ( C at. N o. N B 1 0 0- 1 6 6 9), H D A C 4 ( C at. N o. A F 6 2 0 5), H D A C 5 ( C at. N o.

N B P 2- 2 2 1 5 2), H D A C 6 ( C at. N o. N B 1 0 0- 5 6 3 4 3), H D A C 1 0 ( C at. N o. N B 1 0 0- 9 1 8 0 1), a n d H D A C 1 1

( C at. N o. N B P 2- 1 6 7 8 9) ( Bi ot e c h n e, Wi e s b a d e n, G e r m a n y). I m m u n o r e a cti v e p r ot ei n s w e r e vi s u ali z e d

u si n g l u mi n ol r e a g e nt ( S a nt a C r u z Bi ot e c h n ol o g y, H ei d el b e r g, G e r m a n y) wit h a n I nt a s I m a g e r (I nt a s,

G ötti n g e n, G e r m a n y).

4. 1 0. R T- P C R

C ell s w e r e t r e at e d wit h i n di c at e d c o n c e nt r ati o n s of e nti n o st at, p a n o bi n o st at, o r n e xt u r a st at a

f o r 4 8 h p ri o r t o ci s pl ati n ( 2 4 h) o r 7 2 h e nti n o st at, p a n o bi n o st at, o r n e xt u r a st at A wit h o ut ci s pl ati n,

o r c ell c ult u r e m e di u m f o r 7 2 h. R N A w a s i s ol at e d u si n g R N e a s y Mi ni Kit ( Qi a g e n, Hil d e n, G e r m a n y).

Aft e r w a r d s t r a n s c ri pti o n t o c D N A w a s p e rf o r m e d wit h Hi g h C a p a cit y c D N A R e v e r s e Tr a n s c ri pti o n Kit

( T h e r m o S ci e nti fi c, We s el, G e r m a n y). R T- P C R w a s p e rf o r m e d wit h G o T a q q P C R M a st e r Mi x ( P r o m e g a,

U S A) i n a C F X 9 6 R e al- Ti m e S y st e m ( BI O- R A D, H e r c ul e s, C alif o r ni a, U S A). R el ati v e c h a n g e s i n g e n e

e x p r e s si o n w e r e n o r m ali z e d t o e n d o g e n o u s c o nt r ol g e n e s G U S B ( b et a- gl u c u r o ni d a s e), T B P ( T A T A

bi n di n g p r ot ei n), a n d H P R T 1 ( h y p o x a nt hi n e- g u a ni n e p h o s p h o ri b o s ylt r a n sf e r a s e) b y V a n d e s o m p el e

m et h o d [ 4 0 ] a n d if i n di c at e d n o r m ali z e d t o v e hi cl e t r e at e d c o nt r ol. P ri m e r s ( Si g m a Al d ri c h, St ei n h ei m,

G e r m a n y) wit h a n e ffi c a c y b et w e e n 8 0 % a n d 1 1 5 % w e r e u s e d ( T a bl e 8 ). T h e y w e r e d e si g n e d b y

P ri m e r- B L A S T ( NI H, B et h e s d a, M a r yl a n d, U S A) [ 6 2 ] a n d effi c a c y w a s d et e r mi n e d wit h a t e m pl at e

i s ol at e d f r o m H e L a c ell s.

Ta bl e 8. P ri m e r s e q u e n c e s f o r R T- P C R.

G e n e Pri m er F or w ar d Pri m er R e v er s e E ffi c a c y [ %]

H P R T 1 C C T G G C G T C G T G A T T A G T G A C G A G C A A G A C G T T C A G T C C T 9 3. 6
T B P G T G A C C C A G C A T C A C T G T T T C G A G C A T C T C C A G C A C A C T C T 8 6. 9

G U S B A C C T C C A A G T A T C C C A A G G G T  G T C T T G C T C C A C G C T G G T 8 3. 1
H D A C 1 T G C A A A G A A G T C C G A G G C A T A C C C T C T G G T G A T A C T T T A G C A 8 4. 9
H D A C 2 A A T G G A A A T A T A T A G G C C C C  G T T A T C T G G T C T T A T T G A C C G 9 6. 4
H D A C 3 G G C A A C T T C C A C T A C G G A G C  G C A T A T T G G T G G G G C T G A C T 9 7. 2
H D A C 4 T T G G A T G T C A C A G A C T C C G C  C C T T C T C G T G C C A C A A G T C T 8 0. 8
H D A C 5 G G A G A G C T C A A G A A T G G A T T T G C  C T G C T G T A G G A G T T T T G C G 9 7. 2
H D A C 6 C T G G C G G A G T G G A A G A A C C  T C T G C C T A C T T C T T C G C T G C 1 0 4
H D A C 7 T C T C G T G A G C T A A A G A A T G G  C T G T T G A A T G A T C T G C A T G G 9 6. 5
H D A C 8 C C A C C T T C C A C A C T G A T G C T G C T G G G C A G T C A T A A C C T A G C 9 7. 7
H D A C 9 T G T A G C T G G T G G A G T T C C C T C T C T G A G G C A A A G G T G C A G A 1 0 3
H D A C 1 0 T G G C C T T T G A G T T T G A C C C T C C G A T G G C T G A G T C A A A T C C T 9 7. 3
H D A C 1 1 C G G A A A A T G G G G C A A A G T G A C A A C A G C A A A G G A C C A C T T G 1 0 0

C D N K 1 A ( p 2 1) T G C C G A A G T C A G T T C C T T G T  G T T C T G A C A T G G C G C C T C C 9 4. 7
BI R C 5 ( S ur vi vi n) T G A G A A C G A G C C A G A C T T G G T G T T C C T C T A T G G G G T C G T C A 1 0 8

A P A F 1 A G T G G A A T A A C T T C G T A T G T A A G G A A A A C A A C T G G C C T C T G T G G T 9 8. 7
B A K 1 T C A T C G G G G A C G A C A T C A A C C A A A C A G G C T G G T G G C A A T C 1 1 1
P U M A G A G C G G C G G A G A C A A G A G T A A G G G C A G G A G T C C C A T G A 9 4. 7
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4. 1 1. D at a A n al ysis

C o n c e nt r ati o n- e ff e ct c u r v e s w e r e c o n st r u ct e d wit h P ri s m 7. 0 ( G r a p h P a d, S a n Di e g o, C A, U S A)

b y fitti n g t h e p o ol e d d at a of at l e a st t h r e e e x p e ri m e nt s p e rf o r m e d i n t ri pli c at e t o t h e f o u r- p a r a m et e r

l o gi sti c e q u ati o n. St ati sti c al a n al y si s w a s p e rf o r m e d u si n g t-t e st o r o n e- w a y A N O V A. T o a n al y z e t h e

s y n e r gi sti c e ff e ct s of a p o pt o si s i n d u cti o n a n d c a s p a s e 3 /7- a cti v ati o n, t h e v al u e s of t h e si n gl e t r e at m e nt s

w e r e s u m m e d u p a n d t h e st a n d a r d d e vi ati o n c al c ul at e d. T hi s v al u e w a s c o m p a r e d wit h t h e a ct u al

m e a s u r e d v al u e of t h e c o m bi n ati o n t r e at m e nt u si n g t-t e st.

S u p pl e m e nt ar y M at eri al s: S u p pl e m e nt a r y m at e ri al s c a n b e f o u n d at htt p: //w w w. m d pi. c o m /1 4 2 2- 0 0 6 7 /2 0 /1 2 /
3 0 5 2 /s 1 .

A ut h or C o ntri b uti o n s: C o n c e pt u ali z ati o n, M. U. K. a n d A. H.; F o r m al a n al y si s, J.J. B. a n d R. W.; F u n di n g a c q ui siti o n,
M. U. K.; I n v e sti g ati o n, J.J. B. a n d C. S.; P r oj e ct a d mi ni st r ati o n, M. U. K.; R e s o u r c e s, M. U. K.; S u p e r vi si o n, M. U. K. a n d
A. H.; Vi s u ali z ati o n, J.J. B.; Writi n g — o ri gi n al d r aft, J.J. B.; Writi n g — r e vi e w & e diti n g: M. U. K. a n d A. H.

F u n di n g: T h e D e ut s c h e F o r s c h u n g s g e m ei n s c h aft D F G i s a c k n o wl e d g e d f o r f u n d s u s e d t o p u r c h a s e t h e A r r a y S c a n
X TI Hi g h C o nt e nt Pl atf o r m u s e d i n t hi s r e s e a r c h (I N S T 2 0 8 /6 9 0- 1).

C o n fli ct s of I nt er e st: T h e a ut h o r s d e cl a r e n o c o n fli ct of i nt e r e st.

A b br e vi ati o n s

H D A C hi st o n e d e a c et yl a s e

H D A Ci hi st o n e d e a c et yl a s e i n hi bit o r

e nti n o e nti n o st at

c D D P cis - di a m mi n e di c hl o ri d o pl ati n u m(II) ( ci s pl ati n)

p a n o p a n o bi n o st at

n e xt A n e xt u r a st at A

BI R C 5, s u r vi vi n b a c ul o vi r al i n hi bit o r of a p o pt o si s r e p e at- c o nt ai ni n g 5

P U M A p 5 3 u p r e g ul at e d m o d ul at o r of a p o pt o si s

B A K /B a k  B cl- 2 h o m ol o g o u s a nt a g o ni st kill e r

C D N K 1 A, p 2 1 c y cli n- d e p e n d e nt ki n a s e i n hi bit o r 1

A P A F 1 a p o pt oti c p r ot e a s e a cti v ati n g f a ct o r 1

I A P i n hi bit o r s of a p o pt o si s

H P R T 1 h y p o x a nt hi n e- g u a ni n e p h o s p h o ri b o s ylt r a n sf e r a s e

G U S B b et a- gl u c u r o ni d a s e

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

H G S O C hi g h g r a d e s e r o u s o v a ri a n c a n c e r

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 ylt et r a z oli u m b r o mi d e

CI c o m bi n ati o n i n d e x

R T- P C R r e v e r s e t r a n s c ri pt a s e p ol y m e r a s e c h ai n r e a cti o n

R ef er e n c e s

1. C a n c e r of t h e O v a r y - C a n c e r St at F a ct s. A v ail a bl e o nli n e: htt p s: //s e e r. c a n c e r. g o v /st atf a ct s /ht ml /o v a r y. ht ml

( a c c e s s e d o n 2 4 A p ril 2 0 1 9).

2. C a n c e r of t h e C e r vi x Ut e ri - C a n c e r St at F a ct s. A v ail a bl e o nli n e: htt p s: //s e e r. c a n c e r. g o v /st atf a ct s /ht ml /c e r vi x.

ht ml ( a c c e s s e d o n 2 4 A p ril 2 0 1 9).

3. C a n c e r of t h e B r e a st ( F e m al e) - C a n c e r St at F a ct s. A v ail a bl e o nli n e: htt p s: //s e e r. c a n c e r. g o v /st atf a ct s /ht ml /

b r e a st. ht ml ( a c c e s s e d o n 2 4 A p ril 2 0 1 9).

4. C a n c e r of t h e V ul v a - C a n c e r St at F a ct s. A v ail a bl e o nli n e: htt p s: //s e e r. c a n c e r. g o v /st atf a ct s /ht ml /v ul v a. ht ml

( a c c e s s e d o n 2 4 A p ril 2 0 1 9).

5. C a n c e r of t h e E n d o m et ri u m - C a n c e r St at F a ct s. A v ail a bl e o nli n e: htt p s: //s e e r. c a n c e r. g o v /st atf a ct s /ht ml /c o r p.

ht ml ( a c c e s s e d o n 2 4 A p ril 2 0 1 9).

6. K r e b s – D at e n b a n k a bf r a g e.  A v ail a bl e o nli n e: htt p s: //w w w. k r e b s d at e n. d e /K r e b s /Sit e Gl o b al s /F o r m s /

D at e n b a n k a bf r a g e /d at e n b a n k a bf r a g e _ st uf e 2 _f o r m. ht ml ( a c c e s s e d o n 1 4 M a y 2 0 1 9).
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7. Si n g h, N.; M c Cl u g g a g e, W. G.; Gil k s, C. B. Hi g h- g r a d e s e r o u s c a r ci n o m a of t u b o- o v a ri a n o ri gi n: r e c e nt

d e v el o p m e nt s. Hist o p at h ol o g y 2 0 1 7 , 7 1 , 3 3 9 – 3 5 6. [C r o s s R ef ] [P u b M e d ]

8. K ö b el, M.; K all o g e r, S. E.; H u nt s m a n, D. G.; S a nt o s, J. L.; S w e n e rt o n, K. D.; S ei d m a n, J. D.; Gil k s, C. B. C h e r yl

B r o w n O v a ri a n C a n c e r O ut c o m e s U nit of t h e B riti s h C ol u m bi a C a n c e r A g e n c y, V a n c o u v e r B C Di ff e r e n c e s i n

t u m o r t y p e i n l o w- st a g e v e r s u s hi g h- st a g e o v a ri a n c a r ci n o m a s. I nt. J. G y ne c ol. P at h ol. Off . J. I nt. S o c. G y ne c ol.

P at h ol. 2 0 1 0 , 2 9 , 2 0 3 – 2 1 1.

9. K o h n, E. C.; I v y, S. P. W h e n c e Hi g h- G r a d e S e r o u s O v a ri a n C a n c e r. A m. S o c. Cli n. O n c ol. E d u c. B o o k A m. S o c.

Cli n. O n c ol. A n n u. Meet. 2 0 1 7 , 3 7 , 4 4 3 – 4 4 8. [C r o s s R ef ] [P u b M e d ]

1 0. K o s hi y a m a, M.; M at s u m u r a, N.; K o ni s hi, I. S u bt y p e s of O v a ri a n C a n c e r a n d O v a ri a n C a n c e r S c r e e ni n g.

Di a g n osti cs 2 0 1 7 , 7 . [C r o s s R ef ] [P u b M e d ]

1 1. Ei s e n h a u e r, E. A. R e al- w o rl d e vi d e n c e i n t h e t r e at m e nt of o v a ri a n c a n c e r. A n n. O n c ol. O ff . J. E ur. S o c. Me d.

O n c ol. 2 0 1 7 , 2 8 , viii 6 1 – viii 6 5. [C r o s s R ef ] [P u b M e d ]

1 2. G h o s h, S. Ci s pl ati n: T h e fi r st m et al b a s e d a nti c a n c e r d r u g. Bi o or g a ni c C he m. 2 0 1 9 , 8 8 , 1 0 2 9 2 5. [C r o s s R ef ]

[P u b M e d ]

1 3. O h mi c hi, M.; H a y a k a w a, J.; T a s a k a, K.; K u r a c hi, H.; M u r at a, Y. M e c h a ni s m s of pl ati n u m d r u g r e si st a n c e.

Tre n ds P h ar m a c ol. S ci. 2 0 0 5 , 2 6 , 1 1 3 – 1 1 6. [C r o s s R ef ]

1 4. J ai n, A.; J a h a gi r d a r, D.; Nil e n d u, P.; S h a r m a, N. K. M ol e c ul a r a p p r o a c h e s t o p ot e nti at e ci s pl ati n r e s p o n si v e n e s s

i n c a r ci n o m a t h e r a p e uti c s. E x pert Re v. A nti c a n cer T her. 2 0 1 7 , 1 7 , 8 1 5 – 8 2 5. [C r o s s R ef ]

1 5. E c k s c hl a g e r, T.; Pl c h, J.; Sti b o r o v a, M.; H r a b et a, J. Hi st o n e D e a c et yl a s e I n hi bit o r s a s A nti c a n c e r D r u g s. I nt. J.

M ol. S ci. 2 0 1 7 , 1 8 , 1 4 1 4. [C r o s s R ef ]

1 6. Ki m, H.-J.; B a e, S.- C. Hi st o n e d e a c et yl a s e i n hi bit o r s: m ol e c ul a r m e c h a ni s m s of a cti o n a n d cli ni c al t ri al s a s

a nti- c a n c e r d r u g s. A m. J. Tr a nsl. Res. 2 0 1 1 , 3 , 1 6 6 – 1 7 9.

1 7. G r e g o r etti, I.; L e e, Y.- M.; G o o d s o n, H. V. M ol e c ul a r E v ol uti o n of t h e Hi st o n e D e a c et yl a s e F a mil y: F u n cti o n al

I m pli c ati o n s of P h yl o g e n eti c A n al y si s. J. M ol. Bi ol. 2 0 0 4 , 3 3 8 , 1 7 – 3 1. [C r o s s R ef ] [P u b M e d ]

1 8. Y a n g, Q.; Y a n g, Y.; Z h o u, N.; T a n g, K.; L a u, W. B.; L a u, B.; W a n g, W.; X u, L.; Y a n g, Z.; H u a n g, S.; et al.

E pi g e n eti c s i n o v a ri a n c a n c e r: p r e mi s e, p r o p e rti e s, a n d p e r s p e cti v e s. M ol. C a n cer 2 0 1 8 , 1 7 , 1 0 9. [C r o s s R ef ]

[P u b M e d ]

1 9. Y a n o, M.; Y a s u d a, M.; S a k a ki, M.; N a g at a, K.; F uji n o, T.; A r ai, E.; H a s e b e, T.; Mi y a z a w a, M.; Mi y a z a w a, M.;

O g a n e, N.; et al. A s s o ci ati o n of hi st o n e d e a c et yl a s e e x p r e s si o n wit h hi st ol o g y a n d p r o g n o si s of o v a ri a n

c a n c e r. O n c ol. Lett. 2 0 1 8 , 1 5 , 3 5 2 4 – 3 5 3 1. [C r o s s R ef ] [P u b M e d ]

2 0. M a r e k, L.; H a m a c h e r, A.; H a n s e n, F. K.; K u n a, K.; G o hl k e, H.; K a s s a c k, M. U.; K u r z, T. Hi st o n e d e a c et yl a s e

( H D A C) i n hi bit o r s wit h a n o v el c o n n e cti n g u nit li n k e r r e gi o n r e v e al a s el e cti vit y p r o fil e f o r H D A C 4 a n d

H D A C 5 wit h i m p r o v e d a cti vit y a g ai n st c h e m o r e si st a nt c a n c e r c ell s. J. Me d. C he m. 2 0 1 3 , 5 6 , 4 2 7 – 4 3 6.

[C r o s s R ef ] [P u b M e d ]

2 1. St e n z el, K.; H a m a c h e r, A.; H a n s e n, F. K.; G e rt z e n, C. G. W.; S e n g e r, J.; M a r q u a r dt, V.; M a r e k, L.; M a r e k, M.;

R o mi e r, C.; R e m k e, M.; et al. Al k o x y u r e a- B a s e d Hi st o n e D e a c et yl a s e I n hi bit o r s I n c r e a s e Ci s pl ati n P ot e n c y i n

C h e m o r e si st a nt C a n c e r C ell Li n e s. J. Me d. C he m. 2 0 1 7 , 6 0 , 5 3 3 4 – 5 3 4 8. [C r o s s R ef ] [P u b M e d ]
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S u p pl e m e nt al I nf or m ati o n  

T a bl e S 1 . Eff e ct o f H D A Ci p r et r e at m e nt o n ci s pl ati n -i n d u c e d c yt ot o xi cit y. 

c ell li n e  

+ 4 8 h H D A Ci p r etr e at m e nt

ci s pl ati n  e nti n o st at  p a n o bi n o st at  n e xt ur a st at A  

I C 5 0  

[ pI C5 0  ± S E M]  

I C 5 0  

[ pI C5 0  ± S E M]  
S F  

I C 5 0  

[ pI C5 0  ± S E M]  
S F  

I C 5 0  

[ pI C5 0  ± S E M]  
S F  

A 2 7 8 0  
1 1. 0  

[ 4. 9 6 ± 0. 0 1] 

4. 9 9  

[ 5. 3 0 ± 0. 0 5] 

2. 2  

***  

2. 5 8  

[ 5. 5 9 ± 0. 0 4] 

5. 6  

***  

1. 4 4  

[ 5.8 4  ± 0. 0 6 ] 

7. 6  

***  

C a O V 3  
1. 4 4  

[ 5. 8 4 ± 0. 0 1] 

0. 7 2  

[ 6. 1 4 ± 0. 0 5] 

2. 0  

* 

0. 7 4  

[ 6. 1 3 ± 0. 0 5] 

2. 0  

n s  

1. 3 3  

[ 5. 8 8 ± 0. 0 4] 

1. 1  

n s  

H E Y  
5. 2 5  

[ 5. 2 8 ± 0. 0 1] 

1. 3 9  

[5. 8 9  ± 0. 0 3 ] 

3. 8  

***  

2. 7 5  

[ 5. 5 6 ± 0. 0 4] 

1. 9  

* 

1. 2 8  

[5. 8 9  ± 0. 0 4 ] 

4. 1  

***  

K ur a m o c hi  
4. 6 8  

[ 5. 3 3 ± 0. 0 2] 

3. 2 8  

[ 5. 4 8 ± 0. 0 2] 

1. 4  

* 

5. 1 4  

[ 5.2 9  ± 0. 0 4 ] 

< 1  

n s  

3. 2 2  

[ 5. 4 9 ± 0. 0 2] 

1. 5  

** 

O V S A H O  
4. 8 3  

[ 5. 3 2 ± 0. 0 1] 

1. 0 2  

[ 5. 9 9 ± 0. 0 3] 

4. 7  

***  

3. 0 1  

[ 5. 52  ± 0. 0 2 ] 

1 . 6 

** 

1. 4 3  

[ 5. 8 4 ± 0. 0 5] 

3. 4  

***  

D at a s h o w n a r e t h e m e a n of p o ol e d d at a f r o m at l e a st t h r e e e x p e ri m e nt s e a c h c ar ri e d o ut i n t ri pli c at e s. S hift -

f a ct o r s ( S F) w er e c al c ul at e d b y di vi di n g t h e I C5 0 -v al u e s wit h o ut a n d wit h H D A Ci -p r ei n c u b ati o n.  

L e v el s of si g nifi c a n c e: n s ( p > 0. 0 5); * ( p ≤ 0. 0 5 ); ** ( p ≤ 0. 0 1); *** ( p ≤ 0. 0 0 1). 
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( a) ( b) 

  
( c) ( d) 

  
( e) ( f) 

  
( g) ( h) 
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(i) (j) 

Fi g ur e S 1. H D A Ci p r etr e at m e nt e n h a n c e t h e c yt ot o xi c e ff e ct s o f ci s pl ati n. A 2 7 8 0 ( a , b), C a O V 3 (c, d ), 

H E Y ( e,f ), K u r a m o c hi (g, h ), a n d O V S A H O (i,j) w er e p r et r e at e d wit h t h e i n di c at e d H D A Ci 4 8 h p ri or t o 

ci s pl ati n ( c D D P) a d mi ni str ati o n. Aft er a n ot h e r 7 2 h, I C 5 0 -v al u e s w e r e d et e r mi n e d b y M T T -a s s a y. D at a 

s h o w n ar e n or m ali z e d t o v e hi cl e c o nt r ol a n d p o ol e d  of at l e a st t w o e x p e ri m e nt s e a c h c ar ri e d o ut i n 

t ri pli c at e s.  

 

  
( a) ( b) 

Fi g ur e S 2. Pr etr e at m e nt  wit h n e xt ur a st at A i n l o w c o n c e ntr ati o n s di d n ot e n h a n c e t h e c yt ot o xi c 

e ff e ct s o f ci s pl ati n. H E Y ( a ) a n d C a O V 3 ( b) c ell s  w e r e pr etr e at e d wit h t h e i n di c at e d H D A Ci 4 8 h p ri o r 

t o ci s pl ati n ( c D D P) a d mi ni str ati o n. Aft e r a n ot h er 7 2 h, I C 5 0 -v al u e s w e r e d et e r mi n e d b y M T T -A s s a y. 

D at a s h o w n a r e n o r m ali z e d t o v e hi cl e c o nt r ol a n d p o ol e d  of t w o ( a) o r o n e ( b) e x p e ri m e nt e a c h c a rri e d 

o ut  i n t ri pli c at e s.  
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Fi g ur e S 3. Eff e ct o f H D A Ci o n a c et yl ati o n l e v el o f α -t u b uli n a n d hi st o n e H 3. R e p r e s e nt ati v e 

i m m u n o bl ot a n al y si s of hi st o n e H 3, a c-hi st o n e H 3, α -t u b uli n, a n d a c-α -t u b uli n i n K u r a m o c hi a n d 

O V S A H O c ell s. C ell s w e r e tr e at e d wit h t h e i n di c at e d c o n c e nt r ati o n s of H D A Ci. C o nt r ol c ell s w er e 

i n c u b at e d wit h v e hi cl e. Pr ot ei n m ol e c ul a r w ei g ht m a r k e r i s i n di c at e d o n t h e l eft si d e. 
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3 Er g e b ni s s e  

6 3  

3. 2  P u bli k ati o n 2  

H y dr o x a mi c A ci d s I m m o bili z e d o n R e si n s ( H AI R s): S y nt h e si s of D u al -T ar g eti n g 
H D A C I n hi bit or s a n d H D A C D e gr a d er s ( P R O T A C s)  

L a ur a Si n atr a 1 , J a n J. B a n d oli k 2 , M arti n R o at s c h1, 3 , M elf S ö n ni c h s e n4 , Cl ar a T. 
S c h o e d er 5 , Al e x a n dr a H a m a c h er2 , A n dr e a S c h öl er1 , Ar n dt B or k h ar dt 4 , J e n s M eil er1, 5 , 
S a nil B h ati a 4 , M atthi a s U. K a s s a c k 2 , Fi n n K. H a n s e n1, 6   

1  I n stit ut f ür P h ar m a zi e, U ni v er sit ät  L ei p zi g  
2  I n stit ut f ür P h ar 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 nri c h-H ei n e -U ni v er sit ät D ü s s el d orf  

3  Z e ntr u m f ür Bi o p h ar m a z e uti k, U ni v er sit ät K o p e n h a g e n, D ä n e m ar k  
4  I n stit ut f ür P ä di atri s c h e O n k ol o gi e, H ei nri c h-H ei n e -U ni v er sit ät / U ni v er sit ät s kli ni k u m  

D ü s s el d orf  
5  Z e ntr u m f ür Str u kt ur bi ol o gi e, U ni v er sit ät V a n d er bilt, U S A  

6  P h ar m a z e uti s c h e s I n stit ut, U ni v er sit ät B o n n  

V e r öff e ntli c ht i n: A n g e w a n dt e C h e mi e  (I nt er n ati o n al E diti o n), 1 1. A u g u st 2 0 2 0  

D OI:   1 0. 1 0 0 2/ a ni e. 2 0 2 0 0 6 7 2 5 (I nt er n ati o n al E diti o n)  
1 0. 1 0 0 2/ a n g e. 2 0 2 0 0 6 7 2 5 ( D e ut s c h e V er si o n)  

B eitr a g: Z w eit a ut o rs c h aft . D ur c hf ü hr u n g d er ti ef er g e h e n d e n bi o c h e mi s c h e n 
E v al u ati o n  di e s er V er öff e ntli c h u n g ( C a s p a s e -A s s a y, γ -H 2 A X -A s s a y, W e st er n Bl ot s, 
K o m bi n ati o n s -/ S y n er gi s m u s-A n al y s e n ) b z gl. d er d u al e n H D A C -I n hi bit or e n u n d 
Al k yl a n zi e n . A u s w ert u n g d er D at e n u n d V erf a s s e n d er er st e n V er si o n d e s 
e nt s pr e c h e n d e n bi o c h e mi s c h e n T eil s d e s M a n u s kri pt s.  

Z u s a m m e nf a s s u n g ( ü b er s et zt):  Di e H e m m u n g v o n m e hr al s ei n e m 
Si g n altr a n s d u kti o n s w e g  i m R a h m e n ei n er Kr e b s er kr a n k u n g d ur c h M ulti -T ar g et -
Ar z n ei st off e i st ei n a uf str e b e n d er A n s at z i n d er m o d er n e n Wir k st offf or s c h u n g g e g e n 
K r e b s. B a si er e n d a uf d er g ut erf or s c ht e n S y n er gi e z wi s c h e n Hi st o n d e a c et yl a s e -
I n hi bit or e n ( H D A Ci) u n d Al k yl a n zi e n, st ell e n wir hi er di e E nt d e c k u n g ei n er R ei h e v o n 
al k yli er e n d e n H D A Ci u nt er V er w e n d u n g ei n er P h ar m a k o p h or -V er k n ü pf u n g s str at e gi e 
v or. F ür di e P ar a ll el s y nt h e s e d er Zi el v er bi n d u n g e n e nt wi c k elt e n wir ei n effi zi e nt e s 

f e st p h a s e n g e st üt zt e s Pr ot o k oll u nt er V er w e n d u n g v o n a uf H ar z e n i m m o bili si ert e n 
H y dr o x a m s ä ur e n  ( H AI R s) al s st a bil e u n d vi el s eiti g e B a u st ei n e f ür di e H er st ell u n g v o n 
f u n kti o n ali si ert e n H D A Ci. Di e vi el v er s pr e c h e n d st e V er bi n d u n g, 3 n, w ar si g nifi k a nt 
a kti v er b e z ü gli c h d er I n d u kti o n v o n A p o pt o s e, d er A kti vi er u n g v o n C a s p a s e 3/ 7 u n d 
d er V er ur s a c h u n g v o n D N A -S c h ä d e n ( γ -H 2 A X)  al s di e S u m m e d er d er A kti vit ät e n d er 
i s oli ert e n ei n z el n e n Wir k st off e. U m de n N ut z e n u n s er er v or b el a d e n e n H ar z e z u 
d e m o n stri er e n, w ur d e d er H AI R -A n s at z d ar ü b er hi n a u s erf ol gr ei c h a uf di e S y nt h e s e 
ei n er Pr o of -of -C o n c e pt  P R O T A C ( Pr ot e ol y si s -T ar g eti n g C hi m er a s ) a u s g e d e h nt, di e 
Hi st o n d e a c et yl a s e effi zi e nt a b b a ut.  



M ulti- T ar g et  Dr u gs H ot P a p er

H y dr o x a mi c  A ci ds I m m o bili z e d o n  R esi ns ( H AI Rs): S y nt h esis of  D u al-
T ar g eti n g  H D A C I n hi bit ors a n d  H D A C  D e gr a d ers ( P R O T A Cs)

L a ur a Si n atr a, J a n J.  B a n d oli k,  M arti n  R o ats c h,  M elf S ç n ni c hs e n,  Cl ar a  T. S c h o e d er,

Al e x a n dr a  H a m a c h er,  A n dr e a S c h çl er,  Ar n dt  B or k h ar dt, Je ns  M eil er, S a nil  B h ati a,

M att hi as  U.  K ass a c k, * a n d  Fi n n  K.  H a ns e n *

I n  m e m or y of  Vi ct ori a  Mi c hl er- H a ns e n

A bstr a ct: I n hi biti o n of  m or e t h a n o n e c a n c er-r el at e d p at h w a y

b y  m ulti-t ar g et a g e nts is a n e m er gi n g a p pr o a c h i n  m o d er n

a nti c a n c er dr u g dis c o v er y.  H er e, b as e d o n t h e  w ell- est a blis h e d

s y n er g y b et w e e n hist o n e d e a c et yl as e i n hi bit ors ( H D A Ci) a n d

al k yl ati n g a g e nts,  w e pr es e nt t h e dis c o v er y of a s eri es of

al k yl ati n g  H D A Ci usi n g a p h ar m a c o p h or e-li n ki n g str at e g y.

F or t h e p ar all el s y nt h esis of t h e t ar g et c o m p o u n ds,  w e

d e v el o p e d a n effi ci e nt s oli d- p h as e-s u p p ort e d pr ot o c ol usi n g

h y dr o x a mi c a ci ds i m m o bili z e d o n r esi ns ( H AI Rs) as st a bl e

a n d v ers atil e b uil di n g bl o c ks f or t h e pr e p ar ati o n of f u n cti o n-

ali z e d  H D A Ci.  T h e  m ost pr o misi n g c o m p o u n d, 3 n ,  w as

si g nifi c a ntl y  m or e a cti v e i n a p o pt osis i n d u cti o n, a cti v ati o n of

c as p as e 3/ 7, a n d f or m ati o n of  D N A d a m a g e ( g - H 2 A X) t h a n

t h e s u m of t h e a cti viti es of eit h er a cti v e pri n ci pl e al o n e.

F urt h er m or e, t o d e m o nstr at e t h e utilit y of o ur pr el o a d e d r esi ns,

t h e  H AI R a p pr o a c h  w as s u c c essf ull y e xt e n d e d t o t h e s y nt h esis

of a pr o of- of- c o n c e pt pr ot e ol ysis-t ar g eti n g c hi m er a

( P R O T A C),  w hi c h effi ci e ntl y d e gr a d es hist o n e d e a c et yl as es.

D iffi c ulti es i n d e v el o pi n g n e w dr u gs f or  m ultif a ct ori al

dis e as es li k e n e ur ol o gi c al dis or d ers or c a n c er h a v e l e d t o

r et hi n ki n g of t h e “ o n e dis e as e — o n e t ar g et — o n e dr u g ”

p ar a di g m t o a “ m ulti-t ar g et dr u g ” c o n c e pt. [ 1] C o m p ar e d t o

c o m bi n ati o n t h er a pi es usi n g t w o or  m or e dr u gs, a si n gl e

m ulti-t ar g et  m ol e c ul e h as t h e a d v a nt a g es of n o dr u g- dr u g

i nt er a cti o ns, a  m or e pr e di ct a bl e p h ar m a c o ki n eti c pr ofil e, a n d

i m pr o v e d p ati e nt c o m pli a n c e.[ 2, 3]

Hist o n e a c et yltr a nsf er as es ( H A Ts) a n d hist o n e d e a c et y-

l as es ( H D A Cs) ar e k e y e n z y m es c o ntr olli n g t h e a c et yl ati o n

l e v el of hist o n es a n d n o n- hist o n e pr ot ei ns.[ 4] D u e t o t h eir

r e pr essi v e eff e ct o n g e n e tr a ns cri pti o n a n d t h eir ess e nti al

i nfl u e n c e o n dr u g r esist a n c e  m e c h a nis ms of t u m or c ells,[ 5 – 7]

H D A Cs ar e v ali d at e d dr u g t ar g ets i n e pi g e n eti c c a n c er

t h er a p y  wit h f o ur i n hi bit ors alr e a d y a p pr o v e d b y t h e

F D A. [ 8] T y pi c all y c o m m o n  H D A C i n hi bit ors ( H D A Ci) c o m-

pris e a c a p gr o u p, a li n k er r e gi o n a n d a zi n c bi n di n g gr o u p

( Z B G),  w hi c h is cr u ci al f or t h e c h el ati o n of t h e zi n c i o n i nsi d e

t h e a cti v e sit e t u n n el ( Fi g ur e 1).[ 9] F ort u n at el y, t h e c a p gr o u p

c a n b e s u bj e ct e d t o v ari o us str u ct ur al  m o difi c ati o ns pr o vi di n g

s uffi ci e nt s c o p e f or h y bri di z ati o n a p pr o a c h es t o w ar ds

H D A Ci- b as e d  m ulti-t ar g et dr u gs. [ 1 0, 1 1]

R e c e nt pr e cli ni c al r es ults pr o vi d e e vi d e n c e t h at c o m bi-

n ati o ns of al k yl ati n g a g e nts a n d  H D A Ci e x hi bit effi c a c y

a g ai nst dr u g-r esist a nt gli o bl ast o m a  m ultif or m e ( G B M), t h e

m ost c o m m o n a n d a g gr essi v e pri m ar y br ai n t u m or, [ 1 2, 1 3] b y

i n cr e asi n g t h e  D N A d a m a g e of al k yl ati n g a g e nts vi a  H D A Ci-

m e di at e d c hr o m ati n r el a x ati o n. [ 1 4, 1 5] C o ns e q u e ntl y, t h e first-

i n- cl ass nitr o g e n  m ust ar d- H D A Ci h y bri d  m ol e c ul e ti n ost a-

m usti n e ( Fi g ur e 1)  w as d e v el o p e d b y f usi n g t h e p h ar m a c o-

p h or es of t h e  D N A- al k yl ati n g dr u g b e n d a m usti n e a n d t h e

H D A Ci v ori n ost at ( S A H A). [ 1 6] Ti n ost a m usti n e d e m o nstr at e d

s u p eri or i n vi v o a cti vit y c o m p ar e d t o b e n d a m usti n e, t e m o z o-

l o mi d e a n d r a di ot h er a p y i n di c ati n g t h at  D N A/ H D A C d u al-

t ar g eti n g i n hi bit ors c o ul d b e pr o misi n g dr u g c a n di d at es f or

c a n c er t h er a p y.

[ *] L. Si n atr a,  Dr.  M. R o at s c h,  A. S c h çl er, Pr of.  Dr. J.  M eil er,
Pr of.  Dr. F. K.  H a n s e n

I n stit ut e f or  Dr u g  Di s c o v er y,  M e di c al F a c ult y, L ei p zi g  U ni v er sit y
Br d er str a ß e 3 4, 0 4 1 0 3 L ei p zi g ( G er m a n y)

J. J.  B a n d oli k,  Dr.  A.  H a m a c h er, Pr of.  Dr.  M.  U. K a s s a c k
I n stit ut e of P h ar m a c e uti c al a n d  M e di ci n al  C h e mi str y,  H ei nri c h-

H ei n e- U ni v er sit t  D s s el d orf
4 0 2 2 5  D s s el d orf ( G er m a n y)

E- m ail:  m att hi a s. k a s s a c k @ u ni- d u e s s el d orf. d e

Dr.  M. R o at s c h
C e nt er f or  Bi o p h ar m a c e uti c al s,  D e p art m e nt of  Dr u g  D e si g n a n d
P h ar m a c ol o g y,  U ni v er sit y of  C o p e n h a g e n

U ni v er sit et s p ar k e n 2, 2 1 0 0  C o p e n h a g e n ( D e n m ar k)

M. S ç n ni c h s e n, Pr of.  Dr.  A.  B or k h ar dt,  Dr. S.  B h ati a
D e p art m e nt of P e di atri c  O n c ol o g y,  H e m at ol o g y a n d  Cli ni c al I m m u-

n ol o g y,  M e di c al F a c ult y,  H ei nri c h  H ei n e  U ni v er sit y  D s s el d orf
M o or e n str. 5, 4 0 2 2 5  D s s el d orf ( G er m a n y)

Dr.  C. T. S c h o e d er, Pr of.  Dr. J.  M eil er
C e nt er f or Str u ct ur al  Bi ol o g y,  D e p art m e nt of  C h e mi str y, V a n d er bilt

U ni v er sit y
N a s h vill e, T N 3 7 2 2 1 ( U S A)

Pr of.  Dr. F. K.  H a n s e n

P h ar m a c e uti c al a n d  C ell  Bi ol o gi c al  C h e mi str y, P h ar m a c e uti c al
I n stit ut e,  U ni v er sit y of  B o n n
A n d er I m m e n b ur g 4, 5 3 1 2 1  B o n n ( G er m a n y)

E- m ail: fi n n. h a n s e n @ u ni- b o n n. d e

S u p p orti n g i nf or m ati o n a n d t h e  O R CI D i d e ntifi c ati o n n u m b er( s) f or
t h e a ut h or( s) of t hi s arti cl e c a n b e f o u n d u n d er:

htt p s: / / d oi. or g / 1 0. 1 0 0 2 / a ni e. 2 0 2 0 0 6 7 2 5.

2 0 2 0 T h e  A ut h or s. P u bli s h e d b y  Wil e y- V C H  G m b H. T hi s i s a n
o p e n a c c e s s arti cl e u n d er t h e t er m s of t h e  Cr e ati v e  C o m m o n s
Attri b uti o n Li c e n s e,  w hi c h p er mit s u s e, di stri b uti o n a n d r e pr o d u c-

ti o n i n a n y  m e di u m, pr o vi d e d t h e ori gi n al  w or k i s pr o p erl y cit e d.

A n g e w a n dt e
C h e mi eC o m m u ni c ati o ns

H o w t o cit e: A n g e w.  C h e m. I nt. E d. 2 0 2 0 , 5 9 , 2 2 4 9 4 – 2 2 4 9 9
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Si n c e  H D A Ci- b as e d  m ulti-t ar g et dr u gs s h o w gr e at pr o m-

is e i n pr e cli ni c al a n d e arl y cli ni c al st u di es,[ 1 0, 1 1] t h er e is a n

ur g e nt n e e d f or effi ci e nt s y nt h eti c pr ot o c ols all o wi n g t h e

s y nt h esis of f o c us e d c o m p o u n d li br ari es  wit h li n k e d or

m er g e d p h ar m a c o p h or es.  H er ei n  w e pr es e nt t h e d e v el o p m e nt

of a s eri es of pr el o a d e d r esi ns f or s oli d- p h as e s y nt h esis

t er m e d h y dr o x a mi c a ci ds i m m o bili z e d o n r esi ns ( H AI Rs).  T o

d e m o nstr at e t h e utilit y of t h es e  H AI Rs a n d t o t a k e a d v a nt a g e

of t h e s y n er gis m b et w e e n  H D A Ci a n d al k yl ati n g a g e nts,  w e

s u c c essf ull y pr e p ar e d a s et of  H D A Ci  wit h  D N A- al k yl ati n g

pr o p erti es vi a a f ast a n d str ai g htf or w ar d p ar all el s y nt h esis

a p pr o a c h.  T h e s c o p e of t h e  H AI R t e c h n ol o g y  w as f urt h er

e xt e n d e d t o t h e s y nt h esis of a pr o of- of- c o n c e pt pr ot e ol ysis-

t ar g eti n g c hi m er a ( P R O T A C), t h at is, a pr ot ei n d e gr a d er.

T h e pr e p ar ati o n of  H AI Rs A – E as  H D A Ci pr e c urs ors is

s u m m ari z e d i n S c h e m e 1. I niti all y,  w e  m o difi e d t h e c o m m er-

ci all y a v ail a bl e 2- c hl or otrit yl c hl ori d e ( 2- C T C) r esi n  wit h t h e

i m m o bili z ati o n of h y dr o x yl a mi n e b y tr e at m e nt of t h e r esi n

wit h N - h y dr o x y p ht h ali mi d e a n d tri et h yl a mi n e f or 4 8 h.  N e xt,

aft er d e pr ot e cti o n of t h e  P ht h- gr o u p usi n g h y dr a zi n e h y dr at e,

diff er e nt  F m o c- pr ot e ct e d  H D A Ci li n k ers  w er e l o a d e d t o t h e

f u n cti o n ali z e d r esi n t o pr o vi d e t h e pr el o a d e d r esi ns  H AI Rs

A – E .  F or t h e li n k er a s eri es of  w ell- est a blis h e d  H D A Ci

li n k ers s u c h as b e n z yl, al k yl a n d ci n n a m yl  w as s el e ct e d.  F or all

s y nt h esi z e d r esi ns, hi g h l o a di n gs b et w e e n 0. 8 1 – 0. 9 0  m m ol g 1

w er e a c hi e v e d.  All pr e p ar e d  H AI Rs s h o w e d e x c ell e nt cr u d e

p uriti es a n d r e pr o d u ci bl e l o a di n gs ( 5  %).  F urt h er m or e,

aft er st or a g e f or > 6  m o nt hs t h e  w ei g ht a n d p urit y of all

m o difi e d r esi ns  w er e r et est e d aft er s w elli n g a n d dr yi n g.  All

H AI Rs s h o w e d st a bl e  w ei g ht ( 5  %) a n d hi g h cr u d e p uriti es

(> 9 5  % aft er > 6  m o nt hs of st or a g e) ( T a bl e 1).

Aft er est a blis hi n g t h e pr el o a d e d  H AI Rs A – E ,  w e utili z e d

t h e m t o i n c or p or at e t h e  D N A- al k yl ati n g p art i n t h e c a p gr o u p

r e gi o n.  D u e t o t h e s y n er gisti c a cti vit y of  H D A Ci  wit h

al k yl ati n g a g e nts,  w e c h os e t h e  D N A- al k yl ati n g dr u gs t e m o-

z ol o mi d e ( T M Z),  mit o z ol o mi d e ( M T Z), a n d c hl or a m b u cil

( C A B) as s uit a bl e s c aff ol ds f or a h y bri di z ati o n a p pr o a c h.  All

t hr e e e x a m pl es c a n b e c o nsi d er e d as c h all e n gi n g, b e c a us e

T M Z a n d  M T Z ar e s e nsiti v e t o b as e tr e at m e nt,  w hi c h l e a ds t o

ri n g o p e ni n g of t h e i mi d a z ot etr a zi n o n e ri n g s yst e m,  w h er e as

C A B c o nt ai ns a v er y r e a cti v e nitr o g e n  m ust ar d gr o u p. [ 1 7, 1 8]

F or li br ar y s y nt h esis, t h e  F m o c pr ot e cti n g gr o u p  w as r e m o v e d

a n d e a c h li n k er  w as c o u pl e d  wit h t h e t hr e e c h os e n al k yl at ors

i n a c o n c e ntr ati o n r a n g e of 0. 5 – 1. 0 m .  Usi n g a p ar all el s y n-

t h esis str at e g y,  w e pr e p ar e d a s eri es of c o m p o u n ds c o m bi ni n g

e a c h li n k er  wit h e a c h al k yl at or yi el di n g a li br ar y c o m prisi n g

1 5 h y bri d  m ol e c ul es.  T his a p pr o a c h pr o vi d e d t h e t ar g et

c o m p o u n ds i n t ot al yi el ds of u p t o 8 3  %.  P urifi c ati o n b y

pr e p ar ati v e  H P L C aff or d e d all c o m p o u n ds i n > 9 5  % p urit y.

T h us, o nl y o n e p urifi c ati o n st e p at t h e v er y e n d of t h e

s y nt h esis is r e q uir e d f or e a c h i n hi bit or all o wi n g f or r a pi d a n d

ti m e- effi ci e nt li br ar y e x p a nsi o n.

C o m p o u n ds 3 a – n w er e t est e d i n a fl u or o g e ni c ass a y f or

t h eir i n vitr o i n hi bit or y a cti vit y a g ai nst  H D A C 1 ( cl ass I) a n d

H D A C 6 ( cl ass II b).  R es ults of t h e i n hi biti o n ass a y ar e s h o w n

i n  T a bl e 2.  C o m p o u n ds c o nt ai ni n g a ci n n a m yl (3 l – n ) a n d

h e x yl ( 3 i – k ) li n k er s h o w e d i n hi bit or y a cti vit y i n t h e n a n o-

m ol ar r a n g e a g ai nst b ot h  H D A C 1 a n d  H D A C 6,  w hi c h  w as

c o m p ar a bl e t o t h e c o ntr ol c o m p o u n d v ori n ost at.  N ot a bl y,

i n hi bit ors utili zi n g a b e n z yl li n k er r e v e al e d p ot e nt a n d

pr ef er e nti al i n hi biti o n of  H D A C 6  wit h u p t o 1 7-f ol d s el e cti v-

it y o v er  H D A C 1 (s e e c o m p o u n d 3 a ,  T a bl e 2).  All c o m p o u n ds

wit h a s h ort pr o p yl li n k er ( 3 d – f) s h o w e d v er y l o w  H D A C

i n hi biti o n,  w hi c h s u g g ests t h at t his li n k er l e n gt h is t o o s h ort t o

c h el at e t h e  Z n 2 + i o n i n t h e a cti v e sit e.  T o i n v esti g at e t h e

a nti c a n c er pr o p erti es of t h e h y bri d  H D A Ci, t h e a nti pr olif er-

ati v e eff e cts of 3 a – n w er e d et er mi n e d i n t hr e e h u m a n c a n c er

li n es: t h e h u m a n t o n g u e s q u a m o us c ell c ar ci n o m a c ell li n e

C al 2 7 a n d t h e h u m a n pri m ar y gli o bl ast o m a c ell li n es  U 8 7 a n d

U 2 5 1.  R es ults ar e s u m m ari z e d i n  T a bl e 2.  B as e d o n d at a fr o m

M T T ass a ys, c o m p o u n d 3 n ,  w hi c h c o nt ai ns a ci n n a m yl li n k er

a n d  C A B as c a p gr o u p, e m er g e d as t h e  m ost pr o misi n g

c o m p o u n d. 3 n s h o w e d  H D A C 1 a n d 6 i n hi biti o n i n a si mil ar

r a n g e as v ori n ost at a n d 3 t o 5. 6-f ol d  w e a k er i n hi biti o n

Fi g ur e 1. l eft: S el e ct e d  H D A C i n hi bit or s a n d t h eir t y pi c al d e si g n; ri g ht:

i nt e n d e d t ar g et s of t hi s  w or k a n d of t h e h y bri d c o m p o u n d ti n o st a m u s-
ti n e.

S c h e m e 1. S oli d- p h a s e s u p p ort e d str at e g y f or t h e p ar all el s y nt h e si s of
D N A- al k yl ati n g  H D A Ci h y bri d  m ol e c ul e s. a.) P ht h N- O H ( 3. 5 e q ui v),

Et 3 N ( 3. 5 e q ui v),  D M F, r.t., 4 8 h. b.) 5 %  N 2 H 4 · H2 O i n  M e O H, r.t., 2 
1 5  mi n. c.) F m o c- N H- Li n k er- C O O H ( 2. 0 e q ui v),  H A T U ( 2. 0 e q ui v),

H O Bt· H 2 O ( 2. 0 e q ui v),  DI P E A ( 3. 0 e q ui v),  D M F, r.t., 2 0 h. d.) 2 0  %
pi p eri di n e i n  D M F, 2 x 5  mi n. e.) C a p- C O O H ( 3. 0 e q ui v),  H A T U
( 3. 0 e q ui v),  DI P E A ( 5. 0 e q ui v),  D M F, r.t., 2 0 h, d ar k e n vir o n m e nt. f.)

5  % T F A i n  C H 2 Cl 2 , r.t., 1 h.

A n g e w a n dt e
C h e mi eC o m m u ni c ati o ns

2 2 4 9 5A n g e w.  C h e m. I nt. E d. 2 0 2 0 , 5 9 , 2 2 4 9 4 – 2 2 4 9 9 2 0 2 0 T h e  A ut h or s. P u bli s h e d b y  Wil e y- V C H  G m b H w w w. a n g e w a n dt e. or g

6 5

http://www.angewandte.org


c o m p ar e d t o t h e h y bri d c o m p o u n d ti n ost a m usti n e.  F urt h er-

m or e, 3 n d e m o nstr at e d t h e  m ost p ot e nt a nti pr olif er ati v e

eff e ct of all h y bri d c o m p o u n ds a g ai nst t h e t hr e e c a n c er c ell

li n es (I C5 0 ( C al 2 7): 2. 6 8 m M, I C 5 0 ( U 8 7): 1 9. 8 m M, a n d I C 5 0

( U 2 5 1): 1 4. 5 m M) a n d e x c e e d e d or  w as e q u al t o t h e c yt ot o x-

i cit y of t h e r ef er e n c e c o m p o u n ds v ori n ost at, ti n ost a m usti n e,

T M Z,  M T Z a n d  C A B i n t h e  C al 2 7 c ell li n e a n d  wit h t h e

e x c e pti o n of v ori n ost at a n d ti n ost a m usti n e als o i n t h e

gli o bl ast o m a c ell li n es.  N ot a bl y, 3 n s h o w e d u p t o 1 0-f ol d

i m pr o v e d a nti pr olif er ati v e eff e ct i n

c o m p aris o n t o its p ar e nt c o m p o u n d

C A B.  C o m p o u n ds b e ari n g t h e ci n-

n a m yl li n k er ( 3 l – n ) s h o w e d t h e

m ost eff e cti v e c o m bi n ati o n of a nti-

pr olif er ati v e eff e ct as  w ell as

H D A C i n hi bit or y a cti vit y a n d

w er e t h er ef or e c h os e n f or e v al u a-

ti o n of t h eir  D N A- d a m a gi n g

eff e cts. 3 l – n w er e t est e d f or i n d u c-

ti o n of  D N A d o u bl e str a n d br e a ks

b y a g - H 2 A X ass a y[ 1 9] u si n g cis pl a-

ti n, v ori n ost at,  T M Z,  M T Z, a n d

C A B as c o ntr ols ( Fi g ur e 2  A).

C al 2 7 c ells  w er e tr e at e d  wit h a n

I C 5 0 o r fi v ef ol d I C 5 0 (fr o m  M T T

ass a y) f or 2 4 h.  A m o n g t h e ci n-

n a m yl li n k er- c o nt ai ni n g c o m p o u n ds

3 l – n , 3 n c a us e d t h e l ar g est i n cr e as e

i n g - H 2 A X l e v els i n  C al 2 7 c ells.

Usi n g a n I C 5 0 f r o m  M T T ass a y, o nl y

3 n a c hi e v e d a si g nifi c a nt i n cr e as e i n

g - H 2 A X f or m ati o n,  w h er e as 3 l a n d

3 m w er e n ot diff er e nt fr o m c o ntr ol.

At fi v ef ol d I C 5 0 , 3 l – n s h o w e d  D N A d a m a g e  wit h 3 n b ei n g

si g nifi c a ntl y  m or e a cti v e t h a n 3 l a n d 3 m ,  B e c a us e 3 l a n d 3 m

s h o w e d o nl y  w e a k  D N A d a m a g e, t h e y  w er e e x cl u d e d fr o m

f urt h er st u di es.

B as e d o n t h es e r es ults,  w e i n v esti g at e d  w h et h er t h e

nitr o g e n  m ust ar d  m oi et y is c o ntri b uti n g t o t h e a nti pr olif er-

ati v e a cti vit y a n d  D N A- d a m a g e of 3 n .  W e t h us s y nt h esi z e d

t h e c o ntr ol c o m p o u n d 3 o o mitti n g t h e nitr o g e n  m ust ar d

gr o u p (s e e S c h e m e S 1, S u p p orti n g I nf or m ati o n).  T h e a nti-

T a bl e 1: L o a di n g s of s y nt h e si z e d  H AI R s a n d st a bilit y aft er > 6  m o nt h s st or e d at 4 88C  m o nit or e d b y
r e p etiti o n of t h e l o a di n g a n d cr u d e p urit y d et er mi n ati o n.

E ntr y pr el o a d e d r e si n L o a di n g [ a]

( m m ol g 1 )

L o a di n g [ a]

> 6  m o nt h s
( m m ol g 1 )

Cr u d e p urit y [ b]

> 6  m o nt h s

H AI R A 0. 9 0 0. 9 1 9 6  %

H AI R B 0. 9 6 0. 9 7 9 5  %

H AI R C 0. 8 7 0. 9 0 9 6  %

H AI R D 0. 8 1 0. 8 3 9 6  %

H AI R E 0. 8 7 0. 8 5 9 5  %

[ a] L o a di n g s  w er e p h ot o m etri c all y d et er mi n e d at 3 0 0 n m aft er d e pr ot e cti o n of t h e F m o c- gr o u p u si n g

2 0  % pi p eri di n e i n  D M F. [ b]  Cr u d e p uriti e s  w er e a n al y z e d b y  H P L C aft er t e st cl e a v a g e  wit h 5  % T F A i n
di c hl or o m et h a n e f or 1 h.

T a bl e 2: I n vitr o i n hi biti o n of  H D A C 1 a n d 6 b y t h e h y bri d i n hi bit or s  wit h diff er e nt c o m bi n ati o n s of li n k er s a n d c a p gr o u p s a n d a nti pr olif er ati v e a cti vit y

( M T T a s s a y) a g ai n st t h e h u m a n c a n c er c ell li n e s  C al 2 7,  U 8 7 a n d  U 2 5 1.

C o m p o u n d Li n k er  C a p  Gr o u p Tar g et I n hi biti o n [ a]

I C5 0 [m M]
A nti pr olif er ati v e Eff e ct [ b]

I C5 0 [m M]
H D A C 1 H D A C 6 C al 2 7 U 8 7 U 2 5 1

3 a A T M Z 0. 7 0 5 0. 0 7 7 0. 0 3 5 0. 0 0 3 1 6. 2 2. 8 6 1 6 5 2 6. 1 9 8. 7 1 0. 0
3 b A M T Z 0. 3 9 4 0. 0 2 0 0. 0 2 3 0. 0 0 2 1 6. 8 3. 6 2 1 4 7 1 9. 7 4 4. 5 8. 9 4
3 c A C A B 0. 5 1 8 0. 0 6 5 0. 0 3 2 0. 0 0 3 6. 8 9 1. 0 4 2 3. 9 3. 4 1 2 2. 0 3. 0 9

3 d B T M Z 3 5. 1 5. 3 2 4. 9 9 0. 1 2 9 9 7. 1 1 6. 3 3 2 3 1 0 7 n. e.
3 e B M T Z 1 6. 2 0. 0 7 0 2. 3 7 0. 0 8 6 8 7. 8 9. 5 2 4 1 3 7 7. 7 4 6 1 8 9. 9

3 f B C A B 8. 2 1 0. 1 8 3 4. 6 0 0. 0 8 2 8. 6 7 1. 3 1 4 6. 1 5. 7 1 2 0. 1 2. 4 1
3 g C M T Z 0. 6 8 1 0. 0 1 5 0. 0 9 4 0. 0 0 2 2 9. 0 3. 7 3 2 6 2 7 5. 6 1 4 0 1 7. 8
3 h C C A B 0. 4 4 4 0. 0 5 3 0. 1 2 1 0. 0 0 8 7. 5 0 0. 6 2 4 3. 9 1 5. 3 2 5. 1 3. 2 7

3i D T M Z 0. 1 6 1 0. 0 0 6 0. 0 3 1 0. 0 0 2 1 0. 2 1. 5 4 1 6 6 3 3. 6 8 6. 2 1 3. 1
3j D M T Z 0. 1 4 3 0. 0 0 5 0. 0 3 8 0. 0 0 4 9. 9 0 1. 2 4 1 2 2 5 6. 0 4 8. 2 7. 3 5

3 k D C A B 0. 2 4 4 0. 0 4 1 0. 0 6 3 0. 0 0 1 6. 1 7 0. 5 1 3 9. 2 7. 1 6 2 7. 0 3. 5 5
3l E T M Z 0. 1 4 6 0. 0 0 8 0. 0 7 2 0. 0 0 8 1 5. 4 1. 6 1 1 4 1 2 0. 7 9 7. 8 9. 0 7
3 m E M T Z 0. 1 2 2 0. 0 0 9 0. 0 5 1 0. 0 0 2 1 0. 1 0. 9 9 8 4. 3 1 2. 4 3 2. 2 3. 5 5

3 n E C A B 0. 1 5 1 0. 0 2 1 0. 0 6 2 0. 0 0 1 2. 6 8 0. 3 1 1 9. 8 3. 1 6 1 4. 5 1. 5 9
v ori n o st at – – 0. 0 9 7 0. 0 1 2 0. 0 4 5 0. 0 0 8 3. 2 6 0. 2 2 6. 3 7 0. 5 1 7. 4 9 0. 6 7

ti n o st a m u sti n e – – 0. 0 4 7 0. 0 0 3 0. 0 1 1 0. 0 0 1 2. 9 4 0. 0 7 8. 3 2 0. 5 5 1 0. 2 0. 6 2
T M Z – – – - 5 6. 8 5. 0 5 1 4 4 1 5. 6 4 5 7 5 7. 3
M T Z – – – – 3. 5 6 0. 2 9 5 7. 4 9. 5 1 8 4. 5 7. 3 0

C A B – – - – 2 3. 7 2. 2 6 8 6. 3 1 7. 5 4 8. 7 1 1. 9
3 o – – 0. 1 5 6 0. 0 0 8 0. 0 6 6 0. 0 0 1 6. 5 9 0. 4 4 2 7. 7 6. 5 2 2 3. 9 3. 5 1

[ a] n 2, e a c h i n d u pli c at e  w ell s. [ b] n 3, e a c h i n tri pli c at e  w ell s. n. e.: n o eff e ct u p t o 1 0 0 m M.
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pr olif er ati v e p ot e n c y of 3 o w as sli g htl y r e d u c e d c o m p ar e d t o

3 n ( Fi g ur e 2  B).  T h e  m ost pr o n o u n c e d r e d u cti o n i n a nti pr o-

lif er ati v e p ot e n c y  w as o bs er v e d i n  C al 2 7 c ells (3 n I C 5 0 :

2. 6 8 m M vs. 3 o I C 5 0 : 6. 5 9 m M).  M or e i m p ort a ntl y, 3 n c a us e d

si g nifi c a ntl y gr e at er  D N A d a m a g e ( g - H 2 A X ass a y) t h a n 3 o

at a c o n c e ntr ati o n of fi v e ti m es its I C 5 0 ( Fi g ur e 2  A) i n di c ati n g

a n a d diti v e eff e ct of t h e nitr o g e n  m ust ar d gr o u p. g - H 2 A X

f or m ati o n is a  m ar k er f or  D N A d a m a g e,  w hi c h us u all y r es ults

i n i n d u cti o n of a p o pt osis.[ 1 9] Fi g ur e 2  C dis pl a ys a p o pt osis,

s h o w n as s u b G 1 n u cl ei, i n d u c e d b y 3 n a n d t h e nitr o g e n

m ust ar d-fr e e c o ntr ol 3 o .  N ot a bl y, 3 n is  m or e p ot e nt t h a n 3 o ,

cis pl ati n, v ori n ost at, a n d  C A B i n i n d u ci n g a p o pt osis at t h e

r es p e cti v e I C 5 0 v al u es.  C o m p ar a bl e r es ults  w er e o bs er v e d i n

a c as p as e 3/ 7 a cti v ati o n- a p o pt osis ass a y d e m o nstr ati n g t h e

s u p eri or utilit y of 3 n t o kill c a n c er c ells vi a i n d u cti o n of t h e

pr o gr a m m e d c ell d e at h ( Fi g ur e 2  D).  N ot a bl y, alt h o u g h t h e

c o m bi n ati o n of 3 o a n d  C A B s h o w e d s y n er gis m i n c as p as e

a cti v ati o n ass a y as a n al ys e d b y t h e  m et h o d of C h o u- T al al a y

( c o m bi n ati o n i n d e x ( CI) v al u es < 1), e q u al c o n c e ntr ati o ns of

c o m p o u n d 3 n d e m o nstr at e d si g nifi c a ntl y str o n g er eff e cts a n d

l o w er  CI v al u es (< 0. 9) (s e e  Fi g ur e S 1,  T a bl e S 1, S u p p orti n g

I nf or m ati o n). I n a d diti o n, t h e eff e ct of 1 5 m M 3 n w as

si g nifi c a ntl y str o n g er t h a n t h e s u m of t h e eff e cts of e v e n

1 0 0 m M  C A B a n d 3 0 m M 3 o , a g ai n i n di c ati n g a s u p er a d diti v e

eff e ct of t h e d u al-t ar g eti n g c o m p o u n d 3 n ( Fi g ur e 2  E, l eft).

T h e s a m e h ol ds tr u e f or r es ults fr o m t h e g - H 2 A X ass a y

( Fi g ur e 2  E, ri g ht).  T h e s u p eri or a nti pr olif er ati v e a cti vit y,

a p o pt osis i n d u cti o n, a cti v ati o n of c as p as e 3/ 7, a n d f or m ati o n

of  D N A d a m a g e of 3 n vs. 3 o c o ul d r es ult fr o m a n alt er e d

H D A C i n hi biti o n pr ofil e. 3 n a n d 3 o w er e t h er ef or e s cr e e n e d

f or t h eir i n hi bit or y a cti vit y a g ai nst all cl ass I  H D A Cs a n d

H D A C 6.  H o w e v er, 3 n s h o w e d si mil ar or l ess p ot e nt  H D A C

i n hi bit or y a cti vit y t h a n 3 o ( Fi g ur e 3  A) hi g hli g hti n g t h e

i m p ort a n c e of t h e  D N A- al k yl ati n g f e at ur e of t h e hit c o m-

p o u n d 3 n f or its a nti c a n c er a cti vit y.  B as e d o n t h e bi o c h e mi c al

H D A C i n hi biti o n d at a, it c a n b e ass u m e d t h at t h e nitr o g e n

m ust ar d i n p - p ositi o n of t h e c a p gr o u p h as littl e i m p a ct o n t h e

H D A C i n hi bit or y a cti vit y of 3 n .  T o t est t h e h y p ot h esis t h at

t h e  D N A al k yl ati n g  m oi et y f ails t o f or m s p e cifi c i nt er a cti o ns

wit h t h e  H D A C pr ot ei ns, c o m p o u n ds 3 n a n d 3 o w er e d o c k e d

i nt o  H D A C 6.  D uri n g t h e d o c ki n g st u d y t h e h y dr o x a mi c a ci d

gr o u p  w as r estr ai n e d i n pr o xi mit y t o t h e zi n c i o n i n t h e

Fi g ur e 2. A. C o m p o u n d-i n d u c e d f or m ati o n of g - H 2 A X i n  C al 2 7 c ell s.  C ell s  w er e tr e at e d  wit h a n I C5 0 or fi v ef ol d I C 5 0 (fr o m  M T T a s s a y) f or 2 4 h. g -
H 2 A X f or m ati o n  w a s a n al y z e d b y i m m u n o hi st o c h e mi str y. 1 0 0 m M ci s pl ati n s er v e d a s p o siti v e c o ntr ol a n d  w a s s et a s 1 0 0  %. “ c o ntr ol ” i s v e hi cl e

c o ntr ol.  D at a ar e t h e  m e a n S D, n 3. T-t e st  w a s u s e d t o a n al y s e f or si g nifi c a nt diff er e n c e s b et w e e n c o m p o u n d s a n d c o ntr ol or a s i n di c at e d. n s
(p > 0. 0 5); * * ( p 0. 0 1). B. S y nt h e si z e d hit c o m p o u n d 3 n a n d it s c o ntr ol c o m p o u n d  wit h o ut N -l o st-f u n cti o n alit y (3 o ) a n d t h eir c yt ot o xi cit y. C.
I n d u cti o n of a p o pt o si s s h o w n a s s u b G 1 n u cl ei i n d u c e d b y 3 n a n d t h e nitr o g e n  m u st ar d-fr e e c o m p o u n d 3 o i n  C al 2 7 c ell s.  C ell s  w er e tr e at e d  wit h

i n di c at e d c o m p o u n d s a n d c o n c e ntr ati o n s ( M T T-I C5 0 ) f or 2 4 h, a n d s u b- G 1 c ell fr a cti o n s  w er e a n al y s e d b y fl o w c yt o m etr y. 1 0 0 m M ci s pl ati n s er v e d
a s p o siti v e c o ntr ol f or a p o pt o si s i n d u cti o n. “ c o ntr ol ” i s v e hi cl e c o ntr ol.  D at a ar e t h e  m e a n S D, n = 3. T-t e st  w a s u s e d t o a n al y z e f or si g nifi c a nt
diff er e n c e s b et w e e n c o m p o u n d s a n d c o ntr ol or a s i n di c at e d. n s ( p > 0. 0 5); * ( p 0. 0 5). D. C o m p o u n d-i n d u c e d c a s p a s e 3 / 7 a cti v ati o n i n  C al 2 7

c ell s.  C ell s  w er e tr e at e d  wit h a si n gl e, d o u bl e, or fi v ef ol d I C 5 0 (fr o m  M T T a s s a y) f or 2 4 h. 1 0 0 m M  Ci s pl ati n  w a s a d d e d a s p o siti v e c o ntr ol. “ c o ntr ol ”
i s v e hi cl e c o ntr ol.  D at a ar e t h e  m e a n S D, n = 3. t-t e st  w a s u s e d t o a n al y z e f or si g nifi c a nt diff er e n c e s b et w e e n c o m p o u n d s a n d c o ntr ol or a s

i n di c at e d. n s (p > 0. 0 5); * * * ( p 0. 0 0 1). E. 3 n i s si g nifi c a ntl y  m or e eff e cti v e t h a n t h e s u m of t h e eff e ct s of 3 o a n d  C A B o n c a s p a s e 3 / 7 a cti v ati o n
(l eft) a n d o n f or m ati o n of g H 2 A X (ri g ht).  C o m p o u n d s  w er e u s e d i n c o n c e ntr ati o n s r efl e cti n g t h e fi v ef ol d I C 5 0 ( M T T a s s a y).  Gr e e n a n d gr e y b ar s
s h o w s u m of t h e eff e ct s of 3 o a n d  C A B. Li g ht bl u e b ar s s h o w t h e eff e ct of 3 n . V e hi cl e c o ntr ol  w a s s u btr a ct e d.  D at a ar e  m e a n S D, n = 3. T-t e st

w a s u s e d t o a n al y z e f or si g nifi c a nt diff er e n c e s. * * ( p 0. 0 1); * * * ( p 0. 0 0 1). T h e a n al y si s  w a s p erf or m e d a s pr e vi o u sl y d e s cri b e d. [ 2 0]

A n g e w a n dt e
C h e mi eC o m m u ni c ati o ns

2 2 4 9 7A n g e w.  C h e m. I nt. E d. 2 0 2 0 , 5 9 , 2 2 4 9 4 – 2 2 4 9 9 2 0 2 0 T h e  A ut h or s. P u bli s h e d b y  Wil e y- V C H  G m b H w w w. a n g e w a n dt e. or g
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c at al yti c c e nt er, r es ulti n g i n v er y si mil ar bi n di n g p os es f or

b ot h c o m p o u n ds ( Fi g ur e 3  B).  T h e a d diti o n of t h e N -l ost

gr o u p di d n ot alt er t h e bi n di n g p os e of t h e c o m p o u n ds as it

p oi nts o ut w ar ds a n d o nl y i nt er-

a cts l o os el y  wit h t h e pr ot ei n

s urf a c e.  T a k e n t o g et h er, o ur

r es ults d e m o nstr at e t h at t h e

i n c or p or ati o n of a  D N A- al k y-

l ati n g f e at ur e i n t h e p - p ositi o n

of t h e c a p gr o u p h as littl e

i m p a ct o n t h e  H D A C i n hi biti o n

a n d c a n t h us b e utili z e d t o

e n h a n c e t h e a nti c a n c er eff e cts

of  H D A Ci.

E n c o ur a g e d b y t h e s u c c ess-

f ul a n d str ai g htf or w ar d p ar all el

s y nt h esis of a f o c us e d li br ar y of

D N A- al k yl ati n g  H D A Ci, o ur

ai m  w as t o e xt e n d t h e  H AI R

a p pr o a c h t o a s e c o n d cl ass of

c hi m eri c s m all  m ol e c ul es: pr o-

t e ol ysis-t ar g eti n g c hi m er as

( P R O T A Cs).  P R O T A Cs ar e

bif u n cti o n al s m all  m ol e c ul es

t h at ar e a bl e t o hij a c k t h e c el-

l ul ar pr ot ei n d e gr a d ati o n

s yst e m b y r e cr uiti n g t h e pr ot ei n

of i nt er est ( P OI) t o  E 3 u bi q uiti n

li g as es,  w hi c h l e a ds t o p ol y u bi-

q uiti n yl ati o n of t h e  P OI a n d

i n d u cti o n of its pr ot e as o m al

d e gr a d ati o n. [ 2 1, 2 2] D e v el o p m e nts

i n  P R O T A C t e c h n ol o g y gi v e

n e w o p p ort u niti es t o a d dr ess

a n d st u d y e pi g e n eti c t ar g ets

s u c h as  H D A Cs,  wit h alr e a d y

a f e w  H D A C  P R O T A Cs

r e p ort e d r e c e ntl y. [ 2 3 – 2 6] H o w-

e v er, d u e t o t h eir hi g h  m ol e c ul ar

w ei g ht a n d bif u n cti o n al n at ur e,

t h e s y nt h esis of  H D A C  P R O-

T A Cs is us u all y c u m b ers o m e

a n d i n v ol v es  m ulti-st e p pr ot o-

c ols. [ 2 6] C o ns e q u e ntl y,  w e u n d er-

t o o k t h e first r e p ort e d s oli d-

p h as e s y nt h esis of a n  H D A C

d e gr a d er.  H AI R D w as c h os e n

as a s uit a bl e st arti n g p oi nt f or

t h e pr e p ar ati o n of t h e pr o of- of-

c o n c e pt  H D A C  P R O T A C 4 .

It er ati v e c y cl es of  F m o c d e pr o-

t e cti o n a n d a mi d e c o u pli n g

all o w e d t o i ntr o d u c e t h e

H D A C c a p,  P R O T A C li n k er,

a n d t h ali d o mi d e- b as e d u bi q ui-

ti n  E 3 li g as e li g a n d i n a  m o d ul ar

f as hi o n (s e e S c h e m e S 2, S u p-

p orti n g I nf or m ati o n f or s y n-

t h eti c d et ails) t o g e n er at e

P R O T A C 4 ( Fi g ur e 4  A).  T his str ai g htf or w ar d a n d r a pi d

H AI R-s u p p ort e d s y nt h esis pr o vi d e d 4 i n a n e x c ell e nt cr u d e

p urit y of 9 1  % ( Fi g ur e 4  B) a n d > 9 5  % aft er p urifi c ati o n.

Fi g ur e 3. A. I n hi biti o n of  H D A C 1, 2, 3, 6, a n d 8 b y t h e hit c o m p o u n d 3 n a n d c o m p o u n d 3 o . * V ori n o st at

w a s u s e d a s c o ntr ol c o m p o u n d e x c e pt i n t h e c a s e of  H D A C 8,  w h er e p a n o bi n o st at  w a s u s e d. n 2, e a c h
i n d u pli c at e  w ell s. B. D o c ki n g p o s e s of 3 n a n d 3 o i n t h e h u m a n  H D A C 6 ( P D B: 5 E D U).  B ot h c o m p o u n d s
w er e i n di vi d u all y d o c k e d t o h u m a n  H D A C 6 u si n g R o s ett a Li g a n d i n it er ati v e r o u n d s of f o c u s e d d o c ki n g.

Fi g ur e 4. A. S y nt h e si z e d pr o of of c o n c e pt  H D A C d e gr a d er 4 a n d i n hi bit or y a cti viti e s a g ai n st  H D A C 1, 2, 3,

6, a n d 8. B. H P L C- c hr o m at o gr a m of t h e t e st cl e a v a g e of cr u d e pr o of of c o n c e pt P R O T A C 4 ( cl e a v a g e  mi x:
5  % T F A i n  C H 2 Cl 2 , 1 h, r.t.). C. I m m u n o bl ot a n al y si s of c ell l y s at e aft er  H L- 6 0 c ell s  w er e tr e at e d  wit h 4 at
v ari o u s c o n c e ntr ati o n s ( 0. 1 m M, 1 m M a n d 1 0 m M).

A n g e w a n dt e
C h e mi eC o m m u ni c ati o ns

2 2 4 9 8 w w w. a n g e w a n dt e. or g 2 0 2 0 T h e  A ut h or s. P u bli s h e d b y  Wil e y- V C H  G m b H A n g e w.  C h e m. I nt. E d. 2 0 2 0 , 5 9 , 2 2 4 9 4 – 2 2 4 9 9
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Bi o c h e mi c al  H D A C i n hi biti o n ass a ys hi g hli g ht e d 4 as

a p ot e nt p a n- H D A C i n hi bit or ( Fi g ur e 4  A).  Pl e asi n gl y,

P R O T A C 4 t ur n e d o ut t o b e a n effi ci e nt  H D A C d e gr a d er.

W est er n bl ot e x p eri m e nts usi n g t h e  A M L c ell li n e  H L 6 0

c o nfir m e d t h at 4 w as a bl e t o d e gr a d e es p e ci all y  H D A C 6 a n d

als o  H D A C 1 i n a c o n c e ntr ati o n d e p e n d e nt  m a n n er ( Fi g-

ur e 4  C).  F urt h er m or e, t h e tr e at m e nt of  H L 6 0 c ells  wit h 4 l e d

t o a si g nifi c a nt h y p er a c et yl ati o n of hist o n e  H 3 ( a  m ar k er of

r e d u c e d  H D A C 1- 3 a cti vit y) a n d a -t u b uli n ( a  m ar k er of

r e d u c e d  H D A C 6 a cti vit y) ( Fi g ur e 4  C).  T h us, t h es e r es ults

cl e arl y c o nfir m t h at  P R O T A C 4 is a n effi ci e nt  H D A C

d e gr a d er,  w hi c h is s uit a bl e f or t h e c h e mi c al k n o c k- d o w n of

hist o n e d e a c et yl as es.

I n c o n cl usi o n,  w e h a v e d e v el o p e d a n effi ci e nt s oli d- p h as e

s y nt h esis pr ot o c ol usi n g h y dr o x a mi c a ci ds i m m o bili z e d o n

r esi ns ( H AI Rs) t o pr e p ar e n o v el d u al-t ar g et e pi g e n eti c-

c yt ot o xi c c o m p o u n ds.  T h e c o m bi n ati o n of p ot e nt cl ass I/

H D A C 6 i n hi biti o n  wit h est a blis h e d al k yl ati n g a g e nts g a v e

a s eri es of a cti v e c o m p o u n ds, a m o n g  w hi c h 3 n ( d eri v e d fr o m

p a n o bi n ost at a n d c hl or a m b u cil) s h o w e d t h e hi g h est a nti pr o-

lif er ati v e a cti vit y. 3 n w as si g nifi c a ntl y  m or e a cti v e i n a p o p-

t osis i n d u cti o n, a cti v ati o n of c as p as e 3/ 7, a n d f or m ati o n of

D N A d a m a g e ( g - H 2 A X) t h a n t h e s u m of t h e a cti viti es of

eit h er c o ntr ol c o m p o u n ds al o n e, t h at is, c hl or a m b u cil a n d

c o m p o u n d 3 o , a n a n al o g u e of 3 n missi n g t h e nitr o g e n

m ust ar d.  T h us, t h e c o m bi n ati o n of a n  H D A Ci a n d a  D N A

al k yl ati n g a g e nt i n 3 n i n di c at es a s u p er a d diti v e eff e ct.  Fi n all y,

t h e  H AI R t e c h n ol o g y  w as a p pli e d t o s y nt h esi z e t h e pr o of of

c o n c e pt  H D A C d e gr a d er 4 . I n d e e d o ur pr o of of c o n c e pt

H D A C  P R O T A C s h o w e d effi ci e nt d e gr a d ati o n of  H D A Cs.

T h e  H AI R  m et h o d ol o g y is t h us a v ers atil e  m et h o d f or

s y nt h esis of  H D A Ci- b as e d c hi m eri c s m all  m ol e c ul es.

A c k n o wl e d g e m e nts

W e si n c er el y t h a n k  Dr.  C hrist o p h S el g f or t h e d esi g n a n d

pr e p ar ati o n of t h e  T O C art w or k.  M. U. K. a c k n o wl e d g es

s u p p ort fr o m t h e  D e uts c h e  F ors c h u n gs g e m ei ns c h aft ( D F G)

f or t h e  T h er m ofis h er  Arr a ys c a n  X TI (I N S T 2 0 8/ 6 9 0-

1  F U G G).  T h e a ut h ors a c k n o wl e d g e e x c ell e nt t e c h ni c al

s u p p ort fr o m  N a di n e  H orsti c k- M u c h e.  Fi n a n ci al s u p p ort b y

t h e  Al e x a n d er v o n  H u m b ol dt  F o u n d ati o n is gr at ef ull y

a c k n o wl e d g e d. S. B. a c k n o wl e d g es t h e fi n a n ci al s u p p ort b y

F ors c h u n gs k o m missi o n ( 2 0 1 8- 0 4) a n d  D S O- N et z w er k v er-

b u n d es,  H H U  D ss el d orf.  M. R. a c k n o wl e d g es a r es e ar c h

f ell o ws hi p fr o m t h e  D e uts c h e  F ors c h u n gs g e m ei ns c h aft ( D F G,

R O 5 5 2 6/ 1- 1).  O p e n a c c ess f u n di n g e n a bl e d a n d or g a ni z e d b y

Pr oj e kt  D E A L.

C o nfli ct of i nt er est

T h e a ut h ors d e cl ar e n o c o nfli ct of i nt er est.

K e y w or d s: D N A d a m a g e · hi st o n e d e a c et yl a s e ·

m ulti-t ar g et dr u g s · P R O T A C · s oli d- p h a s e s y nt h e si s

[ 1]  A.  A ni g h or o, J.  B aj or at h,  G.  R ast elli, J.  M e d.  C h e m. 2 0 1 4 , 5 7 ,

7 8 7 4 – 7 8 8 7.
[ 2]  R.  M or p h y,  Z.  R a n k o vi c i n T h e  Pr a ctis e of  M e di ci n al  C h e mistr y ,

4t h e d. ( E ds.:  C.  W er m ut h,  D.  Al d o us,  P.  R a b oiss o n,  D.  R o g n a n),
A c a d e mi c  Pr ess,  Els e vi er, 2 0 1 5 , p p. 4 4 9 – 4 7 2.

[ 3]  M.  R osi ni, F ut ur e  M e d.  C h e m. 2 0 1 4 , 6 , 4 8 5 – 4 8 7.

[ 4]  M.  H a b erl a n d,  R.  L.  M o nt g o m er y,  E.  N.  Ols o n, N at.  R e v.  G e n et.
2 0 0 9 , 1 0 , 3 2 – 3 4.

[ 5]  O.  Witt,  H.  E.  D e u b z er,  T.  Mil d e, I.  O e h m e, C a n c er  L ett. 2 0 0 9 ,
2 7 7 , 8 – 2 1.

[ 6]  C.  W a n g,  A.  H a m a c h er,  P.  P et zs c h,  K.  K ç hr er,  G.  Ni e gis c h,  M. J.

H off m a n n,  W.  A. S c h ul z,  M.  U.  K ass a c k, C a n c ers 2 0 2 0 , 1 2 , 3 3 7.
[ 7]  V.  Kri e g er,  A.  H a m a c h er,  F.  C a o,  K. St e n z el,  C.  G.  W.  G ert z e n,

L. S c h k er- H b n er,  T.  K ur z,  H.  G o hl k e,  F. J.  D e k k er,  M.  U.

K ass a c k,  F.  K.  H a ns e n, J.  M e d.  C h e m. 2 0 1 9 , 6 2 , 1 1 2 6 0 – 1 1 2 7 9.
[ 8]  Y.  Li,  E. S et o, C ol d S pri n g  H ar b or  P ers p e ct.  M e d. 2 0 1 6 , 6 ,

a 0 2 6 8 3 1.
[ 9]  A.  R.  M a ol a n o n,  H.  M.  Krist e ns e n,  L. J.  L e m a n,  M.  R.  G h a diri,

C.  A.  Ols e n, C h e m Bi o C h e m 2 0 1 7 , 1 8 , 5 – 4 9.

[ 1 0]  A.  G a n es a n, C h e m M e d C h e m 2 0 1 6 , 1 1 , 1 2 2 7 – 1 2 4 1.
[ 1 1]  R. d e  L er a,  A.  G a n es a n, Cli n.  E pi g e n et. 2 0 1 6 , 8 , 1 0 5.

[ 1 2]  C.  Y.  L e e, O n c o  T ar g ets  T h er. 2 0 1 7 , 1 0 , 2 6 5 – 2 7 0.
[ 1 3]  A.  Ur di ci ai n,  E.  Er a us q ui n,  B.  M el n d e z, J.  A.  R e y,  M.  A.

I d o at e, J. S.  C astr es a n a, I nt. J.  O n c ol. 2 0 1 9 , 5 4 , 1 7 9 7 – 1 8 0 8.

[ 1 4] S.  Y.  L e e, G e n es  Dis. 2 0 1 6 , 3 , 1 9 8 – 2 1 0.
[ 1 5]  L.  G atti,  A. S e v k o,  M.  D e  C es ar e,  N.  Arri g h etti,  G.  M a n e nti,  E.

Ci us a ni,  P.  V er d eri o,  C.  M.  Ci nis elli,  D.  C o mi n etti,  N.  C ar e ni ni,
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S U P P O R TI N G I N F O R M A TI O N 
A b br e vi ati o n s  

° C  d e gr e e s C el si u s  

Å  a n g str o m  

a q.  a q u e o u s  

B S A  b o vi n e s er u m al b u mi n  

c  c o n c e ntr ati o n  

c al c d  c al c ul at e d  

d  d o u bl et ( s p e ctr al)  

D a  d alt o n  

D N A  d e o x yri b o n u cl ei c a ci d  

DI P E A  N ,N -Dii s o pr o p yl et h yl a mi n 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  

D M F  N, N -Di m et h ylf or m a mi d e  

D M S O  di m et h yl s ulf o xi d e  

E D T A  2, 2', 2'', 2''' -( Et h a n e-1, 2 -di yl di nitril o)t etr a a c eti c a ci d  

e q ui v.  e q ui v al e nt  

E SI  el e ctr o s pr a y i o ni z ati o n ( m a s s s p e ctr o m etr y)  

et al.  a n d ot h er s  

F m o c  fl u or e n yl m et h o x y c ar b o n yl 

h  h o ur  

H  hi st o n e  

H AI R  h y dr o x a mi c a ci d i m m o bili z e d o n r e si n  

H A T U  [O -( 7-A z a b e n z otri a z ol -1 -yl) -N ,N ,N′ ,N′ -t etr a m et h yl ur o ni u m-h e x afl u or o p h o s p h at e ] 

H D A C  hi st o n e d e a c et yl a s e  

H O Bt  1 -H y dr o x y b e n z otri a z ol e

H P L C  hi g h p erf or m a n c e li q ui d c hr o m at o gr a p h y

H R M S  hi g h -r e s ol uti o n m a s s s p e ctr o m etr y

H z  h ert z

I R i nfr ar e d s p e ctr o s c o p y

J  c o u pli n g c o n st a nt ( N M R s p e ctr o m etr y)

K  k el vi n

lit lit er at ur e

M  m ol ar ( m ol e s p er lit er)

m  m ulti pl et ( s p e ctr al)

m/ z  m a s s -t o-c h ar g e r ati o

M +/ M - m ol e c ul ar i o n

m a x.  m a xi m u m

M e O H  m et h a n ol

mi n  mi n ut e s

m L  millilit er

m m  milli m et er

M S  m a s s s p e ctr o m etr y

M T T  3 -( 4, 5-di m et h ylt hi a z ol -2 -yl) -2, 5 -di p h e n ylt etr a z oli u m br o mi d e

n m  n a n o m et er

N M R  n u cl e ar m a g n eti c r e s o n a n c e
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P B S  p h o s p h at e -b uff er e d s ali n e  

P D B  pr ot ei n d at a b a n k  

P E  p ol y et h yl e n e  

PI  pr o pi di u m i o di d e  

P P  p ol y pr o p yl e n e  

p p m  p art s p er milli o n  

P R O T A C  pr ot ol y si s t ar g eti n g c hi m er a  

q  q u art et  ( s p e ctr al) 

Q V D  5 -( 2, 6-Difl u or o p h e n o x y) -3 -[[ 3-m et h yl -1 -o x o -2 -[( 2-q ui n oli n yl c ar b o n yl) a mi n o] b ut yl] a mi n o] -4 -o x o -p e nt a n oi c a ci d 

h y dr at e  

RI P A  R a di oi m m u n o pr e ci pit ati o n a s s a y  

r p m r e v ol uti o n s p er mi n ut e 

s  si n gl et ( s p e ctr al) 

s at.  s at ur at e d  

S D S  s o di u m d o d e c yl s ulf at e  

t tri pl et ( s p e ctr al) 

T F A  trifl u or o a c eti c a ci d 

T L C  t hi n-l a y er c hr o m at o gr a p h y 

T N B S  2, 4, 6 -tri nitr o b e n z e n e s ulf o ni c a ci d 

T O F  ti m e-of -fli g ht ( m a s s s p e ctr o m etr y) 

tR  r et e nti o n ti m e 

T RI S  Tri s( h y dr o x y m et h yl) -a mi n o m et h a n e  

U V -vi s  ultr a vi ol et -vi si bl e  

v/ v  v ol u m e p er v ol u m e  

Z M A L  N -( 4-M et h yl -7 -a mi n o c o u m ari n yl) -N α -(t-b ut o x y c ar b o n yl) -N ω -a c et yll y si n e a mi d e  

δ  N M R c h e mi c al s hift i n p art s p er milli o n d o w nfi el d fr o m a st a n d ar d (t etr a m et h yl sil a n e)  

ε  m ol ar e xti n cti o n c o effi ci e nt  
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S U P P O R TI N G I N F O R M A TI O N 
1 S u p pl e m e nt ar y  t a bl e s, s c h e m e s a n d fi g ur e s 

S c h e m e  S 1 : S oli d P h a s e s u p p ort e d S y nt h e si s of c o ntr ol c o m p o u n d  3 o  u si n g H AI R  E.  

S c h e m e  S 2 : S y nt h e si s of pr o of of c o n c e pt H D A C -P R O T A C u si n g s oli d p h a s e s u p p ort e d H AI R a p pr o a c h. 7  w a s s y nt h e si z e d a c c or d i n g t o lit er at ur e.[ 1]

T a bl e S 1:  D at a s h o w n ar e c o m bi n ati o n i n di c e s ( CI) c al c ul at e d u si n g C o m p u S y n 1. 0 b a s e d o n t h e C h o u -T al al a y m et h o d [ 2, 3]. CI > 1. 0 i n di c at e s a nt a g o ni s m, CI = 1 
i n di c at e s a n a d diti v e eff e ct, a n d CI < 1. 0 i n di c at e s s y n er gi s m. C al 2 7 c ell s w er e i n c u b at e d wit h t h e dr u g s i n di c at e d f or 2 4 h a n d c a s p a s e -3/ 7 -p o siti v e c ell s w er e 
a n al y z e d. T h e si n gl e dr u g eff e ct s of 3 o  a n d C A B w er e c o m p ar e d t o t h e eff e ct of c oi n c u b ati o n of “ 3 o  + C A B” a n d t o t h e eff e ct of 3 n . V al u e s ar e t h e m e a n of t hr e e 
e x p eri m e nt s. S D i s < 1 0 % of t h e m e a n.  

[ 3 o], µ M [ C A B], µ M 
CI -V al u e s

3 o + C A B  3 n  

6  6  0, 9 3  0, 9 2  
9  9  0, 9 0  0, 6 9  
1 2  1 2  0, 9 6  0, 7 0  
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Fi g ur e  S 1:  C o m p o u n d -i n d u c e d c a s p a s e-3/ 7 a cti v ati o n i n C al 2 7 c ell s. C ell s w er e tr e at e d wit h i n di c at e d c o n c e ntr ati o n s f or 2 4 h. 1 0 0 µ M Ci s pl ati n w a s a d d e d a s 

p o siti v e c o ntr ol ( d at a n ot s h o w n). “ c o ntr ol” i s v e hi cl e c o ntr ol ( a n d s h o w e d 3. 9 6 % c a s p a s e -3/ 7 p o siti v e c e ll s). t-t e st w a s u s e d t o a n al y s e f or si g nifi c a nt diff er e n c e s 

b et w e e n 3 o  or C A B si n gl e tr e at m e nt a n d c oi n c u b ati o n of 3 o  a n d C A B or  3 n  a n d t h e c o m p ari s o n of 3 o  a n d C A B c oi n c u b ati o n a n d 3 n  si n gl e tr e at m e nt a s i n di c at e d. 

T h e i n cr e a s e i n c a s p a s e -3/ 7 a cti v ati o n b y 3 n  si n gl e tr e at m e nt o v er c oi n c u b ati o n of 3 o  a n d C A B i s s h o w n a s p er c e nt a g e p oi nt s b el o w t h e r e s p e cti v e br a c k et. D at a 

ar e t h e m e a n ± S D, n = 3. n s ( p > 0. 0 5); * ( p ≤  0. 0 5); * * ( p ≤  0. 0 1); * * * ( p ≤  0. 0 0 1).
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S U P P O R TI N G I N F O R M A TI O N 
2 C h e mi st r y  

2. 1 G e n e r al R e m a r k s  

M at eri al s a n d E x p eri m e nt al Pr o c e d ur e s  

All c h e mi c al s w er e o bt ai n e d fr o m c o m m er ci al s u p pli er s ( Si g m a -Al dri c h, A cr o s Or g a ni c s, C ar b ol uti o n C h e mi c al s , Iri s Bi ot e c h, T CI 

C h e mi c al s ) a n d u s e d a s p ur c h a s e d wit h o ut f urt h er p urifi c ati o n. 2 -(( 2-( 2, 6-D i o x o pi p eri di n-3 -yl) -1, 3 -di o x oi s oi n d oli n -4 -yl) o x y) a c eti c 

a ci d  (7 ) w a s s y nt h e si z e d a c c or di n g t o lit er at ur e k n o w n pr o c e d ur e s. [ 1] S ol v e nt s wit h t e c h ni c al gr a d e w er e di still e d pri or t o u s e. 

A c et o nitril e  i n H P L C-gr a d e q u alit y  ( Hi P er S ol v CH R O M A N O R M , V W R ) w a s u s e d f or all H P L C p ur p o s e s. W at er w a s p urifi e d wit h a 

Milli -Q Si m pli cit y 1 8 5 W at er P urifi c ati o n S y st e m ( M er c k Milli p or e ). All r e a cti o n s wit h w at er - a n d/ or air -s e n siti v e st arti n g m at eri al s w er e 

c arri e d o ut i n pr e -dri e d gl a s s w ar e s u n d er Ar g o n at m o s p h er e utili zi n g st a n d ar d S c hl e n k  t e c h ni q u e s. All s oli d p h a s e r e a cti o n s w er e 

c arri e d o ut i n P P-r e a ct or s wit h P E frits  ( si z e s: 2/5/ 1 0/ 2 0  m L, p or e si z e 2 3  μ m, M ulti S y n T e c h G m b H ) a n d a 2 -c hl or otrit yl c hl ori d e r e si n 

( 2 0 0-4 0 0 m e s h, 1. 6 0  m m ol/ g , Iri s Bi ot e c h ) w a s u s e d. T hi n -l a y er c hr o m at o gr a p h y ( T L C) w a s c arri e d o ut o n pr ef a bri c at e d pl at e s ( sili c a 

g el 6 0, F 2 5 4 wit h fl u or e s c e n c e i n di c at or , M er c k ). C o m p o n e nt s w er e vi s u ali z e d b y irr a di ati o n wit h ultr a vi ol et li g ht ( 2 5 4 n m, 3 6 6 n m ) or 

b y st ai ni n g i n p ot a s si u m p er m a n g a n at e di p  or n i n h y dri n di p  f oll o w e d b y  c ar ef ul h e ati n g  ( ~ 3 0 0 ° C) . C ol u m n C hr o m at o gr a p h y w a s  eit h er  

c arri e d  o ut o n sili c a g el  ( N O R M A SI L 6 0 ®, 4 0-6 3 µ m,  V W R ) or o n a T el e d y n e I S C O  C o m bi Fl a s h N E X T G E N 3 0 0 + u si n g pr e p a c k e d 

sili c a c ol u m n s ( R e di s e p ® n or m al p h a s e, 3 5 t o 7 0 mi cr o n s, 2 3 0 t o 4 0 0 m e s h, 6 0  Å  i n t h e si z e s 1 2 g or 2 4  g , T el e d y n e I S C O ). 

Fi g ur e 1 w a s p arti all y c r e at e d wit h Bi o R e n d er. c o m. 

N u cl e ar M a g n eti c R e s o n a n c e S p e ct r o s c o p y ( N M R)  

Pr ot o n ( 1 H) a n d c ar b o n ( 1 3 C) N M R s p e ctr a w er e r e c or d e d eit h er o n a Br u k er  A v a n c e III H D 4 0 0  M H z at a fr e q u e n c y of 4 0 0  M H z 

(1 H) a n d 1 0 0  M H z (1 3 C) or V ari a n/ A gil e nt  M e c ur y -pl u s -4 0 0  at a fr e q u e n c y of 4 0 0  M H z (1 H) a n d 1 0 0  M H z (1 3 C) or a  V ari a n/ A gil e nt  

M e c ur y -pl u s -3 0 0 at a fr e q u e n c y of 3 0 0  M H z (1 H) a n d 7 5  M H z (1 3 C) . T h e r e si d u al s ol v e nt si g n al ( C D Cl 3 : 1 H N M R : 7. 2 6 p p m, 1 3 C N M R: 

7 7. 1  p p m, D M S O -d 6 : 1 H N M R: 2. 5 0  p p m, 1 3 C  N M R:  3 9. 5 2  p p m) w a s u s e d f or c ali br ati o n r ef err e d t o t etr a m et h yl sil a n e . A s s ol v e nt s 

d e ut er at e d c hl or of or m ( C D Cl 3 ), d e ut er at e d m et h a n ol ( M e O D) a n d d e u t er at e d di m et h yl s ulf o xi d e ( D M S O -d 6 ) w er e u s e d. T h e c h e mi c al 

s hift s ar e gi v e n i n p art s p er milli o n ( p p m). T h e m ulti pli cit y of e a c h si g n al i s r e p ort e d a s si n g l et ( s), d o u bl et ( d), tri pl et (t), q u art et ( q), 

m ulti pl et ( m) or c o m bi n ati o n s t h er e of. M ulti pli citi e s  ar e r e p ort e d a s t h e y w er e m e a s ur e d, a n d t h e y mi g ht di s a gr e e wit h t h e e x p e ct e d 

m ulti pli cit y of a si g n al.  

M a s s S p e ct r o m et r y  

Hi g h r e s ol uti o n el e ctr o s pr a y i o ni s ati o n m a s s s p e ctr a  ( H R-E SI -M S)  w er e a c q uir e d eit h er wit h a  Br u k er D alt o ni k G m b H  mi cr O T O F 

c o u pl e d t o a  a n  L C P a c ki n g s  Ulti m at e H P L C s y st e m a n d  c o ntr oll e d b y mi cr O T O F C o ntr ol 3. 4 a n d H y St ar 3. 2 -L C/ M S or wit h a  Br u k er 

D alt o ni k G m b H   E SI -q T O F I m p a ct II c o u pl e d t o a Di o n e x  Ulti M at e T M  3 0 0 0 U H P L C s y st e m  a n d c o ntr oll e d b y mi cr O T O F C o ntr ol 4. 0 a n d 

H y St ar 3. 2 -L C/ M S . 

Hi g h P erf or m a n c e Li q ui d C hr o m at o gr a p h y ( H P L C)  

F or a n al yti c al p ur p o s e s eit h er a T h er m o  Fi s h er S ci e ntifi c Ulti M at e T M  3 0 0 0 U H P L C s y s t e m or a G y n k ot e k  Gi n a 5 0 H P L C s y st e m 

( D et e ct or: G y n k ot e k U V D 3 4 0 U, P u m p: Di o n e x P 6 8 0  H P L C p u m p, c ol u m n o v e n: Di o n e x S T H 5 8 5) wit h a N u cl e o d ur 5  u C 1 8 1 0 0  Å  

( 2 5 0 x 4. 6  m m, M a c h er e y N a g el ) c ol u m n w er e u s e d. I n t h e pr o c e s s a fl o w r at e of 1  m L/ mi n a n d a t e m p er at ur e of 2 5 °  C w er e s et. F or 

pr e p ar ati v e p ur p o s e s a V ari a n  Pr o St ar s y st e m wit h eit h er a J u pit er 5  u C 1 8 1 0 0  Å -c ol u m n ( 2 5 0  x 1 0  m m, P h e n o m e n e x) wit h 4  m L/ mi n 

or a N u cl e o d ur 5  u C 1 8 H T e c ( 1 5 0  x 3 2  m m, M a c h er e y N a g el ) c ol u m n wit h 1 5 m L/ mi n w er e  u s e d. D et e cti o n w a s i m pl e m e nt e d b y U V 

a b s or pti o n m e a s ur e m e nt at a w a v el e n gt h of λ  = 2 2 0  n m a n d λ  = 2 5 4  n m . Bi d e st. H2 O ( A) a n d  M e C N ( B) w er e u s e d a s el u e nt s wit h a n 

a d diti o n of 0. 1 % T F A f or el u e nt  A . F or a n al yti c al a s w ell a s pr e p ar ati v e p ur p o s e s  aft er c ol u m n e q uili br ati o n f or 5  mi n a  li n e ar gr a di e nt  

fr o m 5 %  A t o 9 5 %  B i n 1 5  mi n f oll o w e d b y a n i s o cr ati c  r e gi m e of 9 5 %  B f or 5  mi n w a s u s e d.  

U V -VI S a n d I nf r ar e d S p e ct r o s c o p y (I R) 

L o a di n g d et er mi n ati o n s w er e p erf or m e d o n a S hi m a d z u  U V -1 6 0 A s p e ctr o m et er at r o o m t e m p er at ur e. All m e a s ur e m e nt s w er e 

p erf or m e d i n a  3 5 0 0  μ L q u art z c u v ett e ( 1 0 0 -Q S, H ell m a A n al yti c s) wit h a p at h  l en g th s of 1 0  m m . I nfr ar e d s p e ctr o s c o p y m e a s ur e m e nt s 

w er e p erf or m e d o n a P er ki n El m er S p e ctr u m T w o F T -I R s p e ctr o m et er at r o o m t e m p er at ur e.  

D et er mi n ati o n of t h e L o a di n g  

A s m all p art of t h e diff er e nt H AI R s  ( ~ 5 m g) w a s w ei g h e d a n d tr e at e d wit h 5 0 0  µ L of t h e d e pr ot e cti o n s ol uti o n ( 2 0 % pi p eri di n e i n 

D M F) f or 5  mi n. T h e s ol uti o n w a s c oll e ct e d a n d t h e pr o c e d ur e w a s r e p e at e d o n c e. T h e c o n c e ntr ati o n of t h e cl e a v e d F m o c -gr o u p w a s 

d et er mi n e d p h ot o m etri c all y  (ε 3 0 0 n m (di b e n z of ul v e n e ) = 7 8 0 0 M -1 c m -1 ). Wit h t h e c o n c e ntr ati o n of t h e cl e a v e d di b e n z of ul v e n e  d et er mi n e d 

b y u si n g L a m b ert -B e er l a w  a n d t h e m a s s of t h e r e si n  th e l o a di n g c o ul d b e d et er mi n e d.  

𝐴 = 𝜀 ∙ 𝑐 ∙ 𝑙

w h er e A  = a b s or b a n c e; ε  = m ol ar e xti n cti o n c o effi ci e nt; c  = c o n c e ntr ati o n; l = o pti c al p at h l e n gt h.  
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2. 2 G e n e r al Pr o c e d ur e s  

G e n er al Pr o c e d ur e A  

T h e a m o u nt s of r e a g e nt s  a n d s ol v e nt s u s e d  i n t h e f oll o wi n g s y nt h e si s pr ot o c ol c orr e s p o n d t o 6. 0 0 –  8. 0 0 m m ol s c al e . T o a c o ol e d 

( 0 ° C) s o l uti o n of t h e a p pr o pri at e a mi n e ( 1. 0 0 e q ui v. ) i n 1 0 % a q. N a2 C O 3 / 1, 4-di o x a n e  ( 3: 2, 2 0 m L/ m m ol) w a s a d d e d F m o c-Cl 

( 1. 50  e q ui v. ) i n fi v e p orti o n s o v er a p eri o d of 2 0  mi n . T h e mi xt ur e w a s t h e n all o w e d t o w ar m t o r o om t e m p er at ur e a n d stirr e d f or 1 8  h.  

U p o n c o m pl eti o n of t h e r e a cti o n, t h e r e a cti o n s ol uti o n w a s dil ut e d wit h d e st. H 2 O ( 5 0  m L) a n d w a s h e d wit h Et 2 O ( 3  x  1 5 0  m L). 

S u b s e q u e ntl y t h e a q u e o u s p h a s e w a s a ci difi e d t o p H  1 wit h 6  M  H Cl. Filtr ati o n of t h e r e s ulti n g pr e ci pit at e, f oll o w e d b y w a s hi n g wit h 

d e st. H 2 O ( 2 0 0  m L) a n d dr yi n g i n v a c u o aff or d e d t h e d e sir e d pr o d u ct s  8 a -d . 

G e n er al Pr o c e d ur e B  

T h e a m o u nt s of r e a g e nt s a n d s ol v e nt s u s e d i n t h e f oll o wi n g s y nt h e si s pr ot o c ol c orr e s p o n d t o  a  3. 0 0 –  4. 0 0 m m ol s c al e. T hi s 

r e a cti o n st e p w a s c arri e d o ut b a s e d o n a pr o c e d ur e of K h a n et. al. [ 4] Aft er r e si n s w elli n g f or 3 0 mi n i n D M F, a s ol uti o n of 

N -h y dr o x y p ht h ali mi d e ( 3. 5 0 e q ui v ) a n d Et3 N ( 3. 5 0 e q ui v. ) i n D M F (1. 5  m L / g r e si n) w a s a d d e d t o t h e r e si n a n d r e a ct e d f or 4 8 h.

Aft er w ar d s t h e r e si n w a s w a s h e d wit h D M F ( 1 0  x  5  m L) a n d C H 2 Cl 2  ( 1 0 x  5  m L).  C a p pi n g of t h e m o difi e d r e si n w a s p erf or m e d b y

tr e at m e nt wit h c a p pi n g s ol uti o n (1 0  m L, C H 2 Cl 2 / M e O H/ DI P E A, 8 0: 1 5: 5) t w o ti m e s f or 1 5 mi n . S u b s e q u e ntl y, t h e r e si n w a s w a s h e d wit h

D M F ( 5 x 5  m L) a n d  C H 2 Cl 2  ( 1 0 x  5  m L) a n d dri e d i n v a c u o t o aff or d t h e m o difi ed r e si n  1 .

G e n er al Pr o c e d ur e C  

T h e a m o u nt s of r e a g e nt s  a n d s ol v e nt s u s e d  i n t h e f oll o wi n g s y nt h e si s pr ot o c ol c orr e s p o n d t o a  1. 5 0 –  2. 0 0  m m ol s c al e . Aft er 

s w elli n g of t h e m o difi e d r e si n  1  ( e sti m at e d l o a di n g 1.5 0  m m ol/ g) f or 3 0 mi n i n D M F, t h e r e si n w a s w a s h e d wit h M e O H ( 3  x  5  m L). T h e 

p ht h al o yl pr ot e cti n g gr o u p w a s r e m o v e d b y tr e at m e nt wit h 5 %  h y dr a zi n e m o n o h y dr at e i n M e O H  f or 1 5 mi n ( 2 x  5  m L ). Aft er w ar d s t h e 

r e si n w a s w a s h e d wit h D M F ( 5 x  5  m L), M e O H ( 5 x  5  m L), C H 2 Cl 2  ( 5 x  5  m L) a n d D M F ( 5 x  5  m L). F or t h e s u b s e q u e nt a mi d e c o u pli n g 

r e a cti o n a s ol uti o n of t h e r e s p e cti v e a ci d ( 2. 0 0 e q ui v. ), H A T U ( 2. 0 0 e q ui v. ), H O Bt·H 2 O ( 2. 0 0 e q ui v. ) a n d DI P E A ( 3. 0 0 e q ui v. ) i n D M F 

( 1 m L/ m m ol a ci d) w a s a git at e d f or 5  mi n a n d t h e n a d d e d t o t h e r e si n. T h e a mid e c o u pli n g w a s p erf or m e d f or 2 0  h at r o o m t e m p er at ur e. 

Aft er w ar d s t h e r e si n w a s w a s h e d wit h D M F ( 5 x  5  m L) a n d C H 2 Cl 2  ( 5 x  5  m L). C o m pl eti o n of t h e r e a cti o n w a s m o nit or e d vi a T N B S -

t e st. T h e pr el o a d e d r e si ns  H AI R  A -E  w er e  dri e d i n v a c u o a n d st or e d at 4  ° C. D et er mi n ati o n of t h e l o a di n g c a p a cit y w a s c o n d u ct e d 

p h ot o m etri c all y.  

G e n er al Pr o c e d ur e D  
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T h e a m o u nt s of r e a g e nt s  a n d s ol v e nt s u s e d  i n t h e f oll o wi n g s y nt h e si s pr ot o c ol c orr e s p o n d t o 0. 3 0 –  0. 5 0 m m ol s c al e . Aft er  s w elli n g 

of t h e  a p pr o pri at e H AI R  i n D M F f or 3 0 mi n, F m o c d e pr ot e cti o n w a s p erf or m e d b y tr e at m e nt wit h 2 0 % pi p eri di n e i n D M F  f or 5 mi n ( 2 x 

3  m L) . Aft er w ar d s t h e r e si n w a s w a s h e d wit h D M F ( 5 x  3  m L), C H 2 Cl 2  ( 5 x  3  m L) a n d D M F ( 5 x  3  m L). F or t h e s u b s e q u e nt a mi d e 

c o u pli n g r e a cti o n a s ol uti o n of t h e r e s p e cti v e a ci d ( 3. 00  e q ui v. ), H A T U ( 3. 00  e q ui v. ), a n d DI P E A ( 5. 00  e q ui v. ) i n D M F ( 1 m L/ m m ol a ci d) 

w a s a git at e d f or 5  mi n a n d t h e n a d d e d t o t h e r e si n. T h e a mi d e c o u pli n g w a s p erf or m e d i n d ar k e n vir o n m e nt  f or 2 0  h at r o o m t e m p er at ur e. 

Aft er w ar d s t h e r e si n w a s w a s h e d wit h D M F ( 5 x  3  m L) a n d C H 2 Cl 2  ( 5 x  3  m L). C o m pl eti o n of t h e r e a cti o n w a s m o nit or e d vi a T N B S -t e st 

o n a f e w r e si n b e a d s . T h e r e si n w a s dri e d i n v a c u o f oll o w e d b y t h e cl e a v a g e of t h e cr u d e pr o d u ct s fr o m t h e r e si n b y tre at m e nt wit h 

cl e a v a g e s ol uti o n  ( 5 % T F A i n C H 2 Cl 2 , 1 m L/ 4 0  m g r e si n) f or 1  h at r o o m t e m p er at ur e. T h e filtr at e s w er e c o n c e ntr at e d i n v a c u o a n d t h e 

cr u d e pr o d u ct s  3 a -o  w e r e p urifi e d b y pr e p ar ati v e H P L C. L y o p hili z ati o n of t h e r e s p e cti v e fr a cti o n s yi el d e d t h e d e sir e d pr o d u ct s  3 a -o  i n 

> 9 5 % p urit y.

2. 3 S y nt h e si s  

B uil di n g bl o c k  s y nt h e si s  

4 -(((( 9 H-F l u or e n-9 -yl) m et h o x y) c ar b o n yl) a mi n o) b ut a n oi c a ci d  (8 a ) 

S y nt h e si z e d fr o m 4-a mi n o b ut a n oi c a ci d ( 2. 0 0 g, 1 9. 4  m m ol, 1. 0 0  e q ui v. ) a n d 9 -fl u or e n yl m et h o x y c ar b o n yl c hl ori d e ( 7. 5 3 g, 

2 9. 1  m m ol, 1. 5 0  e q ui v. ) a c c or di n g t o g e n er al pr o c e d ur e  A . Filtr ati o n a n d dr yi n g i n v a c u o aff or d e d 8 a  a s a w hit e s oli d ( 5.0 4  g, 1 5. 5  m m ol, 

8 0 %). 1 H -N M R  ( 4 0 0 M H z, M e O D):  δ =  7. 7 9 ( d, J  = 7. 6 H z, 2 H), 7. 6 5 ( d, J  = 7. 5 H z, 2 H), 7. 3 9 (t, J  = 7. 4 H z, 2 H), 7. 3 1 (t, J  = 7. 4 H z, 2 H), 

4. 3 5 ( d, J  = 6. 8 H z, 2 H), 4. 2 0 (t, J  = 6. 9 H z, 1 H), 3. 1 5 (t, J  = 6. 8 H z, 2 H), 2. 3 1 (t, J  = 7. 5 H z, 2 H), 1. 8 4 –  1. 6 9 ( m, 2 H)  p p m , -C O O H  

si g n al c o ul d n ot b e d et e ct e d d u e t o s ol v e nt e x c h a n g e . H R M S -E SI ( m/ z ): [M  +  N a] +  c al c d f or C 1 9 H 1 9 N O 4 : 3 4 8. 1 2 0 6;  f o u n d: 3 4 8. 1 2 0 4. 

T h e a n al yti c al d at a ar e i n a c c or d a n c e wit h t h e lit er at ur e.[ 5]

7 -(((( 9 H-F l u or e n-9 -yl) m et h o x y) c ar b o n yl) a mi n o) h e pt a n oi c a ci d  (8 b ) 

S y nt h e si z e d fr o m 4-a mi n o h e pt a n oi c a ci d ( 1. 0 0 g, 6. 9 0  m m ol, 1. 0 0  e q ui v. ) a n d 9 -flu or e n yl m et h o x y c ar b o n yl c hl ori d e ( 2. 6 7 g, 

1 0. 3  m m ol, 1. 5 0  e q ui v. ) a c c or di n g t o  g e n er al pr o c e d ur e  A . Filtr ati o n a n d dr yi n g i n v a c u o aff or d e d 8 b  a s a w hit e s oli d ( 2, 2 6 g, 6. 1 4  m m ol, 

8 9 %). 1 H -N M R  ( 4 0 0 M H z, D M S O-d 6 ): δ =  7. 8 8 ( dt, J  = 7. 6, 1. 0 H z, 2 H), 7. 6 8 ( d, J  = 7. 4 H z, 2 H), 7. 4 1 (t d, J  = 7. 5, 1. 2 H z, 2 H), 7. 3 2 (t d, 

J  = 7. 4, 1. 2 H z, 2 H), 7. 2 4 (t, J  = 5. 7 H z, 1 H), 4. 2 9 ( d, J  = 6. 9 H z, 2 H), 4. 2 0 (t, J  = 6. 9 H z, 1 H), 2. 9 8 –  2. 9 2 ( m , J  = 6. 6 H z, 2 H), 2. 1 8 (t, 

J  = 7. 4 H z, 2 H), 1. 4 8 ( p, J  = 7. 4 H z, 2 H), 1. 3 8 ( p, J  = 6. 9 H z, 2 H), 1. 2 5 ( h, J  = 4. 2, 3. 1 H z, 4 H)  p p m , -C O O H  si g n al c o ul d n ot b e d et e ct e d 

d u e t o s ol v e nt e x c h a n g e . 1 3 C -N M R  ( 1 0 1 M H z, D M S O -d 6 ): δ =  1 7 4. 6, 1 5 6. 1, 1 4 4. 0, 1 4 0. 8, 1 2 7. 6, 1 2 7. 1, 1 2 5. 2, 1 2 1. 4, 1 2 0. 1, 6 5. 2 , 4 6. 8, 

3 3 . 8, 2 9. 2, 2 8. 3, 2 6. 0, 2 4. 5 p p m.  H R M S -E SI ( m/ z ): [M  - H ]- c al c d f or C 2 2 H 2 5 N O 4 : 3 6 6. 1 7 1 1, f o u n d: 3 6 6. 1 7 2 2. I R: ṽ =  3 2 2 2 ( br), 2 9 3 5 

( br), 1 7 4 3 ( v s), 1 6 4 0 ( v s), 1 5 7 9 ( s), 1 5 1 8 ( s), 1 4 5 5 ( v s), 1 2 4 9 ( s), 1 0 8 7 ( s), 9 5 6 ( m), 7 3 5 ( s) c m -1 . 

t ert-B ut yl ( 4 -br o m o b e n z yl) c ar b a m at e  (9 ) 
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T o a c o ol e d ( 0 ° C) s ol uti o n of 4 -b r o m o b e n z yl a mi n e ( 1. 0 0 g, 5. 3 8  m m ol, 1. 0 0  e q ui v. ) a n d triet h yl a mi n e ( 8 2 2 μ L, 5. 9 1  m m ol, 

1. 1 0  e q ui v. ) i n C H2 Cl 2  ( 1 5 m L), a s ol uti o n of di -t ert-b ut yl di c ar b o n at e ( 1. 2 9 g, 5. 9 1  m m ol, 1. 1 0  e q ui v. ) i n C H2 Cl 2  ( 1 0 m L)  w a s a d d e d 

dr o p wi s e . T h e mi xt ur e w a s t h e n all o w e d t o w ar m t o r o o m t e m p er at ur e a n d stirr e d f or 1 8  h. U p o n c o m pl eti o n of t h e r e a cti o n, t h e s ol v e nt 

w a s r e m o v e d i n v a c u o a n d t h e cr u d e  pr o d u ct  w a s di s s ol v e d i n Et O A c ( 2 0 m L). T h e or g a ni c p h a s e w a s a ci difi e d t o p H  4 wit h a n h y dr o u s 

citri c a ci d. T h e or g a ni c p h a s e w a s w a s h e d wit h d e st. H 2 O ( 3  x 2 0  m L) a n d s at. N a H C O 3  ( 3 x 2 0  m L). Dr yi n g o v er a n h y dr o u s M g S O 4  

a n d r e m o v al of t h e s ol v e nt i n v a c u o aff or d e d t h e cr u d e pr o d u ct  9 , w hi c h w a s p urifi e d b y fl a s h c ol u m n c hr o m at o gr a p h y 

( c y cl oh e x a n e/ Et O A c, 4: 1) t o aff or d t h e d e sir e d pr o d u ct  9  ( 1. 1 5 g, 4. 0 4  m m ol, 7 5 %). 1 H -N M R  ( 4 0 0 M H z, C D Cl 3 ): δ = 7. 6 0 –  7. 3 9 ( m, 2 H), 

7. 1 5 ( d, J  = 8. 0 H z, 2 H), 4. 8 5 ( s, 1 H), 4. 2 6 ( d, J  = 6. 0 H z, 2 H), 1. 4 5 ( s, 9 H) p p m.  1 3 C -N M R  ( 7 5 M H z, C D Cl 3 ): δ = 1 5 6. 0, 1 3 8. 2, 1 3 1. 8, 

1 2 9. 3, 1 2 1. 3 , 5 8. 4, 4 4. 2, 2 8. 5 p p m . H R M S -E SI ( m/ z ): [M  +  N a] +  c al c d f or C 1 2 H 1 6 Br N O 2 : 3 0 8. 0 2 5 7 , f o u n d: 3 0 8. 0 2 5 3. I R: ṽ =  3 3 6 3 ( m), 

3 3 4 0 ( m), 2 9 7 6 ( m), 2 9 3 1 ( w), 1 6 8 2 ( v s), 1 5 3 4 ( s), 1 5 0 4 ( v s), 1 4 8 6 ( s), 1 3 6 2 ( s), 1 2 8 1 ( m), 1 2 4 4 ( v s), 1 1 5 7 ( v s), 1 0 6 8 ( m), 1 0 4 7 ( v s), 

1 0 1 0 ( s), 8 7 7 ( m), 8 0 8 ( m), 7 9 8 ( m), 6 2 3 ( m), 4 7 9 ( s ) c m -1 .

t ert-B ut yl ( E) -3 -( 4-(((t ert-b ut o x y c ar b o n yl) a mi n o) m et h yl) p h e n yl) a cr yl at e  (1 0 ) 

T o a mi xt ur e of t ert -b ut yl ( 4 -br o m o b e n z yl) c ar b a m at e ( 6 0 0 m g, 2. 1 0  m m ol, 1. 0 0  e q ui v. ), [ P d Cl2 ( P P h3 )2 ] ( 7 3. 5 m g, 0. 1 1  m m ol, 

5  m ol %), Li Cl ( 1 7 7 m g, 4. 2 0  m m ol, 2. 0 0  e q ui v. ) a n d DI P E A ( 7 1 4 μ L, 4. 2 0  m m ol, 2. 0 0  e q ui v. ) i n D M F ( 7 m L) w a s a d d e d t ert-B ut yl 

a cr yl at e ( 6 0 9 μ L, 4. 2 0  m m ol, 2. 0 0  e q ui v. ). T h e r e a cti o n w a s h e at e d  u p t o 1 0 0  ° C  u n d er ar g o n  at m o s p h er e  f or 1 6 h. U p o n c o m pl eti o n 

of t h e r e a cti o n, t h e s ol v e nt w a s r e m o v e d i n v a c u o a n d c o e v a p or at e d wit h t ol u e n e ( 3 x 1 5  m L). T h e r e si d u e w ar di s s ol v e d i n Et O A c 

( 2 0 m L) a n d w a s h e d wit h 1  M  H Cl ( 5  x  2 0  m L), s at. a q. N a H C O 3  ( 3 x  2 0  m L) a n d bri n e ( 3  x  2 0  m L). T h e o r g a ni c p h a s e w a s dri e d o v er 

a n h y dr o u s M g S O 4  a n d t h e s ol v e nt w a s r e m o v e d u n d er r e d u c e d pr e s s ur e. P urifi c ati o n b y  fl a s h c ol u m n c hr o m at o gr a p h y 

( c y cl oh e x a n e/ Et O A c, 9: 1) aff or d e d t h e d e sir e d pr o d u ct  1 0  a s w hit e s oli d ( 5 7 4 m g, 1. 7 2  m m ol, 8 2 %). 1 H -N M R  ( 4 0 0 M H z, C D Cl 3 ): δ = 

7. 5 6 ( d, J  = 1 6. 0 H z, 1 H), 7. 4 6 ( d, J  = 8. 0 H z, 2 H), 7. 2 8 ( d, J  = 8. 1 H z, 2 H), 6. 3 4 ( d, J  = 1 6. 0 H z, 1 H), 4. 8 8 ( s, 1 H), 4. 3 2 ( d, J  = 6. 0 H z, 

2 H), 1. 5 3 ( s, 9 H), 1. 4 6 ( s, 9 H)  p p m.  1 3 C -N M R  ( 1 0 1 M H z, C D Cl 3 ): δ = 1 6 6. 5, 1 5 6. 0, 1 4 3. 2, 1 4 1. 2, 1 3 3. 9, 1 2 8. 4 , 1 2 7. 9, 1 2 0. 2, 8 0. 7, 7 9. 8, 

4 4. 5, 2 8. 5, 2 8. 3  p p m.  H R M S -E SI ( m/ z ): [M  +  N a] +  c al c d f or C 1 9 H 2 7 N O 4 : 3 5 6. 1 8 3 2 , f o u n d: 3 5 6. 1 8 2 8 . I R: ṽ =  3 3 6 2 ( br), 2 9 7 7 ( m), 2 9 3 0 

( m), 1 7 0 3 ( v s), 1 5 1 3 ( br), 1 3 6 7 ( m), 1 1 5 1 ( v s), 8 4 5 ( br)  c m -1 . 

( E)-3 -( 4-((((( 9 H-F l u or e n-9 -yl) m et h o x y) c ar b o n yl) a mi n o) m et h yl) p h e n yl) a cr yli c a ci d  (8 c ) 

T F A ( 7. 5  m L ) w a s a d d e d dr o p wi s e t o a c o ol e d ( 0  ° C) s ol uti o n of 1 0  ( 5 1 1 m g, 1. 5 5  m m ol, 1. 0 0  e q ui v. ) i n C H2 Cl 2  ( 2 2. 5 m L). Aft er 

stirri n g f or 1 5  mi n , t h e s ol uti o n w a s all o w e d t o w ar m t o r o o m t e m p er at ur e a n d stirr e d f or f urt h er 2 h. U p o n c o m pl eti o n of t h e r e a cti o n, 

t h e s ol v e nt w a s r e m o v e d i n v a c u o. T h e cr u d e pr o d u ct w a s f urt h er r e a ct e d wit h 9 -flu or e n yl m et h o x y c ar b o n yl c hl ori d e ( 4 8 1m g, 1. 8 6  m m ol, 

1. 2 0  e q u i v.) f oll o wi n g g e n er al pr o c e d ur e A yi el di n g  t h e d e sir e d pr o d u ct 8 c  a s w hit e s oli d ( 4 8 2 m g, 1. 2 0  m m ol, 7 7 %). 1 H -N M R  ( 4 0 0 

M H z, D M S O -d 6 ): δ =  1 2. 3 9 ( s, 1 H), 7. 8 9 -7. 8 2 ( m, 3 H), 7. 7 0 ( d, J  = 7. 5 H z, 2 H), 7. 6 3 ( d, J  = 8. 0 H z, 2 H), 7. 5 7 ( d, J  = 1 6. 0 H z, 1 H), 7. 4 2 

(t, J  = 7. 5 H z, 2 H), 7. 3 3 (t, J  = 7. 4 H z, 2 H), 7. 2 5 ( d, J  = 7. 9 H z, 2 H), 6. 5 1 ( d, J  = 1 6. 0 H z, 1 H), 4. 3 6 ( d, J  = 6. 8 H z, 2 H), 4. 2 3 (t, J  = 6. 7 

H z, 1 H), 4. 2 0 ( d, J  = 6. 2 H z, 2 H)  p p m. 1 3 C -N M R  ( 1 0 1 M H z, D M S O -d 6 ): δ =  1 6 7. 9, 1 5 6. 4, 1 4 3. 9, 1 4 3. 2, 1 4 2. 0,  1 4 0. 8, 1 3 3. 0, 1 2 8. 1, 

1 2 7. 6, 1 2 7. 4, 1 2 7. 1, 1 2 5. 2 , 1 2 0.1, 1 1 9. 4, 6 5. 3, 4 6. 8, 4 3. 5  p p m.  H R M S -E SI ( m/ z ): [M  - H ]- c al c d f or C 2 5 H 2 1 N O 4 : 3 9 8. 1 3 9 8 , 

f o u n d:3 9 8. 1 3 9 8.  I R: ṽ =  3 3 1 0 ( br), 1 6 8 6 ( v s), 3 1 ( m), 1 5 3 2 ( m), 1 4 2 7 ( w), 1 2 5 4 ( s), 1 1 4 2 ( m), 9 8 4 ( m), 7 5 7 ( m), 7 3 7  ( s), 5 3 3 ( m) c m -1 . 

4 -(((( 9 H-F l u or e n-9 -yl) m et h o x y) c ar b o n yl) a mi n o) b e n z oi c a ci d  (8 d ) 
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S y nt h e si z e d fr o m 4-a mi n o b e n z oi c a ci d ( 1. 0 0  g, 7. 3 0 m m ol, 1. 0 0  e q ui v. ) a n d 9 -flu or e n yl m et h o x y c ar b o n yl c hl ori d e ( 2. 8 3 g, 1 1. 0  m m ol, 

1. 5 0  e q ui v. ) a c c or di n g t o g e n er al pr o c e d ur e  A . Filtr ati o n a n d dr yi n g i n v a c u o aff or d e d t h e d e sir e d pr o d u ct  8 d  a s w hit e s oli d ( 2. 3 2 g, 

6. 4 6  m m ol, 8 8 %). 1 H -N M R  ( 4 0 0 M H z, D M S O-d 6 ): δ = 1 2. 6 7 ( s, 1 H, br o a d si g n al) , 1 0. 0 6 ( s, 1 H), 7. 9 1 ( dt, J  = 7. 6, 0. 9 H z, 2 H), 7. 8 5 ( d, 

J  = 8. 5 H z, 2 H), 7. 7 6 ( d d, J  = 7. 4, 1. 2 H z, 2 H), 7. 5 5 ( d, J  = 8. 1 H z, 2 H), 7. 4 8 –  7. 3 9 ( m, 2 H), 7. 3 5 (t d, J  = 7. 4, 1. 2 H z, 2 H), 4. 5 3 ( d, J  = 

6. 5 H z, 2 H), 4. 3 3 (t, J  = 6. 5 H z, 1 H)  p p m . H R M S -E SI ( m/ z ): [M  +  N a] +  c al c d f or C 2 2 H 1 7 N O 4 : 3 8 2. 1 0 5 0, f o u n d: 3 8 2.1 0 4 9 . T h e a n al yti c al 

d at a ar e i n a c c or d a n c e wit h t h e lit er at ur e .[ 6]

4 -Di a z o -4 H -i mi d a z ol e-5 -c ar b o x a mi d e  (1 1 )

A s ol uti o n of  5 -a mi n o -1 H -i mi d a z ol e-4 -c ar b o x a mi d e  h y dr o c hl ori d e  (3. 5 0  g, 2 1. 5  m m ol, 1. 0 0  e q ui v. ) i n 1 M  H Cl  ( 2 8 m L)  w a s sl o wl y 

a d d e d dr o p wi s e t o a s ol uti o n of s o di u m nitrit e  ( 1. 6 3 g, 2 3. 7  m m ol, 1. 1 0  e q ui v. ) i n w at er ( 4 2 m L) at 0 ° C i n a n i c e -b at h. Wit h e v er y dr o p, 

t h e or a n g e-r e d di s h c ol or of t h e s u s p e n si o n i nt e n sifi e d a n d m or e a n d m or e pr e ci pit at e f or m e d. Aft er c o m pl eti o n of t h e a d diti o n, t h e d ar k 

r e d s u s p e n si o n w a s stirr e d f or f urt h er 1 5 mi n at 0 ° C, b ef or e t h e s oli d s w er e c oll e ct e d b y s u cti o n filtr ati o n a n d t h or o u g hl y w a s h e d wit h 

w at er. Dr yi n g i n a d e si c c at or o v er C a Cl 2  u n d er v a c u u m f or s e v er al d a y s aff or d e d 1 1  a s a d e e p -r e d p o w d er (3 .0 2  g, 2 2 .0  m m ol, 7 9 %). 
1 H -N M R  ( 4 0 0 M H z, D M S O-d 6 ): δ = 7. 9 9 ( s, 1 H), 7. 8 0 ( s, 1 H), 7. 6 1 ( s, 1 H)  p p m . 1 3 C -N M R  (1 0 1  M H z, D M S O -d 6 ): δ = 1 6 1. 3, 1 5 5. 4, 1 4 9. 7, 

1 0 2. 3  p p m . M S -E SI ( m/ z ): [M  +  N a] +  c al c d f or C 4 H 3 N 5 O:  1 6 0. 0 2 3, f o u n d: 1 6 0. 0 2 4 ; [M  - H ]–  c al c d f or C 4 H 3 N 5 O: 1 3 6. 0 2 6,  f o u n d: 1 3 6 .0 2 7 . 

S y nt h e si z e d a c c or di n g t o lit er at ur e. [ 7]

3 -( 2-C hl or o et h yl) -4 -o x o -3, 4 -di h y dr oi mi d a z o[ 5, 1 -d ][ 1, 2, 3, 5]t etr a zi n e-8 -c ar b o x a mi d e  (1 2 ) 

T o a  s u s p e n si o n  of 4 -di a z o -4 H -i mi d a z ol e-5 -c ar b o x a mi d e  ( 2. 0 0 g, 1 4. 6  m m ol, 1. 0 0  e q ui v. ) i n dr y Et O A c ( 7 0  m L)  w er e  sl o wl y a d d e d  

vi a s yri n g e  6 . 60  m L  (8. 1 6  g, 7 7 .3  m m ol, 5 .3 0  e q ui v. ) c hl or o et h yl i s o c y a n at e . T h e d ar k r e d s u s p e n si o n w a s stirr e d f or 7 2  h i n t h e d ar k 

at r o o m t e m p er at ur e, b ef or e b ei n g dil ut e d wit h di et h yl et h er  ( 1 8 0 m L) . M or e s oli d m at eri al f or m e d, w hi c h w a s c oll e ct e d b y s u cti o n 

filtr ati o n a n d dri e d, yi el di n g 1 2  a s a r e d p o w d er  (2 .8 4  g, 1 1 .7  m m ol, 8 0 %). 1 H -N M R  ( 4 0 0 M H z, D M S O-d 6 ): δ = 8. 8 7 ( s, 1 H), 7. 8 3 ( s, 1 H), 

7. 7 0 ( s, 1 H), 4. 6 4 (t, J  =  6. 1  H z, 2 H), 4. 0 3 (t, J  = 6. 1  H z, 2 H)  p p m . 1 3 C -N M R  (1 0 1  M H z, D M S O -d 6 ): δ = 1 6 1. 4, 1 3 9. 1, 1 3 4. 0, 1 3 1. 2, 1 2 9. 1, 

5 0. 0, 4 1. 5  p p m . M S -E SI ( m/ z ): [M  +  N a] +  c al c d f or C 7 H 7 Cl N 6 O 2 : 2 6 5. 0 2 1 , f o u n d: 2 6 5 . 0 21 . 

3 -( 2-C hl or o et h yl) -4 -o x o -3, 4 -di h y dr oi mi d a z o[ 5, 1 -d ][ 1, 2, 3, 5]t etr a zi n e-8 -c ar b o x yli c a ci d  (1 3 ) 

A s ol uti o n of s o di u m nitrit e  ( 2. 5 6 g, 3 7. 1  m m ol, 3. 6 0  e q ui v .) i n 7. 5 0 m L  w at er  w a s  a d d e d v er y sl o wl y a n d u n d er vi g or o u s stirri n g t o 

a s u s p e n si o n of 2. 5 0  g ( 1 0. 3 0  m m ol, 1. 0 0  e q ui v. ) 1 2  i n c o n c e ntr at e d s ulf uri c a ci d  ( 1 5 m L)  at 0 ° C i n a n i c e -b at h. U n d er h e a v y e v ol uti o n 

of g a s e s, t h e s u s p e n si o n b e c a m e li g ht er i n c ol or a n d m or e pr e ci pit at e f or m e d, w hil e t h e t e m p er at ur e w a s m ai nt ai n e d at m a x. 1 0 ° C. 

Aft er c o m pl eti o n of t h e a d diti o n ( c a. 1  h), t h e mi xt ur e w a s w ar m e d t o r o o m t e m p er at ur e a n d vi g or o u sl y stirr e d f or f urt h er 3  h , b ef or e 

b ei n g p o ur e d i nt o cr u s h e d i c e  ( c a. 1 0 0 g) . A n off-w hit e s oli d f o r m e d, w hi c h w a s c oll e ct e d b y s u cti o n filtr ati o n a n d dri e d i n v a c u o t o yi el d 

1 3  a s a p e a c h -c ol or e d  p o w d er  (1 .7 6  g, 7 .2 3  m m ol, 7 0 %). 1 H -N M R  ( 4 0 0 M H z, D M S O-d 6 ): δ =  8. 8 6 ( s, 1 H), 4. 6 5 (t, J  = 6. 1  H z, 2 H), 4. 0 2 
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(t, J  = 6. 1  H z, 2 H)  p p m . 1 3 C -N M R  ( 1 0 1 M H z, D M S O-d 6 ): δ =  1 6 1. 7, 1 3 8. 9, 1 3 5. 9, 1 2 9. 7, 1 2 8. 4, 5 0. 1, 4 1. 4  p p m . H R M S -E SI ( m/ z ): 

[M  +  N a] +  c al c d f or  C 7 H 6 Cl N 5 O 3 : 2 6 6. 0 0 5, f o u n d: 2 66 .0 0 5 . S y nt h e si z e d a c c or di n g t o lit er at ur e. [8 ] 

3 -M et h yl -4 -o x o -3, 4 -di h y dr oi mi d a z o[ 5, 1 -d ][ 1, 2, 3, 5]t etr a zi n e-8 -c ar b o x yli c a ci d  (1 4 )

A s ol uti o n of s o di u m nitrit e  ( 2. 5 6 g ( 3 7. 1  m m ol, 3. 6 0  e q ui v. ) i n 2 0  m L w at er w a s a d d e d v er y  sl o wl y a n d u n d er vi g or o u s stirri n g t o a 

s u s p e n si o n of 2. 0 0  g ( 1 0. 3  m m ol, 1. 0 0  e q ui v. ) t e m o z ol o mi d e i n c o n c e ntr at e d s ulf uri c a ci d ( 20  m L)  at 0 ° C i n a n i c e -b at h. U n d er h e a v y 

e v ol uti o n of g a s e s, t h e s u s p e n si o n b e c a m e li g ht er i n c ol or a n d m or e pr e ci pit at e f or m e d, w hil e t h e t e m p er at ur e w a s m ai nt ai n e d at m a x. 

1 0 ° C. Aft er c o m pl eti o n of t h e a d diti o n wit hi n  4 5  mi n  t h e mi xt ur e w a s w ar m e d t o r o om t e m p er at ur e a n d vi g or o u sl y stirr e d f or f urt h er 2  h, 

b ef or e b ei n g p o ur e d i nt o cr u s h e d i c e  ( c a. 1 0 0 g) . A n off-w hit e s oli d f or m e d, w hi c h w a s c oll e ct e d b y s u cti o n filtr ati o n a n d dri e d i n v a c u o 

t o yi el d 1 4  a s a w hit e  p o w d er  (1 .5 2  g, 7 .7 7  m m ol, 7 6 %). 1 H -N M R  ( 4 0 0 M H z, D M S O-d 6 ): δ = 8. 8 0  ( s, 1 H), 3 .8 7  (s , 3 H)  p p m . 1 3 C -N M R  

(1 0 1  M H z, D M S O -d 6 ): δ = 1 6 1. 8, 1 3 9. 0, 1 3 6. 4, 1 2 9. 0, 1 2 7. 8, 3 6. 3  p p m . M S -E SI ( m/ z ): [M  +  N a] +  c al c d f or C 6 H 5 N 5 O 3 : 2 1 8. 0 2 8 f o u n d: 

2 1 8 . 02 8 ; [M  - H] –  c al c d f or C 6 H 5 N 5 O 3 : 1 9 4. 0 3 2, f o u n d: 1 9 4. 0 3 2. S y nt h e si z e d  a c c or di n g t o lit er at ur e.[8 ] 

H AI R s y nt h e si s  

H AI R A  

S y nt h e si z e d a c c or di n g t o g e n er al pr o c e d ur e  C u si n g  m o difi e d r e si n  1  ( 1. 0 0 g, 1. 5 0  m m ol,  e sti m at e d l o a di n g 1. 5 0  m m ol), 4 -( Fm o c -

a mi n o m et h yl) b e n z oi c  a ci d ( 1. 1 2 g, 3. 0 0  m m ol, 2. 0 0  e q ui v. ), H O Bt·H 2 O  ( 4 5 9 m g, 3. 0 0  m m ol, 2. 0 0  e q ui v. ), H A T U ( 1. 1 4 g, 3. 0 0  m m ol, 

2. 0 0  e q ui v. ) a n d DI P E A ( 7 9 0 μ L, 4. 5 0  m m ol, 3. 0 0  e q ui v. ) f oll o wi n g g e n er al pr o c e d ur e  C . U p o n c o m pl eti o n of t h e r e a cti o n a n d w a s hi n g , 

t h e r e si n w a s dri e d i n v a c u o a n d a l o a di n g of 0. 9 0  m m ol/ g w a s p h ot o m etri c all y d et er mi n e d  f or H AI R  A . 

H AI R B  

S y nt h e si z e d a c c or di n g t o g e n er al pr o c e d ur e  C u si n g  m o difi e d r e si n  1  ( 1. 0 0 g, 1. 5 0  m m ol,  e sti m at e d l o a di n g 1. 5 0  m m ol), 4 -F m o c -

a mi n o b ut a n oi c  a ci d ( 1. 1 2 g, 3. 0 0  m m ol, 2. 0 0  e q ui v. ), H O Bt·H 2 O  ( 4 5 9 m g, 3. 0 0  m m ol, 2. 0 0  e q ui v. ), H A T U ( 1. 1 4 g, 3. 0 0  m m ol, 

2. 0 0  e q ui v ) a n d DI P E A ( 7 9 0 μ L, 4. 5 0  m m ol, 3. 0 0  e q ui v ) f oll o wi n g g e n er al pr o c e d ur e  C . U p o n c o m pl eti o n of t h e r e a cti o n a n d w a s hi n g , 

t h e r e si n w a s dri e d i n v a c u o  a n d a l o a di n g of 0. 9 6  m m ol/ g  w a s p h ot o m etri c all y d et er mi n e d  f or H AI R  B . 

H AI R  C  

S y nt h e si z e d a c c or di n g t o g e n er al pr o c e d ur e  C u si n g  m o difi e d r e si n  1  ( 1. 1 9 g, 1. 7 9  m m ol, e sti m at e d l o a di n g 1. 5 0  m m ol), 6 -F m o c -

a mi n o h e x a n oi c  a ci d ( 1. 2 6 g, 3. 5 7  m m ol, 2. 0 0  e q ui v. ), H O Bt·H 2 O  ( 5 4 7 m g, 3. 5 7  m m ol, 2. 0 0  e q ui v. ), H A T U ( 1. 3 6 g, 3. 5 7  m m ol, 

2. 0 0  e q ui v. ) a n d DI P E A ( 9 3 3 μ L, 5. 3 5  m m ol, 3. 0 0  e q ui v. ) f oll o wi n g g e n er al pr o c e d ur e C . U p o n c o m pl eti o n of t h e r e a cti o n a n d w a s hi n g , 

t h e r e si n w a s dri e d i n v a c u o a n d a l o a di n g of 0. 8 7  m m ol/ g w a s p h ot o m etri c all y d et er mi n e d  f or H AI R  C . 
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H AI R  D  

S y nt h e si z e d a c c or di n g t o g e n er al pr o c e d ur e  C u si n g  m o difi e d r e si n  1  ( 1. 2 2 g, 1. 8 3  m m ol, e sti m at e d l o a di n g  1. 5 0  m m ol), 7 -F m o c -

a mi n o h e pt a n oi c  a ci d  8 b  ( 1. 3 4 g, 3. 6 5  m m ol, 2. 0 0  e q ui v ), H O Bt·H 2 O  ( 5 6 0 m g, 3. 6 5  m m ol, 2. 0 0  e q ui v. ), H A T U ( 1. 3 9 g, 3. 6 5  m m ol, 

2. 0 0  e q ui v. ) a n d DI P E A ( 9 6 0 μ L, 5. 5 0  m m ol, 3. 0 0  e q ui v. ) f oll o wi n g g e n er al pr o c e d ur e  C . U p o n c o m pl eti o n of t h e r e a cti o n a n d w a s hi n g, 

t h e r e si n w a s dri e d i n v a c u o a n d a l o a di n g of 0. 8 1  m m ol/ g w a s p h ot o m etri c all y d et er mi n e d  f or H AI R  D . 

H AI R  E  

S y nt h e si z e d a c c or di n g t o g e n er al pr o c e d ur e  C u si n g  m o difi e d r e si n  1  (6 6. 6  m g, 0. 1 0  m m ol, e sti m at e d l o a di n g 1. 5 0  m m ol), 4 -

( F m o c-a mi n o m et h yl) p h e n yl a cr yli c a ci d  8 c  (7 9. 8  m g, 0. 2 0  m m ol, 2. 0 0  e q ui v. ), H O Bt·H 2 O  (3 0. 6  m g,  0. 2 0  m m ol, 2. 0 0  e q), H A T U 

( 7 6. 0 m g, 0. 2 0  m m ol, 2. 0 0  e q ui v. ) a n d DI P E A (5 1. 0  μ L, 0. 3 0  m m ol, 3. 0 0  e q ui v. ) f oll o wi n g g e n er al pr o c e d ure  C . U p o n c o m pl eti o n of t h e 

r e a cti o n a n d w a s hi n g, t h e r e si n w a s dri e d i n v a c u o a n d a l o a di n g b et w e e n 0. 8 0 a n d  0. 8 7  m m ol/ g w a s p h ot o m etri c all y d et er mi n e d  f or 

diff er e nt b at c h e s  H AI R  E .  

Li br a r y S y nt h e si s  

N -( 4-( Hy dr o x y c ar b a m o yl) b e n z yl) -3 -m et h yl -4 -o x o -3, 4 -di h y dr oi mi d a z o[ 5, 1 -d][ 1, 2, 3, 5] t etr a zi n e -8 -c ar b o x a mi d e  (3 a ) 

S y nt h e si z e d a c c or di n g t o  g e n er al pr o c e d ur e  D wit h diff er e nt e q ui v al e nt s f or t h e r e a g e nt s  u si n g H AI R  A  (2 0 0  m g, 0. 3 0  m m ol, 

1. 0 0  e q ui v. ), H A T U (1 7 1  m g, 0. 4 5  m m ol, 1 .5 0  e q ui v. ), DI P E A (1 1 6  m g, 0. 9 0  m m ol, 3 . 0 0 e q ui v. ) a n d 1 4  (8 8 . 0 m g, 0. 4 5  m m ol, 

1 .5 0  e q ui v. ). P urific ati o n b y pr e p ar ati v e H P L C aff or d e d 3 a  a s b ei g e c ol o r e d p o w d er ( 5. 0 m g, 1 4. 6  m m ol, 5 %). H P L C : tR =  1 2. 7 0  mi n,  
1 H -N M R  ( 4 0 0 M H z, D M S O-d 6 ): δ = 1 1. 1 6 ( s, 1 H), 9. 1 3 (t, J  = 6. 3 H z, 1 H), 8. 9 9 ( s, 1 H), 8. 8 7 ( s, 1 H), 7. 7 0 ( d, J  = 8. 1 H z, 2 H), 7. 3 9 ( d, J  

= 8. 0 H z, 2 H), 4. 5 3 ( d, J  = 6. 3 H z, 2 H), 3. 8 7 ( s, 3 H) p p m.  1 3 C -N M R  ( 1 0 1 M H z, D M S O -d 6 ): δ = 1 6 4. 1, 1 5 9. 8, 1 4 2. 8, 1 3 9. 2, 1 3 4. 6 , 1 3 1. 3, 

1 3 0. 2 , 1 2 8. 5, 1 2 7.1, 1 2 6. 9, 4 1. 9 , 3 6. 1 p p m . H R M S -E SI ( m/ z ): [M  +  H] +  c al c d f or C 1 4 H 1 3 N 7 O 4 : 3 4 4. 1 1 0 2 , f o u n d: 3 4 4. 1 1 0 1. I R: ṽ =  3 2 8 1 

( br), 1 7 5 6 ( m), 1 6 4 1 ( v s), 1 5 5 7 ( m), 1 5 1 7 ( v s), 1 4 5 5 ( m), 1 3 5 0 ( m), 1 2 5 1 ( s), 1 0 1 5 ( m), 9 5 2 ( m), 7 3 2 ( s), 5 8 6 ( s)  c m -1 . 

3 -( 2-C hl or o et h yl) -N -( 4-( h y dr o x y c ar b a m o yl) b e n zyl) -4 -o x o -3, 4 -di h y dr oi mi d a z o[ 5, 1 -d][ 1, 2, 3, 5]t etr a zi n e -8 -c ar b o x a mi d e  (3 b ) 

S y nt h e si z e d a c c or di n g t o  g e n er al pr o c e d ur e  D wit h diff er e nt e q ui v al e nt s f or t h e r e a g e nt s u si n g  H AI R  A  ( 40 0  m g, 0. 6 0  m m ol, 

1. 0 0  e q ui v. ), H A T U ( 3 4 2 m g, 0. 9 0  m m ol, 1. 5 0  e q ui v. ), DI P E A ( 2 3 3 m g, 1. 8 0  m m ol, 3. 0 0  e q ui v. ) a n d 1 3  ( 2 1 9 m g, 0. 9 0  m m ol, 

1. 5 0  e q ui v. ). P urifi c ati o n b y pr e p ar ati v e H P L C aff or de d 3 b  a s b ei g e c ol o ur e d p o w d er ( 5 6. 0 m g, 0. 1 4  m m ol, 2 4 %). H P L C : tR =  1 4. 2 2  mi n . 
1 H -N M R  ( 4 0 0 M H z, D M S O-d 6 ): δ =  1 1. 1 6 ( s, 1 H), 9. 1 8 (t, J  = 6. 3 H z, 1 H), 8. 9 6 ( s, 1 H , br o a d si g n al), 8. 9 3 ( s, 1 H), 7. 7 1 ( d, J  = 8. 1 H z, 

2 H), 7. 4 0 ( d, J  = 8. 0 H z, 2 H), 4. 6 4 (t, J  = 6. 1 H z, 2 H), 4. 5 4 ( d, J  = 6. 3 H z,  2 H), 4. 0 3 (t, J  = 6. 1 H z, 2 H) p p m.  1 3 C -N M R  ( 1 0 1 M H z, D M S O-

d 6 ): δ =  1 6 4. 1, 1 5 9. 7 , 1 4 2.7, 1 3 9. 0, 1 3 4. 0, 1 3 1. 3, 1 3 0. 9, 1 2 9. 3 , 1 2 7.1, 1 2 6. 9, 5 0. 0, 4 2. 0 , 4 1. 4 p p m.  H R M S -E SI ( m/ z ): [M  +  H] +  c al c d f or 

8 2



S U P P O R TI N G I N F O R M A TI O N 
C 1 5 H 1 4 Cl N 7 O 4 : 3 9 2. 0 8 6 9, fo u n d  3 9 2. 0 8 6 6 . I R: ṽ =  3 4 1 3 ( w), 3 2 8 6 ( br), 3 1 2 8 ( w), 2 8 6 9 ( br), 1 7 6 6 ( s), 1 6 4 4 ( v s), 1 5 8 0 ( s), 1 5 1 9 ( s), 1 4 5 6 

( s), 1 3 1 6 ( m), 1 2 5 5 ( s), 1 2 4 6 ( s), 1 0 7 7 ( m), 9 5 4 ( s), 9 0 2 ( m), 7 2 9 ( m), 6 5 4 ( s), 6 0 0 ( s), 5 7 2 ( v s), 5 5 4 ( s)  c m -1 . 

4 -(( 4-( 4-( Bi s( 2-c hl or o et h yl) a mi n o) p h e n yl) b ut a n a mi d o) m et h yl) -N -h y dr o x y b e n z -a mi d e  (3 c ) 

S y nt h e si z e d a c c or di n g t o  g e n er al pr o c e d ur e  D wit h diff er e nt e q ui v al e nt s f or t h e r e a g e nt s u si n g  H AI R  A  (2 0 0  m g, 0. 3 0  m m ol, 

1. 0 0  e q ui v. ), H A T U (1 7 1  m g, 0. 4 5  m m ol, 1 .5 0  e q ui v. ), DI P E A (1 1 6  m g, 0. 9 0  m m ol, 3 . 0 0 e q ui v. ) a n d c hl or a m b u cil (1 3 7  m g, 0. 4 5  m m ol, 

1 .5 0  e q ui v. ). P urifi c ati o n b y pr e p ar ati v e H P L C aff or d e d 3 c  a s w hit e  p o w d er (2 5 . 0 m g, 0. 0 6  m m ol, 1 8 %). H P L C : tR =  1 8. 1 7  mi n.  1 H -N M R  

( 3 0 0 M H z, D M S O-d 6 ): δ = 1 1. 1 4 ( br s, 1 H), 8. 3 5 (t, J  = 5. 9 H z, 1 H), 7. 6 9 ( d, J  = 8. 2 H z, 2 H), 7. 2 9 ( d, J = 8. 2 H z, 2 H), 7. 0 2 ( d, J = 8. 6 

H z, 2 H), 6. 6 9 –  6. 6 3 ( m, 2 H), 4. 2 9 ( d, J  = 5. 9 H z, 2 H), 3. 6 9 ( s, 8 H), 2. 4 5 ( d, J  = 7. 6 H z, 2 H), 2. 1 5 (t, J  = 7. 5 H z, 2 H ), 1. 7 6 ( p, J  = 7. 6 

H z, 2 H) p p m.  A P T  ( 7 5 M H z, D M S O-d 6 ): δ = 1 7 2. 0, 1 6 4. 0, 1 4 4. 4, 1 4 3. 0, 1 3 1. 2, 1 2 9. 9, 1 2 9. 3, 1 2 7. 0, 1 2 6. 9, 1 1 1. 9, 5 2. 2 , 4 1. 7, 4 1. 2, 3 4. 8, 

3 3. 6, 2 7. 4 p p m.  H R M S -E SI ( m/ z ): [M  +  H] +  c al c d f or C 2 2 H 2 7 Cl 2 N 3 O 3 : 4 5 2. 1 5 0 2, f o u n d 4 5 2. 1 3 6 7. I R: ṽ =  3 2 8 1 ( br), 1 7 5 6 ( br), 1 6 4 0 ( s), 

1 6 1 3 ( s), 1 5 5 2 ( m), 1 4 3 2 ( br), 1 1 7 6 ( v s), 1 1 5 3 ( v s), 1 0 1 5 ( m), 7 9 9 ( m), 7 0 3 ( m)  c m -1 . 

N -( 4-( H y dr o x y a mi n o)-4 -o x o b ut yl) -3 -m et h yl -4 -o x o -3, 4 -di h y dr oi mi d a z o[ 5, 1 -d] [ 1, 2, 3, 5]t etr a zi n e-8 -c ar b o x a mi d e  (3 d ) 

S y nt h e si z e d a c c or di n g t o g e n er al pr o c e d ur e  D u si n g H AI R  B  ( 4 0 0 m g, 0. 3 6  m m ol, 1. 0 0  e q ui v. ), H A T U ( 4 0 7 m g, 1. 0 7  m m ol, 

3. 0 0  e q ui v. ), DI P E A ( 3 0 2 μ L, 1. 7 8  m m ol, 5. 0 0  e q ui v. ) a n d 1 4  ( 2 0 9 m g, 1. 0 7  m m ol, 3. 0 0  e q ui v. ). P urifi c atio n b y pr e p ar ati v e H P L C 

aff or d e d 3 d  a s b ei g e c ol o ur e d s oli d ( 8 0. 7 m g, 0. 2 7  m m ol, 7 6 %). H P L C : tR =  1 1. 3 3  mi n. 1 H -N M R  ( 4 0 0 M H z, D M S O-d 6 ): δ = 1 0. 3 9 ( s, 1 H), 

8. 8 4 ( s, 1 H), 8. 5 5 (t, J  = 6. 0 H z, 1 H), 3. 8 7 ( s, 3 H), 3. 2 9 ( q, J  = 6. 7 H z, 2 H), 2. 0 1 ( d d, J  = 8. 4, 6. 7 H z, 2 H), 1. 8 2 –  1. 7 0 ( m, 2 H)  p p m , , -

C -N H -O H si g n al c o ul d n ot b e d et e ct e d d u e t o s ol v e nt e x c h a n g e . 1 3 C -N M R  ( 1 0 1 M H z, D M S O-d 6 ): δ = 1 6 8. 8, 1 5 9. 7, 1 3 9. 2, 1 3 4. 4 , 1 3 0. 5,

1 2 8. 4 , 3 8. 3, 3 6. 1, 3 0. 0, 2 5. 5 p p m. H R M S -E SI ( m/ z ): [M  +  N a] +  c al c d f or C 1 0 H 1 3 N 7 O 4 : 3 1 8. 0 9 2 1  f o u n d: 3 1 8. 0 9 2 7. I R: ṽ =  3 2 2 3 ( br), 3 1 2 7

( br), 2 9 3 5 ( br), 1 7 4 2 ( v s), 1 6 4 1 ( s), 1 5 7 9 ( s), 1 5 1 8 ( m), 1 4 5 5 ( v s), 1 3 5 1 ( w), 1 2 4 8 ( m), 1 1 7 0 ( s), 9 4 5 ( br), 7 3 5 ( v s) , 5 9 5 ( br)  c m -1 .

3 -( 2-C hl or o et h yl) -N -( 4-( h y dr o x y a mi n o)-4 -o x o b ut yl) -4 -o x o -3, 4 -di h y dr oi mi d a z o [ 5, 1 -d][ 1, 2, 3, 5]t etr a zi n e -8 -c ar b o x a mi d e  (3 e ) 

S y nt h e si z e d a c c or di n g t o  g e n er al pr o c e d ur e  D u si n g H AI R  B  ( 4 0 0 m g, 0. 3 6  m m ol, 1. 0 0  e q ui v. ), H A T U ( 4 0 7 m g, 1. 0 7  m m ol, 

3. 0 0  e q ui v. ), DI P E A ( 3 0 2 μ L, 1. 7 8  m m ol, 5. 0 0  e q ui v. ) a n d 1 3  ( 2 6 0 m g, 1. 0 7  m m ol, 3. 0 0  e q ui v. ). P urifi c ati o n b y pr e p ar ati v e H P L C 

aff or d e d 3 e  a s b ei g e c ol o ur e d s oli d ( 7 3. 4 m g, 0. 2 1  m m ol, 5 9 %). H P L C : tR = 1 3. 1 0  mi n.  1 H -N M R  ( 4 0 0 M H z, D M S O-d 6 ): δ =  1 0. 4 0 ( s, 

1 H), 8. 9 0 ( s, 1 H), 8. 6 1 (t, J  = 6. 1 H z, 1 H), 4. 6 4 (t, J  = 6. 1 H z, 2 H), 4. 0 3 (t, J  = 6. 1 H z,  2 H), 3. 2 9 ( q, J  = 6. 7 H z, 2 H), 2. 0 1 (t, J  = 7. 6 H z, 

2 H), 1. 7 6 ( p, J  = 7. 2 H z, 2 H)  p p m , -C -N H -O H si g n al c o ul d n ot b e d et e ct e d d u e t o s ol v e nt e x c h a n g e . 1 3 C -N M R  ( 1 0 1 M H z, D M S O -d 6):  

δ =  1 6 8. 8, 1 5 9. 5, 1 3 9. 1 , 1 3 3. 8, 1 3 1. 2 , 1 2 9. 1, 4 9. 9, 41. 5 , 3 8. 3, 3 0. 0, 2 5. 5  p p m.  H R M S -E SI ( m/ z ): [M  +  H] +  c al c d f or C 1 1 H 1 4 Cl N 7 O 4 : 

3 4 4. 0 8 6 9, f o u n d 3 4 4. 0 8 6 4 . I R: ṽ =  3 2 2 4 ( br), 3 1 2 9 ( br), 2 9 3 5 ( br), 1 7 4 3 ( v s), 1 6 4 2 ( s), 1 5 7 9 ( m), 1 4 5 5 ( s), 1 2 4 7 ( m), 1 1 5 7 ( s), 1 0 7 6 ( m), 

7 3 5 ( v s)  c m -1 . 

4 -( 4-( Bi s( 2-c hl or o et h yl) a mi n o) p h e n yl) -N -( 4-( h y dr o x y a mi n o)-4 -o x o b ut yl) b ut a n a mi d e  (3f ) 
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S y nt h e si z e d a c c or di n g t o g e n er al pr o c e d ur e  D u si n g H AI R  B  ( 2 7 0 m g, 0. 2 4  m m ol, 1. 0 0  e q ui v. ), H A T U ( 2 7 3 m g, 0. 7 2  m m ol, 

3. 0 0  e q ui v. ), DI P E A ( 2 1 0 μ L, 1. 2 0  m m ol, 5. 0 0  e q ui v. ) a n d c hl or a m b u cil ( 2 1 9  m g, 0. 7 2  m m ol, 3. 0 0  e q ui v. ). P urifi c atio n b y pr e p ar ati v e 

H P L C aff or d e d 3f  a s b ei g e c ol o ur e d s oli d ( 5 9. 5 m g, 0. 1 5  m m ol, 6 3 %). H P L C : tR =  1 7. 3 8  mi n.  1 H -N M R  ( 3 0 0 M H z, D M S O-d 6 ): δ =  1 0. 3 5 

( s, 1 H), 7. 7 7 (t, J  = 5. 6 H z, 1 H), 7. 0 1 ( d, J  = 8. 6 H z, 2 H), 6. 6 6 ( d, J  = 8. 7 H z, 2 H), 3. 6 9 ( s, 8 H), 3. 0 1 ( q, J  = 6. 9 H z, 2 H), 2. 4 2 (t, J  = 7. 6 

H z, 2 H), 2. 0 4 (t, J  = 7. 5 H z, 2 H), 1. 9 4 ( d d, J  = 8. 3, 6. 8 H z, 2 H), 1. 7 2 ( q d, J  = 8. 3, 6 . 6 H z, 2 H), 1. 6 6 –  1. 5 3 ( m, 2 H) p p m , -C -N H -O H 

si g n al c o ul d n ot b e d et e ct e d d u e t o s ol v e nt e x c h a n g e . 1 3 C -N M R  ( 7 5 M H z, D M S O -d 6 ): δ = 1 7 1. 9, 1 6 8. 8, 1 4 4. 4, 1 3 0. 0, 1 2 9. 3, 1 1 1. 9, 5 2. 2, 

4 1. 2, 3 8. 1, 3 4. 9, 3 3. 7, 2 9. 9, 2 7. 4 , 2 5. 4 p p m . H R M S -E SI ( m/ z ): [M  - H ]- c al c d f or C 1 8 H 2 7 Cl 2 N 3 O 3 : 4 0 2. 1 3 5 7  f o u n d: 4 0 2. 1 3 5 6 . I R: ṽ =  3 2 2 2  

( br), 2 9 3 5 ( br), 1 7 4 2 ( v s), 1 6 3 9 ( v s), 1 5 7 9 ( s), 1 5 1 8 ( s), 1 3 5 0 ( w), 1 2 4 8 ( m), 1 1 7 3 ( s), 9 4 7 ( m), 7 3 5 ( v s), 5 9 6 ( m)  c m -1 . 

3 -( 2-C hl or o et h yl) -N -( 6-( h y dr o x y a mi n o)-6 -o x o h e x yl) -4 -o x o -3, 4 -di h y dr oi mi d a z o [ 5, 1-d][ 1, 2, 3, 5]t etr a zi n e -8 -c ar b o x a mi d e  (3 g ) 

S y nt h e si z e d a c c or di n g t o g e n er al pr o c e d ur e  D u si n g H AI R  C  ( 4 5 0 m g, 0. 3 8  m m ol, 1. 0 0  e q ui v. ), H A T U ( 4 3 7 m g, 1. 1 5  m m ol, 

3. 0 0  e q ui v. ), DI P E A ( 3 2 6 μ L, 1. 9 2  m m ol, 5. 0 0  e q ui v. ) a n d 1 3  ( 2 7 9 m g, 1. 1 5  m m ol, 3. 0 0  e q ui v. ). P urifi c ati on b y pr e p ar ati v e H P L C 

aff or d e d 3 g  a s b ei g e c ol o ur e d s oli d ( 8 3. 4 m g, 0. 2 2  m m ol, 5 8 %). H P L C : tR = 1 3. 8 7  mi n.  1 H -N M R  ( 4 0 0 M H z, D M S O-d 6 ): δ =  1 0. 3 2 ( s, 1 H), 

8. 8 9 ( s, 1 H), 8. 5 1 (t, J  = 6. 0 H z, 1 H), 4. 6 3 (t, J  = 6. 1 H z, 2 H), 4. 0 3 (t, J  = 6. 1 H z, 2 H), 3. 2 8 ( q, J  = 6. 8 H z, 2 H), 1. 9 4 (t, J  = 7. 4 H z, 2 H), 

1. 5 2 ( h, J  = 7. 1 H z, 4 H), 1. 2 7 ( q d, J  = 9. 4, 8. 9, 6. 1 H z, 2 H)  p p m , -C -N H -O H si g n al c o ul d n ot b e d et e ct e d d u e t o s ol v e nt e x c h a n g e .
1 3 C -N M R  ( 1 0 1 M H z, D M S O -d 6 ): δ =  1 6 9. 0, 1 5 9. 4, 1 3 9. 1, 1 3 3. 8, 1 3 1. 3, 1 2 9. 1, 4 9. 9, 4 1. 5 , 3 8 . 5, 3 2. 2, 2 8. 9, 2 6. 0, 2 4. 9 p p m.  H R M S -E SI 

(m/ z ): [M  +  H] +  c al c d f or C 1 3 H 1 8 Cl N 7 O 4 : 3 7 2. 1 1 8 2,  f o u n d: 3 7 2. 1 1 7 7 . I R: ṽ =  3 3 3 4 ( br), 3 2 7 3 ( br), 2 9 4 1 ( br), 2 8 6 6 ( br), 1 7 5 3 ( m), 1 6 8 2 

( m), 1 6 2 9 ( m), 1 2 5 7 ( m), 1 4 5 2 ( m), 1 2 5 1 ( s), 1 2 0 0 ( m), 7 3 3 ( v s)  c m -1 . 

6 -( 4-( 4-( Bi s( 2-c hl or o et h yl) a mi n o) p h e n yl) b ut a n a mi d o) -N -h y dr o x y h e x a n a mi d e  (3 h ) 

S y nt h e si z e d a c c or di n g t o g e n er al pr o c e d ur e  D u si n g H AI R  C  ( 4 5 0 m g, 0. 3 8  m m ol, 1. 0 0  e q ui v. ), H A T U ( 4 3 7 m g, 1. 1 5  m m ol, 

3. 0 0  e q ui v. ), DI P E A ( 3 2 6 μ L,  1. 9 2  m m ol, 5. 0 0  e q ui v. ) a n d c hl or a m b u cil ( 3 4 9 m g, 1. 1 5  m m ol, 3. 0 0  e q ui v ). P urifi c atio n b y pr e p ar ati v e 

H P L C aff or d e d 3 h  a s b ei g e c ol o ur e d s oli d ( 8 4. 5 m g, 0. 2 0  m m ol, 5 1 %). H P L C : tR =  1 7. 8 6  mi n . 1 H -N M R  ( 4 0 0 M H z, D M S O-d 6 ): δ =  1 0. 3 2 

( s, 1 H), 7. 7 2 (t, J  = 5. 6 H z, 1 H), 7. 0 1 ( d, J  = 8. 7 H z, 2 H), 6. 6 6 ( d, J  = 8. 7 H z, 2 H), 3. 7 5 –  3. 6 0 ( m, 8 H), 3. 0 0 (t d, J  = 7. 0, 5. 6 H z, 2 H), 

2. 4 2 (t, J  = 7. 6 H z, 2 H), 2. 0 4 (t, J  = 7. 5 H z, 2 H), 1. 9 2 (t, J  = 7. 4 H z, 2 H), 1. 7 8 –  1. 6 5 ( m, 2 H), 1. 4 7 ( p, J  = 7. 5 H z, 2 H), 1. 3 6 ( p, J  = 7. 3 

H z, 2 H) , 1. 2 8 –  1. 1 4 ( m, 2 H) p p m , -C -N H -O H si g n al c o ul d n ot b e d et e ct e d d u e t o s ol v e nt e x c h a n g e . 1 3 C -N M R  ( 1 0 1 M H z, D M S O -d 6 ): 

δ = 1 7 1. 7, 1 6 9. 0, 1 4 4. 4, 1 3 0. 0, 1 2 9. 3, 1 1 1. 9, 5 2. 2, 4 1. 2, 3 8. 3, 3 4. 9, 3 3. 7 , 3 2. 2, 2 8. 9, 2 7. 4, 2 6. 0, 2 4. 9 p p m.  H R M S -E SI ( m/ z ): [M  +  H] +  

c al c d f or C 2 0 H 3 1 Cl 2 N 3 O 3 : 4 3 2. 1 8 1 5 , f ou n d 4 3 2. 1 8 1 6 . I R: ṽ =  3 2 2 3 ( br), 2 9 3 4 ( br), 1 7 4 3 ( v s), 1 6 3 9 ( v s), 1 5 7 9 ( s), 1 5 1 8 ( s), 1 4 5 5 ( v s), 

1 1 7 3 ( s), 9 4 6 ( m), 7 3 5 ( v s)  c m -1 . 

N -( 7-( H y dr o x y a mi n o)-7 -o x o h e pt yl) -3 -m et h yl -4 -o x o -3, 4 -di h y dr oi mi d a z o[ 5, 1 -d] [ 1, 2, 3, 5]t etr a zi n e-8 -c ar b o x a mi d e  (3i ) 

S y nt h e si z e d a c c or di n g t o g e n er al pr o c e d ur e  D u si n g H AI R  D  ( 5 0 0 m g, 0. 4 1  m m ol, 1. 0 0  e q ui v. ), H A T U ( 4 6 8 m g, 1. 2 3  m m ol, 

3. 0 0  e q ui v. ), DI P E A ( 3 4 9 μ L, 2. 0 5  m m ol, 5. 0 0  e q ui v. ) a n d 1 4  ( 2 4 2 m g , 1. 2 3 m m ol, 3. 0 0  e q ui v. ). P urifi c atio n b y pr e p ar ati v e H P L C 

aff or d e d 3i  a s c ol orl e s s  p o w d er ( 1 1 4 m g, 0. 3 4  m m ol, 8 3 %). H P L C : tR =  1 2. 2 5  mi n.  1 H -N M R  ( 4 0 0 M H z, D M S O-d 6 ): δ =  1 0. 3 2 ( s, 1 H), 

8. 8 2 ( s, 1 H), 8. 4 6 (t, J  = 6. 0 H z, 1 H), 3. 8 6 ( s, 3 H), 3. 2 8 ( q, J  = 6. 7 H z, 2 H), 1. 9 3 (t, J  = 7. 3 H z, 2 H), 1. 5 0 ( d p, J  = 1 4. 5, 6. 9 H z, 4 H), 1. 2 7 
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( d q, J  = 9. 0, 5. 2, 4. 5 H z, 4 H) p p m , -C -N H -O H si g n al c o ul d n ot b e d et e ct e d d u e t o s ol v e nt e x c h a n g e . 1 3 C -N M R  ( 1 0 1 M H z, D M S O-d 6 ): 

δ = 1 6 9. 1, 1 5 9. 6, 1 3 9. 2, 1 3 4. 4 , 1 3 0. 6, 1 2 8. 4, 3 8. 5, 3 6. 1, 3 2. 2, 2 9. 1, 2 8. 4 , 2 6. 1, 2 5. 1 p p m.  H R M S -E SI ( m/ z ): [M  +  N a] +  c al c d f or 

C 1 3 H 1 9 N 7 O 4 : 3 6 0. 1 3 9 1 , f o u n d: 3 6 0. 1 4 0 1. I R: ṽ =  3 3 0 1 ( br), 3 1 9 5 ( br), 2 9 1 1 ( br), 2 8 4 7 ( br), 1 7 3 6 ( v s), 1 6 2 2 ( m), 1 5 8 0 ( s), 1 2 5 5 ( m), 1 0 4 4 

( m), 9 4 8 ( s) c m -1 . 

3 -( 2-C hl or o et h yl) -N -( 7-( h y dr o x y a mi n o)-7 -o x o h e pt yl) -4 -o x o -3, 4 -di h y dr oi mi d a z o [ 5, 1 -d][ 1, 2, 3, 5]t etr a zi n e -8 -c ar b o x a mi d e  (3j ) 

S y nt h e si z e d a c c or di n g t o g e n er al pr o c e d ur e  D u si n g H AI R  D  ( 5 0 0 m g, 0. 4 1  m m ol, 1. 0 0  e q ui v. ), H A T U ( 4 6 8 m g, 1. 2 3  m m ol, 

3. 0 0  e q ui v. ), DI P E A ( 3 4 9 μ L, 2. 0 5  m m ol, 5. 0 0  e q ui v. ) a n d 1 3  ( 3 0 0 m g, 1. 2 3  m m ol, 3. 0 0  e q ui v. ). P urifi c atio n b y pr e p ar ati v e H P L C 

aff or d e d 3j  a s c ol orl e s s  p o w d er ( 1 0 8 m g, 0. 2 8  m m ol, 6 8 %). H P L C : tR = 1 3. 6 3  mi n. 1 H -N M R  ( 4 0 0 M H z, D M S O-d 6 ): δ =  1 0. 3 2 ( s , 1 H), 

8. 8 8 ( s, 1 H), 8. 5 0 (t, J  = 6. 0 H z, 1 H), 4. 6 4 (t, J  = 6. 1 H z, 2 H), 4. 0 3 (t, J  = 6. 1 H z, 2 H), 3. 2 8 ( q, J  = 6. 7 H z, 2 H), 1. 9 3 (t, J  = 7. 4 H z, 2 H), 

1. 5 0 ( m, J  = 1 7. 5, 7. 1 H z, 4 H), 1. 2 7 ( m, J  = 1 0. 9 , 9. 3, 4. 4 H z, 4 H) p p m, -C -N H -O H si g n al c o ul d n ot b e d et e ct e d d u e t o s ol v e nt e x c h a n g e . 
1 3 C -N M R  ( 1 0 1 M H z, D M S O -d 6 ): δ =  1 6 9. 1, 1 5 9. 4, 1 3 9. 1, 1 3 3. 8, 1 3 1. 3, 1 2 9. 1, 4 9. 9, 4 1. 5, 3 8. 5, 3 2. 2, 2 9. 1 , 2 8. 3, 2 6. 1, 2 5. 1 p p m.  

H R M S -E SI ( m/ z ): [M  +  N a] +  c al c d f or C 1 4 H 2 0 Cl N 7 O 4 : 4 0 8. 1 1 5 8, f o u n d: 4 0 8. 1 1 5 8. I R: ṽ =  3 2 5 1 ( br), 2 9 2 7 ( br), 2 8 5 4 ( br), 1 7 3 6 ( v s), 1 6 3 0 

( v s), 1 5 8 0 ( s), 1 5 1 9 ( m), 1 4 5 6 ( s), 1 3 1 8 ( m), 1 2 5 0 ( m), 1 0 8 8 ( m), 9 2 6 ( m), 7 3 7 ( m), 6 4 3 ( m)  c m -1 .  

7 -( 4-( 4-( Bi s( 2-c hl or o et h yl) a mi n o) p h e n yl) b ut a n a mi d o) -N -h y dr o x y h e pt a n a mi d e  (3 k ) 

S y nt h e si z e d a c c or di n g t o g e n er al pr o c e d ur e  D u si n g H AI R  D  ( 5 0 0 m g, 0. 4 1  m m ol, 1. 0 0  e q ui v. ), H A T U ( 4 6 8 m g, 1. 2 3  m m ol, 

3. 0 0  e q ui v. ), DI P E A ( 3 4 9 μ L, 2. 0 5  m m ol, 5. 0 0  e q ui v. ) a n d c hl or a m b u cil ( 3 7 4 m g, 1. 2 3  m m ol, 3. 0 0  e q ui v. ). P urifi c ati o n b y pr e p ar ati v e 

H P L C aff or d e d 3 k  a s  c ol orl e s s  p o w d er ( 9 3. 0 m g, 0. 2 1  m m ol, 5 1 %). H P L C : tR =  1 7. 5 3  mi n.  1 H -N M R  ( 3 0 0 M H z, D M S O-d 6 ): δ =  1 0. 3 1 ( s, 

1 H), 7. 7 1 (t, J  = 5. 6 H z, 1 H), 7. 0 1 ( d, J  = 8. 6 H z, 2 H), 6. 6 6 ( d, J  = 8. 7 H z, 2 H), 3. 6 9 ( s, 8 H), 3. 1 0 –  2. 9 0 ( m, 2 H), 2. 4 2 (t, J  = 7. 5 H z, 

2 H), 2. 0 4 (t, J  = 7. 4 H z, 2 H), 1. 9 2 (t, J  = 7. 3 H z, 2 H), 1. 8 0 –  1. 6 5 ( m, 2 H), 1. 4 8 ( q, J  = 7. 2 H z, 2 H), 1. 3 5 ( q, J  = 6. 8 H z, 2 H), 1. 2 2 ( p, J  

= 3. 5 H z, 4 H) p p m , -C -N H -O H si g n al c o ul d n ot b e d et e ct e d d u e t o s ol v e nt e x c h a n g e . 1 3 C -N M R  ( 1 0 1 M H z, D M S O -d 6 ): δ = 1 7 1. 7, 1 6 9. 1, 

1 4 4. 4, 1 3 0. 0, 1 2 9. 3, 1 1 1. 9, 5 2. 2, 4 1. 2 , 3 8. 3, 3 4. 9, 3 3. 6, 3 2. 2, 2 9. 1, 2 8. 3, 2 7. 4, 2 6. 2, 2 5. 1 p p m.  H R M S -E SI ( m/ z ): [M  +  H] +  c al c d f or 

C 2 1 H 3 3 Cl 2 N 3 O 3 : 4 4 6. 1 9 7 2 , f o u n d: 4 4 6. 1 9 7 1. I R: ṽ =  3 2 6 2 ( br), 2 9 2 8 ( br), 2 8 5 2 ( br), 1 6 1 4 ( s), 1 5 6 4  ( s), 1 5 1 7 ( v s), 1 3 5 4 ( m), 1 1 7 8 ( m), 

8 0 4 ( m), 7 4 0 ( s)  c m -1 . 

( E)-N -( 4-( 3-( Hy dr o x y a mi n o) -3 -o x o pr o p -1 -e n -1 -yl) b e n z yl) -3 -m et h yl -4 -o x o -3, 4 -di h y dr o -i mi d a z o[ 5, 1-d][ 1, 2, 3, 5]t etr a zi n e -8 -

c ar b o x a mi d e  (3l ) 

S y nt h e si z e d a c c or di n g t o g e n er al pr o c e d ur e  D u si n g H AI R  E  ( 5 0 0 m g, 0. 4 1  m m ol, 1. 0 0  e q ui v. ), H A T U ( 4 6 8 m g, 1. 2 3  m m ol, 

3. 0 0  e q ui v. ), DI P E A ( 3 4 9 μ L, 2. 0 5  m m ol, 5. 0 0  e q ui v. ) a n d 1 4  ( 2 4 2 m g, 1. 2 3  m m ol, 3. 0 0  e q ui v. ). P urifi c atio n b y pr e p ar ati v e H P L C 

aff or d e d 3l  a s w hit e c ol o ur e d p o w d er ( 6 3. 0 m g, 0. 1 7  m m ol, 4 1 %). H P L C : tR = 1 3. 0 5  mi n.  1 H -N M R  ( 3 0 0 M H z, D M S O -d 6 ): δ =  1 0. 7 2 ( s, 

1 H), 9. 0 9 (t, J  = 6. 3 H z, 1 H), 8. 8 6 ( s, 1 H), 7. 5 2 ( d, J  = 8. 1 H z, 2 H), 7. 4 2 ( d, J  = 1 5. 9 H z, 1 H), 7. 3 7 ( d, J  = 8. 2 H z, 2 H), 6. 4 3 ( d, J  = 1 5. 8 

H z, 1 H), 4. 5 1 ( d, J  = 6. 3 H z, 2 H), 3. 8 7 ( s, 3 H) p p m , -C -N H -O H si g n al c o ul d n ot b e d et e ct e d d u e t o s ol v e nt e x c h a n g e . 1 3 C -N M R  ( 7 5 

M H z, D M S O -d 6 ): δ = 1 6 2. 8, 1 5 9. 8, 1 4 1. 1, 1 3 9. 2, 1 3 8. 1, 1 3 4. 6 , 1 3 3. 4, 1 3 0. 3 , 1 2 8. 5, 1 2 7. 9, 1 2 7. 5, 1 1 8. 6, 4 1. 9, 3 6. 2 p p m.  H R M S -E SI 

(m/ z ): [M  +  H] +  c al c d f or C 1 6 H 1 5 N 7 O 4 : 3 9 2. 1 0 7 8, f o u n d: 3 9 2. 1 0 6 0. I R: ṽ =  3 2 0 9 ( br), 3 0 2 8 ( br), 2 8 5 4 ( br), 1 7 4 5 ( v s), 1 6 5 1 ( s), 1 5 8 2 ( m), 

1 4 5 4 ( m), 1 2 5 0 ( m), 1 0 5 4 ( m), 9 4 3 ( m), 7 3 4 ( s), 5 6 8 ( m), 5 0 9 ( s)  c m -1 .
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( E)-3 -( 2-C hl or o et h yl) -N -( 4-( 3-( h y dr o x y a mi n o)-3 -o x o pr o p -1 -e n -1 -yl) b e n z yl) -4 -o x o -3, 4 -di h y dr oi mi d a z o[ 5, 1 -d][ 1, 2, 3, 5]t etr a zi n e -8 -

c ar b o x a mi d e  (3 m ) 

S y nt h e si z e d a c c or di n g t o g e n er al pr o c e d ur e  D u si n g H AI R  E  ( 6 0 0 m g, 0. 4 1  m m ol, 1. 0 0  e q ui v. ), H A T U ( 4 7 0 m g, 1. 2 4  m m ol, 

3. 0 0  e q ui v. ), DI P E A ( 3 5 0 μ L,  2. 0 6  m m ol, 5. 0 0  e q ui v. ) a n d 1 3  ( 3 0 1 m g, 1. 2 4  m m ol, 3. 0 0  e q ui v. ). P urifi c ati o n b y pr e p ar ati v e H P L C 

aff or d e d 3 m  a s w hit e c ol o ur e d p o w d er ( 9 4. 1 m g, 0. 2 3  m m ol, 5 6 %). H P L C : tR = 1 4. 3 8  mi n.  1 H -N M R  ( 4 0 0 M H z, D M S O-d 6 ): δ =  1 0. 7 3 ( s, 

1 H), 9. 1 4 (t, J  = 6. 3 H z, 1 H), 8. 9 2 ( s, 1 H), 7. 5 2 ( d, J  = 8. 0 H z, 2 H), 7. 4 3 ( d, J  = 1 5. 8 H z, 1 H), 7. 3 7 ( d, J  = 8. 3 H z, 2 H), 6. 4 3 ( d, J  = 1 5. 8 

H z, 1 H), 4. 6 4 (t, J  = 6. 1 H z, 2 H), 4. 5 2 ( d, J  = 6. 3 H z, 2 H), 4. 0 3 (t, J  = 6. 1 H z, 2 H)  p p m , -C -N H -O H si g n al c o ul d n ot b e d et e ct e d d u e t o 

s ol v e nt e x c h a n g e . 1 3 C -N M R  ( 1 0 1 M H z, D M S O -d 6 ): δ =  1 6 2. 7, 1 5 9. 7, 1 4 1. 0, 1 3 9. 1, 1 3 8. 1, 1 3 4. 0, 1 3 3. 4, 1 3 0. 9, 1 2 9. 3 , 1 2 7. 8, 1 2 7.5, 

1 1 8. 6, 5 0. 0, 4 1. 9, 4 1. 5  p p m.  H R M S -E SI ( m/ z ): [M  +  H] +  c al c d f or C 1 7 H 1 6 Cl N 7 O 4 : 4 1 8. 1 0 2 5, f o u n d: 4 1 8. 1 0 2 5 . I R: ṽ =  3 3 8 7 ( br), 3 2 2 6 ( br), 

3 0 3 2 ( br), 1 7 3 8 ( v s), 1 6 5 7 ( v s), 1 6 2 2 ( m), 1 5 8 2 ( m), 1 5 1 9 ( m), 1 2 5 1 ( m), 1 0 5 6 ( m), 7 8 0 ( m), 7 3 3 ( s) , 6 1 2 ( m), 4 9 6 ( m) c m -1 . 

( E)-4 -( 4-( Bi s( 2-c hl or o et h yl) a mi n o) p h e n yl) -N -( 4-( 3-( h y dr o x y a mi n o)-3 -o x o pr o p -1 -e n -1 -yl) b e n z yl) b ut a n a mi d e  (3 n ) 

S y nt h e si z e d a c c or di n g t o g e n er al pr o c e d ur e  D u si n g H AI R  E  ( 5 0 0 m g, 0. 4 0  m m ol, 1. 0 0  e q ui v. ), H A T U ( 4 5 6 m g, 1. 2 0  m m ol, 

3. 0 0  e q ui v. ), DI P E A ( 3 4 0 μ L, 2. 0 0  m m ol, 5. 0 0  e q ui v. ) a n d c hl or a m b u cil ( 3 6 5 m g, 1. 2 0  m m ol, 3. 0 0  e q ui v. ). P urifi c atio n b y pr e p ar ati v e 

H P L C aff or d e d 3 n a s w hit e c ol o ur e d p o w d er ( 4 8. 5 m g, 0. 1 0  m m ol, 2 5 %). H P L C : tR =  1 8. 0 0  mi n.  1 H -N M R  (4 0 0 M H z, D M S O -d 6 ): δ =  

1 0. 7 3 ( s, 1 H),  8. 3 2 (t, J  = 5. 9 H z, 1 H), 7. 5 0 ( d, J  = 7. 9 H z, 2 H), 7. 4 2 ( d, J  = 1 5. 8 H z, 1 H), 7. 2 7 ( d, J  = 8. 0 H z, 2 H), 7. 0 2 ( d, J  = 8. 6 H z, 

2 H), 6. 6 6 ( d, J  = 8. 7 H z, 2 H), 6. 4 3 ( d, J  = 1 5. 8 H z, 1 H), 4. 2 7 ( d, J  = 5. 9 H z, 2 H), 3. 6 9 ( d, J  = 3. 2 H z, 8 H), 2. 4 5 (t, J  = 7. 6 H z, 2 H), 2. 1 4 

(t, J  = 7. 5 H z, 2 H), 1. 8 7 –  1. 6 8 ( m, 2 H)  p p m , -C -N H -O H si g n al c o ul d n ot b e d et e ct e d d u e t o s ol v e nt e x c h a n g e .1 3 C -N M R  ( 1 0 1 M H z, 

D M S O -d 6 ): δ =  1 7 2. 0 , 1 6 2. 7, 14 4. 4, 1 4 1. 3, 1 3 8. 0, 1 3 3. 3, 1 2 9. 9, 1 2 9. 3, 1 2 7. 7 , 1 2 7. 4, 1 1 8. 6, 1 1 1. 9, 5 2. 2, 4 1. 8, 4 1. 1, 3 4. 9, 3 3. 6, 2 7. 4 

p p m.  H R M S -E SI ( m/ z ): [M  +  H] +  c al c d f or C 2 4 H 2 9 Cl 2 N 3 O 3 : 4 7 8. 1 6 5 9 , f o u n d: 4 7 8. 1 6 5 4 . I R: ṽ =  3 2 2 7 ( br), 3 0 3 0 ( br), 2 8 5 6 ( br), 1 7 4 5 ( w), 

1 6 4 1 ( m), 1 6 1 4 ( m), 1 5 1 7 ( s), 1 3 4 9 ( m), 8 0 2 ( m), 7 3 6 ( m)  c m -1 . 

 ( E)-N -( 4-( 3-( Hy dr o x y a mi n o) -3 -o x o pr o p -1 -e n -1 -yl) b e n z yl) -4 -p h e n yl b ut a n a mi d e  (3 o ) 

S y nt h e si z e d a c c or di n g t o g e n er al pr o c e d ur e  D wit h diff er e nt e q ui v al e nt s f or t h e r e a g e nt s u si n g  H AI R  E  ( 1 7 0 m g, 0. 1 4  m m ol, 

1. 0 0  e q ui v. ), H A T U ( 1 8 6 m g, 0. 4 9  m m ol, 3. 5 0  e q ui v. ), DI P E A ( 1 2 2 μ L, 0. 7 0  m m ol, 5. 0 0  e q ui v. ) a n d 4-p h e n yl b ut a n oi c a ci d ( 8 0. 0 m g, 

0. 4 9  m m ol, 3. 5 0  e q ui v. ). P urifi c atio n b y pr e p ar ati v e H P L C aff or d e d 3 o  a s w hit e c ol o ur e d p o w d er ( 1 7. 6 m g, 0. 0 5  m m ol, 3 7 %). H P L C : 

tR = 1 5. 7 2  mi n , 1 H -N M R  ( 4 0 0 M H z, D M S O-d 6 ): δ = 1 0. 7 2 ( s, 1 H), 9. 0 0 ( s, 1 H , br o a d si g n al), 8. 3 4 (t, J  = 5. 9 H z, 1 H), 7. 5 0 ( d, J  = 8. 0 H z, 

2 H), 7. 4 2 ( d, J  =  1 5. 8 H z, 1 H), 7. 3 2 –  7. 2 3 ( m, 4 H), 7. 2 2 –  7. 1 3 ( m, 3 H), 6. 4 2 ( d, J  = 1 5. 8 H z, 1 H),  4. 2 7 ( d, J  = 6. 0 H z, 1 H ), 2. 5 9 –  2. 5 3 

( m, 2 H), 2. 1 6 (t, J  = 7. 5 H z, 2 H), 1. 8 9 –  1. 7 3 ( m, 2 H)  p p m . 1 3 C -N M R  ( 1 0 1 M H z, D M S O -d 6 ): δ = 1 7 1. 9, 1 6 2. 8, 1 4 1. 7, 1 4 1. 3, 1 3 8. 1 , 1 3 3. 3, 

1 2 8. 3, 1 2 8. 3, 1 2 7. 7 , 1 2 7. 4, 1 2 5. 7 , 1 1 8. 6, 4 1. 8, 3 4. 8, 3 4. 7, 2 7. 1 p p m.  H R M S -E SI ( m/ z ): [M  +  H] +  c al c d f or C 2 0 H 2 2 N 2 O 3 : 3 3 9. 1 7 0 3 , f o u n d: 

3 3 9. 1 7 0 5 . I R: ṽ =  3 2 8 8 ( br), 2 9 2 4 ( br), 1 6 4 1 ( v s), 1 5 5 6 ( s), 1 4 1 8 ( w), 1 3 5 0 ( w), 1 0 6 9 ( m), 9 7 3 ( m), 7 4 1 ( s), 6 9 7 ( v s), 5 9 0 ( br), 5 2 1 ( m), 

4 8 8 ( m)  c m -1 . 

4 -( 2-( 2-( 2-( 2-(( 2-( 2, 6-D i o x o pi p eri di n-3 -yl) -1, 3 -di o x oi s oi n d oli n -4 -yl) o x y) a c et a mi d o) et h o x y) et h o x y) a c et a mi d o) -N -( 7-

( h y dr o x y a mi n o)-7 -o x o h e pt yl) b e n z a mi d e  (4 ) 
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Aft er s w elli n g  H AI R  E  ( 1 5 6 m g, 0. 1 5  m m ol, 1. 0 0  e q) i n D M F f or 3 0 mi n, F m o c d e pr ot e cti o n w a s p erf or m e d b y tr e at m e nt wit h 

d e pr ot e cti o n s ol uti o n  ( 2 0 % pi p eri di n e i n D M F, 2 x 1 5 mi n ). Aft er w ar d s t h e r e si n w a s w a s h e d wit h D M F ( 3 x  5  m L), C H 2 Cl 2 ( 3 x  5  m L) 

a n d D M F  ( 3 x  5  m L). F or t h e s u b s e q u e nt a mi d e c o u pli n g r e a cti o n a s ol uti o n of 4 -( F m o c-a mi n o) b e n z oi c a ci d  8 d  ( 1 6 2 m g, 0. 4 5  m m ol, 

3. 0 0  e q ui v. ), H A T U ( 1 7 1 m g, 0. 4 5  m m ol, 3. 0 0  e q ui v. ), a n d DI P E A ( 1 0 5 μ L, 0. 6 0  m m ol, 4 . 00  e q ui v. ) i n D M F ( 0. 5 m L) w a s a git at e d f or 

5  mi n a n d t h e n a d d e d t o t h e r e si n. T h e a mi d e c o u pli n g w a s p erf or m e d f or 1 6  h  at r o o m t e m p er at ur e. Aft er w ar d s t h e r e si n w a s w a s h e d 

wit h D M F ( 3 x  5  m L),  C H 2 Cl 2  ( 3 x  5  m L)  a n d D M F ( 3 x  5  m L) . C o m pl eti o n of t h e r e a cti o n w a s m o nit or e d vi a T N B S-t e st. C o u pli n g of t h e 

P E G -li n k er w a s p erf or m e d st arti n g wit h F m o c d e pr ot e cti o n, s u b s e q u e nt w a s hi n g a n d c o u pli n g u si n g F m o c -O 2 O c -O H ( 1 7 3 m g, 

0. 4 5  m m ol, 3. 0 0  e q ui v. , s u p pli e d b y Iri s Bi ot e c h ), H A T U ( 1 7 1 m g, 0. 4 5  m m ol, 3. 0 0  e q ui v. ), a n d DI P E A ( 1 0 5 μ L, 0. 6 0  m m ol, 4. 0 0  e q ui v. ) 

i n D M F ( 0. 5 m L)  f or 4 h at r o o m t e m p er at ur e . Aft er w a s hi n g wit h D M F ( 3 x  5  m L), C H 2 Cl 2  ( 3 x  5  m L) a n d D M F ( 3 x  5  m L) t h e c o u pli n g 

c y cl e w a s r e p e at e d u si n g 2 -(( 2-( 2, 6-di o x o pi p eri di n -3 -yl) -1, 3 -di o x oi s oi n d oli n -4 -yl) o x y) a c eti c a ci d  7  ( 9 9. 7 m g, 0. 3 0  m m ol, 2. 0 0  e q ui v ), 

H A T U (1 2 5  m g, 0. 3 3  m m ol, 2. 2 0  e q ui v. ), DI P E A ( 9 2 μ L, 0. 5 3  m m ol, 3. 5 0  e q ui v. ) i n D M F ( 5 0 0 μ L ). A mi d e c o u pli n g w a s p erf or m e d f or 

4  h at r o o m t e m p er at ur e.  Aft er w ar d s t h e r e si n w a s w a s h e d wit h D M F ( 3 x  5  m L) a n d C H 2 Cl 2  ( 3 x  5  m L). T h e r e si n w a s dri e d i n v a c u o 

f oll o w e d b y t h e cl e a v a g e of t h e cr u d e pr o d u ct s fr o m t h e r e si n b y tr eat m e nt wit h cl e a v a g e s ol uti o n ( 5 % T F A i n C H 2 Cl 2 , 1 m L/ 4 0  m g 

r e si n) f or 1 h at r o o m t e m p er at ur e. T h e filtr at e s w er e c o n c e ntr at e d  i n v a c u o a n d t h e cr u d e pr o d u ct  4  w a s  p urifi e d b y pr e p ar ati v e H P L C. 

L y o p hili z ati o n of t h e r e s p e cti v e fr a cti o n s yi el d e d t h e d e sir e d pr o d u ct  4  ( 6 3. 5 m g, 8 6 . 0 μ m ol, 5 7 %)  i n > 9 5 % p urit y. H P L C : tR = 1 3. 6 5  mi n.  
1 H -N M R ( 4 0 0 M H z, D M S O-d 6 ): δ = 1 1. 1 1 ( s, 1 H), 1 0. 3 2 ( s, 1 H), 9. 7 9 ( s, 1 H), 8. 2 9 (t, J  = 5. 6 H z, 1 H), 8. 0 0 (t, J  = 5. 7 H z, 1 H), 7. 8 9 –  

7. 7 3 ( m, 3 H), 7. 6 8 ( d, J  = 8. 8 H z, 2 H), 7. 4 8 ( d, J  = 7. 2 H z, 1 H), 7. 3 8 ( d, J  = 8. 6 H z, 1 H), 5. 1 0 ( d d, J  = 1 2. 9, 5. 4 H z, 1 H), 4. 7 7 ( s, 2 H), 

4. 1 0 ( s, 2 H) *, 3. 7 3 –  3. 6 5 ( m, 2 H), 3. 6 6 –  3. 5 9 ( m, 2 H), 3. 5 2 (t, J  = 5. 6 H z, 2 H), 3. 3 5 ( q, J  = 5. 6 H z, 2 H), 3. 2 1 ( q, J  = 6. 7 H z, 2 H), 2. 9 5 

– 2. 8 3 ( m, 1 H), 2. 6 9 –  2. 5 2 ( m, 2 H), 2. 1 0 –  1. 9 8 ( m, 1 H), 1. 9 4 (t, J  = 7. 3 H z, 2 H), 1. 4 9 ( p, J  = 6. 6, 6. 1 H z, 4 H), 1. 2 7 (t q, J  = 8. 2, 4. 7,

3. 3 H z, 4 H)  p p m, -N H  si g n al c o ul d n ot b e d et e ct e d d u e t o s ol v e nt e x c h a n g e . 1 3 C -N M R  ( 1 0 1 M H z, D M S O-d 6 ): δ =  1 7 2. 7, 1 6 9. 9 , 16 9. 1,

1 6 8. 6, 1 6 6. 9, 1 6 6. 7, 1 6 5. 5, 1 6 5. 5 , 1 5 4. 9, 14 0. 7, 1 3 6. 9, 1 3 3. 0, 1 2 9. 5, 1 2 7. 9, 1 2 0. 3, 1 1 8. 7, 1 1 6. 8, 1 1 6. 0, 7 0. 3, 7 0. 2, 6 9. 4, 6 8. 9 , 6 7. 5,

4 8. 8, 3 9. 1 * , 3 8. 3, 3 2. 2, 3 1. 0, 2 9. 1, 2 8. 4 , 26. 2, 2 5. 1 , 2 2. 0 p p m , * o v erl a p pi n g wit h D M S O si g n al, co nfir m e d b y  H S Q C . H R M S -E SI ( m/ z ):

[M  +  H ]+  c al c d f or C 3 5 H 4 2 N 6 O 1 2 : 7 3 9. 2 9 3 3 , f o u n d: 7 3 9. 2 9 3 6 . I R: ṽ =  3 3 3 3 ( br), 2 9 3 0 ( br), 1 7 0 7 ( s), 1 5 2 7 ( m), 1 3 9 4 ( m), 1 2 6 2 ( m), 1 1 9 6

( m), 1 1 1 6 ( m), 7 4 7 ( m), 6 0 2 ( m), 4 6 6 ( m) c m -1 .

N -( 6-( Hy dr o x y a mi n o) -6 -o x o h e x yl) -3 -m et h yl -4 -o x o -3, 4 -di h y dr oi mi d a z o[ 5, 1 -d][ 1, 2, 3, 5]t etr a zi n e -8 -c ar b o x a mi d e  (3 p ) 

S y nt h e si z e d a c c or di n g t o g e n er al pr o c e d ur e  D u si n g H AI R  C  ( 4 5 0 m g, 0. 3 8  m m ol, 1. 0 0  e q ui v.), H A T U ( 4 3 7  m g, 1. 1 5  m m ol, 

3. 0 0  e q ui v.), DI P E A ( 3 2 6  μ L, 1. 9 2  m m ol, 5. 0 0  e q ui v.) a n d 1 4  (2 2 6  m g, 1. 1 5  m m ol, 3. 0 0  e q ui v).  T hi s c o m p o u n d t ur n e d o ut t o b e 

u n st a bl e, alr e a d y d uri n g l y o p hilli z ati o n a n d t h u s c o ul d n ot b e c h ar a ct eri z e d a n d w a s e x cl u d e d fr o m t h e bi ol o gi c al e v al u ati o n.  
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Fi g ur e S 2 : 1 H a n d 1 3 C -N M R s p e ctr a of 8 b  i n D M S O-d 6 . 
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Fi g ur e S 3 : 1 H a n d 1 3 C -N M R s p e ctr a of 9  i n D M S O-d 6 . 
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Fi g ur e S 4 : 1 H a n d 1 3 C -N M R s p e ctr a of 1 0  i n C D Cl 3 . 
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Fi g ur e S 5 : 1 H a n d 1 3 C -N M R s p e ctr a of 8 c  i n D M S O-d 6 . 
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Fi g ur e S 6 : 1 H a n d 1 3 C -N M R s p e ctr a of 3 a  i n D M S O-d 6 . 
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Fi g ur e S 7 : 1 H a n d 1 3 C -N M R s p e ctr a of 3 b  i n D M S O-d 6 . 
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Fi g ur e S 8 : 1 H a n d A P T  s p e ctr a of 3 c  i n D M S O-d 6 . 
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Fi g ur e S 9 : 1 H a n d 1 3 C -N M R s p e ctr a of 3 d  i n D M S O-d 6 . 
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Fi g ur e S 1 0 : 1 H a n d 1 3 C -N M R s p e ctr a of 3 e  i n D M S O-d 6 . 
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Fi g ur e S 1 1 : 1 H a n d 1 3 C -N M R s p e ctr a of 3 f i n D M S O-d 6 . 
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Fi g ur e S 1 2 : 1 H a n d 1 3 C -N M R s p e ctr a of 3 g  i n D M S O-d 6 . 
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Fi g ur e S 1 3 : 1 H a n d 1 3 C -N M R s p e ctr a of 3 h  i n D M S O-d 6 . 
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Fi g ur e S 1 4 : 1 H a n d 1 3 C -N M R s p e ctr a of 3 i i n D M S O-d 6 . 
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Fi g ur e S 1 5 : 1 H a n d 1 3 C -N M R s p e ctr a of 3 j i n D M S O-d 6 . 
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F i g ur e S 1 6: 1 H a n d 1 3 C -N M R s p e ctr a of 3 k  i n D M S O-d 6 . 
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Fi g ur e S 1 7 : 1 H a n d 1 3 C -N M R s p e ctr a of 3 l i n D M S O-d 6 . 
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Fi g ur e S 1 8 : 1 H a n d 1 3 C -N M R s p e ctr a of 3 m  i n D M S O-d 6 . 
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Fi g ur e S 1 9 : 1 H a n d 1 3 C -N M R s p e ctr a of 3 n  i n D M S O-d 6 . 
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Fi g ur e S 2 0 : 1 H a n d 1 3 C -N M R s p e ctr a of 3 o  i n D M S O-d 6 . 
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Fi g ur e S 2 1 : 1 H a n d 1 3 C -N M R s p e ctr a of 4  i n D M S O-d 6 . 
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3 Bi ol o gi c al E v al u ati o n  

3. 1 R e a g e nt s  

Ci s pl ati n w a s p ur c h a s e d fr o m Si g m a ( M ü n c h e n, G er m a n y)  a n d di s s ol v e d i n 0. 9 % s o di u m c hl ori d e s ol uti o n, pr o pi di u m i o di d e ( PI) 

w a s p ur c h a s e d fr o m Pr o m o Ki n e ( H ei d el b er g, G er m a n y). St o c k s ol uti o n s ( 1 0 m M) of v ori n o st at, n e xt ur a st at A  ( S ell e c k c h e m, H o u st o n, 

T e x a s, U S A ), c hl or a m b u cil ( Si g m a Al dri c h, G er m a n y), t e m o zol o mi d e  ( T CI C h e mi c al s) a n d mit o z ol o mi d e ( s y nt h e si z e d , s e e 

c o m p o u n d  1 2 ), w er e pr e p ar e d wit h D M S O a n d dil ut e d t o t h e d e sir e d c o n c e ntr ati o n s wit h D M E M. All ot h er r e a g e nt s w er e s u p pli e d b y 

P A N Bi ot e c h ( Ai d e n b a c h, G er m a n y) u nl e s s ot h er wi s e st at e d.  

3. 2 C ell Li n e s a n d C ell C ult ur e  

T h e h u m a n t o n g u e s q u a m o u s c ell c ar ci n o m a c ell li n e C al 2 7 a n d t h e h u m a n pri m ar y gli o bl a st o m a c ell li n e s U 8 7 a n d U 2 5 1 w er e 

o bt ai n e d fr o m M er c k K G a A ( D ar m st a dt, G er m a n y) . All c ell li n e s w er e gr o w n at 3 7 ° C u n d er h u mi difi e d air s u p pl e m e nt al wit h 5 % C O 2  

i n D M E M c o nt ai ni n g 1 0 % h e at i n a cti v at e d f et al c alf s er u m, 1 2 0 I U/ m L p e ni cilli n, a n d 1 2 0 µ g/ m L str e pt o m y ci n. T h e c ell s w er e gro w n t o 

8 0 % c o nfl u e n c y b ef or e b ei n g u s e d i n f urt h er a s s a y s.  

3. 3 M T T C ell Vi a bilit y A s s a y  

T h e r at e of c ell s ur vi v al u n d er t h e a cti o n of t e st c o m p o u n d s w a s e v al u at e d b y a n i m pr o v e d M T T a s s a y a s pr e vi o u sl y d e s cri b e d .[ 9-1 1 ] 

Bri efl y, c ell s w er e pl at e d o ut ( C al 2 7 2, 5 0 0  c/ w, U 8 7 4, 0 0 0  c/ w, a n d U 2 5 1 2, 5 0 0  c/ w) a n d i n c u b at e d wit h t h e c o m p o u n d s i n diff er e nt 

c o n c e ntr ati o n s. Aft er 7 2 h o ur s, t h e i n c u b ati o n w a s e n d e d b y a d diti o n of M T T ( S er v a, H ei d el b er g, G er m a n y) s ol uti o n ( 5 m g/ m L i n P B S). 

T h e f or m a z a n pr e ci pit at e w a s di s s ol v e d i n D M S O ( V W R, L a n g e nf el d, G er m a n y). A b s or b a n c e w a s m e a s ur e d at 5 4 4 n m a n d 6 9 0 n m i n 

a F L U O st ar mi cr o pl at e -re a d er ( B M G L a b T e c h, Off e n b ur g, G er m a n y).  

3. 4 γ -H 2 A X E x pr e s si o n D N A D a m a g e A s s a y  

T h e γ -H 2 A X D N A d a m a g e a s s a y w a s b a s e d o n a n a s s a y p u bli s h e d b y Zi e gl er et al. wit h mi n or m o difi c ati o n s. [ 1 2] Bri efl y, C al 2 7 c ell s 

w er e s e e d e d i n 9 6 -w ell ti s s u e c ult ur e pl at e s ( C or ni n g, K ai s er sl a ut er n, G er m a n y) at a d e n sit y of 2, 5 0 0 c/ w. C ell s w er e tr e at e d wit h 

i n di c at e d c o n c e ntr ati o n s a n d c o m p o u n d s f or 2 4 h o ur s. C ell s w er e fi x e d wit h 4 % f or m al d e h y d e s ol uti o n f oll o w e d b y i n c u b ati o n wit h i c e-

c ol d m et h a n ol a n d bl o c ki n g i n bl o c ki n g b uff er ( 5 % B S A, 0. 3 % Trit o n X -1 0 0 i n P B S). C ell s w er e i n c u b at e d wit h pri m ar y a nti b o d y ( C at. 

N o. 0 5 -6 3 6, M er c k Milli p or e, D ar m st a dt, G er m a n y) o v er ni g ht at 4 ° C a n d s e c o n d ar y fl u or o p h or e -l a b el e d a nti b o d y ( N ort h er n Li g ht A nti 

M o u s e, C at. N o. N L 0 0 7, Bi ot e c h n e , Wi e s b a d e n, G er m a n y) f or 2 h o ur s i n t h e d ar k. C ell n u cl ei w er e c o u nt er st ai n e d wit h H o e c h st 3 3 3 4 2. 

A n al y si s w a s p erf or m e d wit h T h er m o Fi s c h er Arr a y S c a n X TI ( T h er m o S ci e ntifi c, W e s el, G er m a n y).  

3. 5 M e a s ur e m e nt of A p o pt oti c N u cl ei  

C al 2 7 c ell s w er e s e e d e d at a d e n sit y of 3 2, 0 0 0 c/ w i n 2 4 -w ell pl at e s ( S ar st e dt, N ür n br e c ht, G er m a n y). C ell s w er e tr e at e d wit h 

i n di c at e d c o m p o u n d s f or 2 4 h o ur s. S u p er n at a nt w a s r e m o v e d aft er a c e ntrif u g ati o n st e p a n d t h e c ell s w er e l y s e d i n 5 0 0  µ L h y p ot o ni c 

l y si s b uff er ( 0. 1 % s o di u m c itr at e, 0. 1 % Trit o n X-1 0 0, 1 0 0  µ g/ m L pr o pi di u m i o di d e) at 4 ° C o v er ni g ht i n t h e d ar k. T h e p er c e nt a g e of 

a p o pt oti c n u cl ei wit h D N A c o nt e nt i n s u b -G 1 w a s a n al y z e d b y fl o w c yt o m etr y u si n g t h e C y Fl o w i n str u m e nt ( P art e c, N or d er st e dt, 

G er m a n y).  

3. 6 C a s p a s e 3/ 7  A cti v ati o n A s s a y  

C o m p o u n d -i n d u c e d a cti v ati o n of c a s p a s e s 3 a n d 7 w a s a n al y z e d u si n g t h e C ell E v e nt C a s p a s e-3/ 7 gr e e n d et e cti o n r e a g e nt 

( T h er m o S ci e ntifi c, W e s el, G er m a n y) a c c or di n g t o t h e m a n uf a ct ur er´ s i n str u cti o n s. Bri efl y, C al 2 7 c ell s w er e s e e d e d i n 9 6 -w ell pl at e s 

( C or ni n g, K ai s er sl a ut er n, G er m a n y) at a d e n sit y of 2, 5 0 0 c/ w. C ell s w er e tr e at e d wit h i n di c at e d c o m p o u n d s f or 2 4 h o ur s. T h e n,  m e di u m 

w a s r e m o v e d a n d 5 0 µ L of C ell E v e nt C a s p a s e  3/ 7 gr e e n d et e cti o n r e a g e nt ( 2. 0  µ M  i n P B S s u p pl e m e nt e d wit h 5 % h e at i n a cti v at e d 

F B S) w a s a d d e d. C ell s w er e i n c u b at e d f or 3 0  mi n at 3 7  ° C i n a h u mi difi e d i n c u b at or b ef or e i m a gi n g b y u si n g t h e T h er m o Fi s h er  

Arr a y S c a n X TI hi g h c o nt e nt s cr e e ni n g ( H C S) s y st e m wit h a 1 0 X m a g nifi c ati o n ( T h er m o S ci e ntifi c). H o e c h st 3 3 3 4 2 w a s u s e d f or n u cl ei 

st ai ni n g. T h e p a n c a s p a s e i n hi bit or Q V D w a s u s e d i n a c o n c e ntr ati o n of 2 0  µ M  d il ut e d i n D M E M a n d i n c u b at e d 3 0 mi n pri or t o c o m p o u n d 

a d diti o n.  
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3. 7 I m m u n o bl otti n g 

C ell s w er e tr e at e d wit h t h e i n di c at e d c o n c e ntr ati o n of t h e c o m p o u n d or v e hi cl e ( D M S O) f or 4 8 h o ur s. C ell p ell et s w er e di s s ol v e d 

wit h RI P A b uff er ( 5 0 m M Tri s -H Cl p H 8. 0, 1 % Trit o n X -1 0 0, 0. 5 % s o di u m d e o x y c h ol at e, 0. 1 % S D S, 1 5 0 m M s o di u m c hl ori d e, 2 m M  

E D T A, s u p pl e m e nt e d wit h pr ot e a s e a n d p h o s p h at a s e i n hi bit or s ( Pi er c e pr ot e a s e a n d p h o s p h at a s e i n hi bit or mi ni t a bl et s, T h er m o 

S ci e ntifi c, W e s el, G er m a n y) a n d cl arifi e d b y c e ntrif u g ati o n. E q u al a m o u nt of t ot al pr ot ei n w er e r e s ol v e d b y S D S -P A G E a n d tr a n sf err e d 

t o p ol y vi n yli d e n e fl u ori d e m e m br a n e s ( M er c k Milli p or e, D ar m st a dt, G er m a n y). P a g e R ul er Pr e st ai n e d Pr ot ei n L a d d er, 1 0 t o 1 8 0 k D a 

( T h er m ofi s h er S ci e ntifi c, W e s el, G er m a n y) w a s u s e d a s pr ot ei n m ol e c ul ar w ei g ht m ar k er. Bl ot s w er e i n c u b at e d wit h a nti b o di e s a g ai n st 

a c et yl at e d α -t u b uli n ( C at. N o. # 5 3 3 5), H D A C 6 ( C at. N o. # 7 5 5 8), H D A C 1 ( C at. N o. # 20 6 2), a c et yl hi st o n e H 3 ( C at. N o. # 9 6 7 7) a n d 

G A P D H ( C at. N o. # 9 7 1 6 6), o bt ai n e d fr o m C ell Si g n ali n g T e c h n ol o g y, D a n v er s, M A.  

3. 8 D at a A n al y si s  

C o n c e ntr ati o n -eff e ct c ur v e s w er e c o n str u ct e d wit h Pri s m 7. 0 ( Gr a p h P a d, S a n Di e g o, C A, U S A) b y fitti n g t h e p o ol e d d at a of at l e a st 

t hr e e e x p eri m e nt s p erf or m e d i n tri pli c at e s t o t h e f o ur-p ar a m et er l o gi sti c e q u ati o n. St ati sti c al a n al y si s w a s p erf or m e d u si n g t -t e st or o n e-

w a y A N O V A. T o a n al y z e t h e s u p er a d diti v e eff e ct s of c hl or a m b u cil a n d 3 o  o n c a s p a s e 3/ 7 -a cti v ati o n a n d D N A d a m a g e, t h e v al u e s of 

si n gl e tr e at m e nt s w er e s u m m e d u p a n d t h e st a n d ar d d e vi ati o n c al c ul at e d a c c or di n g t o B a n d oli k et al. [ 1 1] T hi s v al u e w a s c o m p ar e d wit h 

t h e eff e ct s of 3 n  u si n g t -t e st. 

3. 9 I n-vitr o h u m a n H D A C 1 / 2/ 3/ 6 a s s a y  

All r e a cti o n s w er e p erf or m e d i n O pti Pl at e -9 6 bl a c k mi cr o pl at e s ( P er ki n El m er) wit h d u pli c at e s eri e s i n at l e a st t w o i n d e p e n d e nt 

e x p eri m e nt s . A n a s s a y  e n d v ol u m e of 5 0  µ L  w a s s et f or e a c h e x p eri m e nt a n d all r e a cti o n s w er e c arri e d o ut i n a s s a y b uff er ( 5 0 m M  

Tri s -H Cl, p H 8. 0, 1 3 7  m M  N a Cl, 2. 7  m M  K Cl, 1. 0  m M  M g Cl 2 , 0. 1 m g/ m L B S A) wit h a p pr o pri at e c o n c e ntr ati o n s of s u b str at e a n d  i n hi bit or s 

o bt ai n e d b y dil uti o n fr o m 1 0  m M  st o c k s ol uti o n s . C o ntr ol w ell s wit h o ut e n z y m e a n d c o ntr ol w ell s wit h v ori n o st at a s r ef er e n c e w er e 

i n cl u d e d i n e a c h pl at e. Aft er a d diti o n of 5  µ L t e st c o m p o u n d or c o ntr ol  i n a s s a y b uff er, 3 5 µ L of t h e fl u or o g e ni c s u b str at e Z M A L 

( 2 1. 4 3 µ M  i n a s s a y b uff er) a n d 1 0 µ L of h u m a n r e c o m bi n a nt H D A C 1 ( 1. 2  n g/ µ L i n a s s a y b uff er; B P S Bi o s ci e n c e, C at al o g # 5 0 0 5 1)  or 

H D A C 2 ( 1. 0  n g/ μ L, B P S Bi o s ci e n c e C at al o g # 5 0 0 5 2 ) or H D A C 3 ( 1. 0 n g/ μ L, B P S Bi o s ci e n c e C at al o g # 5 0 0 0 3)  or H D A C 6 ( 2. 0  n g/ µ L i n 

a s s a y b uff er; B P S Bi o s ci e n c e, C at al o g # 5 0 0 0 6)  t h e r e a cti o n w er e i n c u b at e d at 3 7 ° C  f or 9 0 mi n . Aft er w ar d s  5 0  µ L of 0. 4  m g/ m L tr y p si n 

i n tr y p si n b uff er ( 5 0 m M  Tri s -H Cl, p H 8. 0, 1 0 0 m M  N a Cl) w a s  a d d e d, f oll o w e d b y f urt h er i n c u b ati o n at 3 7 ° C f or 3 0 mi n. Pl at e s w er e 

a n al y z e d u si n g a  Fl u or o s k a n A s c e nt mi cr o pl at e r e a d er ( T h er m o S ci e ntifi c) a n d fl u or e s c e n c e w a s m e a s ur e d wit h a n e x cit ati o n 

w a v el e n gt h of 3 5 5 n m a n d a n e mi s si o n w a v el e n gt h of 4 6 0 n m.  

3. 1 0 I n-vitr o h u m a n H D A C 8  a s s a y  

H D A C 8 r e c o m bi n a nt e n z y m e w a s p ur c h a s e d fr o m R e a cti o n Bi ol o g y C or p. ( C at Nr. K D A-2 1 -4 8 1; M al v er n, P A, U S A). T h e H D A C 

a cti vit y a s s a y w a s p erf or m e d i n 9 6 -w ell -pl at e s ( C or ni n g,  K ai s er sl a ut er n,  G er m a n y). Bri efl y 2 0  n g of H D A C 8 p er r e a cti o n w er e u s e d. 

H D A C 8 w a s  dil ut e d i n a s s a y b uff er ( 5 0  m M  Tri s -H Cl, p H 8. 0, 1 3 7  m M  N a Cl, 2. 7  m M  K Cl, 1. 0 m M  M g Cl 2 , a n d 1. 0 m g/ m L B S A). Aft er a 

5 mi n i n c u b ati o n st e p t h e r e a cti o n w a s st arte d wit h 1 0  μ L of 6 0  μ M  B o c -L y s -( T F a)-A M C ( B a c h e m, B u b e n d orf, S wit z erl a n d). T h e r e a cti o n 

w a s st o p p e d aft er 9 0 mi n b y a d di n g 1 0 0  μ L st o p  s ol uti o n ( 1 6 m g/ m L tr y p si n, 2. 0  μ M  p a n o bi n o st at i n 5 0  m M  Tri s -H Cl, p H 8. 0, a n d 

1 0 0  m M  N a Cl). 1 5 mi n aft er t h e a d diti o n of t h e st o p s ol uti o n t h e fl u or e s c e n c e i nt e n sit y w a s m e a s ur e d at e x cit ati o n of 3 5 5 n m a n d 

e mi s si o n of 4 6 0 n m i n a N O V O st ar mi cr o pl at er e a d er ( B M G L a b T e c h, Off e n b ur g, G er m a n y).  
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4. D o c ki n g St u di e s

D o c ki n g of 3 n a n d 3 o t o h u m a n H D A C 6 wit h R o s e tt a Li g a n d 

T h e cr y st al str u ct ur e of h u m a n H D A C 6 ( P D B: 5 E D U) [1 3 ] w a s o bt ai n e d fr o m t h e Pr ot ei n D at a B a n k ( P D B, w w w.r c s b. or g ). R e si d u e s 

1 1 4 -4 7 8 of c h ai n  A c orr e s p o n di n g t o t h e m alt o s e -bi n di n g p eri pl a s m ati c pr ot ei n, w hi c h w a s u s e d t o f a cilit at e cr y st alli z ati o n, a n d a s e c o n d

c o p y of t h e pr ot ei n i n t h e cr y st all o gr a p hi c u nit, c h ai n B, w er e d el et e d. All h et er o at o m r e c or d s w er e r e m o v e d, e x c e pt f or all m et al i o n s

(o n e zi n c at o m a n d t w o p ot a s si u m at o m s). T h e zi n c b o u n d w at er w a s p o siti o n e d b a s e d o n cr y st al str u ct ur e P D B: 6 C W 8. [ 1 4] T hr o u g h o ut

t h e c al c ul ati o n a m et al i o n r e str ai nt w a s a p pli e d. T h e str u ct ur e w a s o pti mi z e d t o t h e cl o s e st l o c al e n er g y mi ni m u m u si n g t h e

R o s ett a R el a x a p pli c ati o n wit h c o or di n at e c o n str ai nt s o n t h e b a c k b o n e. [ 1 5] Li g a n d i n p ut fil e s f or 3 n  a n d 3 o  w er e cr e at e d wit h C h e m Dr a w.

A n i niti al 3 D c o nf or m er wit h h y dr o g e n at o m s w a s c o n str u ct e d i n C ori n a [ 1 6] a n d s u b s e q u e ntl y a n e n s e m bl e of 1 0 0 0 l o w -e n er g y

c o nf or m er s w a s pr o d u c e d b y u si n g t h e B C L : C o nf or m er G e n er at or.[ 1 7] O n e c o nf or m er w a s pl a c e d i n t h e bi n di n g p o c k et of H D A C 6 a n d

ali g n e d t o t h e k n o w n bi n di n g p o s e of h y dr o x a mi c a ci d s i n P D B: 6 C W 8. [ 1 1] A c o n str ai nt fil e w a s c o n str u ct e d u si n g t h e k n o w n di st a n c e

m e a s ur e s b et w e e n h y dr o x a mi c a ci d, zi n c i o n a n d w at er m ol e c ul e a s d e s cri b e d b y P ort er et al .[ 1 8] Li g a n d d o c ki n g w a s p erf or m e d f or a n

i niti al 1 0, 0 0 0 m o d el s a n d s u b s e q u e ntl y t hr e e r o u n d s of f o c u s e d r efi n e m e nt u si n g R o s ett a Li g a n d w er e a p pli e d t o i d e ntif y t h e b e st

s c ori n g m o d el s b y pr e di ct e d bi n di n g e n er g y. [ 1 9-2 1 ] A fi n al e n s e m bl e of m o d el s w a s s el e ct e d f or 3 n  fr o m t hr e e cl u st er s c o nt ai ni n g 6 4 0

m o d el s a n d f or 3 o  fr o m s e v e n cl u st er s c o nt ai ni n g 3 1 5 m o d el s of li g a n d p o s e s b y r o ot m e a n s q u ar e d e vi ati o n. O nl y s u c h m o d el s w er e

c o n si d er e d t h at c o m pli e d wit h t h e o b s er v e d bi n di n g p o s e of t h e h y dr o x a mi c a ci d r e si d u e a n d t h e h y dr o g e n b o n d b et w e e n t h e a mi d e

gr o u p a n d s eri n e 5 3 1, a k n o w n i nt er a cti o n of t hi s c o m p o u n d cl a s s. [ 1 4, 1 8]

T h e f oll o wi n g c o m m a n d s w er e e x e c ut e d t hr o u g h o ut t h e m o d eli n g pr o c e s s. 

R el a x i n p ut st arti n g str u ct ur e s:  

/ d o r s / m e i l e r l a b / a p p s / r o s e t t a / r o s e t t a - 3 . 1 1 / m a i n / s o u r c e / b i n / r e l a x . d e f a u l t . l i n u x g c c r e l e a s e  - s  
5 e d u _ a l i g n _ A . p d b  - d a t a b a s e  / d o r s / m e i l e r l a b / a p p s / r o s e t t a / r o s e t t a - 3 . 1 1 / m a i n / d a t a b a s e /  -
i n : a u t o _ s e t u p _ m e t a l s  - c o n s t r a i n _ r e l a x _ t o _ s t a r t _ c o o r d s  - i g n o r e _ w a t e r s  F a l s e  - o u t : p r e f i x  
r e l a x _  - n s t r u c t  2 5

O pti o n s f or R o s ett a Li g a n d:  

- p a c k i n g
- e x 1
- e x 2
- n o _ o p t H  f a l s e
- f l i p _ H N Q  t r u e
- i g n o r e _ l i g a n d _ c h i  t r u e

- p a r s e r
- p r o t o c o l

/ d o r s / m e i l e r l a b / h o m e / s c h o e d c t / D o c u m e n t s / V e r s u c h e / H D A C _ d o c k i n g _ c h l o r a m b u c i l _ d e r i v a t e s / d o c k _ t o
_ h u m a n _ H D A C 6 / d o c k i n g / d o c k i n g - L O S T / d o c k . x m l

- m i s t a k e s
- r e s t o r e _ p r e _ t a l a r i s _ 2 0 1 3 _ b e h a v i o r  t r u e

- c o n s t r a i n t s : c s t _ f i l e
/ d o r s / m e i l e r l a b / h o m e / s c h o e d c t / D o c u m e n t s / V e r s u c h e / H D A C _ d o c k i n g _ c h l o r a m b u c i l _ d e r i v a t e s / d o c k _ t o
_ h u m a n _ H D A C 6 / d o c k i n g / d o c k i n g - L O S T / c o n s t r a i n t . c s t

R o s ett a S cri pt s pr ot o c ol f or e x e c uti n g R o s ett a Li g a n d:  

< R O S E T T A S C R I P T S >

 < S C O R E F X N S >
 < S c o r e F u n c t i o n  n a m e = " l i g a n d _ s o f t _ r e p "  w e i g h t s = " l i g a n d _ s o f t _ r e p " >
 < / S c o r e F u n c t i o n >
 < S c o r e F u n c t i o n  n a m e = " h a r d _ r e p "  w e i g h t s = " l i g a n d " >
 < / S c o r e F u n c t i o n >

 < / S C O R E F X N   S >

 < L I G A N D _ A R E A S >
  < L i g a n d A r e a  n a m e = " i n h i b i t o r _ d o c k _ s c "  c h a i n = " X "  c u t o f f = " 6 . 0 "  a d d _ n b r _ r a d i u s = " t r u e "

a l l _ a t o m _ m o d e = " f a l s e " / >
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S U P P O R TI N G I N F O R M A TI O N 
  < L i g a n d A r e a  n a m e = " i n h i b i t o r _ f i n a l _ s c "  c h a i n = " X "  c u t o f f = " 6 . 0 "  a d d _ n b r _ r a d i u s = " t r u e "

a l l _ a t o m _ m o d e = " f a l s e " / >
  < L i g a n d A r e a  n a m e = " i n h i b i t o r _ f i n a l _ b b "  c h a i n = " X "  c u t o f f = " 7 . 0 "

a d d _ n b r _ r a d i u s = " f a l s e "  a l l _ a t o m _ m o d e = " t r u e "  C a l p h a _ r e s t r a i n t s = " 0 . 3 " / >
 < / L I G A N D _ A R E A S >

 < I N T E R F A C E _ B U I L D E R S >
  < I n t e r f a c e B u i l d e r  n a m e = " s i d e _ c h a i n _ f o r _ d o c k i n g "

l i g a n d _ a r e a s = " i n h i b i t o r _ d o c k _ s c " / >
 < I n t e r f a c e B u i l d e r  n a m e = " s i d e _ c h a i n _ f o r _ f i n a l "  l i g a n d _ a r e a s = " i n h i b i t o r _ f i n a l _ s c " / >

  < I n t e r f a c e B u i l d e r  n a m e = " b a c k b o n e "  l i g a n d _ a r e a s = " i n h i b i t o r _ f i n a l _ b b "
e x t e n s i o n _ w i n d o w = " 3 " / >

 < / I N T E R F A C E _ B U I L D E R S >

 < M O V E M A P _ B U I L D E R S >
  < M o v e M a p B u i l d e r  n a m e = " d o c k i n g "  s c _ i n t e r f a c e = " s i d e _ c h a i n _ f o r _ d o c k i n g "

m i n i m i z e _ w a t e r = " f a l s e " / >
  < M o v e M a p B u i l d e r  n a m e = " f i n a l "  s c _ i n t e r f a c e = " s i d e _ c h a i n _ f o r _ f i n a l "

b b _ i n t e r f a c e = " b a c k b o n e "  m i n i m i z e _ w a t e r = " f a l s e " / >
 < / M O V E M A P _ B U I L D E R S >

 < S C O R I N G G R I D S  l i g a n d _ c h a i n = " X "  w i d t h = " 2 5 " >
  < C l a s s i c G r i d  g r i d _ n a m e = " c l a s s i c "  w e i g h t = " 1 . 0 " / >

 < / S C O R I N G G R I D S >

 < M O V E R S >
  < C o n s t r a i n t S e t M o v e r  n a m e = " c o o r d i n a t e "  a d d _ c o n s t r a i n t s = " t r u e "

c s t _ f i l e = " / d o r s / m e i l e r l a b / h o m e / s c h o e d c t / D o c u m e n t s / V e r s u c h e / H D A C _ d o c k i n g _ c h l o r a m b u c i l _ d e r i v a t
e s / d o c k _ t o _ h u m a n _ H D A C 6 / d o c k i n g / d o c k i n g - L O S T / c o n s t r a i n t . c s t " / >

  < T r a n s f o r m  n a m e = " t r a n s f o r m "  c h a i n = " X "  b o x _ s i z e = " 7 . 0 "  m o v e _ d i s t a n c e = " 0 . 2 "  a n g l e = " 2 0 "
c y c l e s = " 5 0 0 "  r e p e a t s = " 1 "  t e m p e r a t u r e = " 5 " / >

  < H i g h R e s D o c k e r  n a m e = " h i g h _ r e s _ d o c k e r "  c y c l e s = " 6 "  r e p a c k _ e v e r y _ N t h = " 3 "
s c o r e f x n = " l i g a n d _ s o f t _ r e p "  m o v e m a p _ b u i l d e r = " d o c k i n g " / >

 < F i n a l M i n i m i z e r  n a m e = " f i n a l "  s c o r e f x n = " h a r d _ r e p "  m o v e m a p _ b u i l d e r = " f i n a l " / >
 < I n t e r f a c e S c o r e C a l c u l a t o r  n a m e = " a d d _ s c o r e s "  c h a i n s = " X "  s c o r e f x n = " h a r d _ r e p "  / >

 < / M O V E R S >

 < P R O T O C O L S >
 < A d d  m o v e r _ n a m e = " c o o r d i n a t e " / >
 < A d d  m o v e r _ n a m e = " t r a n s f o r m " / >
 < A d d  m o v e r _ n a m e = " h i g h _ r e s _ d o c k e r " / >
 < A d d  m o v e r _ n a m e = " f i n a l " / >
 < A d d  m o v e r _ n a m e = " a d d _ s c o r e s " / >

 < / P R O T O C O L S >

< / R O S E T T A S C R I P T S >

E x e c uti n g R o s ett a Li g a n d:  

# ! / b i n / t c s h

f o r e a c h  a  ( ` c a t  t e m p l a t e s . l s ` )
  / d o r s / m e i l e r l a b / a p p s / r o s e t t a / r o s e t t a -

3 . 1 0 / m a i n / s o u r c e / b i n / r o s e t t a _ s c r i p t s . d e f a u l t . l i n u x g c c r e l e a s e  - s  $ a  - d a t a b a s e  
/ d o r s / m e i l e r l a b / a p p s / r o s e t t a / r o s e t t a - 3 . 1 0 / m a i n / d a t a b a s e /  - i g n o r e _ w a t e r s  F a l s e  -
i n : a u t o _ s e t u p _ m e t a l s  
@ / d o r s / m e i l e r l a b / h o m e / s c h o e d c t / D o c u m e n t s / V e r s u c h e / H D A C _ d o c k i n g _ c h l o r a m b u c i l _ d e r i v a t e s / d o c k _ t
o _ h u m a n _ H D A C 6 / d o c k i n g / d o c k i n g - L O S T / d o c k i n g . o p t i o n s  - i n : f i l e : e x t r a _ r e s _ f a  
/ d o r s / m e i l e r l a b / h o m e / s c h o e d c t / D o c u m e n t s / V e r s u c h e / H D A C _ d o c k i n g _ c h l o r a m b u c i l _ d e r i v a t e s / d o c k _ t o
_ h u m a n _ H D A C 6 / d o c k i n g / d o c k i n g - L O S T / L o s . p a r a m s  - o u t : p r e f i x  d o c k _  - n s t r u c t  4 0 0  - o u t : p a t h : a l l  
/ d o r s / m e i l e r l a b / h o m e / s c h o e d c t / D o c u m e n t s / V e r s u c h e / H D A C _ d o c k i n g _ c h l o r a m b u c i l _ d e r i v a t e s / d o c k _ t o
_ h u m a n _ H D A C 6 / d o c k i n g / d o c k i n g - L O S T / o u t p u t _ r u n _ 0 1 /  &
e n d

1 1 1



S U P P O R TI N G I N F O R M A TI O N 
C al c ul ati o n of bi n di n g e n er g y  

/ d o r s / m e i l e r l a b / a p p s / r o s e t t a / r o s e t t a -
3 . 1 0 / m a i n / s o u r c e / b i n / r o s e t t a _ s c r i p t s . d e f a u l t . l i n u x g c c r e l e a s e  - l  r u n _ 0 1 _ m o d e l s . l s  - d a t a b a s e  
/ d o r s / m e i l e r l a b / a p p s / r o s e t t a / r o s e t t a - 3 . 1 0 / m a i n / d a t a b a s e /  - i n : f i l e : e x t r a _ r e s _ f a  n L o . p a r a m s  -
p a r s e r : p r o t o c o l  i n t e r f a c e . x m l  - i g n o r e _ w a t e r s  F a l s e  - i n : a u t o _ s e t u p _ m e t a l s  -
o u t : f i l e : s c o r e _ o n l y

R M S D v er s u s bi n di n g e n er g y ( i nt erf a c e d elt a) pl ot s f or 3 n  a n d  3 o  

Fi g ur e S 2 2 : Li g a n d R M S D v er s u s i nt erf a c e _ d elt a pl ot s f or 3 n  a n d  3 o . B ot h c o m p o u n d s w er e d o c k e d o v er f o ur c o n s e c uti v e r o u n d s, al w a y s t a ki n g t h e b e st 1 0 0 0 

m o d el s b y i nt erf a c e _ d elt a f or w ar d a n d r e d o c ki n g t h e li g a n d.  

R ef er e n c e s  

[ 1] J. L o h b e c k, A. Mill er, Bi o or g M e d C h e m L ett.  2 0 1 6 , 2 1 , 5 2 6 0-5 2 6 2.

[ 2] T. -C. C h o u, C a n c er R e s . 2 0 1 0 , 7 0, 4 4 0-4 4 6.

[ 3] T. -C. C h o u, P. T al al a y, A d v. E n z y m e R e g ul . 1 9 8 4 , 2 2, 2 7-5 5.

[ 4] S. I. K h a n, M. W. Gri n st aff, T etr a h e dr o n L ett.  1 9 9 8 , 3 9 , 8 0 3 1 -8 0 3 4.

[ 5] H. Al o y si u s, L. H u, C h e m Bi ol Dr u g D e s  2 0 1 5 , 4 , 8 3 7-8 4 8.

[ 6] H. S e yl er, A. Kil bi n g er, T etr a h e dr o n L ett.  2 0 1 3 , 8 , 7 5 3-7 5 6.

[ 7] J. F. S h e al y, R. F. Str u c k, L. B. H ol u m, J. A. M o nt g o m er y, J. Or g. C h e m.  1 9 6 1 , 2 6 , 7, 2 3 9 6-2 4 0 1.

[ 8] K. R. H or s p o ol, M. F. G. St e v e n s, C. G. N e wt o n, E. L u nt, R. J. A. W al s h, B. L. P e d grift, G. U. B ai g, F. L a v ell e, C. Fi z a m e s, J. M e d. C h e m 1 9 9 0 , 3 3 , 1 3 9 3-

1 3 9 9.

[ 9] L. M ar e k, A. H a m a c h er, F. K. H a n s e n, K. K u n a, H. G o hl k e, M. U. K a s s a c k, T. K ur z, J. M e d. C h e m.  2 0 1 3 , 5 6 , 4 2 7-4 3 6.  

[ 1 0] L. H. E n g el k e, A. H a m a c h er, P. Pr o k s c h, M. U. K a s s a c k, J. C a n c er.  2 0 1 6 , 7 , 3 5 3-3 6 3.

[ 1 1] J. J. B a n d oli k, A. H a m a c h er, C. S c hr e n k, R. W ei s h a u pt, M. U. K a s s a c k, I nt J M ol S ci. 2 0 1 9 , 2 0 , 3 0 5 2.

[ 1 2] V. Zi e gl er, A. Al b er s, G. Frit z , Bi o c hi m Bi o p h y s A ct a.  2 0 1 6 , 1 8 6 3 , 1 0 8 2-1 0 9 2.

[ 1 3] Y. H ai, D. W. C hri sti a n s o n, N at C h e m Bi ol 2 0 1 6,  1 2 , 7 4 1-7 4 7.

[ 1 4] S. B h ati a, V. Kri e g er, M. Gr oll, J. D. O s k o, N. R e s si n g, H. A hl ert, A. B or k h ar dt, T. K ur z, D. W. C hri sti a n s o n, J. H a u er, F. K . H a n s e n, J M e d C h e m 2 0 1 8,  6 1 ,

1 0 2 9 9 -1 0 3 0 9.

[ 1 5] L. G. Ni v o n, R. M or etti, D. A. B a k er, P L o S O n e 2 0 1 3,  8 , e 5 9 0 0 4.

[ 1 6] C. S c h w a b, Dr u g Di s c o v T o d a y T e c h n ol 2 0 1 0,  7 , e 2 0 3-7 0.

[ 1 7] S. K ot hi w al e, J. L. M e n d e n h all, J. M eil er, J C h e mi nf or m 2 0 1 5,  7 , 4 7.

[ 1 8] N. J. P ort er, J. D. O s k o, D. Di e dri c h, T. K ur z, J. M. H o o k er, F. K. H a n s e n, D. W. C hri sti a n s o n, J M e d C h e m 2 0 1 8,  6 1  ( 1 7), 8 0 5 4-8 0 6 0.

[ 1 9] S. D e L u c a, K. K h ar, J. M eil er, P L o S O n e 2 0 1 5,  1 0  ( 7), e 0 1 3 2 5 0 8.

[ 2 0] K. W. K a uf m a n n, J. M eil er, P L o S O n e 2 0 1 2,  7  ( 1 2), e 5 0 7 6 9.

[ 2 1] J. M eil er , D. B a k er, Pr ot ei n s 2 0 0 6,  6 5 , 5 3 8-5 4 8.
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3 Er g e b ni s s e  

1 1 3  

3. 3  P u bli k ati o n 3  

Pri mi n g wit h H D A C I n hi bit or s S e n siti z e s O v a ri a n C a n c e r C ell s t o T r e at m e nt wit h 
Ci s pl ati n a n d H S P 9 0 I n hi bit or s  

A n a J. R o dri g u e s M oit a 1, * , J a n J. B a n d oli k 1, * , Fi n n K. H a n s e n 2 , T h o m a s K ur z1 , 
Al e x a n dr a H a m a c h er 1, * , M att hi a s U. K a s s a c k1,*  

1  I n stit ut f ür P h ar 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 nri c h-H ei n e -U ni v er sit ät D ü s s el d orf  
2  P h ar m a z e uti s c h e s I n stit ut, U ni v er sit ät B o n n  

* A n a J. R o dri g u e s M oit a u n d J a n J. B a n d oli k  h a b e n z u gl ei c h e n T eil e n al s g et eil t e

Er st a ut or e n  u n d Al e x a n dr a H a m a c h er u n d M att hi a s U. K a s s a c k h a b e n z u gl ei c h e n T eil e n al s
g et eilt e S e ni or -A ut or e n b ei g etr a g e n

V e r öff e ntli c ht i n: I nt er n ati o n al J o ur n al of M ol e c ul ar S ci e n c e s, 0 5. N o v e m b er 2 0 2 0  

D OI:   1 0. 3 3 9 0/ij m s 2 1 2 1 8 3 0 0  

B eitr a g: G et eilt e Er st a ut or e n s c h aft mit  Dr. A n a J. R o dri g u e s M oit a. D ur c hf ü hr u n g d er 
A p o pt o s e -b e z o g e n e n E x p eri m e nt e ( W e st er n Bl ot, P C R, C a s p a s e -A s s a y). A u s w ert u n g 
d er D at e n u n d V erf a s s e n d er ü b er ar b eit et e n V er si o n d e s M a n u s kri pt e s.  

Z u s a m m e nf a s s u n g ( ü b er s et zt):  O v a ri al kr e b s i st di e f ü nft h ä ufi g st e T o d e s ur s a c h e 
u nt er Kr e b st o d e n. C h e m or e si st e n z, i n s b e s o n d er e g e g e n Pl ati n v er bi n d u n g e n, tr ä gt z u 
ei n er s c hl e c ht e n Pr o g n o s e b ei. E s i st b e k a n nt, d a s s Hi st o n d e a c et yl a s e -I n hi bit or e n 
( H D A Ci) u n d Hit z e s c h o c k pr ot ei n 9 0-I n hi bit or e n ( H S P 9 0i) di e a n d er C h e m or e si st e n z 
b et eili gt e n Si g n al w e g e m o d uli er e n.  Di e s e St u di e  u nt er s u c ht e di e A u s wir k u n g e n v o n 
H D A Ci ( P a n o bi n o st at, L M K 2 3 5) u n d H S P 9 0i ( L u mi n e s pi b, H S P 9 9 0) a uf di e 
Wir k s a m k eit v o n Ci s pl ati n i n O v ari al k ar zi n o m -Z ellli ni e n ( A 2 7 8 0, C a O V 3, O V C A R 3 u n d 
d er e n C i s pl ati n-r e si st e nte S u b kl o n e) . Di e Pr äi n k u b ati o n mit H D A Ci er h ö ht e di e 
z yt ot o xi s c h e P ot e n z v o n H S P 9 0i, w ä hr e n d di e Pr äi n k u b ati o n mit H S P 9 0i k ei n e n Eff e kt 
h att e . Di e 4 8-st ü n di g e Pr äi n k u b ati o n mit H S P 9 0i o d er H D A Ci  v or Ci s pl ati n -
B e h a n dl u n g,  er h ö ht e di e Ci s pl ati n -P ot e n z i n all e n Z ellli ni e n vi a A p o pt o s ei n d u kti o n 
si g nifi k a nt u n d b e ei nfl u s st e di e E x pr e s si o n a p o pt o s er el e v a nt er G e n e u n d  Pr ot ei n e. B ei 

C a O V 3 Ci s R u n d A 2 7 8 0 Ci s R f ü hrt e ei n e Pr äi n k u b ati o n mit H D A Ci f ür 4 8 bi s 7 2 
St u n d e n z u ei n er v oll st ä n di g e n R e v erti er u n g d er Ci s pl ati n -R e si st e n z. D ar ü b er hi n a u s 
v er hi n d ert e di e p er m a n e nt e A n w e s e n h eit v o n H D A Ci i n s u b z yt ot o xi s c h e n 
K o n z e ntr ati o n e n di e E nt wi c kl u n g ei n er Ci s pl ati n -R e si st e n z b ei A 2 7 8 0 Z ell e n. 
Dr eif a c h k o m bi n ati o n e n v o n H D A Ci, H S P 9 0i u n d Ci s pl at i n w ar e n j e d o c h d e n 
D o p p el k o m bi n ati o n e n ni c ht ü b erl e g e n. I n s g e s a mt s e n si bili si ert d a s Pri mi n g mit H D A Ci 
di e O v ari al k ar zi n o m z ellli ni e n f ür di e B e h a n dl u n g mit H S P 9 0 i o d er Ci s pl ati n u n d h at 
ei n e n Ei nfl u s s a uf di e E nt wi c kl u n g ei n er Ci s pl ati n -R e si st e n z  –  b ei d e Eff e kt e k ö n n e n  
z u ei n er v er b e s s ert e n B e h a n dl u n g d e s O v ari al k ar zi n o m s b eitr a g e n.  



 I nt er n ati o n al J o ur n al of 

M ol e c ul ar S ci e n c es

Arti cle

Pri mi n g wit h H D A C I n hi bit or s S e n siti z e s O v ari a n
C a n c er C ell s t o Tr e at m e nt wit h Ci s pl ati n a n d
H S P 9 0 I n hi bit or s

A n a J. R o dri g u e s M oit a 1, † , J a n J. B a n d oli k 1, † , Fi n n K. H a n s e n 2 , T h o m a s K ur z 1 ,

Al e x a n dr a H a m a c h er 1, † a n d M att hi a s U. K a s s a c k 1, * ,†

1 I n stit ut e f o r P h a r m a c e uti c al a n d M e di ci n al C h e mi st r y, U ni v e r sit y of D u e s s el d o rf,

4 0 2 2 5 D u e s s el d o rf, G e r m a n y; a n a. r o d ri g u e s. m oit a @ h h u. d e ( A.J. R. M.); j a n. b a n d oli k @ h h u. d e (J.J. B.);

t h o m a s. k u r z @ h h u. d e ( T. K.); al e x a n d r a. h a m a c h e r @ h h u. d e ( A. H.)
2 P h a r m a c e uti c al I n stit ut e, U ni v e r sit y of B o n n, 5 3 1 2 1 B o n n, G e r m a n y; fi n n. h a n s e n @ u ni- b o n n. d e

* C o r r e s p o n d e n c e: m att hi a s. k a s s a c k @ h h u. d e

† A.J. R. M. a n d J.J. B. e q u all y c o nt ri b ut e d a s fi r st c o- a ut h o r s, A. H. a n d M. U. K e q u all y c o nt ri b ut e d a s

s e ni o r a ut h o r s.
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A b str a ct: O v a ri a n c a n c e r i s t h e fift h l e a di n g c a u s e of c a n c e r d e at h s. C h e m o r e si st a n c e, p a rti c ul a rl y

a g ai n st pl ati n u m c o m p o u n d s, c o nt ri b ut e s t o a p o o r p r o g n o si s. Hi st o n e d e a c et yl a s e i n hi bit o r s

( H D A Ci) a n d h e at s h o c k p r ot ei n 9 0 i n hi bit o r s ( H S P 9 0i) a r e k n o w n t o m o d ul at e p at h w a y s i n v ol v e d i n

c h e m o r e si st a n c e. T hi s st u d y i n v e sti g at e d t h e e ff e ct s of H D A Ci ( p a n o bi n o st at, L M K 2 3 5) a n d H S P 9 0i

(l u mi n e s pi b, H S P 9 9 0) o n t h e p ot e n c y of ci s pl ati n i n o v a ri a n c a n c e r c ell li n e s ( A 2 7 8 0, C a O V 3, O V C A R 3

a n d ci s pl ati n- r e si st a nt s u b- cl o n e s). P r ei n c u b ati o n wit h H D A Ci i n c r e a s e d t h e c yt ot o xi c p ot e n c y of

H S P 9 0i, w h e r e a s p r ei n c u b ati o n wit h H S P 9 0i h a d n o e ff e ct. P r ei n c u b ati o n wit h H S P 9 0i o r H D A Ci 4 8 h

p ri o r t o ci s pl ati n e n h a n c e d t h e ci s pl ati n p ot e n c y si g ni fi c a ntl y i n all c ell li n e s vi a a p o pt o si s i n d u cti o n

a n d a ff e ct e d t h e e x p r e s si o n of a p o pt o si s- r el e v a nt g e n e s a n d p r ot ei n s. F o r C a O V 3 Ci s R a n d A 2 7 8 0 Ci s R,

a p r ei n c u b ati o n wit h H D A Ci f o r 4 8 – 7 2 h l e d t o c o m pl et e r e v e r s al of ci s pl ati n r e si st a n c e. F u rt h e r m o r e,

p e r m a n e nt p r e s e n c e of H D A Ci i n s u b- c yt ot o xi c c o n c e nt r ati o n s p r e v e nt e d t h e d e v el o p m e nt of ci s pl ati n

r e si st a n c e i n A 2 7 8 0. H o w e v e r, t ri pl e c o m bi n ati o n s of H D A Ci, H S P 9 0i a n d ci s pl ati n w e r e n ot s u p e ri o r

t o d u al c o m bi n ati o n s. O v e r all, p ri mi n g wit h H D A Ci s e n siti z e s o v a ri a n c a n c e r c ell s t o t r e at m e nt wit h

H S P 9 0i o r ci s pl ati n a n d h a s a n i n fl u e n c e o n t h e d e v el o p m e nt of ci s pl ati n r e si st a n c e, b ot h of w hi c h

m a y c o nt ri b ut e t o a n i m p r o v e d o v a ri a n c a n c e r t r e at m e nt.

K e y w or d s: o v a ri a n c a n c e r; c h e m o r e si st a n c e; H S P 9 0 i n hi bit o r s; l u mi n e s pi b; H S P 9 9 0; e pi g e n eti c s;

H D A C i n hi bit o r s; p a n o bi n o st at; L M K 2 3 5; ci s pl ati n

1. I ntr o d u cti o n

O v a ri a n c a n c e r i s a m o n g t h e fi v e m o st d e a dl y t y p e s of c a n c e r i n w o m e n [ 1 ]. Alt h o u g h t h e r a p e uti c

o pti o n s h a v e i m p r o v e d i n t h e l a st d e c a d e s, t h e fi v e- y e a r s u r vi v al r at e r e m ai n s at a r o u n d 4 8 % f o r

o v a ri a n c a n c e r i n t h e U S A [ 2 ] a n d 4 0 – 4 3 % i n G e r m a n y [3 ,4 ]. W h e n c o m p a ri n g t h e diff e r e nt c a n c e r s of

t h e f e m al e g e nit al t r a ct, o v a ri a n c a n c e r s h o w s t h e hi g h e st d e at h r at e ( 6. 9 p e r 1 0 0, 0 0 0 U S o r G e r m a n

citi z e n) c o m p a r e d t o c e r vi c al c a n c e r ( 2. 3 p e r 1 0 0, 0 0 0 i n U S A a n d 2. 4 p e r 1 0 0, 0 0 0 i n G e r m a n y) a n d

ut e ri n e c a n c e r ( 4. 8 p e r 1 0 0, 0 0 0 i n U S A a n d 3. 0 p e r 1 0 0, 0 0 0 i n G e r m a n y). I n 2 0 2 0, a b o ut 2 2, 0 0 0 n e w

c a s e s of o v a ri a n c a n c e r a r e p r e di ct e d i n t h e U S A wit h a r o u n d 1 4, 0 0 0 d e at h s [ 3 ,5 ]. Fi r st li n e t h e r a p y

i n cl u d e s t a x a n e- a n d pl ati n u m- b a s e d c h e m ot h e r a p y aft e r c yt o r e d u cti v e s u r g e r y [6 ]. A m aj o r o b st a cl e

of t hi s t h e r a p y i s t h e d e v el o p m e nt of r e si st a n c e a g ai n st pl ati n u m- b a s e d d r u g s e v e nt u all y l e a di n g

t o d e at h. R e si st a n c e i s m ultif a ct o ri al a n d c a n b e i nt ri n si c o r a c q ui r e d [7 ]. I n a d diti o n, t h e r e i s t h e
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p o s si bilit y of n e o a dj u v a nt c h e m ot h e r a p y ( N A C T) t o f u rt h e r r e d u c e t h e t u m o r m a s s b ef o r e d e b ul ki n g

s u r g e r y [ 8 ]. R a n d o mi z e d st u di e s h a v e s h o w n t h at N A C T b ef o r e d e b ul ki n g w a s “ n o n-i nf e ri o r ” t o

p ri m a r y t u m o r r e m o v al [ 9 ,1 0 ]. H o w e v e r, t h e r e i s c u r r e ntl y n o c o n s e n s u s o n w hi c h p ati e nt s a r e b e st

s uit e d f o r t hi s t y p e of t h e r a p y. M ut ati o n s a n d alt e r e d g e n e e x p r e s si o n a r e t h e m o st c o m m o n r e a s o n s

f o r r e si st a n c e, l e a di n g t o alt e r e d mi s m at c h r e p ai r, D N A m et h yl ati o n, hi st o n e a c et yl ati o n a n d r e d u c e d

a p o pt o si s [ 1 1 ,1 2 ]. M o d ul at o r s t o o v e r c o m e pl ati n u m r e si st a n c e h a v e n ot y et e nt e r e d cli ni c al r o uti n e,

p o s si bl y d u e t o m ulti pl e m ut ati o n s i n r e si st a nt c ell s a n d h et e r o g e n e o u s c ell p o p ul ati o n s [ 1 3 ]. H e at

s h o c k p r ot ei n 9 0 ( H S P 9 0) i s a n a b u n d a ntl y f o u n d m ol e c ul a r c h a p e r o n e wit h o v e r 2 8 0 cli e nt p r ot ei n s

a n d i n fl u e n c e s t h ei r a cti vit y t h r o u g h v a ri o u s r e g ul at o r y m e c h a ni s m s [ 1 4 ,1 5 ]. M a n y H S P 9 0 cli e nt

p r ot ei n s s u c h a s A kt, M E K, r e c e pt o r t y r o si n e ki n a s e s o r e st r o g e n r e c e pt o r s a r e m e m b e r s of p r olif e r ati v e

a n d a nti a p o pt oti c p at h w a y s a cti v at e d i n d r u g- r e si st a nt o v a ri a n c a n c e r s [ 1 6 ]. H S P 9 0 i n hi bit o r s ( H S P 9 0i)

c o ul d t h e r ef o r e i nt e rf e r e i n m a n y p at h w a y s b y i n d u ci n g d e g r a d ati o n of H S P 9 0 cli e nt p r ot ei n s t h r o u g h

t h e u bi q uiti n- p r ot e a s o m e p at h w a y [1 7 ]. M o r e o v e r, t h e e x p r e s si o n of H S P 9 0 i s i n c r e a s e d i n m o st c a n c e r

t y p e s [1 8 ]. F o r t h at r e a s o n, H S P 9 0i a r e wi d el y t e st e d i n diff e r e nt c a n c e r s s u c h a s c ol o n, m el a n o m a,

p r o st at e o r o v a ri a n c a n c e r a s si n gl e d r u g o r a s p a rt of c o m bi n ati o n t h e r a pi e s [ 1 9 – 2 4 ]. I n t h e p a st,

H S P 9 0i s u c h a s l u mi n e s pi b, S N X- 5 4 2 2, o n al e s pi b o r g a n et e s pi b h a v e e nt e r e d p h a s e II cli ni c al t ri al s

( N L M i d e nti fi e r N C T 0 1 8 5 4 0 3 4, N C T 0 2 6 1 2 2 8 5, N C T 2 5 3 5 3 3 8, a n d N C T 0 1 5 5 1 6 9 3). M o st of t h e m a r e

fi ni s h e d n o w. H S P 9 0 w a s i d e nti fi e d a s a p r o mi si n g t a r g et i n e pit h eli al o v a ri a n c a n c e r [ 1 6 ]. O u r g r o u p

h a s p r e vi o u sl y s h o w n t h at i n c r e a s e d e x p r e s si o n a n d p h o s p h o r yl ati o n of t h e H S P 9 0 cli e nt s I G F R, E r b B 2,

a n d E r b B 3 pl a y a pi v ot al r ol e i n t h e d e v el o p m e nt of r e si st a n c e i n o v a ri a n c a n c e r [ 2 5 ,2 6 ]. T h u s, w e

i n v e sti g at e d i n t hi s st u d y w h et h e r H S P 9 0i s u c h a s l u mi n e s pi b a n d H S P 9 9 0 c o ul d s e r v e a s t r e at m e nt

o pti o n s t o a d d r e s s ci s pl ati n r e si st a n c e.

A n ot h e r wi d el y t e st e d a p p r o a c h t o a d d r e s s c h e m o r e si st a n c e i s e pi g e n eti c m o d ul ati o n [ 2 7 ,2 8 ].

S p e ci fi c all y, hi st o n e d e a c et yl a s e i n hi bit o r s ( H D A Ci) a r e c u r r e ntl y u n d e r i n v e sti g ati o n. H D A Ci i n c r e a s e

t h e a c et yl ati o n st at u s of hi st o n e s a n d n o n- hi st o n e p r ot ei n s s u c h a s t r a n s c ri pti o n f a ct o r s o r H S P 9 0 [ 1 3 ,2 9 ].

F u rt h e r m o r e, H D A Ci i n fl u e n c e c ell p r olif e r ati o n, c ell c y cl e r e g ul ati o n a n d a p o pt o si s of o v a ri a n c a n c e r

c ell s [ 3 0 ]. We a n d ot h e r s d e m o n st r at e d t h at H D A Ci, e. g., t h e b r o a d s p e ct r u m H D A Ci v o ri n o st at,

p a n o bi n o st at, a n d L M K 2 3 5 o r cl a s s I s el e cti v e H D A Ci e nti n o st at, s e n siti z e o v a ri a n c a n c e r c ell s t o

D N A- d a m a gi n g d r u g s s u c h a s ci s pl ati n [ 3 1 – 3 3 ]. H D A Ci i n c r e a s e t h e a c et yl ati o n of H S P 9 0 a n d l e a d

t o a l o s s of c h a p e r o n e a cti vit y [3 4 ,3 5 ]. T h u s, t h e c o m bi n ati o n of H S P 9 0i a n d H D A Ci s e e m s t o b e

i nt ri g ui n g f o r t h e t r e at m e nt of c a n c e r. T h e c o m bi n ati o n of H S P 9 0i a n d H D A Ci h a s i n d e e d b e e n t e st e d:

a c o m bi n ati o n of t h e H S P 9 0i l u mi n e s pi b a n d t h e H D A Ci b eli n o st at i n c r e a s e d c ell d e at h i n a n a pl a sti c

t h y r oi d c a r ci n o m a c ell s i n a s y n e r gi sti c m a n n e r [3 4 ]. B a s e d o n t hi s st u d y, t h e d et e ct e d s y n e r gi s m w a s

i n v e sti g at e d f u rt h e r, a n d it w a s f o u n d t h at t h e H S P 9 0i S N X- 5 4 2 2 i s al s o s y n e r gi sti c i n c o m bi n ati o n

wit h b eli n o st at, v o ri n o st at, a n d t ri c h o st ati n A [ 3 6 ]. T h e r e i s f u rt h e r e vi d e n c e f o r a s y n e r gi sti c c yt ot o xi c

e ff e ct of t h e c o m bi n ati o n p a n o bi n o st at o r v o ri n o st at wit h l u mi n e s pi b o r H S P 9 9 0 [ 2 9 ,3 7 ]. P a rt of t h e

e ff e ct w a s s h o w n t o b e m e di at e d t h r o u g h i n a cti v ati o n of t h e PI 3 K /A K T si g n ali n g p at h w a y, w hi c h w a s

p r e vi o u sl y s h o w n b y u s t o c o nt ri b ut e t o ci s pl ati n r e si st a n c e i n o v a ri a n c a n c e r a n d t ri pl e n e g ati v e b r e a st

c a n c e r [ 2 5 ,3 8 ]. Si mil a r eff e ct s w e r e o bt ai n e d b y c o m bi ni n g l u mi n e s pi b a n d t h e H D A Ci v o ri n o st at i n

m ulti pl e m y el o m a c ell s [ 2 9 ]. T o t h e b e st of o u r k n o wl e d g e, t h e c o m bi n ati o n of H S P 9 0i a n d H D A Ci h a s

n ot y et b e e n t e st e d i n o v a ri a n c a n c e r c ell s t o g et h e r wit h a c yt ot o xi c pl ati n u m a g e nt. T h u s, w e d e ci d e d

t o i n cl u d e t h e H S P 9 0i l u mi n e s pi b a n d H S P 9 9 0, a s w ell a s t h e n o n- s el e cti v e H D A Ci p a n o bi n o st at

a n d L M K 2 3 5 [ 3 9 ] i n o u r st u d y a n d t o i n v e sti g at e t h ei r eff e ct i n a c o m bi n ati o n t h e r a p y wit h ci s pl ati n

i n o v a ri a n c a n c e r. T h e r ati o n al e of t hi s p r oj e ct w a s t o c o m p a r e si n gl e a n d c o m bi n e d eff e ct s of t h e

H D A Ci a n d H S P 9 0i a n d ci s pl ati n i n t h e o v a ri a n c a n c e r c ell li n e s A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R t o c o nt ri b ut e t o

i m p r o v e d t h e r a pi e s a d d r e s si n g c h e m o r e si st a n c e i n o v a ri a n c a n c e r. T h e b e st c o m bi n ati o n w a s f u rt h e r

t e st e d i n C a O V 3, O V C A R 3, a n d t h ei r ci s pl ati n- r e si st a nt s u b- c ell li n e s t o e xt e n d t h e i m p a ct of o u r

fi n di n g s o n hi g h g r a d e s e r o u s o v a ri a n c a n c e r c ell li n e s.
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2. R e s ult s

2. 1. H D A Ci a n d H S P 9 0i Me di ate d Bi ol o gi c al E ff e cts i n O v ari a n C a n cer Cells

Fi r st, w e c h a r a ct e ri z e d t h e H S P 9 0i l u mi n e s pi b a n d H S P 9 9 0 a n d t h e H D A Ci p a n o bi n o st at a n d

L M K 2 3 5 f o r t h ei r bi ol o gi c al e ff e ct s i n t h e o v a ri a n c a n c e r c ell li n e s A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R. M T T a s s a y s

w e r e u s e d t o d et e r mi n e t h e c o m p o u n d-i n d u c e d c yt ot o xi cit y a n d r e v e al e d I C 5 0 v al u e s i n t h e t w o- di git

n a n o m ol a r r a n g e f o r b ot h H S P 9 0i a n d p a n o bi n o st at. L M K 2 3 5 s h o w e d t h r e e- di git n a n o m ol a r I C 5 0

v al u e s a g ai n st A 2 7 8 0 ( 8 4 7 n M) a n d A 2 7 8 0 Ci s R ( 6 4 4 n M) ( T a bl e 1 a n d Fi g u r e S 2 A, B).

Ta bl e 1. C yt ot o xi c a cti vit y of p a n o bi n o st at, L M K 2 3 5, l u mi n e s pi b a n d H S P 9 9 0.

C ell Li n e

H D A Ci H S P 9 0i

P a n o bi n o st at L M K 2 3 5 L u mi n e s pi b H S P 9 9 0

I C 5 0

[ n M]
pI C 5 0 ±

S E M
I C 5 0

[ n M]
pI C 5 0 ±

S E M
I C 5 0

[ n M]
pI C 5 0 ±

S E M
I C 5 0

[ n M]
pI C 5 0 ±

S E M

A 2 7 8 0 2 8. 0 7. 5 5 ± 0. 0 2 8 4 7 6. 0 7 ± 0. 0 3 1 1. 2 7. 9 5 ± 0. 0 6 2 0. 1 7. 7 0 ± 0. 0 6
A 2 7 8 0 Ci s R 2 8. 2 7. 5 5 ± 0. 0 3 6 4 4 6. 1 9 ± 0. 0 2 1 6. 4 7. 7 8 ± 0. 0 4 2 9. 8 7. 5 3 ± 0. 0 2

C ell vi a bilit y w a s d et e r mi n e d b y M T T a s s a y aft e r a 7 2 h i n c u b ati o n. D at a s h o w n a r e t h e m e a n of p o ol e d d at a f r o m
at l e a st t h r e e e x p e ri m e nt s e a c h c a r ri e d o ut i n t ri pli c at e. C o n c e nt r ati o n e ff e ct c u r v e s a r e s h o w n i n Fi g u r e S 2 A, B.

T o a n al y z e t h e i n fl u e n c e of t h e o b s e r v e d c yt ot o xi cit y o n t h e g r o wt h ki n eti c s of A 2 7 8 0 a n d

A 2 7 8 0 Ci s R, w e a n al y z e d t h e d o u bli n g ti m e s wit h o r wit h o ut i n hi bit o r t r e at m e nt aft e r 2 4, 4 8, a n d

7 2 h. T h e r e s ult s a r e s h o w n i n Fi g u r e 1 A, B. L u mi n e s pi b a n d H S P 9 9 0 l e d t o a sli g ht i n c r e a s e i n t h e

d o u bli n g ti m e of A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R. T hi s e ff e ct w a s st ati sti c all y si g ni fi c a nt f o r all f o u r c o m p o u n d s

i n A 2 7 8 0 Ci s R b ut o nl y f o r t w o c o m p o u n d s ( H S P 9 9 0 a n d L M K 2 3 5) i n A 2 7 8 0 ( Fi g u r e 1 A). F u rt h e r, b ot h

H D A Ci r e d u c e d t h e g r o wt h of A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R, a s i n di c at e d b y a n i n c r e a s e i n t h e d o u bli n g ti m e

( Fi g u r e 1 B). I n a c c o r d a n c e t o H S P 9 0i, t h e e ff e ct s e e m e d st r o n g e r i n A 2 7 8 0 Ci s R. T h e e ff e ct of H S P 9 0i

a n d H D A Ci o n t h e p r ot ei n e x p r e s si o n, p r ot ei n p h o s p h o r yl ati o n ( H S P 9 0i) a n d p r ot ei n a c et yl ati o n w a s

a n al y z e d b y We st e r n bl ot. T h e r e s ult s a r e s h o w n i n Fi g u r e 1 C, D. B ot h H S P 9 0i r e d u c e d t h e e x p r e s si o n

a n d p h o s p h o r yl ati o n of t h e cli e nt p r ot ei n a n d p r ot o- o n c o g e n e A K T i n b ot h c ell li n e s i n a c o n c e nt r ati o n-

a n d ti m e- d e p e n d e nt m a n n e r (l u mi n e s pi b i n Fi g u r e 1 C a n d H S P 9 9 0 i n Fi g u r e S 3). T hi s i s c o n si st e nt

wit h t h e m e c h a ni s m s of H S P 9 0 i n hi biti o n. C ell ul a r a cti vit y of b ot h H D A Ci w a s d e m o n st r at e d b y a

c o n c e nt r ati o n- d e p e n d e nt i n c r e a s e i n a c et yl at e d t u b uli n i n A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R a n al y z e d b y We st e r n

bl ot ( Fi g u r e 1 D).

2. 2. Tre at me nt Or der of H D A Ci a n d H S P 9 0i A ff e cts I n cre ase i n C yt ot o xi c A cti vit y a n d A p o pt osis I n d u cti o n i n
A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Cis R

B e c a u s e of t h e k n o w n i nt e r pl a y b et w e e n H S P 9 0 a n d H D A C s [ 1 3 ,2 9 ,3 4 ,3 6 ,3 7 ], w e w e r e i nt e r e st e d i n

a n al y zi n g t h e c yt ot o xi c e ff e ct s of a c o m bi n ati o n t r e at m e nt wit h H D A Ci a n d H S P 9 0i. M T T e x p e ri m e nt s

f o r t hi s c o m bi n ati o n st u d y u s e d l o n g e r i n c u b ati o n ti m e s t h a n st a n d a r d 7 2 h M T T a s s a y s. A 4 8 h

p r ei n c u b ati o n wit h o n e i n hi bit o r ( H D A Ci o r H S P 9 0i) w a s f oll o w e d b y 7 2 h c oi n c u b ati o n wit h H D A Ci

o r H S P 9 0i r e s ulti n g i n a t ot al i n c u b ati o n ti m e of 1 2 0 h. T h e r ef o r e, I C 5 0 v al u e s f o r i n hi bit o r s o bt ai n e d i n

t hi s e x p e ri m e nt al s et u p w e r e s u b st a nti all y hi g h e r ( T a bl e S 1 a n d Fi g u r e 2 A – D) a n d n ot c o m p a r a bl e t o

t h o s e o bt ai n e d wit h a 7 2 h M T T ( Fi g u r e S 2). A 4 8 h p r ei n c u b ati o n wit h H S P 9 0i (l u mi n e s pi b o r H S P 9 9 0,

r e s p e cti v el y) h a d n o e ff e ct o n t h e c yt ot o xi c a cti vit y of p a n o bi n o st at o r L M K 2 3 5 ( Fi g u r e S 4). I n c o nt r a st,

4 8 h p r ei n c u b ati o n wit h p a n o bi n o st at o r L M K 2 3 5 i n c r e a s e d t h e p ot e n c y of H S P 9 9 0 a n d l u mi n e s pi b b y

f a ct o r s u p t o 3. 2-f ol d ( Fi g u r e 2 A – D a n d Fi g u r e S 4 a n d T a bl e S 1). T h e e ff e ct s o n t h e p ot e n c y of H S P 9 0i

w e r e si g ni fi c a nt i n A 2 7 8 0 a n d f o r p a n o bi n o st at i n A 2 7 8 0 Ci s R. F o r L M K 2 3 5, n o si g ni fi c a nt i nt e r a cti o n

i n A 2 7 8 0 Ci s R w a s o b s e r v e d. T h e r ef o r e, w e a n al y z e d a p o pt o si s i n d u cti o n o nl y f o r t h e c o m bi n ati o n

of p a n o bi n o st at wit h b ot h H S P 9 0i. T h e r e s ult s a r e s h o w n i n Fi g u r e S 5. T h e e n h a n c e m e nt of t h e

H S P 9 0i-i n d u c e d c yt ot o xi cit y b y H D A Ci p r et r e at m e nt s e e n i n M T T a s s a y s w a s m e di at e d b y a p o pt o si s
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i n d u cti o n. A 2 4 h p r ei n c u b ati o n wit h H S P 9 0i f oll o w e d b y 2 4 h c oi n c u b ati o n wit h p a n o bi n o st at h a d n o

e ff e ct o n t h e n u m b e r of a p o pt oti c c ell s, w h e r e a s, vi c e v e r s a, a 2 4 h p r ei n c u b ati o n wit h p a n o bi n o st at

f oll o w e d b y 2 4 h c oi n c u b ati o n wit h H S P 9 0i si g ni fi c a ntl y i n c r e a s e d t h e r at e of a p o pt o si s i n A 2 7 8 0 a n d

A 2 7 8 0 Ci s R c ell s ( Fi g u r e S 5).

Fi g ur e 1. E ff e ct s of H S P 9 0i a n d H D A Ci o n c ell g r o wt h a n d p r ot ei n e x p r e s si o n i n A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R

c ell s. ( A ) A 7 2 h i n c u b ati o n wit h t h e H S P 9 0i l u mi n e s pi b a n d H S P 9 9 0 s h o w e d a sli g ht d e c r e a s e i n c ell

p r olif e r ati o n f o r A 2 7 8 0 Ci s R c ell s. I n A 2 7 8 0, t hi s e ff e ct w a s o nl y a c hi e v e d wit h H S P 9 9 0. ( B ) A 7 2 h

i n c u b ati o n wit h t h e H D A Ci p a n o bi n o st at o r L M K 2 3 5 sli g htl y r e d u c e d t h e c ell ul a r g r o wt h of A 2 7 8 0 a n d

A 2 7 8 0 Ci s R c ell s. ( C ) A 4 8 h i n c u b ati o n wit h l u mi n e s pi b wit h I C5 0 , t h r e e-f ol d I C5 0 a n d fi v e-f ol d I C 5 0 o r

ti m e- d e p e n d e nt i n c u b ati o n wit h t h r e e-f ol d I C5 0 of l u mi n e s pi b l e d t o a d e c r e a s e i n t h e e x p r e s si o n of t h e

H S P 9 0 cli e nt p r ot ei n A K T a n d it s p h o s p h o r yl ati o n ( p A K T). T h e u n c r o p p e d a n d l a b el e d i m m u n o bl ot s

a r e s h o w n i n Fi g u r e S 1. ( D ) A 2 4 h i n c u b ati o n wit h p a n o bi n o st at o r L M K 2 3 5 i n c r e a s e d t h e a c et yl ati o n

of α -t u b uli n i n b ot h c ell li n e s. D at a s h o w n a r e m e a n ± S E M of t h r e e i n d e p e n d e nt e x p e ri m e nt s o r o n e

r e p r e s e nt ati v e i m m u n o bl ot o ut of t h r e e. St ati sti c al a n al y si s w a s p e rf o r m e d u si n g t-t e st. L e v el s of

si g ni fi c a n c e: * p ≤ 0. 0 5, *** p ≤ 0. 0 0 1.
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Fi g ur e 2. P r ei n c u b ati o n wit h H D A Ci i n c r e a s e c yt ot o xi c p ot e n c y of H S P 9 0i. A 4 8 h p r ei n c u b ati o n

( p r ei n c) wit h p a n o bi n o st at o r L M K 2 3 5 wit h t h e i n di c at e d c o n c e nt r ati o n s d e c r e a s e d I C 5 0 v al u e s of

H S P 9 9 0 ( A ,B ) a n d l u mi n e s pi b (C ,D ) i n A 2 7 8 0 (A ,C ) a n d A 2 7 8 0 Ci s R c ell s (B ,D ). I C5 0 v al u e s, pI C 5 0 a n d

S E M a r e s h o w n i n T a bl e S 1. D at a s h o w n a r e m e a n ± S E M of t h r e e i n d e p e n d e nt e x p e ri m e nt s e a c h

c a r ri e d o ut i n t ri pli c at e. St ati sti c al a n al y si s w a s p e rf o r m e d u si n g t-t e st. L e v el s of si g ni fi c a n c e: * p ≤

0. 0 5, ** p ≤ 0. 0 1, *** p ≤ 0. 0 0 1.

T o g ai n a fi r st i d e a of t h e m e c h a ni s m s b e hi n d t h e o b s e r v e d e n h a n c e m e nt of c yt ot o xi cit y a n d

a p o pt o si s i n d u cti o n aft e r p r ei n c u b ati o n wit h H D A Ci, t h e e ff e ct s of p a n o bi n o st at a n d l u mi n e s pi b o n

t h e g e n e e x p r e s si o n of a p o pt o si s- r el e v a nt f a ct o r s i n A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R c ell s w e r e i n v e sti g at e d.

B ot h i n hi bit o r s (l u mi n e s pi b a n d p a n o bi n o st at) w e r e c h o s e n b a s e d o n t h ei r hi g h e st e ff e ct s i n t h e M T T

a s s a y s s h o w n i n Fi g u r e 2 A – D. E x p r e s si o n of t h e t u m o r s u p p r e s s o r g e n e p 2 1 ; t h e p r o a p o pt oti c g e n e s

B A K , B A X, a n d A P A F- 1 ; a n d t h e a nti a p o pt oti c g e n e s s ur vi vi n , B cl- x L, a n d M cl- 1 w a s a n al y z e d b y P C R.

A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R c ell s w e r e t r e at e d wit h p a n o bi n o st at o r l u mi n e s pi b al o n e f o r t h e i n di c at e d ti m e

p oi nt s f oll o w e d b y a n al y si s of g e n e e x p r e s si o n. T h e r e s ult s a r e s h o w n i n Fi g u r e 3 .
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Fi g ur e 3. E ff e ct s of H D A Ci o r H S P 9 0i i n c u b ati o n o n a p o pt o si s- r el at e d g e n e s. G e n e e x p r e s si o n d at a

w e r e o bt ai n e d b y P C R. C ell s w e r e t r e at e d wit h 1 0 n M ( A 2 7 8 0) o r 2 0 n M ( A 2 7 8 0 Ci s R) p a n o bi n o st at o r 5

n M ( A 2 7 8 0) o r 1 0 n M ( A 2 7 8 0 Ci s R) l u mi n e s pi b f o r 2 4 o r 4 8 h.

I n A 2 7 8 0, t h e e x p r e s si o n of p r o- a n d a nti a p o pt oti c g e n e s r e m ai n e d l a r g el y u n a ff e ct e d b y t h e

t r e at m e nt wit h t h e e x c e pti o n of s ur vi vi n . S u r p ri si n gl y, b ot h i n hi bit o r s i n c r e a s e d t h e m R N A l e v el i n

a ti m e- d e p e n d e nt m a n n e r. I n A 2 7 8 0 Ci s R, p a n o bi n o st at r e d u c e d s ur vi vi n e x p r e s si o n a n d i n c r e a s e d

A P A F- 1 a n d p 2 1 e x p r e s si o n.

2. 3. E ff e cts of H D A Ci a n d H S P 9 0i o n Cis pl ati n I n d u ce d C yt ot o xi cit y a n d A p o pt osis

H D A Ci s h o w e d a p ri mi n g e ff e ct o n t h e c yt ot o xi c a cti vit y of H S P 9 0i. T hi s p r o m pt e d u s t o e x pl o r e a

p o s si bl e i n fl u e n c e of H S P 9 0i o r H D A Ci t r e at m e nt al o n e o r i n c o m bi n ati o n o n t h e p ot e n c y of ci s pl ati n i n

o v a ri a n c a n c e r c ell s. Fi r st, M T T a s s a y s w e r e p e rf o r m e d i n A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R wit h a 4 8 h i n hi bit o r

p r ei n c u b ati o n p ri o r t o ci s pl ati n a d mi ni st r ati o n o r a c oi n c u b ati o n of i n hi bit o r a n d ci s pl ati n ( Fi g u r e

S 6 A – D, I C 5 0 v al u e s i n T a bl e 2 a n d pI C 5 0 v al u e s i n T a bl e S 2 A). C oi n c u b ati o n of i n hi bit o r s wit h ci s pl ati n

( d u al c o m bi n ati o n) s h o w e d n o o r o nl y s m all i n c r e a s e s i n t h e p ot e n c y of ci s pl ati n i n A 2 7 8 0 /A 2 7 8 0 Ci s R

e x c e pt f o r L M K 2 3 5 ( Fi g u r e S 6 C a n d T a bl e 2 ). A 4 8 h p r ei n c u b ati o n wit h t h e i n hi bit o r s p ri o r t o ci s pl ati n

a d mi ni st r ati o n h o w e v e r m a r k e dl y i n c r e a s e d t h e p ot e n c y of ci s pl ati n wit h s hift f a ct o r s u p t o 6. 7 ( e. g.,

c al c ul at e d f o r A 2 7 8 0, I C 5 0 ( ci s pl ati n) : 3. 3 4 µ M; I C 5 0 ( ci s pl ati n + 4 8 h H S P 9 9 0 p r ei n c u b ati o n) : 0. 5 µ M; Fi g u r e S 6 A

a n d T a bl e 2 ). N ot a bl y, t h e eff e ct s w e r e m o r e p r o n o u n c e d i n A 2 7 8 0 c ell s. H D A Ci a n d H S P 9 0i s h o w e d

e q u al e ff e ct s i n i n c r e a si n g t h e ci s pl ati n p ot e n c y i n A 2 7 8 0 ( Fi g u r e S 6 A, C).

I n A 2 7 8 0 Ci s R, H D A Ci w e r e sli g htl y b ut n ot si g ni fi c a ntl y s u p e ri o r t o H S P 9 0i ( Fi g u r e S 6 B, D). T h e

b e st e ff e ct w a s o b s e r v e d wit h a 4 8 h p r ei n c u b ati o n wit h 2 0 n M p a n o bi n o st at, d e c r e a si n g t h e ci s pl ati n

I C5 0 f r o m 1 9. 7 t o 6. 5 3 µ M ( s hift f a ct o r 3). D e s pit e t hi s r el ati v el y l a r g e e ff e ct, a c o m pl et e r e s e n siti z ati o n

b y r e a c hi n g t h e ci s pl ati n I C 5 0 of t h e p a r e nt al c ell li n e w a s n ot a c hi e v e d ( Fi g u r e S 6 D a n d T a bl e 2 ).

N ot a bl y, e v e n t h o u g h H D A Ci a n d H S P 9 0i w e r e e q u all y e ff e cti v e i n i n c r e a si n g ci s pl ati n p ot e n c y i n

M T T a s s a y s i n A 2 7 8 0 ( Fi g u r e S 6 A, C), o nl y H D A Ci, b ut n ot H S P 9 0i, s h o w e d a si g ni fi c a nt i n c r e a s e i n

a p o pt o si s i n d u cti o n i n t h e a b s e n c e o r p r e s e n c e of ci s pl ati n ( Fi g u r e S 6 E).
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Ta bl e 2. I n fl u e n c e of d u al o r t ri pl e c o m bi n ati o n s wit h H D A Ci o r H S P 9 0i o n t h e c yt ot o xi c a cti vit y of

ci s pl ati n i n A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R c ell s.

A – D u al C o m bi n ati o n (i n hi bit or + c D D P)

c ell li n e

c D D P I C 5 0 [ µ M]

C o ntr ol
( c D D P o nl y)

H S P 9 0i H D A Ci

L u mi n e s pi b H S P 9 9 0 P a n o bi n o st at  L M K 2 3 5

C oi n c  pr ei n c c oi n c  pr ei n c c oi n c  pr ei n c c oi n c  pr ei n c

A 2 7 8 0 3. 3 4 2. 4 1 0. 7 1 2. 2 2 0. 5 0 1. 6 3 0. 5 7 0. 6 9 0. 5 7
A 2 7 8 0 Ci s R 1 9. 7 2 4. 9 1 3. 2 2 5. 7 1 1. 8 1 6. 6 6. 5 3 1 1. 0 7. 0 5

B – Tri pl e C o m bi n ati o n I ( H S P 9 0i pri or t o H S P 9 0i + H D A Ci + c D D P)

A 2 7 8 0
c D D P I C 5 0 [µ M]

A 2 7 8 0 Ci s R
c D D P I C 5 0 [µ M]

c D D P
H D A Ci /c D D P

c D D P
H D A Ci /c D D P

p a n o  L M K 2 3 5 p a n o  L M K 2 3 5

H S P 9 0i
l u mi 0. 7 1 0. 6 5 0. 6 3 1 3. 2 1 2. 3 9. 6 9

H S P 9 9 0 0. 5 0 0. 7 0 0. 9 5 1 1. 8 7. 7 8 7. 0 7

C – Tri pl e C o m bi n ati o n II ( H D A Ci pri or t o H D A Ci + H S P 9 0i + c D D P)

A 2 7 8 0
c D D P I C 5 0 [µ M]

A 2 7 8 0 Ci s R
c D D P I C 5 0 [µ M]

c D D P
H S P 9 0i /c D D P

c D D P
H S P 9 0i /c D D P

l u mi  H S P 9 9 0 l u mi  H S P 9 9 0

H D A Ci
p a n o 0. 5 7 0. 9 1 0. 8 4 6. 5 3 6. 0 7 5. 9 1

L M K 2 3 5 0. 5 7 0. 7 0 0. 8 4 7. 0 5 9. 2 3 9. 2 6

D at a s h o w n a r e I C 5 0 v al u e s i n µ M o bt ai n e d f r o m t h r e e i n d e p e n d e nt e x p e ri m e nt s e a c h c a r ri e d o ut i n t ri pli c at e: ( A )
d u al c o m bi n ati o n s i n A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R; a n d ( B ,C ) t ri pl e c o m bi n ati o n s i n A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R. P r ei n c u b ati o n
m e a n s a 4 8 h p r ei n c u b ati o n wit h t h e i n di c at e d i n hi bit o r f oll o w e d b y a 7 2- h i n c u b ati o n wit h ci s pl ati n ( A ) o r ci s pl ati n
pl u s i n di c at e d H D A Ci /H S P 9 0i ( B ,C ). pI C5 0 a n d S E M a r e s h o w n i n T a bl e S 2. C o nt r ol d e n ot e s t h e I C 5 0 v al u e f o r
ci s pl ati n wit h o ut i n hi bit o r t r e at m e nt. C o n c e nt r ati o n s u s e d a r e 5 n M l u mi n e s pi b, 1 0 n M H S P 9 9 0, 5 0 0 n M L M K 2 3 5,
a n d 1 0 n M p a n o bi n o st at i n A 2 7 8 0 a n d 1 0 n M l u mi n e s pi b, 1 5 n M H S P 9 9 0, 7 0 0 n M L M K 2 3 5, a n d 2 0 n M p a n o bi n o st at
i n A 2 7 8 0 Ci s R. (A ) I C5 0 v al u e s a r e d e ri v e d f r o m t h e r e s ult s i n Fi g u r e S 6 A – D.

P r ei n c u b ati o n wit h H D A Ci o r H S P 9 0i i n c r e a s e d t h e p ot e n c y of ci s pl ati n. N e xt, w e w e r e i nt e r e st e d

i n w h et h e r a t ri pl e c o m bi n ati o n of H D A Ci, H S P 9 0i, a n d ci s pl ati n h a d a n e v e n m o r e p r o n o u n c e d

e ff e ct r e g a r di n g c h e m o s e n siti vit y a g ai n st ci s pl ati n. D at a a r e p r e s e nt e d i n Fi g u r e S 7 A, B a n d T a bl e 2 .

H S P 9 0i w e r e i n c u b at e d f o r 4 8 h p ri o r t o a d diti o n of ci s pl ati n pl u s H D A Ci ( T a bl e 2 ). I n a f u rt h e r

e x p e ri m e nt, t h e H D A Ci w e r e i n c u b at e d f o r 4 8 h p ri o r t o a d diti o n of ci s pl ati n pl u s H S P 9 0i ( T a bl e 2 ).

pI C 5 0 v al u e s a n d e r r o r s a r e s h o w n i n T a bl e S 2. All t ri pl e c o m bi n ati o n s ( H D A Ci p a n o bi n o st at o r

L M K 2 3 5 pl u s H S P 9 0i l u mi n e s pi b o r H S P 9 9 0 pl u s ci s pl ati n) r e s ult e d i n si g ni fi c a nt i n c r e a s e s i n t h e

p ot e n c y of ci s pl ati n i n A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R ( Fi g u r e S 7 A, B). T h e i n c r e a s e i n p ot e n c y yi el d e d s hift

f a ct o r s f o r t ri pl e c o m bi n ati o n s n ot si g ni fi c a ntl y s u p e ri o r t o t h o s e o bt ai n e d b y d u al c o m bi n ati o n s

(i. e., H D A Ci o r H S P 9 0i pl u s ci s pl ati n). A s a n e x a m pl e, t h e t ri pl e c o m bi n ati o n c o n si sti n g of a 4 8 h

p r ei n c u b ati o n wit h p a n o bi n o st at f oll o w e d b y 7 2 h of H S P 9 9 0 pl u s ci s pl ati n g a v e t h e l o w e st I C 5 0 f o r

ci s pl ati n i n A 2 7 8 0 Ci s R ( 5. 9 1 µ M, Fi g u r e S 7 B). H o w e v e r, ci s pl ati n p ot e n c y w a s n ot si g ni fi c a ntl y di ff e r e nt

f r o m a d u al c o m bi n ati o n of p a n o bi n o st at wit h ci s pl ati n w hi c h g a v e a n I C 5 0 of 6. 5 3 µ M ( Fi g u r e S 6 D).

S hift f a ct o r s f r o m d u al ( H D A Ci pl u s ci s pl ati n) a n d t ri pl e c o m bi n ati o n M T T a s s a y s a r e li st e d i n T a bl e S 3.

T h e e ff e ct of i n hi bit o r s w a s m o r e p r o n o u n c e d i n A 2 7 8 0 t h a n i n A 2 7 8 0 Ci s R i n di c at e d b y s hift

f a ct o r s u p t o 6. 7 i n A 2 7 8 0 a n d u p t o 3. 3 i n A 2 7 8 0 Ci s R. We c o n cl u d e t h at a t ri pl e c o m bi n ati o n h a s n o

b e n e fit o v e r a d u al c o m bi n ati o n t r e at m e nt wit h r e g a r d t o t h e c yt ot o xi cit y of ci s pl ati n.

Si mil a r t o t h e d u al c o m bi n ati o n s, t h e o b s e r v e d i n c r e a s e i n c yt ot o xi c a cti vit y of t h e t ri pl e

c o m bi n ati o n s w a s m e di at e d vi a a p o pt o si s i n d u cti o n. A 4 8 h p r ei n c u b ati o n wit h H D A Ci i n c o m bi n ati o n

wit h H S P 9 0i i n d u c e d a p o pt o si s i n a si mil a r r a n g e a s a si n gl e p r et r e at m e nt wit h H D A Ci ( a b s e n c e

of ci s pl ati n; Fi g u r e s S 6 E a n d S 7 C). F u rt h e r, p r et r e at m e nt wit h H D A Ci pl u s H S P 9 0i i n c r e a s e d t h e
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ci s pl ati n- m e di at e d i n d u cti o n of a p o pt o si s ( Fi g u r e S 7 C). H o w e v e r, t hi s e ff e ct w a s n ot s u p e ri o r t o d u al

c o m bi n ati o n s of H D A Ci a n d ci s pl ati n ( Fi g u r e S 6 E). T o c o n fi r m t h at t h e o b s e r v e d e ff e ct s i n t h e a p o pt o si s

a s s a y w e r e m e di at e d vi a c a s p a s e a cti v ati o n, t h e a cti vit y of c a s p a s e 3 a n d 7 w a s m e a s u r e d wit h a

fl u o r e s c e n c e- b a s e d a s s a y f o r si n gl e t r e at m e nt a n d c o m bi n ati o n s of p a n o bi n o st at, l u mi n e s pi b, a n d

ci s pl ati n. T h e r e s ult s a r e s h o w n i n Fi g u r e 4 .

Fi g ur e 4. C a s p a s e 3 /7 a cti v ati o n b y si n gl e t r e at m e nt a n d c o m bi n ati o n s of p a n o bi n o st at, l u mi n e s pi b, a n d

ci s pl ati n i n A 2 7 8 0 Ci s R c ell s. A 2 7 8 0 Ci s R c ell s w e r e p r ei n c u b at e d wit h p a n o bi n o st at a n d /o r l u mi n e s pi b

(l u mi) f o r 4 8 h. Ci s pl ati n ( 2 3. 4 µ M, c o r r e s p o n di n g t o t h e I C 5 0 ) o r b uff e r c o nt r ol w e r e a d d e d f o r a f u rt h e r

i n c u b ati o n p e ri o d of 2 4 h. C a s p a s e 3/7 a cti v ati o n w a s a n al y z e d b y A r r a y S c a n X TI. Ci s pl ati n 5 0 µ M ( 2 4

h) s e r v e d a s p o siti v e c o nt r ol f o r c a s p a s e 3 /7 a cti v ati o n, 0. 2 % D M S O a s v e hi cl e c o nt r ol. D at a a r e t h e

m e a n ± S D. St ati sti c al a n al y si s t o c o m p a r e t h e c a s p a s e 3 /7 a cti v ati o n of t h e t w o i n di c at e d t r e at m e nt s

w a s p e rf o r m e d u si n g t-t e st. L e v el s of si g ni fi c a n c e: n s p > 0. 0 5, ** p ≤ 0. 0 1.

W h e r e a s 1 0 n M l u mi n e s pi b di d n ot l e a d t o c a s p a s e 3 /7 a cti v ati o n, 2 0 n M p a n o bi n o st at w a s a s

e ff e cti v e a s t h e I C 5 0 of ci s pl ati n ( 2 3. 4 µ M). T h e c o m bi n ati o n of l u mi n e s pi b wit h ci s pl ati n r e s ult e d i n

a c a s p a s e 3 /7 a cti v ati o n n ot si g ni fi c a ntl y di ff e r e nt f r o m ci s pl ati n al o n e. T h e H S P 9 0i l u mi n e s pi b di d

n ot i n c r e a s e ci s pl ati n e ffi c a c y f o r c a s p a s e 3 /7 a cti v ati o n, w hi c h i s i n a g r e e m e nt wit h t h e r e s ult s f r o m

a p o pt o si s a cti v ati o n ( Fi g u r e S 6 E). H o w e v e r, p r ei n c u b ati o n wit h p a n o bi n o st at si g ni fi c a ntl y i n c r e a s e d

c a s p a s e 3 /7 a cti v ati o n of ci s pl ati n ( Fi g u r e 4 ). I n a g r e e m e nt wit h o u r r e s ult s f r o m M T T a n d a p o pt o si s

a s s a y s ( Fi g u r e s S 6 a n d S 7), t h e t ri pl e c o m bi n ati o n of H S P 9 0i, H D A Ci, a n d ci s pl ati n s h o w e d n o

a d v a nt a g e s o v e r d u al c o m bi n ati o n s of H D A Ci a n d ci s pl ati n. A g ai n, i n a g r e e m e nt wit h r e s ult s f r o m

M T T a n d a p o pt o si s i n d u cti o n ( Fi g u r e 2 a n d Fi g u r e S 5), t h e c o m bi n ati o n of p a n o bi n o st at a n d l u mi n e s pi b

l e d t o a m a s si v e c a s p a s e 3/7 a cti v ati o n w hi c h c o ul d n ot f u rt h e r b e i n c r e a s e d b y ci s pl ati n.

N ot a bl y, t h e a nti p r olif e r ati v e a n d c h e m o s e n siti zi n g e ff e ct s of H S P 9 0i a n d H D A Ci al o n e o r i n

c o m bi n ati o n w e r e n ot a s s o ci at e d wit h c h a n g e s i n t h e c ell c y cl e di st ri b uti o n of A 2 7 8 0 o r A 2 7 8 0 Ci s R

( Fi g u r e S 8).

2. 4. E ff e cts of H D A Ci a n d /or H S P 9 0i Pl us Cis pl ati n I n c u b ati o n o n m R N A a n d Pr otei n E x pressi o n of
Pr o- /A nti a p o pt oti c Ke y Ge nes

T o i d e ntif y g e n e s t h at a r e alt e r e d b y d u al o r t ri pl e c o m bi n ati o n s, w e p e rf o r m e d a P C R a n al y si s.

T h e t u m o r s u p p r e s s o r g e n e p 2 1 , t h e p r o a p o pt oti c g e n e A P A F- 1, a n d a nti a p o pt oti c g e n e s ur vi vi n w e r e

a n al y z e d ( Fi g u r e 5 ).
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Fi g ur e 5. E ff e ct s of H D A Ci o r H S P 9 0i p r ei n c u b ati o n p ri o r t o ci s pl ati n o n a p o pt o si s- r el at e d g e n e s.

G e n e e x p r e s si o n d at a w e r e o bt ai n e d b y P C R. ( A ,B ) A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R c ell s w e r e t r e at e d wit h t h e

i n di c at e d i n hi bit o r s o r t h ei r c o m bi n ati o n s. F o r c o m bi n ati o n t r e at m e nt s p a n o bi n o st at a n d/o r l u mi n e s pi b

w e r e a d mi ni st r at e d 4 8 h p ri o r t o 2 4 h ci s pl ati n t r e at m e nt i n a n I C 5 0 . C ell li n e s p e ci fi c u nt r e at e d c o nt r ol s

w e r e o bt ai n e d b y 7 2 h i n c u b ati o n wit h c ell c ult u r e m e di u m. T h e c o n c e nt r ati o n s u s e d ( A ,B ) w e r e t h e

s a m e a s f o r c yt ot o xi cit y c o m bi n ati o n st u di e s ( Fi g u r e S 6 a n d T a bl e 2 ). O n e r e p r e s e nt ati v e a g a r o s e g el i s

s h o w n. D e n sit o m et ri c e v al u ati o n c a n b e f o u n d i n Fi g u r e S 1 0 B, C.

I n A 2 7 8 0, t h e e x p r e s si o n of s ur vi vi n w a s r e d u c e d b y t h e c o m bi n ati o n of p a n o bi n o st at a n d ci s pl ati n

a n d b y l u mi n e s pi b al o n e. P a n o bi n o st at al o n e a n d t h e c o m bi n ati o n of p a n o bi n o st at a n d l u mi n e s pi b

wit h o r wit h o ut ci s pl ati n i n c r e a s e d t h e e x p r e s si o n of s ur vi vi n . O nl y t r e at m e nt wit h l u mi n e s pi b al o n e

di d n ot i n c r e a s e t h e e x p r e s si o n of A P A F- 1 ; all ot h e r t r e at m e nt s r e s ult e d i n a s m all i n c r e a s e i n e x p r e s si o n.

T h e e x p r e s si o n of t h e t u m o r s u p p r e s s o r g e n e p 2 1 w a s g e n e r all y i n c r e a s e d b y e a c h t r e at m e nt. Tr e at m e nt

wit h p a n o bi n o st at o r l u mi n e s pi b al o n e (i n cl u di n g t h e c o m bi n ati o n of b ot h) h a d o nl y a w e a k e ff e ct o n

t h e e x p r e s si o n of p 2 1 . T h e e x p r e s si o n of p 2 1 w a s st r o n gl y i n d u c e d b y a n y t r e at m e nt r e gi m e n c o nt ai ni n g

ci s pl ati n ( Fi g u r e 5 A). I n A 2 7 8 0 Ci s R, t h e e x p r e s si o n of s ur vi vi n w a s r e d u c e d b y ci s pl ati n al o n e a n d

ci s pl ati n i n c o m bi n ati o n wit h p a n o bi n o st at o r l u mi n e s pi b. C o m bi n ati o n t r e at m e nt wit h p a n o bi n o st at

a n d l u mi n e s pi b ( al s o wit h ci s pl ati n) al s o l e d t o a si g ni fi c a nt r e d u cti o n i n s ur vi vi n e x p r e s si o n. A

si g ni fi c a nt i n c r e a s e i n t h e e x p r e s si o n of A P A F- 1 c o ul d o nl y b e a c hi e v e d b y t r e at m e nt wit h ci s pl ati n

al o n e. p 2 1 E x p r e s si o n w a s i n c r e a s e d i n A 2 7 8 0 Ci s R f o r all t r e at m e nt r e gi m e n s c o nt ai ni n g eit h e r ci s pl ati n

o r p a n o bi n o st at. L u mi n e s pi b al o n e h a d n o e ff e ct o n t h e e x p r e s si o n of p 2 1 ( Fi g u r e 5 B). T o c o n fi r m t h e

r e s ult s of m R N A g e n e e x p r e s si o n, p r ot ei n e x p r e s si o n of p 2 1, A P A F- 1, a n d s ur vi vi n w a s a n al y z e d b y

We st e r n bl ot ( Fi g u r e 6 ).

A P A F- 1 , p 2 1, a n d s ur vi vi n e x p r e s si o n s w e r e st r o n gl y i n fl u e n c e d b y o u r t r e at m e nt s. D u al o r

t ri pl e c o m bi n ati o n s c o nt ai ni n g p a n o bi n o st at r e s ult e d i n b ot h c ell li n e s i n d o w n r e g ul ati o n of s u r vi vi n

a n d u p r e g ul ati o n of p 2 1 a n d A P A F- 1 i n c o m p a ri s o n t o a si n gl e t r e at m e nt wit h ci s pl ati n. I n c o nt r a st,

d u al c o m bi n ati o n s wit h l u mi n e s pi b w e r e cl e a rl y l e s s e ff e cti v e a n d s h o w e d t h e d e si r e d e ff e ct s o nl y i n

c o m bi n ati o n wit h p a n o bi n o st at.
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Fi g ur e 6. E ff e ct s of H D A Ci a n d H S P 9 0i i n c u b ati o n o r p r ei n c u b ati o n p ri o r t o ci s pl ati n o n p r ot ei n

e x p r e s si o n l e v el s of p r o- /a nti a p o pt oti c p r ot ei n s. R e p r e s e nt ati v e i m m u n o bl ot a n al y si s of A P A F- 1, p 2 1 ,

s u r vi vi n a n d α -t u b uli n ( a s l o a di n g c o nt r ol) i n A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R c ell s i s s h o w n. F o r c o m bi n ati o n

t r e at m e nt s, p a n o bi n o st at ( p a n o) a n d/o r l u mi n e s pi b (l u mi) w e r e a d mi ni st r at e d 4 8 h p ri o r t o 2 4 h ci s pl ati n

t r e at m e nt wit h r e s p e cti v e I C5 0 c o n c e nt r ati o n s. C ell li n e s p e ci fi c c o nt r ol w a s t r e at e d wit h v e hi cl e f o r 7 2

h. D e n sit o m et ri c a n al y si s of t h e We st e r n bl ot s a r e s h o w n i n Fi g u r e S 1 1.

2. 5. E ff e cts of P a n o bi n ost at or H S P 9 9 0 Pl us Cis pl ati n o n Cell Vi a bilit y i n Hi g h Gr a de Ser o us O v ari a n C a n cer
Cell Li nes C a O V 3 a n d O V C A R 3 a n d T heir Cis pl ati n- Resist a nt S u b- Cell Li nes

T o d e m o n st r at e t h at o u r fi n di n g s a r e n ot li mit e d t o t h e o v a ri a n c a n c e r c ell p ai r A 2 7 8 0 /A 2 7 8 0 Ci s R,

t h e e x p e ri m e nt al c o n diti o n s yi el di n g t h e l a r g e st s hift f a ct o r s i n M T T a s s a y s c o n si sti n g of d u al

c o m bi n ati o n s p a n o bi n o st at pl u s ci s pl ati n a n d H S P 9 9 0 pl u s ci s pl ati n ( T a bl e 2 ) w e r e a p pli e d t o t h e

hi g h g r a d e s e r o u s o v a ri a n c a n c e r ( H G S O C) c ell li n e s C a O V 3 a n d O V C A R 3, a s w ell a s t h ei r ci s pl ati n

r e si st a nt s u bli n e s. T a bl e S 3 s h o w s I C 5 0 v al u e s f r o m si n gl e t r e at m e nt s wit h p a n o bi n o st at a n d H S P 9 9 0.

I C5 0 v al u e s of p a n o bi n o st at a n d H S P 9 9 0 i n C a O V 3, O V C A R 3 a n d t h ei r ci s pl ati n- r e si st a nt s u b-li n e s

( T a bl e 3 ) a r e i n a si mil a r r a n g e a s I C5 0 v al u e s at A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R c ell li n e s ( T a bl e 1 ).

Ta bl e 3. C yt ot o xi c a cti vit y of p a n o bi n o st at a n d H S P 9 9 0 i n s e n siti v e a n d ci s pl ati n- r e si st a nt H G S O C c ell

li n e s C a O V 3 a n d O V C A R 3.

C ell Li n e
P a n o bi n o st at H S P 9 9 0

I C 5 0 [ n M]  pI C5 0 ± S E M I C 5 0 [ n M]  pI C5 0 ± S E M

C a O V 3 1 5. 9 7. 8 0 ± 0. 0 2 4 0. 9 7. 3 9 ± 0. 0 3
C a O V 3 Ci s R 1 6. 9 7. 7 7 ± 0. 0 2 5 5. 6 7. 2 6 ± 0. 0 2

O V C A R 3 4 1. 3 7. 3 8 ± 0. 0 2 2 7. 6 7. 5 6 ± 0. 0 3
O V C A R 3 Ci s R 3 0. 5 7. 5 2 ± 0. 0 1 2 5. 0 7. 6 0 ± 0. 0 2

C ell vi a bilit y w a s d et e r mi n e d b y M T T a s s a y aft e r a 7 2 h i n c u b ati o n. D at a s h o w n a r e t h e m e a n of p o ol e d d at a f r o m
at l e a st t h r e e e x p e ri m e nt s e a c h c a r ri e d o ut i n t ri pli c at e. C o n c e nt r ati o n e ff e ct c u r v e s a r e s h o w n i n Fi g u r e S 2 C – F.

T h e a p pli e d d u al c o m bi n ati o n s i n c r e a s e d t h e ci s pl ati n p ot e n c y si g ni fi c a ntl y i n all c ell li n e s

wit h s hift f a ct o r s u p t o 4. 7 e x c e pt H S P 9 9 0 pl u s ci s pl ati n i n O V C A R 3 w h e r e n o si g ni fi c a nt s hift

w a s o b s e r v e d ( T a bl e 4 a n d T a bl e S 4).  N ot a bl y, 1 0 n M p a n o bi n o st at w a s a bl e t o c o m pl et el y

r e v e r s e t h e ci s pl ati n r e si st a n c e of C a O V 3 Ci s R ( C a O V 3, I C 5 0 ( ci s pl ati n) : 1. 9 2 µ M; C a O V 3 Ci s R,

I C5 0 ( ci s pl ati n + 4 8 h p a n o bi n o st at p r ei n c u b ati o n) : 1. 3 8 µ M; T a bl e 4 a n d T a bl e S 4).
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Ta bl e 4. I n fl u e n c e of d u al c o m bi n ati o n s wit h p a n o bi n o st at o r H S P 9 9 0 o n t h e c yt ot o xi c a cti vit y of

ci s pl ati n i n C a O V 3, O V C A R 3, a n d t h ei r ci s pl ati n r e si st a nt s u bli n e s.

C ell Li n e C o ntr ol
( Ci s pl ati n

O nl y)

+ 4 8 h Pr etr e at m e nt

H S P 9 9 0 P a n o bi n o st at

Ci s pl ati n
I C 5 0 [µ M]

S F
Ci s pl ati n
I C 5 0 [µ M]

S F

C a O V 3 1. 9 2 0. 7 9 2. 4 *** 1. 0 4 1. 8 ***
C a O V 3 Ci s R 4. 8 0 3. 2 0 1. 5 ** 1. 3 8 3. 5 ***

O V C A R 3 3. 9 4 2. 7 7 1. 4 n s 1. 5 0 2. 6 **
O V C A R 3 Ci s R 3 7. 7 1 2. 6 3. 0 * 8. 0 3 4. 7 ***

D at a s h o w n a r e I C 5 0 v al u e s a n d s hift f a ct o r s ( S F) o bt ai n e d f r o m t h r e e i n d e p e n d e nt e x p e ri m e nt s e a c h c a r ri e d o ut i n
t ri pli c at e. T h e c o n c e nt r ati o n s u s e d w e r e 1 0 n M f o r p a n o bi n o st at a n d 1 0 n M H S P 9 9 0. S F w e r e c al c ul at e d a s t h e r ati o
of I C 5 0 of ci s pl ati n a n d t h e I C 5 0 of t h e c o r r e s p o n di n g d r u g c o m bi n ati o n. pI C 5 0 a n d S E M a r e s h o w n i n T a bl e S 4.
St ati sti c al a n al y si s w a s p e rf o r m e d u si n g t-t e st. L e v el s of si g ni fi c a n c e: n s p > 0. 0 5, * p ≤ 0. 0 5, ** p ≤ 0. 0 1, *** p ≤ 0. 0 0 1.

2. 6. E ff e cts of H D A Ci or H S P 9 0i a n d Cis pl ati n o n t he N o n- C a n cer Cell Li ne H E K 2 9 3

N e xt, t o i n v e sti g at e if t h e o b s e r v e d e ff e ct s w e r e t u m o r s p e ci fi c i n n at u r e, w e t r e at e d t h e

n o n- c a n c e r o u s c ell li n e H E K 2 9 3 wit h a c o m bi n ati o n of H D A Ci o r H S P 9 0i wit h ci s pl ati n ( Fi g u r e 7 ).

B ot h H S P 9 0i di d n ot a ff e ct t h e c ell vi a bilit y, w h e r e a s t h e H D A Ci r e d u c e d t h e c ell vi a bilit y a r o u n d 5 0 %,

w hi c h c a n b e r e c o g ni z e d b y t h e l o w e ri n g of t h e t o p pl at e a u of t h e c o n c e nt r ati o n e ff e ct c u r v e s. N ot a bl y,

n o n e of t h e i n hi bit o r s si g ni fi c a ntl y i n c r e a s e d t h e p ot e n c y of ci s pl ati n i n H E K 2 9 3 c ell s, e x c e pt L M K 2 3 5

w hi c h sli g htl y ( 1. 7 f ol d) r e d u c e d t h e I C 5 0 of ci s pl ati n ( Fi g u r e 7 a n d T a bl e S 6). T h e r ef o r e, w e a s s u m e

t h at t h e o b s e r v e d eff e ct s of H S P 9 0i a n d H D A Ci o n ci s pl ati n h a v e a c e rt ai n s el e cti vit y f o r o v a ri a n c a n c e r

c ell s o v e r n o n-t u m o r c ell s.

Fi g ur e 7. 4 8 h p r ei n c u b ati o n wit h l u mi n e s pi b, H S P 9 9 0, p a n o bi n o st at o r L M K 2 3 5 p ri o r t o 7 2 h ci s pl ati n

t r e at m e nt di d n ot aff e ct ci s pl ati n s e n siti vit y of t h e n o n- c a n c e r o u s c ell li n e H E K 2 9 3. D at a s h o w n a r e

m e a n ± S E M of t h r e e i n d e p e n d e nt e x p e ri m e nt s. R e s ult s (I C 5 0 , pI C5 0 , S E M, a n d s hift f a ct o r s) a r e

s u m m a ri z e d i n T a bl e S 6.

2. 7. L o n g Ter m Tre at me nt wit h L o w- D ose H D A Ci or H S P 9 0i c a n O verc o me a n d Pre ve nt t he De vel o p me nt of
Cis pl ati n Resist a n ce i n A 2 7 8 0 O v ari a n C a n cer Cells.

T h e d e v el o p m e nt of ci s pl ati n r e si st a n c e i s a m aj o r o b st a cl e i n t h e t h e r a p y of o v a ri a n c a n c e r.

We o b s e r v e d f a v o r a bl e e ff e ct s wit h d u al c o m bi n ati o n s ( H S P 9 0i o r H D A Ci a n d ci s pl ati n) o n t h e

ci s pl ati n s e n siti vit y i n A 2 7 8 0 c ell s. I n A 2 7 8 0 Ci s R c ell s, t h e c h e m o s e n siti zi n g e ff e ct o n ci s pl ati n w a s

l e s s p r o n o u n c e d. T h e r ef o r e, w e w e r e i nt e r e st e d i n w h et h e r a p r ol o n g ati o n of t h e i n c u b ati o n ti m e of

H D A Ci o r H S P 9 0i h a d a n i n fl u e n c e o n ci s pl ati n s e n siti vit y i n A 2 7 8 0 Ci s R. I n st e a d of 4 8 h, w e a p pli e d

a 7 2 h p r ei n c u b ati o n wit h H D A Ci f oll o w e d b y 4 8- h ci s pl ati n i n c u b ati o n o r 4 8 h p r ei n c u b ati o n wit h

H D A Ci f oll o w e d b y 2 4 h p r ei n c u b ati o n wit h H D A Ci pl u s H S P 9 0i a n d s u b s e q u e nt a d diti o n of ci s pl ati n

f o r 4 8 h. T h e r e s ult s of M T T a s s a y s f o r A 2 7 8 0 Ci s R wit h t hi s i n c u b ati o n s c h e m e a r e s h o w n i n Fi g u r e 8 .
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Fi g ur e 8. E ff e ct s of p r ol o n g e d ( 7 2 h i n st e a d of 4 8 h) p r ei n c u b ati o n wit h H D A Ci / H S P 9 0i o n ci s pl ati n

s e n siti vit y i n A 2 7 8 0 Ci s R o v a ri a n c a n c e r c ell s. 7 2 h p r ei n c u b ati o n wit h p a n o bi n o st at o r c o m bi n ati o n of 7 2

h of p a n o bi n o st at wit h 2 4 h of l u mi n e s pi b o r H S P 9 9 0 p ri o r t o 4 8 h ci s pl ati n t r e at m e nt i n c r e a s e d ci s pl ati n

s e n siti vit y i n A 2 7 8 0 Ci s R ( A ). pI C5 0 ± S E M v al u e s of ci s pl ati n i n A 2 7 8 0 Ci s R u si n g 7 2 h p r ei n c u b ati o n

wit h p a n o bi n o st at c o m p a r e d t o A 2 7 8 0 ( B ). R e s ult s (I C5 0 , pI C5 0 , S E M, a n d s hift f a ct o r) a r e s u m m a ri z e d

i n T a bl e S 5. St ati sti c al a n al y si s w a s p e rf o r m e d u si n g t-t e st. L e v el s of si g ni fi c a n c e: n s p > 0. 0 5, ** p ≤

0. 0 1, *** p ≤ 0. 0 0 1.

E xt e n si o n of t h e p r ei n c u b ati o n ti m e of H D A Ci f r o m 4 8 ( a s a p pli e d i n Fi g u r e s S 6 a n d S 7) t o 7 2

h r e s ult e d i n o nl y sli g htl y d e c r e a s e d s hift f a ct o r s i n A 2 7 8 0 c ell s ( Fi g u r e S 9, T a bl e S 5). I n c o nt r a st,

p r ol o n g ati o n of t h e i n c u b ati o n ti m e i n c r e a s e d s hift f a ct o r s i n A 2 7 8 0 Ci s R c ell s a n d r e d u c e d t h e c ell

vi a bilit y ( Fi g u r e 8 a n d Fi g u r e S 9 A, B a n d T a bl e S 5 B). A s a r e s ult of t h e p r ol o n g e d i n c u b ati o n s c h e m e,

ci s pl ati n I C 5 0 c o nt r ol v al u e s di ff e r e d f r o m t h o s e r e p o rt e d i n Fi g u r e s S 6 a n d S 7.

T h e p r ol o n g e d i n c u b ati o n s c h e m e r e s ult e d i n a n I C 5 0 f o r ci s pl ati n of 7 2. 7 µ M f o r A 2 7 8 0 Ci s R.

P r ei n c u b ati o n f o r 7 2 h of p a n o bi n o st at e n h a n c e d t h e ci s pl ati n p ot e n c y 7. 6-f ol d, r e s ulti n g i n a ci s pl ati n

I C5 0 of 9. 5 6 µ M ( Fi g u r e 8 B). T hi s i n di c at e s c o m pl et e r e v e r s al of ci s pl ati n r e si st a n c e, a s c a n b e s e e n

f r o m t h e ci s pl ati n I C5 0 of 1 5. 4 µ M f o r A 2 7 8 0 c ell s u si n g t h e p r ol o n g e d M T T p r et r e at m e nt s c h e m e

( Fi g u r e 8 B). T h e c o m pl et e r e v e r s al of ci s pl ati n r e si st a n c e b y p a n o bi n o st at p r ei n c u b ati o n i n A 2 7 8 0 Ci s R

a n d t h e o b s e r v e d h y p e r s e n siti z ati o n i n A 2 7 8 0 c ell s p r o m pt e d u s t o i n v e sti g at e t h e e ff e ct of a p e r m a n e nt

p r e s e n c e of t h e H D A Ci p a n o bi n o st at o r L M K M 2 3 5 o r t h e H S P 9 0i l u mi n e s pi b o n ci s pl ati n s e n siti vit y.

T hi s w a s st u di e d i n s h o rt-t e r m ci s pl ati n-t r e at e d A 2 7 8 0 c ell s ( Fi g u r e 9 A, si n gl e ci s pl ati n t r e at m e nt c y cl e)

a s w ell a s i n l o n g-t e r m ci s pl ati n-t r e at e d c ell s ( Fi g u r e 9 B, 1 6 – 2 1 ci s pl ati n t r e at m e nt c y cl e s).

Tr e at m e nt c y cl e m e a n s t h at A 2 7 8 0 c ell s w e r e e x p o s e d t o ci s pl ati n i n a n I C 5 0 f o r 6 h f oll o w e d b y

w a s h o ut, a t w o- d a y r e c o v e r y a n d s u b s e q u e nt d et e r mi n ati o n of ci s pl ati n I C 5 0 b y M T T. Si n gl e ci s pl ati n

t r e at m e nt c y cl e a p pli e d t o A 2 7 8 0 c ell s r e s ult e d i n a p p r o xi m at el y t h e s a m e I C 5 0 v al u e of ci s pl ati n a s

o bt ai n e d wit h o ut ci s pl ati n st r e s s. N ot a bl y, t h e s a m e ci s pl ati n t r e at m e nt c y cl e a p pli e d t o A 2 7 8 0 c ell s i n

p e r m a n e nt p r e s e n c e of 3 n M l u mi n e s pi b, 5 n M p a n o bi n o st at o r 2 0 0 n M L M K 2 3 5 r e s ult e d i n r e d u c e d

I C5 0 v al u e s i n di c ati n g ( h y p e r) s e n siti z ati o n t o w a r d s ci s pl ati n ( Fi g u r e 9 , “ r e si st a n c e ” f a ct o r s of l e s s t h a n

1). I n c r e a s e d s e n siti vit y t o w a r d s ci s pl ati n w a s si g ni fi c a nt f o r b ot h H D A Ci ( 5 n M p a n o bi n o st at a n d 2 0 0

n M L M K 2 3 5; Fi g u r e 9 ), c o n fi r mi n g t h e d at a s h o w n i n Fi g u r e 2 a n d Fi g u r e S 5 w h e r e w e w e r e a bl e t o

s e n siti z e A 2 7 8 0 c ell s t o w a r d s ci s pl ati n b y H D A Ci p r et r e at m e nt. L o n g-t e r m i nt e r mitt e nt t r e at m e nt wit h

I C5 0 of ci s pl ati n ( 1 6- 2 1 t r e at m e nt c y cl e s) r e s ult e d i n t h e r e si st a nt s u b cl o n e A 2 7 8 0 Ci s R wit h a r e si st a n c e

f a ct o r of a r o u n d 4. 5. W h e n t hi s l o n g-t e r m i nt e r mitt e nt t r e at m e nt wit h ci s pl ati n w a s p e rf o r m e d i n t h e

p r e s e n c e of H D A Ci o r H S P 9 0i, r e si st a n c e d e v el o p m e nt w a s m o d e r at el y ( b ut n ot si g ni fi c a ntl y) r e d u c e d

b y 3 n M l u mi n e s pi b. N ot a bl y, i n p e r m a n e nt p r e s e n c e of 5 n M p a n o bi n o st at o r 2 0 0 n M L M K 2 3 5, a
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si g ni fi c a nt r e d u cti o n of t h e r e si st a n c e d e v el o p m e nt w a s a c hi e v e d. Aft e r 2 1 w e e kl y t r e at m e nt c y cl e s, t h e

r e si st a n c e f a ct o r of ci s pl ati n w a s o nl y 1. 7 i n p r e s e n c e of L M K 2 3 5, d e m o n st r ati n g t h at t h e d e v el o p m e nt

of ci s pl ati n r e si st a n c e w a s al m o st c o m pl et el y a b r o g at e d i n t h e p r e s e n c e of H D A Ci.

Fi g ur e 9. E ff e ct s of H D A Ci o r H S P 9 0i o n s h o rt-t e r m ( A ) o r l o n g-t e r m (B ) ci s pl ati n st r e s s-i n d u c e d

c h a n g e s of ci s pl ati n s e n siti vit y i n A 2 7 8 0 o v a ri a n c a n c e r c ell s. A v e r a g e r e si st a n c e f a ct o r s of ci s pl ati n

aft e r si n gl e ci s pl ati n t r e at m e nt c y cl e ( “ ci s pl ati n st r e s s ”) ( A) o r aft e r 1 6 – 2 1 ci s pl ati n t r e at m e nt c y cl e s

( a v e r a g e d d at a o v e r Tr e at m e nt C y cl e s 1 6 – 2 1) i n A 2 7 8 0 c ell s. Ci s pl ati n t r e at m e nt c y cl e m e a n s t r e at m e nt

f o r 6 h wit h a n I C5 0 of ci s pl ati n al o n e ( “ c o nt r ol ”) o r i n p e r m a n e nt p r e s e n c e of 3 n M l u mi n e s pi b, 5 n M

p a n o bi n o st at o r 2 0 0 n M L M K 2 3 5. R e si st a n c e f a ct o r s w e r e c al c ul at e d b y di vi di n g t h e I C 5 0 of ci s pl ati n

o bt ai n e d aft e r a t r e at m e nt c y cl e ( “ st r e s s e d ” c ell s) b y t h e I C 5 0 of ci s pl ati n f r o m u n st r e s s e d A 2 7 8 0 c ell s.

St ati sti c al a n al y si s w a s p e rf o r m e d u si n g t-t e st. L e v el s of si g ni fi c a n c e: * p ≤ 0. 0 5, *** p ≤ 0. 0 0 1.

3. Di s c u s si o n

T hi s st u d y r e p o rt s o n si n gl e a n d c o m bi n e d e ff e ct s of H D A Ci a n d H S P 9 0i wit h ci s pl ati n i n h u m a n

o v a ri a n c a n c e r c ell li n e s a n d o ff e r s a st r at e g y t o a d d r e s s c h e m o r e si st a n c e i n o v a ri a n c a n c e r t h at i s

u r g e ntl y n e e d e d [ 1 3 ]. I n 2 0 0 7, S olá r et al. r e p o rt e d t h at g el d a n a m y ci n, o n e of t h e fi r st di s c o v e r e d H S P 9 0i,

i n c r e a s e d t h e s e n siti vit y t o ci s pl ati n of t h e ci s pl ati n- r e si st a nt o v a ri a n c a n c e r c ell li n e A 2 7 8 0 Ci s R [4 0 ].

Si mil a rl y, H S P 9 0i h a v e r e c e ntl y b e e n s h o w n t o r e v e r s e ci s pl ati n r e si st a n c e i n h u m a n o v a ri a n c a n c e r

c ell s [ 2 1 ]. H o w e v e r, t h e s e fi n di n g s h a v e n ot y et l e d t o cli ni c al a p p r o v al of d r u g s f o r r e v e r s al of

c h e m o r e si st a n c e. H D A Ci a r e a p p r o v e d e pi g e n eti c d r u g s f o r t h e t r e at m e nt of s p e ci fi c l y m p h o m a s,

e. g., c ut a n e o u s T c ell l y m p h o m a o r m ulti pl e m y el o m a. T h ei r p ot e nti al t o r e v e r s e c h e m o r e si st a n c e of

D N A- d a m a gi n g d r u g s i s c u r r e ntl y e x pl o r e d b y m a n y g r o u p s i n cl u di n g o u r s [ 3 1 – 3 3 ,4 1 ,4 2 ]. We b e r p al s

et al. c o ul d s h o w t h at t h e i n c r e a s e i n ci s pl ati n s e n siti vit y b y H D A Ci c o ul d b e c a u s e d b y a d e c r e a s e

i n t h e e x p r e s si o n of B R C A 1 [4 3 ]. T hi s r e d u c e d e x p r e s si o n i s a c hi e v e d b y H D A Ci al o n e o r m o r e

st r o n gl y i n c o m bi n ati o n wit h ci s pl ati n. T hi s s u g g e st s a t h e r a p e uti c o pti o n f o r p ati e nt s wit h t u m o r s

e x p r e s si n g si g ni fi c a nt l e v el s of B R C A 1. A d diti o n all y, t h e r e i s t h e p o s si bilit y t o c o m bi n e di ff e r e nt

e pi g e n eti c t h e r a p y st r at e gi e s. F o r e x a m pl e, a n ot h e r g r o u p h a s b e e n s u c c e s sf ul i n o v e r c o mi n g ci s pl ati n

r e si st a n c e of a n o v a ri a n c a n c e r c ell li n e b y c o m bi ni n g D N A m et h ylt r a n sf e r a s e i n hi bit o r s ( D N M Ti)

a n d H D A Ci [ 4 4 ]. F u rt h e r m o r e, it h a s b e e n s h o w n t h at t hi s c o m bi n ati o n l e a d s t o c ell c y cl e a r r e st a n d

i n c r e a s e d a p o pt o si s r at e [4 5 ]. F o r t h e D N M Ti d e cit a bi n e, a B R C A 1 r el at e d m e c h a ni s m of a cti o n i s

di s c u s s e d. T h e s e a n d o u r r e s ult s i n t h e fi el d of e pi g e n eti c t h e r a p y of o v a ri a n c a n c e r i n c ell ul a r m o d el s

u n d e rli n e t h e i m p o rt a n c e of r e s e a r c h i n t hi s fi el d. T o t h e b e st of o u r k n o wl e d g e, t h e c o m bi n ati o n of

H S P 9 0i wit h H D A Ci a n d ci s pl ati n h a s n ot y et b e e n t h o r o u g hl y st u di e d i n o v a ri a n c a n c e r a n d w a s t h u s

t h e ai m of t hi s p r oj e ct.

We c o ul d c o n fi r m t h e r e s ult s f r o m p r e vi o u s st u di e s [ 2 1 ,4 0 ] t h at p r et r e at m e nt wit h H S P 9 0i l e d

t o a n i n c r e a s e i n ci s pl ati n p ot e n c y ( Fi g u r e S 6 A, B a n d T a bl e 2 , T a bl e S 3 A a n d T a bl e 4 ). H o w e v e r,
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i n c o nt r a st t o Z h a n g et al., t h e s e n siti zi n g eff e ct of H S P 9 0i w a s o nl y s e e n i n A 2 7 8 0 b ut n ot i n t h e

ci s pl ati n- r e si st a nt c ell li n e A 2 7 8 0 Ci s R alt h o u g h H S P 9 0 i n hi biti o n l e d t o a d e c r e a s e i n A K T e x p r e s si o n

a n d p h o s p h o r yl ati o n i n b ot h c ell li n e s ( Fi g u r e 1 C) w hi c h i s i n a c c o r d a n c e wit h lit e r at u r e r e p o rt s [ 4 6 ].

I n c o nt r a st t o A 2 7 8 0/A 2 7 8 0 Ci s R c ell s, w e o b s e r v e d a l a r g e r ci s pl ati n- s e n siti zi n g e ff e ct aft e r H S P 9 9 0

p r ei n c u b ati o n i n ci s pl ati n- r e si st a nt O V C A R 3 Ci s R t h a n i n O V C A R 3 c ell s ( T a bl e 2 , T a bl e S 3 A a n d T a bl e 4 ).

F u rt h e r, w e c o ul d d e m o n st r at e t h at t h e s e q u e n c e of i n hi bit o r i n c u b ati o n m att e r s: o nl y p r et r e at m e nt

wit h H S P 9 0i p ri o r t o ci s pl ati n a d diti o n b ut n ot c oi n c u b ati o n wit h ci s pl ati n i n c r e a s e d ci s pl ati n p ot e n c y

( Fi g u r e S 6 A, B a n d T a bl e 2 a n d T a bl e S 3).

P r ot ei n l e v el s of H D A C i s of o r m s i n A 2 7 8 0 c ell s w e r e n ot di ff e r e nt i n o u r p r e vi o u sl y s h o w n

st u di e s [ 3 3 ] c o m p a r e d t o t h o s e of K h a b el e et al. [3 0 ]. C o n s e q u e ntl y, c o m bi n ati o n s of t h e p a n- H D A Ci

p a n o bi n o st at o r L M K 2 3 5 wit h ci s pl ati n h a d si mil a r s y n e r gi sti c e ff e ct s a s r e c e ntl y r e p o rt e d [ 3 2 ,3 3 ,4 2 ]

( Fi g u r e S 6 C, D a n d T a bl e 2 a n d T a bl e S 3 A). P a n o bi n o st at a n d L M K 2 3 5 s h o w e d n o m aj o r di ff e r e n c e s,

a n d, i n a d diti o n t o s y n e r gi sti c e ff e ct s wit h ci s pl ati n ( Fi g u r e S 6), b ot h H D A Ci r e d u c e d c ell p r olif e r ati o n

si g ni fi c a ntl y i n A 2 7 8 0 Ci s R b ut n ot i n A 2 7 8 0 ( Fi g u r e 1 A, B), alt h o u g h a n i n c r e a s e i n a c et yl ati o n w a s

o b s e r v e d i n b ot h c ell li n e s ( Fi g u r e 1 D). T hi s i s h o w e v e r i n a c c o r d a n c e wit h r e p o rt s t h at r e si st a nt

c a n c e r c ell s u n d e r g o f u rt h e r e pi g e n eti c c h a n g e s a n d mi g ht t h u s b e m o r e s u s c e pti bl e t o H D A Ci [ 4 7 ].

C o m bi n ati o n s of H D A Ci a n d ci s pl ati n w e r e s y n e r gi sti c a s s h o w n b y t h e g ol d st a n d a r d m et h o d of

C h o u- T al al a y [ 3 2 ,3 3 ,4 8 ]. Of n ot e, b ot h c oi n c u b ati o n of H D A Ci wit h ci s pl ati n a n d 4 8 h p r ei n c u b ati o n

wit h H D A Ci p ri o r t o a d diti o n of ci s pl ati n i n c r e a s e d ci s pl ati n p ot e n c y. H o w e v e r, p r ei n c u b ati o n w a s

m o r e e ff e cti v e i n r e si st a nt A 2 7 8 0 Ci s R, C a O V 3 Ci s R a n d O V C A R 3 Ci s R ( T a bl e s 2 a n d 4 ), w hi c h i s

s o m e w h at di ff e r e nt f r o m t h e r e s ult s of O n g et al. w h o s h o w e d m a r k e d i n c r e a s e s i n s e n siti vit y t o

ci s pl ati n b y c oi n c u b ati o n of v o ri n o st at wit h ci s pl ati n [ 4 9 ].

T h e i m p o rt a n c e of t h e s e q u e n c e of i n hi bit o r a d diti o n i n c o m bi n ati o n e x p e ri m e nt s w a s f u rt h e r

e x pl o r e d w h e n c o m bi ni n g H D A Ci a n d H S P 9 0i. P r ei n c u b ati o n wit h H D A Ci p ri o r t o a d diti o n of

H S P 9 0i i n c r e a s e d H S P 9 0i p ot e n c y i n A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R ( Fi g u r e S 7) u p t o t h r e e-f ol d, w h e r e a s, vi c e

v e r s a, p r ei n c u b ati o n wit h H S P 9 0i p ri o r t o a d diti o n of H D A Ci di d n ot o r o nl y sli g htl y i n c r e a s e t h e

p ot e n c y of H D A Ci ( Fi g u r e 2 A – D a n d Fi g u r e S 4 a n d T a bl e S 1). T h e s e r e s ult s a r e i n a c c o r d a n c e wit h

d at a f r o m K ai s e r et al. ( m y el o m a c ell s) a n d Ki m et al. ( a n a pl a sti c t h y r oi d c a r ci n o m a c ell s) s h o wi n g

t h at l u mi n e s pi b w a s m o r e p ot e nt a n d s y n e r gi sti c aft e r p r ei n c u b ati o n wit h H D A Ci [2 9 ,3 4 ]. S y n e r g y

i m p r o v e s t h e effi ci e n c y of a t h e r a p y a n d c o ul d al s o h el p t o r e d u c e e m pl o y e d c o n c e nt r ati o n s, t h u s

a v oi di n g si d e e ff e ct s li miti n g cli ni c al a p pli c ati o n [ 5 0 ]. M a xi m u m c o n c e nt r ati o n s u s e d i n o u r st u d y ( 1 0

n M l u mi n e s pi b, 1 5 n M H S P 9 9 0, a n d 2 5 n M p a n o bi n o st at) w e r e f a r b el o w t h e m a xi m u m pl a s m a l e v el s

r e s ulti n g f r o m a p pli c ati o n of t h e m a xi m u m t ol e r at e d d o s e ( 2. 4 µ M f o r l u mi n e s pi b, 1. 3 µ M f o r H S P 9 9 0

a n d 7 2 1 n M f o r p a n o bi n o st at) [ 5 1 – 5 3 ]. P r ei n c u b ati o n wit h H D A Ci l e a d s t o h y p e r a c et yl ati o n of hi st o n e

a n d n o n- hi st o n e p r ot ei n s, i n cl u di n g H S P 9 0 [ 5 4 ], m e di at e d at l e a st b y H D A C 6 a n d H D A C 1 0 [3 5 ].

I n c r e a s e i n H S P 9 0 a c et yl ati o n t h e n r e s ult s i n H S P 9 0 i n hi biti o n, w hi c h i s f u rt h e r b o o st e d b y a d diti o n of

H S P 9 0i [ 5 4 ], t h u s e x pl ai ni n g t h e s y n e r gi sti c b e h a vi o r of c o m bi n ati o n s of H D A Ci a n d H S P 9 0i ( Fi g u r e 2

a n d Fi g u r e S 5). Si n c e t h e c o nt ri b uti o n of di ff e r e nt H D A C s u bt y p e s t o t h e e ff e ct of H S P 9 0i i s n ot

c o m pl et el y u n d e r st o o d a n d a n H D A C 6- s el e cti v e i n hi bit o r s h o w e d n o s u p e ri o r e ff e ct o v e r p a n- H D A Ci

i n i n c r e a si n g t h e c h e m o s e n siti vit y of ci s pl ati n [3 3 ,4 1 ], w e d e ci d e d t o u s e t h e p a n- H D A Ci p a n o bi n o st at

a n d L M K 2 3 5 [ 3 2 ].

B a s e d o n t h e p r o mi si n g r e s ult s of d u al c o m bi n ati o n s of H D A Ci a n d H S P 9 0i i n o v a ri a n c a n c e r,

w e e v al u at e d t h e p ot e nti al of t ri pl e c o m bi n ati o n s of H D A Ci, H S P 9 0i a n d ci s pl ati n. A s c a n b e s e e n i n

Fi g u r e S 7 a n d T a bl e 2 a n d T a bl e S 3 B, C, t ri pl e c o m bi n ati o n s w e r e n ot s u p e ri o r t o d u al c o m bi n ati o n s

of H S P 9 0i a n d ci s pl ati n o r H D A Ci a n d ci s pl ati n, r e g a r dl e s s of t h e o r d e r of a p pli c ati o n of H D A Ci,

H S P 9 0i a n d ci s pl ati n. B et w e e n al m o st all a p pli e d c o m bi n ati o n s ( d u al a n d t ri pl e c o m bi n ati o n s) w e r e

n o si g ni fi c a nt di ff e r e n c e s i n I C 5 0 v al u e s of ci s pl ati n i n A 2 7 8 0 o r A 2 7 8 0 Ci s R ( T a bl e 2 ). H o w e v e r,

t h e b e st eff e ct s of H D A Ci i n i n c r e a si n g ci s pl ati n p ot e n c y ( hi g h e st s hift f a ct o r s) w e r e o b s e r v e d i n

A 2 7 8 0 a n d n ot i n A 2 7 8 0 Ci s R ( T a bl e S 3 B, C). I n A 2 7 8 0 c ell s, t h e l a r g e st i n c r e a s e i n ci s pl ati n p ot e n c y

w a s o bt ai n e d b y 4 8 h p r ei n c u b ati o n wit h H S P 9 9 0 ( s hift f a ct o r: 6. 7), p a n o bi n o st at ( s hift f a ct o r: 5. 9)
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o r L M K 2 3 5 ( s hift f a ct o r: 5. 9). I n A 2 7 8 0 Ci s R c ell s, n eit h e r c o m bi n ati o n l e d t o a c o m pl et e r e v e r s al

of ci s pl ati n r e si st a n c e, e x c e pt if t h e p r ei n c u b ati o n ti m e of H D A Ci w a s e xt e n d e d f r o m 4 8 t o 7 2 h

( Fi g u r e 8 a n d T a bl e S 5). I n c o nt r a st, 4 8 h p r ei n c u b ati o n wit h p a n o bi n o st at w a s s u ffi ci e nt f o r c o m pl et e

r e v e r s al of ci s pl ati n r e si st a n c e i n t h e H G S O C c ell li n e C a O V 3 Ci s R ( T a bl e 3 ). H S P 9 0i i n c r e a s e d ci s pl ati n

s e n siti vit y b ut di d n ot o v e r c o m e ( c o m pl et el y r e v e r s e) ci s pl ati n r e si st a n c e i n A 2 7 8 0 Ci s R, C a O V 3 Ci s R o r

O V C A R 3 Ci s R. Hi g h H S P 9 0 e x p r e s si o n i s a s s o ci at e d wit h d r u g r e si st a n c e [ 5 5 ], h o w e v e r, A 2 7 8 0 Ci s R

c ell s di d n ot s h o w i n c r e a s e d H S P 9 0 e x p r e s si o n c o m p a r e d t o A 2 7 8 0 ( Fi g u r e 1 C, D). I n a d diti o n, i n a

p r e vi o u s st u d y, w e w e r e al s o n ot a bl e t o r e v e r s e a f ull y e st a bli s h e d ci s pl ati n r e si st a n c e b y v a ri o u s

ki n a s e i n hi bit o r s [ 2 6 ]. Si n c e a n e xt e n d e d p r ei n c u b ati o n ti m e of p a n o bi n o st at ( 7 2 h i n st e a d of 4 8 h)

l e d t o a c o m pl et e r e v e r s al of ci s pl ati n r e si st a n c e ( Fi g u r e 8 ), w e w e r e i nt e r e st e d i n st u d yi n g t h e eff e ct s

of l o n g-t e r m, s u b- c yt ot o xi c c o n c e nt r ati o n s of p a n o bi n o st at o n t h e d e v el o p m e nt of c h e m o r e si st a n c e

a g ai n st ci s pl ati n. F o r c o m p a ri s o n, t h e H S P 9 0i l u mi n e s pi b w a s i n cl u d e d. C h e m o r e si st a n c e a g ai n st

ci s pl ati n w a s i n d u c e d a s p r e vi o u sl y d e s c ri b e d [ 2 6 ,3 8 ,5 6 ]. C ell s w e r e e x p o s e d t o I C5 0 of ci s pl ati n f o r 6 h

f oll o w e d b y w a s h o ut a n d r e c o v e r y f o r o n e w e e k (t e r m e d a s “t r e at m e nt c y cl e ”). We d e m o n st r at e d t h at

o n e t r e at m e nt c y cl e i n c o nti n u o u s p r e s e n c e of l o w c o n c e nt r ati o n s of H D A Ci ( 5 n M p a n o bi n o st at o r

2 0 0 n M L M K 2 3 5) si g ni fi c a ntl y i n c r e a s e d t h e p ot e n c y of ci s pl ati n a s n oti c e d b y a r e si st a n c e f a ct o r of

l e s s t h a n 1 ( Fi g u r e 9 A). T h e H S P 9 0i l u mi n e s pi b al s o l e d t o a n i n c r e a s e i n ci s pl ati n p ot e n c y b ut t hi s

e ff e ct w a s n ot si g ni fi c a nt. Of n ot e, l o n g-t e r m i n c u b ati o n of l o w c o n c e nt r ati o n s of H D A Ci f o r u p t o

2 1 t r e at m e nt c y cl e s p r e v e nt e d al m o st c o m pl et el y t h e d e v el o p m e nt of ci s pl ati n r e si st a n c e ( Fi g u r e 9 B).

P e r m a n e nt p r e s e n c e of 2 0 0 n M L M K 2 3 5 g a v e a r e si st a n c e f a ct o r of 1. 7, w h e r e a s, i n t h e a b s e n c e of

L M K 2 3 5, a r e si st a n c e f a ct o r of 4. 5 w a s o bt ai n e d. T hi s s h o w s t h at e pi g e n eti c m o d ul ati o n b y H D A Ci i s

a bl e t o p r e v e nt t h e d e v el o p m e nt of c h e m o r e si st a n c e a g ai n st ci s pl ati n. I nt e r e sti n gl y, t h e s e d at a a r e i n

a c c o r d a n c e wit h r e s ult s p r e vi o u sl y p u bli s h e d b y u s u si n g r e s v e r at r ol o r ell a gi c a ci d ( w hi c h h a v e al s o

b e e n d e s c ri b e d a s H D A Ci) t o p r e v e nt t h e d e v el o p m e nt of r e si st a n c e a g ai n st ci s pl ati n [ 2 6 ].

H D A Ci a r e k n o w n t o i n d u c e a p o pt o si s i n o v a ri a n c a n c e r c ell s b y m o d ul ati n g t h e e x p r e s si o n of

g e n e s r e g ul ati n g c ell g r o wt h, c ell c y cl e p r o g r e s si o n o r a p o pt o si s [ 5 7 ]. A p o pt o si s i n d u cti o n b y H S P 9 0i

h a s al s o b e e n d e s c ri b e d f o r v a ri o u s c a n c e r s [ 5 8 ]. We w e r e t h u s i nt e r e st e d i n t h e r e g ul ati o n of k e y g e n e s

of a p o pt o si s, c ell s u r vi v al, a n d c ell c y cl e b y H S P 9 0i, H D A Ci, a n d ci s pl ati n. P r o a p o pt oti c A P A F- 1 i s

u p r e g ul at e d b y H D A Ci i n h e p at o c ell ul a r c a r ci n o m a s [ 5 9 ]. O v e r e x p r e s si o n of s ur vi vi n i s k n o w n t o

b e a s s o ci at e d wit h p o o r p r o g n o si s a n d hi g h- g r a d e c a n c e r s [ 6 0 ]. A hi g h e x p r e s si o n of p 2 1 c o ul d b e a

p r e di ct o r of ci s pl ati n s e n siti vit y i n o v a ri a n c a n c e r [ 6 1 ]. We t h u s e x a mi n e d e x p r e s si o n of t h e k e y g e n e s

A P A F- 1, s ur vi vi n, a n d p 2 1 i n P C R a n d We st e r n bl ot ( Fi g u r e s 3 – 6 ).

E ff e ct s w e r e m o st p r o n o u n c e d i n A 2 7 8 0 Ci s R i n We st e r n bl ot. S u r vi vi n e x p r e s si o n w a s e v e n

i n c r e a s e d u p o n t r e at m e nt wit h ci s pl ati n o r l u mi n e s pi b ( o r t h ei r c o m bi n ati o n) i n A 2 7 8 0 Ci s R ( Fi g u r e 5 ),

p o s si bl y e x pl ai ni n g t h e l o w e r e ff e ct of H S P 9 0i i n ci s pl ati n r e si st a nt c ell s ( T a bl e 2 ). H o w e v e r, p a n o bi n o st at

a n d a n y c o m bi n ati o n t h e r e of, r e d u c e d e x p r e s si o n of s u r vi vi n, gi vi n g a f u rt h e r hi nt t o t h e st r o n g e r e ff e ct

of H D A Ci o v e r H S P 9 0i. p 2 1 e x p r e s si o n w a s i n c r e a s e d u p o n p a n o bi n o st at ( o r p a n o bi n o st at- c o nt ai ni n g

c o m bi n ati o n s) b ut u n a ff e ct e d b y l u mi n e s pi b a n d o nl y sli g htl y i n c r e a s e d u n d e r ci s pl ati n t r e at m e nt,

a g ai n e x pl ai ni n g s u p e ri o r e ff e ct s of H D A Ci i n i n d u ci n g c ell c y cl e a r r e st vi a p 2 1 f oll o w e d b y a p o pt o si s

o r c a s p a s e 3 /7 a cti v ati o n ( Fi g u r e 4 , Fi g u r e s S 6 E, S 7 C a n d S 8). A P A F- 1 r e g ul ati o n w a s a ff e ct e d b y t h e

m o d ul at o r s si mil a r a s p 2 1. L u mi n e s pi b g a v e al m o st n o i n c r e a s e i n A P A F- 1 , w h e r e a s p a n o bi n o st at

a n d ci s pl ati n i n c r e a s e d A P A F- 1 i n A 2 7 8 0 Ci s R c ell s ( Fi g u r e s 3 , 5 a n d 6 ). T a k e n t o g et h e r, t h e eff e ct s

of H D A Ci o n g e n e e x p r e s si o n of s u r vi vi n, p 2 1, a n d A P A F- 1 m a y e x pl ai n i n c r e a s e d a p o pt o si s a n d

c a s p a s e a cti v ati o n i n cl u di n g s y n e r g y wit h t h e D N A- d a m a gi n g a g e nt ci s pl ati n. F u rt h e r, e ff e ct s o n g e n e

e x p r e s si o n b y p a n o bi n o st at o b s e r v e d i n t hi s st u d y a r e i n a c c o r d a n c e wit h p r e vi o u s r e s ult s f r o m o u r

g r o u p [ 3 3 ]. I nt e r e sti n gl y, t h e t ri pl e c o m bi n ati o n of H D A Ci, H S P 9 0i a n d ci s pl ati n i s l e s s a d v a nt a g e o u s

t h a n t h e d u al c o m bi n ati o n H D A Ci a n d ci s pl ati n r e g a r di n g i n c r e a s e i n A P A F- 1 a n d p 2 1 a n d d e c r e a s e i n

s u r vi vi n. T h e d u al c o m bi n ati o n H S P 9 0i a n d ci s pl ati n i s n ot f a v o r a bl e at all r e g a r di n g g e n e e x p r e s si o n s

of A P A F- 1, p 2 1 a n d s ur vi vi n .
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I n c o n cl u si o n, t hi s st u d y r e v e al e d t h at p r ei n c u b ati o n wit h H D A Ci i n c r e a s e t h e p ot e n c y of H S P 9 0i

i n s e n siti v e a n d ci s pl ati n- r e si st a nt o v a ri a n c a n c e r c ell s b ut n ot vi c e v e r s a. F u rt h e r, p r ei n c u b ati o n

wit h H D A Ci o r H S P 9 0i p ri o r t o ci s pl ati n i n c r e a s e ci s pl ati n s e n siti vit y a n d a ct s y n e r gi sti c all y. H D A Ci

a r e m o r e e ff e cti v e t h a n H S P 9 0i i n ci s pl ati n- r e si st a nt c ell li n e s. S u r p ri si n gl y, t ri pl e c o m bi n ati o n s of

H S P 9 0i, H D A Ci a n d ci s pl ati n w e r e n ot s u p e ri o r t o d u al c o m bi n ati o n s of H D A Ci a n d ci s pl ati n. Fi n all y,

p e r m a n e nt p r e s e n c e of l o w c o n c e nt r ati o n s of H D A Ci si g ni fi c a ntl y i m p e d e s t h e d e v el o p m e nt of ci s pl ati n

r e si st a n c e. T h u s, c o m bi n ati o n s of H D A Ci a n d H S P 9 0i a s w ell a s c o m bi n ati o n s of H D A Ci a n d ci s pl ati n

m a y i m p r o v e t h e t h e r a p e uti c o ut c o m e of o v a ri a n c a n c e r, i n p a rti c ul a r of H G S O C.

4. M at eri al s a n d M et h o d s

4. 1. M ateri als

M at e ri al s a n d r e a g e nt s f o r c ell c ult u r e w e r e p u r c h a s e d f r o m P A N Bi ot e c h ( Ai d e n b a c h,

G e r m a n y) u nl e s s ot h e r wi s e st at e d.  Ci s pl ati n w a s f r o m Si g m a- Al d ri c h ( St ei n h ei m, G e r m a n y)

a n d 3-( 4, 5- di m et h ylt hi a z ol- 2- yl)- 2, 5- di p h e n ylt et r a z oli u m b r o mi d e ( M T T) f r o m S e r v a ( H ei d el b e r g,

G e r m a n y). L u mi n e s pi b a n d H S P 9 9 0 w e r e gift s f r o m N o v a rti s, B a s el, S wit z e rl a n d. P a n o bi n o st at w a s

p u r c h a s e d f r o m S ell e c k c h e m ( E c hi n g, G e r m a n y). L M K 2 3 5 w a s s y nt h e si z e d i n t h e g r o u p of P r of. T.

K u r z, H ei n ri c h H ei n e U ni v e r sit y, D u e s s el d o rf, G e r m a n y.

4. 2. Cell Li nes

T h e h u m a n e m b r y o ni c ki d n e y c ell s H E K 2 9 3 w a s o bt ai n e d f r o m t h e G e r m a n C oll e cti o n of

Mi c r o o r g a ni s m a n d C ell C ult u r e s ( D S M Z, B r a u n s c h w ei g, G e r m a n y). T h e h u m a n o v a ri a n c a r ci n o m a

c ell li n e s C a O V 3 a n d O V C A R 3 w e r e o bt ai n e d f r o m A m e ri c a n T y p e C ult u r e C oll e cti o n ( A T C C, M a n a s s a s,

Vi r gi ni a, U S A). T h e h u m a n o v a ri a n c a r ci n o m a c ell li n e A 2 7 8 0 w a s o bt ai n e d f r o m E u r o p e a n C oll e cti o n

of C ell C ult u r e s ( E C A C C, S ali s b u r y, U K). T h e ci s pl ati n r e si st a nt s u bli n e s A 2 7 8 0 Ci s R, C a O V 3 Ci s R, a n d

O V C A R 3 Ci s R w e r e g e n e r at e d b y e x p o si n g t h e p a r e nt al c ell li n e t o w e e kl y c y cl e s of ci s pl ati n i n a n

I C5 0 c o n c e nt r ati o n a c c o r di n g t o G o s e p at h et al. [ 5 6 ]. R e s ult s of S T R a n al y si s of A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R

c a n b e f o u n d i n T a bl e S 7. B ot h c ell li n e s h a v e b e e n p r e vi o u sl y c h a r a ct e ri z e d i n o u r g r o u p [ 2 5 ,2 6 ].

Ci s pl ati n r e si st a nt c ell li n e s i n t h e p r e s e n c e of a n i n hi bit o r w e r e g e n e r at e d i n a n a n al o g o u s m a n n e r i n

t h e p e r m a n e nt p r e s e n c e of 3 n M l u mi n e s pi b, 5 n M p a n o bi n o st at o r 2 0 0 n M L M K 2 3 5.

C ell s w e r e g r o w n at 3 7 ◦ C u n d e r h u mi di fi e d ai r s u p pl e m e nt e d wit h 5 % C O 2 i n R P MI 1 6 4 0 ( A 2 7 8 0,

C a O V 3 a n d, O V C A R 3) o r D M E M ( H E K 2 9 3) c o nt ai ni n g 1 0 % h e at i n a cti v at e d f et al c alf s e r u m, 1 2 0

I U/m L p e ni cilli n, a n d 1 2 0 µ g /m L st r e pt o m y ci n.

4. 3. Cell Vi a bilit y Ass a y

T h e c yt ot o xi c a cti vit y of t h e i n hi bit o r s a n d ci s pl ati n w a s e v al u at e d b y a n M T T a s s a y a s p r e vi o u sl y

d e s c ri b e d [ 2 6 ,3 2 ,3 3 ]. T o a n al y z e t h e i nt e r a cti o n s b et w e e n H S P 9 0i a n d H D A Ci, c ell s w e r e p r ei n c u b at e d

wit h o n e of t h e s e i n hi bit o r s f o r 4 8 h f oll o w e d b y t r e at m e nt f o r 7 2 h t o g et h e r wit h t h e s e c o n d i n hi bit o r.

T o d et e r mi n e t h e e ff e ct of H S P 9 0i a n d H D A Ci o n ci s pl ati n s e n siti vit y, i n hi bit o r s w e r e c oi n c u b at e d f o r

7 2 h wit h ci s pl ati n o r p r ei n c u b at e d f o r 4 8 h p ri o r t o ci s pl ati n a d diti o n. T ot al i n c u b ati o n ti m e of c ell s

n e v e r e x c e e d e d 1 2 0 h. All e x p e ri m e nt s w e r e p e rf o r m e d at l e a st t h r e e ti m e s i n t ri pli c at e s. S hift f a ct o r s

( S F) w e r e c al c ul at e d b y di vi di n g t h e I C5 0 v al u e f r o m si n gl e a g e nt-t r e at e d c ell s b y t h e I C 5 0 v al u e of

c o m bi n e d t r e at e d c ell s. R e si st a n c e f a ct o r s ( R F) w e r e c al c ul at e d a s t h e r ati o b et w e e n I C 5 0 v al u e s of

ci s pl ati n- r e si st a nt c ell s a n d t h e s e n siti v e s u bli n e.

4. 4. D o u bli n g Ti me

A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R c ell s w e r e pl at e d i n 2 4- w ell pl at e s ( S a r st e dt A G, N ü r m b r e c ht, G e r m a n y)

a n d i n c u b at e d u n d e r c ult u r e c o n diti o n s f o r 2 4 h. Aft e r 2 4 h, i niti al c ell n u m b e r w a s d et e r mi n e d a n d

c ell s w e r e i n c u b at e d wit h H S P 9 0i o r H D A Ci f o r a d diti o n al 2 4, 4 8, a n d 7 2 h. Aft e r e a c h ti m e p oi nt,

c ell s w e r e h a r v e st e d b y t r y p si n- E D T A, dil ut e d i n 0. 9 % N a Cl wit h 0. 1 % N a N 3 ( A c r o s O r g a ni c s, G e el,
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B el gi u m) a n d c o u nt e d b y fl o w c yt o m et r y ( P a rt e c G m b H, M u e n st e r, G e r m a n y). D o u bli n g ti m e w a s

c al c ul at e d u si n g G r a p h P a d P ri s m v. 4. 0 ( G r a p h P a d S oft w a r e I n c, S a n Di e g o, U S A).

4. 5. A n al ysis of A p o pt osis I n d u cti o n

T o d et e r mi n e t h e n u m b e r of a p o pt oti c c ell s, A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R c ell s w e r e t r e at e d i n 2 4- w ell

pl at e s wit h t h e i n di c at e d c o n c e nt r ati o n s of t h e i n hi bit o r s f o r 2 4 o r 4 8 h. If m e nti o n e d, c ell s w e r e fi r st

t r e at e d f o r 4 8 h wit h i n di c at e d i n hi bit o r a n d t h e n t r e at e d f o r 6 h wit h t h e I C 5 0 of ci s pl ati n. N e xt,

c ell s r e c o v e r e d f o r 2 4 h. Aft e r t ot al i n c u b ati o n ti m e, c ell s w e r e l y s e d o v e r ni g ht i n h y p ot o ni c st ai ni n g

b u ff e r ( 0. 1 % Trit o n X- 1 0 0, 0. 1 % s o di u m cit r at e i n st e ril e w at e r) c o nt ai ni n g 1 0 0 µ g /m L p r o pi di u m i o di d e

( PI, P r o m o C ell, H ei d el b e r g, G e r m a n y) a n d a n al y z e d b y fl o w c yt o m et r y ( P a rt e c G m b H, M u e n st e r,

G e r m a n y). Te n p e r c e nt D M S O i n c u b at e d f o r 2 4 h s e r v e d a s p o siti v e c o nt r ol f o r a p o pt o si s i n d u cti o n.

4. 6. I m m u n o bl otti n g

C ell s w e r e t r e at e d wit h t h e i n hi bit o r s f o r t h e i n di c at e d ti m e p e ri o d s. Aft e r t r e at m e nt, c ell s w e r e

l y s e d b y u si n g L y si s B uff e r 6 ( R & D S y st e m s I n c, Mi n n e a p oli s, M N, U S A). P r ot ei n c o n c e nt r ati o n

w a s d et e r mi n e d wit h t h e bi ci n c h o ni ni c a ci d ( B C A) p r ot ei n a s s a y. F r o m 2 0 t o 3 0 µ g of p r ot ei n w e r e

s e p a r at e d b y S D S- P A G E ( 8 % p ol y a c r yl a mi d e g el f o r A K T a n d p A K T, 1 2 % p ol y a c r yl a mi d e g el f o r

α - T u b uli n a n d A c et yl-α - T u b uli n) a n d t r a n sf e r r e d t o P V D F m e m b r a n e ( Milli p o r e C o r p o r ati o n, Bill e ri c a,

M A, U S A). Bl ot s w e r e i n c u b at e d wit h p ri m a r y a nti b o di e s a g ai n st H S P 9 0 α /β ( C at. N o. s c- 7 9 4 7),

A K T ( C at. N o. s c- 8 3 1 2), p h o s p h o A K T ( 5. S e r 4 7 3, C at. N o. s c- 2 9 3 1 2 5), β - a cti n ( C at. N o. s c- 4 7 7 7 8),

α -t u b uli n ( C at. N o. s c- 8 0 3 5) ( S a nt a C r u z Bi ot e c h n ol o g y, H ei d el b e r g, G e r m a n y), A P A F- 1 ( C at. N o.

M A B 8 6 8), s u r vi vi n ( C at. N o. A F 8 8 6) a n d p 2 1 ( A F 1 0 4 7) ( Bi o- Te c h n e G m b H, Wi e s b a d e n- N o r d e n st a dt,

G e r m a n y). M e m b r a n e s w e r e i n c u b at e d wit h t h e c o r r e s p o n di n g H R P- c o nj u g at e d s e c o n d a r y a nti b o d y

( R & D S y st e m s I n c, Mi n n e a p oli s, M N, U S A). P r ot ei n s w e r e vi s u ali z e d u si n g l u mi n ol r e a g e nt ( S a nt a

C r u z Bi ot e c h n ol o g y, H ei d el b e r g, G e r m a n y) a n d a n I N T A S S ci e n c e I m a gi n g I n st r u m e nt ( C h e m o I m a g e r

I N T A S, G o etti n g e n, G e r m a n y).

4. 7. R N A E xtr a cti o n a n d P C R

C ell s w e r e t r e at e d wit h t h e i n di c at e d c o n diti o n s a n d h a r v e st e d at 7 0 – 8 0 % c o n fl u e n c e. T ot al

R N A e xt r a cti o n w a s p e rf o r m e d u si n g R N e a s y Mi ni Kit wit h D N a s e t r e at m e nt a c c o r di n g t o t h e

m a n uf a ct u r e r’ s i n st r u cti o n s ( Qi a g e n, Hil d e n, G e r m a n y). T ot al R N A ( µ g) w a s r e v e r s e t r a n s c ri b e d u si n g

t h e Hi g h C a p a cit y c D N A R e v e r s e Tr a n s c ri pti o n Kit ( T h e r m o S ci e nti fi c, We s el, G e r m a n y). T h e r m o c y cl e r

p r o g r a m s etti n g w a s i niti at e d f o r 1 0 mi n at 2 5 ◦ C, f oll o w e d b y 1 2 0 mi n at 3 7 ◦ C. I n t ot al, 2 0 µ g c D N A

w e r e dil ut e d i n 1 0 0 µ L T E b u ff e r ( 1 m M Tri s- H Cl, 0. 1 m M E D T A i n di still e d w at e r; p H 7. 5 0). S p e ci fi c

p ri m e r s ( Si g m a Al d ri c h, St ei n h ei m, G e r m a n y, T a bl e 5 ) w e r e d e si g n e d b y P ri m e r- B L A S T ( NI H, B et h e s d a,

M a r yl a n d, U S A) [ 6 2 ]. T h e P C R p r o g r a m c o n si st e d of a n i niti al d e n at u r ati o n st e p at 9 5 ◦ C f o r 2 mi n

f o r t h e fi r st c y cl e t h e n c o nti n u e d wit h 9 4 ◦ C f o r 2 0 s, 5 7 ◦ C f o r 3 0 s a n d 7 2 ◦ C f o r 6 0 s f o r 4 0 c y cl e s.

T h e P C R p r o d u ct s w e r e s e p a r at e d u si n g 2 % a g a r o s e g el i n T A E b u ff e r ( 2. 4 2 g Tri s, 0. 5 7 m L a c eti c a ci d

a n d 1 8 5 m g E D T A di s o di u m s alt i n 5 0 0 m L di still e d w at e r). D N A b a n d s w e r e st ai n e d u si n g G el R e d

( N e w E n gl a n d Bi ol a b s, F r a n kf u rt, G e r m a n y) a n d d et e ct e d wit h a n I nt a s G el i X I m a g e r U V s y st e m

(I N T A S, G o etti n g e n, G e r m a n y). G e n e R ul e r 5 0 b p ( T h e r m o S ci e nti fi c, We s el, G e r m a n y) w a s u s e d a s

D N A l a d d e r a n d β -t u b uli n s e r v e d a s h o u s e k e e pi n g g e n e.

1 3 0



I nt. J. M ol. S ci. 2 0 2 0 , 2 1 , 8 3 0 0 1 8 of 2 2

Ta bl e 5. P ri m e r s e q u e n c e s f o r P C R.

G e n e. Pri m er F or w ar d Pri m er R e v er s e Si z e [ b p]

B A K G A A C A G G A G G C T G A A G G G G T T C A G G C C A T G C T G G T A G A C G 3 0 7
s ur vi vi n C G A G G C T G G C T T C A T C C A C T A C G G C G C A C T T T C T T C G C A 2 8 3
B cl- x L C T G A A T C G G A G A T G G A G A C C T G G G A T G T C A G G T C A C T G A A 2 1 1
B A X G A T G C G T C C A C C A A G A A G C T C G G C C C C A G T T G A A G T T G 1 7 0

β -t u b uli n ( T U B B) T C T A C C T C C C T C A C T C A G C T C C A G A G T C A G G G G T G T T C A T 1 6 1
M cl- 1 G G A C A T C A A A A A C G A A G A C G G C A G C T T T C T T G G T T T A T G G 1 5 4

A P A F- 1 A C A A T G C T C T A C T A C A T G A A G G A T A T A A A G A C A C T G G A A G A A G A G A C A A C A G G A A 8 1
p 2 1 C C T A A T C C G C C C A C A G G A A A A G A T G T A G A G C G G G C C T T T G 6 8

4. 8. C as p ase 3 /7 A cti v ati o n Ass a y

C o m p o u n d-i n d u c e d a cti v ati o n of c a s p a s e s 3 a n d 7 w a s a n al y z e d u si n g t h e C ell E v e nt C a s p a s e- 3 /7

g r e e n d et e cti o n r e a g e nt ( T h e r m o S ci e nti fi c, We s el, G e r m a n y) a c c o r di n g t o t h e m a n uf a ct u r e r ´s

i n st r u cti o n s. B ri e fl y, A 2 7 8 0 Ci s R c ell s w e r e s e e d e d i n 9 6- w ell pl at e s ( C o r ni n g, K ai s e r sl a ut e r n, G e r m a n y)

at a d e n sit y of 4 0 0 0 c /w . C ell s w e r e t r e at e d wit h p a n o bi n o st at o r L M K 2 3 5 a n d/o r H S P 9 9 0 o r l u mi n e s pi b

( a s i n di c at e d) f o r a m a xi m u m t r e at m e nt d u r ati o n of 4 8 h. T h e n, m e di u m w a s r e m o v e d a n d 5 0 µ L of

C ell E v e nt C a s p a s e 3 /7 g r e e n d et e cti o n r e a g e nt ( 2 µ M i n P B S s u p pl e m e nt e d wit h 5 % h e at i n a cti v at e d

F B S) w a s a d d e d. C ell s w e r e i n c u b at e d f o r 3 0 mi n at 3 7 ◦ C i n a h u mi di fi e d i n c u b at o r b ef o r e i m a gi n g b y

u si n g t h e T h e r m o Fi s h e r A r r a y S c a n X TI hi g h c o nt e nt s c r e e ni n g ( H C S) s y st e m wit h a 1 0 X m a g ni fi c ati o n

( T h e r m o S ci e nti fi c). H o e c h st 3 3 3 4 2 w a s u s e d f o r n u cl ei st ai ni n g.

4. 9. St atisti c al Met h o ds

A s s a y s w e r e p e rf o r m e d at l e a st i n t h r e e i n d e p e n d e nt e x p e ri m e nt s. C o n c e nt r ati o n – e ff e ct c u r v e s

w e r e o bt ai n e d u si n g P ri s m 4. 0 f r o m G r a p h P a d, S a n Di e g o, C A, U S A, b y fitti n g t h e p o ol e d d at a t o

t h e f o u r- p a r a m et e r l o gi sti c e q u ati o n wit h v a ri a bl e hill sl o p e. Fl o w c yt o m et r y d at a w e r e a n al y z e d

u si n g Fl o M a x 2. 8 2 ( P a rt e c, M u e n st e r, G e r m a n y). St ati sti c al si g ni fi c a n c e w a s a s s e s s e d b y t w o-t ail e d

St u d e nt´ s t-t e st.

S u p pl e m e nt ar y M at eri al s: T h e f oll o wi n g a r e a v ail a bl e o nli n e at htt p: //w w w. m d pi. c o m /1 4 2 2- 0 0 6 7 /2 1 /2 1 /8 3 0 0 /s 1 ,
Fi g u r e S 1: E ff e ct s of H S P 9 0i a n d H D A Ci o n c ell g r o wt h a n d p r ot ei n e x p r e s si o n, Fi g u r e S 2: A nti p r olif e r ati v e a cti vit y
of H D A Ci a n d H S P 9 0i a g ai n st o v a ri a n c a n c e r c ell li n e s, Fi g u r e S 3: C o n c e nt r ati o n- d e p e n d e nt 4 8 h i n c u b ati o n wit h
H S P 9 9 0 (I C 5 0, t h r e e-f ol d a n d fi v e-f ol d I C 5 0) a n d ti m e- d e p e n d e nt i n c u b ati o n wit h t h r e e-f ol d I C 5 0 of H S P 9 9 0,
Fi g u r e S 4: I n fl u e n c e o n t h e c yt ot o xi cit y of H S P 9 0i a n d H D A Ci o n e a c h ot h e r, Fi g u r e S 5: A p o pt o si s i n d u cti o n w a s
a n al y z e d i n A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R aft e r a 2 4 h i n c u b ati o n wit h a n H S P 9 0i o r p a n o bi n o st at f oll o w e d b y a 2 4 h
i n c u b ati o n wit h b ot h i n hi bit o r s i n c o m bi n ati o n, Fi g u r e S 6: H S P 9 0i a n d H D A Ci t r e at m e nt e n h a n c e t h e a cti vit y
of ci s pl ati n i n A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R, Fi g u r e S 7: Tri pl e c o m bi n ati o n t r e at m e nt ( H D A Ci, H S P 9 0i, ci s pl ati n) i s
n ot s u p e ri o r t o d u al c o m bi n ati o n of H D A Ci a n d ci s pl ati n wit h r e g a r d t o ci s pl ati n c yt ot o xi cit y a n d a p o pt o si s
i n d u cti o n, Fi g u r e S 8: Eff e ct of H D A Ci, H S P 9 0i a n d d r u g c o m bi n ati o n s o n c ell c y cl e di st ri b uti o n, Fi g u r e S 9: A 7 2 h
p r ei n c u b ati o n wit h L M K 2 3 5 ( 3 5 0 n M f o r A 2 7 8 0 a n d 5 0 0 n M f o r A 2 7 8 0 Ci s R) ( A, B) o r p a n o bi n o st at ( 1 0 n M f o r
A 2 7 8 0 a n d 2 0 n M f o r A 2 7 8 0 Ci s R) ( C) o r 4 8 h p r ei n c u b ati o n wit h H D A Ci f oll o w e d b y 2 4 h i n c u b ati o n t o g et h e r wit h
H D A Ci a n d H S P 9 0i i n c r e a s e d ci s pl ati n s e n siti vit y aft e r 4 8 h ci s pl ati n t r e at m e nt at A 2 7 8 0 ( C) a n d A 2 7 8 0 Ci s R ( A, B)
c ell s, Fi g u r e S 1 0: E ff e ct s of H D A Ci o r H S P 9 0i i n c u b ati o n o r p r ei n c u b ati o n p ri o r t o ci s pl ati n o n a p o pt o si s r el at e d
g e n e s, Fi g u r e S 1 1: E ff e ct s of H D A Ci o r H S P 9 0i i n c u b ati o n o r p r ei n c u b ati o n p ri o r t o ci s pl ati n o n p r ot ei n e x p r e s si o n
l e v el s, T a bl e S 1: I n fl u e n c e o n t h e c yt ot o xi cit y of H S P 9 0i a n d H D A Ci o n e a c h ot h e r, T a bl e S 2: I n fl u e n c e of d u al
o r t ri pl e c o m bi n ati o n s wit h H D A Ci o r H S P 9 0i o n t h e c yt ot o xi c a cti vit y of ci s pl ati n i n A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R
c ell s, T a bl e S 3: S hift f a ct o r s of d u al o r t ri pl e c o m bi n ati o n s wit h H D A Ci o r H S P 9 0i o n t h e c yt ot o xi c a cti vit y of
ci s pl ati n i n A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R c ell s, T a bl e S 4: I n fl u e n c e of d u al c o m bi n ati o n s wit h p a n o bi n o st at o r H S P 9 9 0 o n
t h e c yt ot o xi c a cti vit y of ci s pl ati n i n C a O V 3, C a O V 3 Ci s R, O V C A R 3, a n d O V C A R 3 Ci s R c ell s, T a bl e S 5: E ff e ct s of
s h o rt-t e r m t r e at m e nt wit h H D A Ci o r H S P 9 0i o n ci s pl ati n s e n siti vit y of A 2 7 8 0 /A 2 7 8 0 Ci s R o v a ri a n c a n c e r c ell s,
T a bl e S 6: I n fl u e n c e of H D A Ci /H S P 9 0i p r ei n c u b ati o n o n ci s pl ati n s e n siti vit y of n o n-t u m o r c ell li n e H E K 2 9 3, T a bl e
S 7: R e s ult s of S T R a n al y si s of A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R.

A ut h or C o ntri b uti o n s: C o n c e pt u ali z ati o n, M. U. K a n d A. H.; f o r m al a n al y si s, A.J. R. M. a n d J.J. B..; i n v e sti g ati o n,
A.J. R. M. a n d J.J. B.; r e s o u r c e s, M. U. K., T. K. a n d F. K. H.; w riti n g — o ri gi n al d r aft p r e p a r ati o n, A.J. R. M. a n d J.J. B..;
w riti n g — r e vi e w a n d e diti n g, M. U. K. a n d A. H.; vi s u ali z ati o n, A.J. R. M. a n d J.J. B.; s u p e r vi si o n, M. U. K. a n d A. H.;
a n d f u n di n g a c q ui siti o n, M. U. K. All a ut h o r s h a v e r e a d a n d a g r e e d t o t h e p u bli s h e d v e r si o n of t h e m a n u s c ri pt.
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F u n di n g: T hi s r e s e a r c h w a s f u n d e d b y D e ut s c h e F o r s c h u n g s g e m ei n s c h aft ( D F G), g r a nt n u m b e r K A 1 9 4 2 /1- 1 a n d
f r o m t h e D F G g r a nt (I N S T 2 0 8/6 9 0- 1) f o r p u r c h a si n g t h e T h e r m o fi s h e r A r r a y s c a n X TI Hi g h C o nt e nt Pl atf o r m u s e d
i n t hi s st u d y.

A c k n o wl e d g m e nt s: We a c k n o wl e d g e s u p p o rt f r o m H ei n ri c h- H ei n e- U ni v e r sit y D ü s s el d o rf.

C o n fli ct s of I nt er e st: T h e a ut h o r s d e cl a r e n o c o n fli ct of i nt e r e st.

A b br e vi ati o n s

( p) A kt/A K T ( p h o s p h o r yl at e d) p r ot ei n ki n a s e B

A P A F- 1 a p o pt oti c p r ot e a s e a cti v ati n g f a ct o r 1

B A K  B cl- 2 h o m ol o g o u s a nt a g o ni st kill e r

B A X  B cl- 2- a s s o ci at e d X p r ot ei n

B cl- x L  B- c ell l y m p h o m a- e xt r a l a r g e

c D D P cis - di a m mi n e di c hl o r o pl ati n u m(II) ( ci s pl ati n)

c oi n c c oi n c u b ati o n

H D A C hi st o n e d e a c et yl a s e

H D A Ci hi st o n e d e a c et yl a s e i n hi bit o r

H S P 9 0 h e at s h o c k p r ot ei n 9 0

H S P 9 0i h e at s h o c k p r ot ei n 9 0 i n hi bit o r

H S P 9 9 0  N V P- H S P 9 9 0

l u mi l u mi n e s pi b; N V P- A U Y 9 2 2

p a n o  p a n o bi n o st at

P C R  p ol y m e r a s e c h ai n r e a cti o n

p r ei n c  p r ei n c u b ati o n
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S u p pl e m e nt al I nf or m ati o n  
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( I) 

Fi g ur e  S 1. Eff e ct s o f H S P 9 0i a n d H D A Ci o n c ell g r o wt h a n d pr ot ei n e x pr e s si o n i n A 2 7 8 0 a n d 

A 2 7 8 0 Ci s R c ell s. S h o w n a r e t h e u n c r o p p e d, l a b el e d, a n d r e p r e s e nt ati v e i m m u n o bl ot s f r o m w hi c h Fi g u r e 

1 C w a s a s s e m bl e d.  
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( E) ( F) 

Fi g ur e  S 2 . A nti p r olif er ati v e a cti vit y of H D A Ci a n d H S P 9 0i a g ai n st o v a ri a n c a n c er c ell li n e s. T h e 

c yt ot o xi c a cti vit y of t h e H S P 9 0i l u mi n e s pi b a n d N V P -H S P 9 9 0 a n d t h e H D A Ci p a n o bi n o st at w a s 

d et e r mi n e d a g ai n st A 2 7 8 0 ( A, B), C a O V 3 ( C, D), O V C A R 3 ( E, F) a n d t h eir ci s pl ati n r e si st a nt s u bli n e s wit h 

a M T T a s s a y aft er a 7 2 h i n c u b ati o n. T h e H D A Ci L M K 2 3 5 w a s c h ar a ct eri z e d at A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R 

( A, B). D at a s h o w n w e r e d et er mi n e d i n at l e a st t h r e e i n d e p e n d e nt e x p e ri m e nt s e a c h p erf o r m e d i n 

t ri pli c at e s. G r a p h s s h ow a v e r a g e ± S D . I C5 0 , pI C5 0 , a n d S E M w e r e s u m m ari z e d i n T a bl e  1.  
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Fi g ur e  S 3 . C o n c e nt r ati o n -d e p e n d e nt 4 8 h i n c u b ati o n wit h H S P 9 9 0 (I C 5 0 , 3-f ol d a n d 5-f ol d I C5 0 ) a n d ti m e-

d e p e n d e nt i n c u b ati o n wit h 3 -f ol d I C5 0  of H S P 9 9 0 l e d t o a d e cr e a s e i n A K T e x p r e s si o n a n d A K T 

p h o s p h o r yl ati o n. S h o w n i s a r e p r e s e nt ati v e e x p e ri m e nt o ut of t hr e e . 
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Fi g ur e  S 4 . I nfl u e n c e o n t h e c yt ot o xi cit y o f H S P 9 0i a n d H D A Ci o n e a c h ot h e r.  A 4 8 h p r ei n c u b ati o n wit h t h e 

H S P 9 0i (l u mi n e s pi b o r H S P 9 9 0 di d n ot i nfl u e n c e t h e c yt ot o xi c a cti vit y of p a n o bi n o st at ( A, B) o r L M K 2 3 5 ( C, D) 

i n A 2 7 8 0 ( A, C) a n d A 2 7 8 0 Ci s R  ( B, D). C o n c e ntr ati o n s u s e d w e r e 5 n M l u mi n e s pi b a n d 1 0 n M N V P-H S P 9 9 0 

f o r A 2 7 8 0; 7. 5 n M l u mi n e s pi b a n d 1 5 n M N V P-H S P 9 9 0 f o r A 2 7 8 0 Ci s R. G r a p h s s h o w n a r e  a v e r a g e ± S D f r o m 

at l e a st t h r e e i n d e p e n d e nt e x p e ri m e nt s e a c h p e rf or m e d i n tri pli c at e s.  C o nt r ol i s t h e c o n c e ntr ati o n eff e ct c u r v e 

of ci s pl ati n wit h t h e i n di c at e d c ell li n e wit h o ut a n y p r et r e at m e nt.  I C5 0  ( pI C5 0  ± S E M) a n d si g nifi c a n c e s a r e 

s h o w n i n T a bl e  S 1.  
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Fi g ur e  S 5 . A p o pt o si s i n d u cti o n w a s a n al y z e d i n A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R aft er a 2 4 h i n c u b ati o n wit h a n H S P 9 0i  

o r p a n o bi n o st at f oll o w e d b y a 2 4 h i n c u b ati o n wit h b ot h i n hi bit o r s i n c o m bi n ati o n. M a xi m u m i n c u b ati o n ti m e 

di d n ot e x c e e d  4 8 h. C o n c e nt r ati o n s u s e d w er e 1 0 n M p a n o bi n o st at, 5 n M l u mi n e s pi b a n d 1 0 n M H S P 9 9 0  i n 

A 2 7 8 0 a n d 2 0 n M p a n o bi n o st at, 7. 5 l u mi n e s pi b a n d 1 5 n M H S P 9 9 0  i n A 2 7 8 0 Ci s R. 1 0 % D M S O f o r 2 4 h w a s 

u s e d a s p o siti v e c o nt r ol f o r a p o pt o si s i n d u cti o n. V al u e s w e r e n o r m ali z e d  t o t h e eff e ct of 1 0 % D M S O. 

E x p e ri m e nt al tr e at m e nt s c h e m e s 1 -4: T o a n al y z e t h e eff e ct of p a n o bi n o st at ( p a n o) o n H S P 9 0i (l u mi n e s pi b = 

l u mi) a n d vi c e v e r s a, o n e i n hi bit or w a s p r ei n c u b at e d f o r 2 4 h b ef o r e t h e ot h er w a s a p pli e d f o r a n a d diti o n al 

2 4 h i n c u b ati o n.  D at a s h o w n ar e m e a n ± S E M of t h r e e i n d e p e n d e nt e x p eri m e nt s  e a c h c a rri e d o ut i n tri pli c at e s . 

St ati sti c al a n al y si s w a s p e rf or m e d u si n g t -t e st. L e v el s of si g nifi c a n c e: * ( p ≤ 0. 0 5); ** ( p ≤ 0. 0 1); *** ( p ≤ 0. 0 0 1).  
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H S P 9 0i  

  
( A) A 2 7 8 0  ( B) A 2 7 8 0 Ci s R  

H D A Ci  

  
( C) A 2 7 8 0 ( D) A 2 7 8 0 Ci s R 

 
( E) 

Fi g ur e  S 6 . H S P 9 0i a n d H D A Ci tr e at m e nt e n h a n c e t h e a cti vit y o f ci s pl ati n i n A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R. 

C oi n c u b ati o n of ci s pl ati n ( c oi n c) o r a 4 8 h p r ei n c u b ati o n pri o r t o ci s pl ati n tr e at m e nt ( p r ei n c) wit h H S P 9 0i 

l u mi n e s pi b (l u mi) or H S P 9 9 0 (A, B ) o r H D A Ci p a n o bi n o st at ( p a n o) or L M K 2 3 5 (C, D ) e n h a n c e d t h e c yt ot o xi c 

a cti vit y of ci s pl ati n i n A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R  c ell s, r e s p e cti v el y. ( E) A p o pt o si s i n d u cti o n i n A 2 7 8 0 a n d 

A 2 7 8 0 Ci s R c ell s b y H D A Ci o r H S P 9 0i wit h o r wit h o ut ( w/ o) ci s pl ati n. H S P 9 0i or H D A Ci w e r e p r ei n c u b at e d 

f o r 4 8 h pri o r t o ci s pl ati n t r e at m e nt f or 6 h wit h a n I C 5 0  f oll o w e d b y 2 4 h r e c o v e r y ( wit h o ut ci s pl ati n). 

C o n c e nt r ati o n s u s e d of H S P 9 0i a n d H D A Ci w e r e t h e s a m e a s d e n ot e d i n ( A -D). 1 0 % D M S O w a s u s e d a s 

p o siti v e c o nt r ol f or a p o pt o si s i n d u cti o n. D at a s h o w n ar e m e a n ± S E M of t hr e e i n d e p e n d e nt e x p e ri m e nt s. 

C o r r e s p o n di n g I C 5 0  v al u e s f o r A -D a r e s h o w n i n T a b l e 2 A. St ati sti c al a n al y si s w a s p erf o r m e d u si n g t -t e st. 

L e v el s of si g nifi c a n c e: * ( p ≤ 0. 0 5); ** ( p ≤ 0. 0 1); *** ( p ≤ 0. 0 0 1).  
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Fi g ur e  S 7 . Tri pl e c o m bi n ati o n tr e at m e nt ( H D A Ci, H S P 9 0i, ci s pl ati n) i s n ot s u p e ri o r t o d u al 

c o m bi n ati o n o f H D A Ci a n d ci s pl ati n wit h r e g a r d t o ci s pl ati n c yt ot o xi cit y a n d a p o pt o si s i n d u cti o n.  

4 8 h pr ei n c u b ati o n of l u mi n e s pi b o r H S P 9 9 0 p ri or t o a d diti o n of p a n o bi n o st at o r L M K 2 3 5 pl u s ci s pl ati n 

i n cr e a s e d ci s pl ati n s e n siti vit y u p t o 5-f ol d i n A 2 7 80 ( A) a n d A 2 7 8 0 Ci s R ( B). C ell s w e r e pr ei n c u b at e d f o r 

4 8 h wit h a n H S P 9 0i or H D A Ci p ri o r t o 7 2 h ci s pl ati n pl u s H D A Ci o r H S P 9 0i. C or r e s p o n di n g r e s ult s a r e 

al s o s h o w n i n T a bl e  2 B/ C. ( C) A p o pt o si s i n d u cti o n i n A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R u p o n 4 8 h p r et r e at m e nt wit h  

H D A C i a n d/ o r  H S P 9 0i f oll o w e d b y 6 h ci s pl ati n tr e at m e nt ( wit h a n I C5 0  c o n c e nt r ati o n) o r s ol v e nt c o ntr ol 

( w/ o ci s pl ati n) a n d 2 4 h r e c o v e r y wit h o ut ci s pl ati n. C o n c e nt r ati o n s u s e d f or a p o pt o si s a s s a y w er e t h e 

s a m e a s f or c ell vi a bilit y a s s a y (A, B ) e x c e pt f or p a n o bi n o st at i n A 2 7 8 0 Ci s R ( 2 5 n M). 1 0 % D M S O w a s 

u s e d a s p o siti v e c o nt r ol f o r a p o pt o si s i n d u cti o n. D at a s h o w n a r e m e a n ± S E M of t h r e e i n d e p e n d e nt 

e x p e ri m e nt s. St ati sti c al a n al y si s w a s p e rf or m e d u si n g t -t e st. L e v el s of si g nifi c a n c e: * ( p ≤ 0. 0 5); ** ( p ≤ 

0. 0 1); *** ( p ≤ 0. 0 0 1).  
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S u p pl e m e nt al M et h o d: A n al y zi n g o f c ell c y cl e di stri b uti o n.  C ell s w e r e s e e d e d i n 6 -w ell pl at e s a n d tr e at e d 

wit h H S P 9 0 i o r H D A Ci f o r 4 8 h. Aft e r t r e at m e nt, c ell s w er e fi x e d a n d p e r m e a bili z e d i n 7 0 % et h a n ol at -2 0 ° C f or at 

l e a st 2 4 h. Aft e r w a s hi n g c ell s wit h P B S, c ell s w e r e st ai n e d wit h 1 µ g/ m L p r o pi di u m i o di d e c o nt ai ni n g 0. 1 % T rit o n -

X 1 0 0 a n d 0. 2 m g/ m L D N A s e -f r e e R N A s e A (A p pli C h e m, D a r m st a dt, G er m a n y). Aft e r 1 5 mi n ut e s i n c u b ati o n at 3 7 

° C i n t h e d a r k, c ell s w e r e a n al y z e d f or D N A c o nt e nt b y fl o w c yt o m etr y ( P art e c G m b H, M ü n st er, G e r m a n y).  
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( B) 

Fi g ur e  S 8 . Eff e ct of H D A Ci, H S P 9 0i a n d dr u g c o m bi n ati o n s o n c ell c y cl e di st ri b uti o n of A 2 7 8 0 ( A) a n d  

A 2 7 8 0 Ci s R ( B). C ell s w e r e i n c u b at e d f o r 4 8 h wit h H D A Ci o r H S P 9 0i al o n e o r i n c o m bi n ati o n a n d st ai n e d wit h 

PI. F o r G 2/ M ar r e st c o nt r ol, 5 0 n M p a clit a x el w a s i n c u b at e d  f o r 2 4 h. G r a p h s s h o w a v e r a g e ± S E M f r o m t h r e e 

i n d e p e n d e nt e x p e ri m e nt s. 

 

1 4 2



  
( A) ( B) 

 
( C) 

Fi g ur e  S 9 . A 7 2 h o ur p r ei n c u b ati o n wit h L M K 2 3 5 ( 3 5 0 n M f o r A 2 7 8 0 a n d 5 0 0 n M f o r A 2 7 8 0 Ci s R) ( A, B) o r  

p a n o bi n o st at ( 1 0 n M f o r A 2 7 8 0 a n d 2 0 n M f o r A 2 7 8 0 Ci s R) ( C) o r 4 8 h p r ei n c u b ati o n wit h H D A Ci f oll o w e d b y 

2 4 h i n c u b ati o n t o g et h e r wit h H D A Ci a n d H S P 9 0i i n cr e a s e d ci s pl at i n s e n siti vit y aft e r 4 8 h ci s pl ati n tr e at m e nt 

at A 2 7 8 0 ( C) a n d A 2 7 8 0 Ci s R  ( A, B) c ell s . D at a s h o w n ar e a v e r a g e ± S D  f r o m t h r e e i n d e p e n d e nt e x p e ri m e nt s 

e a c h c ar ri e d o ut i n tri pli c at e s . C o nt r ol i s t h e c o n c e nt r ati o n s eff e ct c u r v e of ci s pl ati n wit h o ut a n y p r etr e a t m e nt. 

St ati sti c al a n al y si s w a s p e rf or m e d u si n g t -t e st. L e v el s of si g nifi c a n c e: *** ( p ≤  0. 0 0 1).  
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( A 1) A 2 7 8 0 

 
( A 2) A 2 7 8 0 Ci s R 

  
( B) A 2 7 8 0 ( C) A 2 7 8 0 Ci s R  

Fi g ur e  S 1 0 . Eff e ct s o f H D A Ci o r H S P 9 0i i n c u b ati o n o r pr ei n c u b ati o n pri o r t o ci s pl ati n o n a p o pt o si s -

r el at e d g e n e s.  R ati o s of i nt e gr at e d d e n siti e s of g e n e s of i nt e r e st a n d β -t u b uli n c o rr e s p o n di n g t o P C R 

r e s ult s s h o w n i n Fi g u r e  5 . 

 

  

1 4 4



 
( A) A 2 7 8 0 

 
( B) A 2 7 8 0 Ci s R 

Fi g ur e  S 1 1 . Eff e ct s o f H D A Ci o r H S P 9 0i i n c u b ati o n o r pr ei n c u b ati o n pri o r t o ci s pl ati n o n pr ot ei n 

e x pr e s si o n l e v el s.  R ati o s of i nt e gr at e d d e n siti e s of g e n e s of i nt er e st a n d α -t u b uli n c o r r e s p o n di n g t o 

W e st e r n Bl ot r e s ult s s h o w n i n Fi g u r e  6 . 
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T a bl e  S 1 . I nfl u e n c e o n t h e c yt ot o xi cit y o f H S P 9 0i a n d H D A Ci o n e a c h ot h e r.  

A 2 7 8 0  

  l u mi  H S P 9 9 0  

  I C 5 0  ( pI C5 0  ± S E M)   S F   I C 5 0  ( pI C5 0  ± S E M)   S F  

c o nt r ol   4 1. 6 ( 7. 3 8 ± 0. 0 3)   -  7 4. 0 ( 7. 1 3 ± 0. 0 4)   - 

p a n o p r ei n c   1 3. 2 ( 7. 8 8 ± 0. 0 4)   3. 2 ***   2 6. 9 ( 7. 5 7 ± 0. 0 7)   2. 8 ***  

L M K 2 3 5 pr ei n c   2 9. 1 ( 7. 5 4 ± 0. 0 2)   1. 4 ***   4 0. 8 ( 7. 3 9 ± 0. 0 5)   1. 8 ***  

  p a n o   L M K 2 3 5  

c o nt r ol   5 6. 2 ( 7. 2 5 ± 0. 0 3)   -  2, 4 9 0 ( 5. 6 0 ± 0. 0 4)   - 

l u mi pr ei n c  2 8. 6 ( 7. 5 4 ± 0. 2 3)   2. 0 ( n s)   2, 4 2 0 ( 5. 6 2 ± 0. 0 5)   1. 0 ( n s)  

H S P 9 9 0 pr ei n c   5 8. 8 ( 7. 2 3 ± 0. 0 7)   1. 0 ( n s)   2, 2 4 0 ( 5. 6 5 ± 0. 0 4)   1. 1 ( n s)  

A 2 7 8 0 Ci s R  

  l u mi  H S P 9 9 0  

  I C 5 0  ( pI C5 0  ± S E M)   S F   I C 5 0  ( pI C5 0  ± S E M)   S F  

c o nt r ol   4 4. 2 ( 7. 3 5 ± 0. 0 3)   -  7 4. 6 ( 7. 1 3 ± 0. 0 2)   - 

p a n o p r ei n c   1 3. 6 ( 7. 8 7 ± 0. 1 0)   3. 3  *  3 9. 9 ( 7. 4 0 ± 0. 0 8)   1. 9 **  

L M K 2 3 5 pr ei n c   4 2. 2 ( 7. 3 8 ± 0. 0 8)   1. 0 ( n s)   6 1. 7 ( 7. 2 1 ± 0. 0 8)  1. 2 ( n s)  

  p a n o   L M K 2 3 5  

c o nt r ol   6 7. 4 ( 7. 1 7 ± 0. 0 6)   -  1, 8 3 0 ( 5. 7 4 ± 0. 0 4)   - 

l u mi pr ei n c  4 8. 6 ( 7. 3 1 ± 0. 0 5)   1. 4 *   2, 1 9 0 ( 5. 6 6 ± 0. 0 2)   0. 8 ( n s)  

H S P 9 9 0 pr ei n c   6 5. 5 ( 7. 1 8 ± 0. 0 4)   1. 0 ( n s)   1, 7 7 0 ( 5. 7 5 ± 0. 0 5)   1. 0 ( n s)  

 

I C5 0  v al u e s [ n M] of M T T a s s a y s wit h H S P 9 0i o r H D A Ci i n c u b ati o n ( 7 2 h) at A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R aft er 4 8 h wit h 

i n di c at e d p r ei n c u b ati o n ( p r ei n c) of H D A Ci o r H S P 9 0i s h o w n i n Fi g u r e s  2 A -D a n d S 3 . D at a s h o w n i s p o ol e d d at a 

f r o m t hr e e i n d e p e n d e nt e x p e ri m e nt s. St ati sti cal a n al y si s w a s p e rf o r m e d u si n g t -t e st. L e v el s of si g nifi c a n c e: ( n s) ( p 

> 0. 0 5); * ( p ≤ 0. 0 5); ** ( p ≤ 0. 0 1); *** ( p ≤ 0. 0 0 1).  
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T a bl e  S 2.  I nfl u e n c e o f d u al o r tri pl e c o m bi n ati o n s wit h H D A Ci o r H S P 9 0i o n t h e c yt ot o xi c a cti vit y 

o f ci s pl ati n i n A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R c ell s.  

A –  D u al C o m bi n ati o n (i n hi bit o r + ci s pl ati n)  

c ell li n e  

ci s pl ati n pI C 5 0  ± S E M  

C o ntr ol  

( ci s pl ati n 

o nl y)  

 H S P 9 0i   H D A Ci  

 l u mi n e s pi b  H S P 9 9 0   p a n o bi n o st at   L M K 2 3 5  

 C oi n c  pr ei n c   c oi n c  pr ei n c   c oi n c  pr ei n c   c oi n c  pr ei n c  

A 2 7 8 0  
5. 4 8  

± 0. 0 2  

 5. 6 2  

± 0. 0 6  

6. 1 5  

± 0. 1 3  

 5. 6 5  

±  0. 0 5  

6. 3 0  

± 0. 0 6  

 5. 7 9  

± 0. 0 3  

6. 2 4  

± 0. 0 8  

 6. 1 6  

±  0. 0 4  

6. 2 5  

± 0. 0 8  

A 2 7 8 0 Ci s R  
4. 7 1  

± 0. 0 2  

 4. 6 0  

± 0. 0 3  

4. 8 8  

± 0. 0 9  

 4. 5 9  

± 0. 0 2  

4. 9 3  

± 0. 0 5  

 4. 7 8  

± 0. 0 7  

5. 1 9  

± 0. 0 9  

 4. 9 6  

± 0. 0 9  

5. 1 5  

± 0. 1 0  

B –  Tri pl e C o m bi n ati o n I ( H S P 9 0i pri o r t o H S P 9 0i + H D A Ci + ci s pl ati n)  

  
 A 2 7 8 0  

ci s pl ati n pI C 5 0  ± S E M  
 

A 2 7 8 0 Ci s R  

ci s pl ati n pI C 5 0  ± S E M  

   
ci s pl ati n  

H D A Ci/ ci s pl ati n   
ci s pl ati n  

H D A Ci/ ci s pl ati n  

   p a n o  L M K 2 3 5   p a n o  L M K 2 3 5  

H S P 9 0i  

l u mi 
 6. 1 5  

± 0. 1 3  

6. 1 9  

± 0. 2 0  

6. 2 0  

± 0. 1 1  
 

4. 8 8  

± 0. 0 9  

4. 9 1  

± 0. 1 8  

5. 0 1  

± 0. 0 8  

H S P 9 9 0  
 6. 3 0  

± 0. 0 6  

6. 1 6  

± 0. 0 5  

6. 0 2  

± 0. 0 7  
 

4. 9 3  

± 0. 0 5  

5. 1 1  

± 0. 1 4  

5. 1 5  

± 0. 0 7  

C –  Tri pl e C o m bi n ati o n II ( H D A Ci p ri or t o H D A Ci + H S P 9 0i + ci s pl ati n)  

  
 A 2 7 8 0  

ci s pl ati n pI C 5 0  ± S E M  
 

A 2 7 8 0 Ci s R  

ci s pl ati n pI C 5 0  ± S E M  

   
ci s pl ati n  

H S P 9 0i/ ci s pl ati n   
ci s pl ati n  

H S P 9 0i/ ci s pl ati n  

   l u mi H S P 9 9 0   l u mi H S P 9 9 0  

H D A Ci  

p a n o  
 5. 7 9  

± 0. 0 3  

6. 0 4  

± 0. 1 6  

6. 0 7  

± 0. 0 7  
 

5. 1 9  

± 0. 0 9  

5. 2 2 ± 

0. 1 0  

5. 2 3  

± 0. 1 1  

L M K 2 3 5  
 6. 2 5  

± 0. 0 8  

6. 1 6  

± 0. 0 8  

6. 0 8  

± 0. 0 5  
 

5. 1 5  

± 0. 1 0  

5. 0 4 ± 

0. 1 9  

5. 0 3  

± 0. 1 1  

( A) D u al c o m bi n ati o n s i n A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R ( d at a a n d c o n c e nt r ati o n s f r o m Fi g u r e s S 5/ S 6 ). ( B) Tri pl e 

c o m bi n ati o n s i n A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R. Pr ei n c u b ati o n ( p r ei n c) m e a n s a 4 8 h pr ei n c u b ati o n wit h t h e i n di c at e d 

i n hi bit or f oll o w e d b y a 7 2 h i n c u b ati o n wit h ci s pl ati n ( A) a n d a d diti o n all y if i n di c at e d wit h a H D A Ci/ H S P 9 0i ( C).  
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T a bl e  S 3 . S hift f a ct or s of d u al o r tri pl e c o m bi n ati o n s wit h H D A Ci o r H S P 9 0i o n t h e c yt ot o xi c a cti vit y 

of ci s pl ati n i n A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R c ell s.  

A –  D u al C o m bi n ati o n (i n hi bit o r + ci s pl ati n)  

c ell li n e  

 H S P 9 0i   H D A Ci  

 l u mi n e s pi b  H S P 9 9 0   p a n o bi n o st at   L M K 2 3 5  

 c oi n c  pr ei n c   c oi n c  pr ei n c   c oi n c  pr ei n c   c oi n c  pr ei n c  

A 2 7 8 0   1. 4 *  4. 7 ***   1. 5 **  6. 7 ***   2. 0 ***  5. 9 ***   4. 8 ***  5. 9 ***  

A 2 7 8 0 Ci s R   0. 8 *  1. 5 n s   0. 8 **  1. 7 ***   1. 2 n s  3. 0 ***   1. 8 *  2. 8 ***  

B –  Tri pl e C o m bi n ati o n I ( H S P 9 0i pri o r t o H S P 9 0i + H D A Ci + ci s pl ati n)  

   A 2 7 8 0   A 2 7 8 0 Ci s R  

   
ci s pl ati n  

H D A Ci/ ci s pl ati n   
ci s pl ati n  

H D A Ci/ ci s pl ati n  

   p a n o  L M K 2 3 5   p a n o  L M K 2 3 5  

H S P 9 0i  
l u mi  4. 7 ***  5. 1 ***  5. 3 ***   1. 5 n s  1. 6 n s  2. 0 ***  

H S P 9 9 0   6. 7 ***  4. 8 ***  3. 5 ***   1. 7 ***  2. 5 *  2. 8 *** 

C –  Tri pl e C o m bi n ati o n II ( H D A Ci p ri or t o H D A Ci + H S P 9 0i + ci s pl ati n)  

   A 2 7 8 0   A 2 7 8 0 Ci s R  

   
ci s pl ati n  

H S P 9 0i/ ci s pl ati n   
ci s pl ati n  

H S P 9 0i/ ci s pl ati n  

   l u mi H S P 9 9 0   l u mi H S P 9 9 0  

H D A Ci  
p a n o   5. 9 ***  3. 7 ***  4. 0 ***   3. 0 ***  3. 2 ***  3. 3 *  

L M K 2 3 5   5. 9 ***  4. 8 ***  4. 0 ***   2. 8 ***  2. 1 *  2. 1 **  

D at a s h o w n a r e s hift f a ct o r s ( S F) c o r r e s p o n di n g t o d r u g c o m bi n ati o n s f r o m T a bl e  2. w hi c h w e r e c al c ul at e d a s t h e 

r ati o of I C 5 0  of ci s pl ati n a n d t h e I C 5 0  of t h e c o r r e s p o n di n g dr u g c o m bi n ati o n. I C 5 0  v al u e s a r e s h o w n i n T a bl e  2, 

pI C 5 0  a n d S E M a r e s h o w n i n T a bl e  S 2. St ati sti c al a n al y si s w a s p e rf o r m e d u si n g t -t e st. L e v el s of si g nifi c a n c e: n s ( p 

> 0. 0 5); * ( p ≤ 0. 0 5); ** ( p ≤ 0. 0 1); *** ( p ≤ 0. 0 0 1).  

 

T a bl e  S 4 . I nfl u e n c e of d u al c o m bi n ati o n s wit h p a n o bi n o st at o r H S P 9 9 0 o n t h e c yt ot o xi c a cti vit y of 

ci s pl ati n i n C a O V 3, C a O V 3 Ci s R, O V C A R 3, a n d O V C A R 3 Ci s R  c ell s.  

c ell li n e  
ci s pl ati n  

+ 4 8 h pr et r e at m e nt  

H S P 9 9 0  p a n o bi n o st at  

pI C 5 0  ± S E M  pI C 5 0  ± S E M  pI C 5 0  ± S E M  

C a O V 3  5. 7 2 ± 0. 0 1  6. 1 0 ± 0. 0 2  5. 9 8 ± 0. 0 5  

C a O V 3 Ci s R  5. 3 2 ± 0. 0 2  5. 5 0 ± 0. 0 3  5. 8 6 ± 0. 1 5  

O V C A R 3  5. 4 0 ± 0. 0 2  5. 5 6 ± 0. 1 2  5. 8 2 ± 0. 0 9  

O V C A R 3 Ci s R  4. 4 2 ± 0. 0 2  4. 9 0 ± 0. 2 4  5. 1 0 ± 0. 1 0  

D at a s h o w n a r e pI C 5 0  ± S E M ( S F) f r o m t h r e e i n d e p e n d e nt e x p e ri m e nt s e a c h c a rri e d o ut i n tri pli c at e s.  D u al 

c o m bi n ati o n s i n C a O V 3, O V C A R 3, a n d t h ei r ci s pl ati n r e si st a nt s u bli n e s. T h e c o n c e nt r ati o n s u s e d w er e 1 0 n M f o r 

p a n o bi n o st at a n d 1 0 n M H S P 9 9 0. I C 5 0  v al u e s a r e s h o w n i n T a bl e  4 .  
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T a bl e  S 5 . Eff e ct s o f s h o rt -t e r m tr e at m e nt wit h H D A Ci o r H S P 9 0i o n ci s pl ati n s e n siti vit y o f 

A 2 7 8 0/ A 2 7 8 0 Ci s R o v a ri a n c a n c e r c ell s.  

A –  A 2 7 8 0  

  
I C 5 0  ( pI C5 0  ± S E M)  

[ S F] 

  wit h o ut i n hi bit o r   + 2 4 h 5 n M l u mi  + 2 4 h 8 n M H S P 9 9 0  

c o ntr ol  

( 4 8 h ci s pl ati n ) 
 1 5. 4 ( 4. 8 1 ± 0. 0 3)   -  - 

7 2 h 1 0 n M p a n o   
5. 6 1 ( 5. 2 5 ±  0. 0 6)  

[ 2. 7 ***] 
 

4. 8 8 ( 5. 3 1 ±  0. 0 8)  

[ 3. 2 ***] 
 

7. 2 3 ( 5. 1 4 ± 0. 0 6)  

[ 2. 1 ***] 

7 2 h 3 5 0 n M 

L M K 2 3 5  
 

5. 5 5 ( 5. 2 6 ± 0. 0 6)  

[ 2. 8 ***] 
 

4. 7 8 ( 5. 3 2 ± 0. 0 6)  

[ 3. 2 ***] 
 

6. 5 2 ( 5. 1 9 ± 0. 1 2)  

[ 2. 4 ***] 

B –  A 2 7 8 0 Ci s R  

  
I C 5 0  ( pI C5 0  ± S E M)  

[ S F] 

  wit h o ut i n hi bit o r   + 2 4 h 7. 5 0 n M l u mi  + 2 4 h 1 5 n M H S P 9 9 0  

c o ntr ol  

( 4 8 h ci s pl ati n ) 
 7 2. 7 ( 4. 1 4 ± 0. 0 4)   -  - 

7 2 h 2 0 n M p a n o   
9. 5 6 ( 5. 0 2 ± 0. 1 4)  

[ 7. 6 ***] 
 

1 1. 7 ( 4. 9 3 ± 0. 2 3)  

[ 6. 2 ***] 
 

9. 8 8 ( 5. 0 1 ± 0. 2 7)  

[ 7. 4 ***] 

7 2 h 5 0 0 n M 

L M K 2 3 5  
 

1 7. 0 ( 4. 7 7 ± 0. 0 9)  

[ 4. 3 ***] 
 

1 8. 7 ( 4. 7 3 ± 0. 1 0)  

[ 3. 9 ***] 
 

2 0. 5 ( 4. 6 9 ± 0. 1 3)  

[ 3. 5 ***] 

D at a s h o w n a r e I C5 0  v al u e s  i n µ M a n d pI C 5 0  ±  S E M  of ci s pl ati n ( 4 8 h  i n c u b ati o n) d et e r mi n e d b y M T T a s s a y s 

a g ai n st  A 2 7 8 0 ( A) a n d A 2 7 8 0 Ci s R ( B) wit h i n hi bit or i n c u b ati o n. D at a w er e o bt ai n e d fr o m t h r e e i n d e p e n d e nt 

e x p e ri m e nt s e a c h c ar ri e d o ut i n t ri pli c at e s. S hift f a ct or s ( S F) w e r e c al c ul at e d a s t h e r ati o of I C 5 0  of ci s pl ati n a n d t h e 

I C5 0  of t h e c or r e s p o n di n g d r u g c o m bi n ati o n. L u mi m e a n s l u mi n e s pi b a n d p a n o m e a n s p a n o bi n o st a t. 

C o n c e nt r ati o n s u s e d a s d e s c ri b e d i n Fi g u r e  8 . C o rr e s p o n di n g C ur v e s ar e s h o w n i n Fi g u r e  4 A/ S 8 . St ati sti c al 

a n al y si s w a s p e rf or m e d u si n g t -t e st. L e v el s of si g nifi c a n c e: *** ( p ≤ 0. 0 0 1).  

 

T a bl e  S 6 . I nfl u e n c e of H D A Ci/ H S P 9 0i p r ei n c u b ati o n o n ci s pl ati n s e n siti vit y of n o n -t u m o r c ell li n e 

H E K 2 9 3.  

pr ei n c u b ati o n c o n diti o n   I C 5 0  ( pI C5 0  ± S E M)  S F  

c o ntr ol   3. 0 9 ( 5. 5 1 ± 0. 0 2)  - 

2 n M l u mi n e s pi b   4. 4 7 ( 5. 3 5 ±  0. 0 3)  0. 7  

5 n M H S P 9 9 0   2. 6 0 ( 5. 5 9 ± 0. 0 5)  1. 2  

1 0 n M p a n o bi n o st at   2. 5 4 ( 5. 6 0 ± 0. 0 7)  1. 2  

3 5 0 n M L M K 2 3 5   1. 8 5 ( 5. 7 3 ± 0. 0 7)  1. 7  

D at a s h o w n a r e I C5 0  v al u e s i n µ M a n d pI C 5 0  ±  S E M  of ci s pl ati n aft e r a 7 2 h i n c u b ati o n d et e r mi n e d wit h M T T 

a s s a y s a g ai n st  H E K 2 9 3 c ell s . H E K 2 9 3 c ell s w er e p r ei n c u b at e d wit h t h e i n di c at e d i n hi bit o r s f o r 4 8 h p ri or t o 

ci s pl ati n a d mi ni st r ati o n . S hift f a ct o r s ( S F) w er e c al c ul at e d a s t h e r ati o of I C 5 0  of ci s pl ati n ( “ c o nt r ol ”) a n d t h e I C 5 0  

of t h e c o r r e s p o n di n g d r u g c o m bi n ati o n. G r a p h s a r e s h o w n i n Fi g u r e  7 . D at a w er e o bt ai n e d f r o m t h r e e 

i n d e p e n d e nt e x p e ri m e nt s e a c h c a r ri e d o ut i n t ri pli c at e s.  T h e s hift f a ct or s s h o w n w er e n ot si g nifi c a ntl y diff er e nt 

f r o m c o nt r ol. St ati sti c al a n al y si s w a s p e rf or m e d u si n g t -t e st. 
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T a bl e S 7 . R e s ult s of S T R a n al y si s of A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R  

L o ci  A 2 7 8 0  
A 2 7 8 0  

( E C A C C) 
A 2 7 8 0 Ci s R  

A 2 7 8 0 Ci s R  

( E C A C C) 

D 5 S 8 1 8  1 1, 1 2  1 1, 1 2  1 1, 1 2  1 1  

D 1 6 S 5 3 9  1 1, 1 3  1 1, 1 3  1 1, 1 3  1 1, 1 3  

v W A  1 5, 1 6  1 5, 1 6  1 5, 1 6  1 5, 1 6  

D 1 3 S 3 1 7  1 2, 1 3  1 2, 1 3  1 3  1 3  

C S F 1 P O  1 0, 1 1  1 0, 1 1  1 0, 1 1  1 0, 1 1  

T P O X  8, 1 0  8, 1 0  8  8, 1 0  

T H 0 1  6  6  6  6  

D 2 1 S 1 1  2 8  - 2 8  - 

D 7 S 8 2 0  1 0  1 0  1 0  1 0  

A M E L  X  X  X  X  

S h o w n a r e t h e r e s ult s of t h e s h o rt t a n d e m r e p e at ( S T R) a n al y si s of t h e c ell li n e s A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R. T h e r e s ult s 

w e r e c o m p ar e d wit h t h e d at a of t h e c ell b a n k E C A C C a n d it c a n b e st at e d t h at A 2 7 8 0 a n d A 2 7 8 0 Ci s R w e r e 

s u c c e s sf ull y a ut h e nti c at e d.  

1 5 0



  3 Er g e b ni s s e  

1 5 1  

3. 4  P u bli k ati o n 4  ( M a n u s kri pt) 

 

S y n er gi s m of t h e Cl a s s II a S el e cti v e Hi st o n e D e a c et yl a s e I n hi bit or C H DI -
0 0 3 9 0 5 7 6 a n d t h e Pr ot e a s o m e I n hi bit or B ort e z o mi b i n O v a ri a n C a n c e r  C ell Li n e s  

J a n J. B a n d oli k 1 , Al e x a n d er J. S k er h ut1 , A. H a m a c h er1 , M att hi a s U. K a s s a c k1  

1  I n stit ut f ür P h ar 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 nri c h-H ei n e -U ni v er sit ät D ü s s el d orf  

 

V e r öff e ntli c ht i n: ei n g er ei c ht b ei C a n c er s  a m  0 5. 0 3. 2 0 2 1  

B eitr a g: Er st a ut or e n s c h aft. D ur c hf ü hr u n g d er  E x p eri m e nt e ( A u s n a h m e: i s oli ert er 
E n z y mi n hi bit o n s a s s a y)  di e s er ( ei n g er ei c ht e n ) V er öff e ntli c h u n g. A u s w ert u n g  d er D at e n 
u n d V erf a s s e n d er er st e n V er si o n d e s M a n u s kri pt s.  

 

Z u s a m m e nf a s s u n g ( ü b er s et zt): D a s O v ari al k ar zi n o m h at di e mit A b st a n d 
s c hl e c ht e st e kli ni s c h e Pr o g n o s e u nt er d e n g y n ä k ol o gi s c h e n Kr e b s er kr a n k u n g e n. Ei n 
gr o ß e s Pr o bl e m i st di e i ntri n si s c h e o d er er w or b e n e R e si st e n z g e g e n Z yt o st ati k a wi e 
Pl ati n v er bi n d u n g e n. Di e s m a c ht di e Erf o r s c h u n g n e u arti g er B e h a n dl u n g s str at e gi e n f ür 
pl ati nr e si st e nt e K ar zi n o m e n ot w e n di g. E s i st b e k a n nt, d a s s e pi g e n eti s c h e St ör u n g e n , 
wi e ei n e er h ö ht e A kti vi er u n g v o n Hi st o n d e a c et yl a s e n ( H D A C s) , z ur C h e m or e si st e n z 
v o n Kr e b s b eitr a g e n. D a s Zi el di e s er St u di e w ar  e s, d e n B eitr a g d er Kl a s s e II a H D A C s 
z ur C h e m or e si st e n z v o n O v ari al k ar zi n o m e n z u u nt er s u c h e n. I n ei n e m P a n el v o n 1 0 
O v ari al k ar zi n o m -Z ellli ni e n –  b e st e h e n d a u s f ü nf P a ar en  v o n Ci s pl ati n -s e n siti v e n u n d 
Ci s pl ati n -r e si st e nt e n Z ellli ni e n - u nt er s u c ht e n wir di e K o m bi n ati o n d e s Kl a s s e II a 
s el e kti v e n H D A C -I n hi bit or s C H DI-0 0 3 9 0 5 7 6 ( C H DI) mit d e m Pr ot e a s o m -I n hi bit or 
B ort e z o mi b ( B T Z). Di e s e K o m bi n ati o n w ar i n A 2 7 8 0 - u n d T O V 2 1 G ci s R -Z e ll e n h o c h 
s y n er gi sti s c h, wi e di e S y n er gi e a n al y s e n a c h C h o u  u n d T al al a y (M T T -A s s a y) z ei gt e. 
C H DI v er st är kt e di e A p o pt o s ei n d u kti o n v o n B T Z d ur c h A kti vi er u n g v o n C a s p a s e 3/ 7. 
D ar ü b er hi n a u s v er st är kt e C H DI di e B T Z -i n d u zi ert e D N A-S c h ä di g u n g ( γ H 2 A X -
BIl d u n g ) u n d er h ö ht e di e E x pr e s si o n v o n pr o a p o pt oti s c h e n G e n e n wi e A P A F 1 , B A D , 
B A K , p 2 1  u n d F O X O . Z u s a m m e nf a s s e n d l ä s st si c h s a g e n, d a s s C H DI u n d B T Z ei n e 
h o c h s y n er gi sti s c h e K o m bi n ati o n d ar st ell e n, di e ü b er di e C a s p a s e 3/ 7 -i n d u zi ert e 
A p o pt o s ei n d u kti o n d ur c h er h ö ht e E x pr e s si o n v o n pr o a p o pt oti s c h e n G e n e n wir kt u n d 
s o mit d a s P ot e n zi al ei n er n e u arti g e n B e h a n dl u n g s str at e gi e f ür Ei er st o c k kr e b s bi et et.  



 

S y n er gi s m of t h e  Cl a s s II a  S el e cti v e Hi st o n e D e a c et yl a s e  I n hi bit o r 

C H DI -0 0 3 9 0 5 7 6 a n d t h e Pr ot e a s o m e  I n hi bit o r B ort e z o mi b i n O v ari a n 

C a n c er C ell Li n e s  

J a n J. B a n d oli k, Al e x a n d er J. S k er h ut, Al e x a n dr a H a m a c h er, M att hi a s U. K a s s a c k  

I n stit ut e f or P h ar m a c e uti c al a n d M e di ci n al C h e mi str y,  

D e p art m e nt of P h ar m a c e uti c al Bi o c h e mi str y, U ni v er sit y of D u e s s el d orf,  

4 0 2 2 5 D u e s s el d orf, G er m a n y  

 

Si m pl e S u m m ar y  

O v ari a n c a n c er h a s t h e w or st cli ni c al pr o g n o si s a m o n g g y n e c ol o gi c al c a n c er s. I ntri n si c or 

a c q uir e d r e si st a n c e a g ai n st c yt o st ati c dr u g s s u c h a s pl ati n u m c o m p o u n d s i s a m aj or pr o bl e m 

a n d r e q uir e s n o v el t h er a p e uti c str at e gi e s. E pi g e n eti c d y sr e g ul ati o n s, s u c h a s i n cr e a s e d 

hi st o n e d e a c et yl a s e ( H D A C) a cti vit y c o ntri b ut e s t o t h e d e v el o p m e nt of c h e m or e si st a n c e. 

W h er e a s t h e c o ntri b uti o n of cl a s s I H D A C s i s wi d el y a c c e pt e d, t h e r ol e of cl a s s II a H D A C s i n 

o v ari a n c a n c er c h e m o s e n siti vit y i s l e s s w ell u n d er st o o d. T h e ai m of t hi s st u d y w a s t o 

i n v e sti g at e cl a s s II a H D A C s a s n o v el t h er a p e uti c t ar g et s i n o v ari a n c a n c er. S el e cti v e a n d 

p ot e nt i n hi biti o n of cl a s s II a H D A C s b y C H DI -0 0 3 9 0 5 7 6 i n cr e a s e d t h e p ot e n c y of t h e 

pr ot e a s o m e i n hi bit or b ort e z o mi b i n a s y n er gi sti c m a n n er. T h e c o m bi n ati o n of C H DI -0 0 3 9 0 5 7 6 

a n d b ort e z o mi b i n cr e a s e d pr o -a p o pt oti c  g e n e e x pr e s si o n a n d i n d u c e d c a s p a s e 3/ 7 -m e di at e d 

a p o pt o si s. Cl a s s II a H D A C pl u s pr ot e a s o m e i n hi biti o n i s hi g hl y s y n er gi sti c a n d m a y c o n stit ut e 

a n o v el tr e at m e nt c o m bi n ati o n p arti c ul arl y i n c h e m or e si st a nt o v ari a n c a n c er.  

A b str a ct  

O v ari a n c a n c er h a s t h e p o o r e st cli ni c al pr o g n o si s a m o n g g y n e c ol o gi c c a n c er s. A m aj or 

pr o bl e m i s i ntri n si c or a c q uir e d r e si st a n c e t o c yt o st ati c dr u g s s u c h a s pl ati n u m c o m p o u n d s. 

T hi s w arr a nt s  t h e i n v e sti g atio n  of n o v el tr e at m e nt str at e gi e s f or pl ati n u m-r e si st a nt c a n c er s. 

E pi g e n eti c di st ur b a n c e s s u c h a s i n cr e a s e d a cti v ati o n of hi st o n e d e a c et yl a s e s ( H D A C s) ar e 

k n o w n t o c o ntri b ut e t o c a n c er c h e m or e si st a n c e. T h e ai m of t hi s st u d y w a s t o i n v e sti g at e t h e 

c o ntri b uti o n of cl a s s II a H D A C s t o o v ari a n c a n c er c h e m or e si st a n c e. I n a p a n el of 1 0 o v ari a n 

c a n c er c ell li n e s - fi v e p air s of ci s pl ati n-s e n siti v e a n d ci s pl ati n -r e si st a nt c ell li n e s –  w e 

e v al u at e d t h e c o m bi n ati o n of t h e cl a s s II a s el e cti v e H D A C i n hi bit or C H DI -0 0 3 9 0 5 7 6 ( C H DI) 

wit h t h e pr ot e a s o m e i n hi bit or b ort e z o mi b ( B T Z). T hi s  c o m bi n ati o n w a s hi g hl y s y n er gi sti c i n 

A 2 7 8 0 a n d T O V 2 1 G ci s R c ell s a s s h o w n b y s y n er g y a n al y si s (C h o u -T al al a y , M T T a s s a y). 

C H DI e n h a n c e d a p o pt o si s i n d u cti o n of B T Z b y a cti v ati o n of c a s p a s e 3/ 7. I n a d diti o n, C H DI 

a u g m e nt e d B T Z -i n d u c e d D N A d a m a g e ( γH 2 A X st ai ni n g) a n d i n cr e a s e d e x pr e s si o n of pr o -

a p o pt oti c g e n e s s u c h a s A P A F 1 , B A D , B A K , p 2 1 , a n d F O X O . I n c o n cl u si o n, cl a s s II H D A C 

a n d pr ot e a s o m e i n hi biti o n b y C H DI a n d B T Z ar e a hi g hl y s y n er gi sti c c o m bi n ati o n a cti n g vi a 

c a s p a s e 3/ 7 -i n d u c e d a p o pt o si s i n d u cti o n t hr o u g h i n cr e a s e d e x pr e s si o n of pr o-a p o pt oti c g e n e s, 

t h u s off er i n g t h e p ot e nti al of a n o v el tr e at m e nt str at e g y f or ( c h e m or e si st a nt) o v ari a n c a n c er.  

K e y w or d s  

o v ari a n c a n c er, hi st o n e d e a c et yl a s e ( H D A C) i n hi biti o n, pr ot e a s o m e i n hi bit or, b ort e z o mi b, 

C H DI -0 0 3 9 0 5 7 6, ci s pl ati n, ci s pl ati n r e si st a n c e , e pi g e n eti cs , cl a s s II a H D A C  i n hi biti o n 
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I ntr o d u cti o n 

O v ari a n c a n c er i s b y f ar t h e m o st l et h al c a n c er wit hi n t h e gr o u p of g y n e c ol o gi c c a n c er s 

( ut eri n e, br e a st, c er vi c al, v ul v ar, a n d o v ari a n c a n c er). C o m p ari n g fi v e -y e ar s ur vi v al r at e s wit hi n 

t hi s gr o u p, o v ari a n c a n c er s h o w s t h e w or st pr o g n o si s ( 4 7. 6 %, U S A; 4 3 %, G er m a n y), w hil e 

br e a st c a n c er s h o w s t h e b e st pr o g n o si s ( 8 9. 9 %, U S A; 8 8 %, G er m a n y) [ 1– 7] . O v ari a n c a n c er s 

c a n b e br o a dl y di vi d e d i nt o t w o gr o u p s: t y p e I a n d II. T y p e I i s t y pi c all y l e s s a g gr e s si v e a n d 

c o n si st s of s u bt y p e s e n d o m etri oi d c ar ci n o m a, cl e ar c ell c ar ci n o m a, m u ci n o u s c ar ci n o m a, a n d 

l o w-gr a d e s er o u s c ar ci n o m a ( L G S O C). T y p e II o v ari a n c a n c er s cli ni c all y s h o w a n a g gr e s si v e 

pr o gr e s si o n a n d m ai nl y i n cl u d e hi g h -gr a d e s er o u s o v ari a n c a n c er s ( H G S O C). H G S O C s ar e 

r a pi dl y gr o wi n g, e x hi bit g e n o mi c i n st a bilit y, a n d r e g ul arl y s h o w d y sf u n cti o n al t u m or 

s u p pr e s s or s [ 8, 9]. In c o h ort st u di e s c o n d u ct e d i n t h e U S A, it h a s b e e n s h o w n t h at 6 8 % of 

o v ari a n c a n c er c a s e s ar e t y p e II di s e a s e s [ 1 0, 1 1]. Pri m ar y tr e at m e nt o pti o n s i n cl u d e s ur gi c al 

e x ci si o n of t h e t u m or a n d c o m bi n e d c h e m ot h er a p y t h at i n cl u d e s pl ati n u m -c o nt ai ni n g c yt o st ati c  

a g e nt s s u c h a s ci s pl ati n or c ar b o pl ati n a n d p a clit a x el [ 1 2]. At t h e b e gi n ni n g, m o st o v ari a n 

c a n c er s ar e c h e m o s e n siti v e.  I n m a n y c a s e s, dr u g r e si st a n c e d e v el o p s d uri n g t h er a p y a n d 

l e a d s t o t h er a p e uti c f ail ur e a n d r el a p s e. T h e m e c h a ni s m s l e a di n g t o pl ati n u m r e si st a n c e ar e 

m ultif a ct ori al a n d c a n n ot b e c o u nt er e d b y i n cr e a si n g t h e d o s e of ci s -/ c ar b o pl ati n gi v e n t o t h e 

p ati e nt [ 1 3– 1 5] , m ai nl y si n c e i n cr e a si n g pl ati n u m d o s e s l e a d t o i nt ol er a bl e si d e eff e ct s 

( n e p hr o n-, ot o-, n e ur ot o xi cit y). E pi g e n eti c a b err ati o n s ar e m e a n w hil e w ell k n o w n t o c o ntri b ut e 

t o c h e m or e si st a n c e of c a n c er c ell s [ 1 6]. A p pr o a c h e s t o a d dr e s s c h e m or e si st a n c e i n cl u d e 

s y n er gi sti c c o m bi n ati o n t h er a pi e s t o i n cr e a s e pl ati n u m s e n siti vit y or t o pr e v e nt or d el a y t h e 

d e v el o p m e nt of dr u g r e si st a n c e [ 1 7, 18] . I n t hi s c o nt e xt, e pi g e n eti c m o d ul at or s s u c h a s hi st o n e 

d e a c et yl a s e i n hi bit or s ( H D A Ci) ar e s u bj e ct of pr e cli ni c al a n d cli ni c al r e s e ar c h a n d s h o w 

pr o mi si n g eff e ct s i n h e m at ol o gi c al a n d s oli d c a n c er s [ 1 9– 2 4] . O n t h e ot h er h a n d, t h e str at e g y 

of tr e ati n g a ci s pl ati n -r e si st a nt t u m or wit h ot h er c yt o st ati c dr u g s i s al s o a n a p pr o a c h wit h g o o d 

pr o s p e ct s. I n a pr e vi o u s st u d y, w e h a v e e x a mi n e d t h e u s e of p a n - a n d cl a s s I H D A Ci t o 

i n v e sti g at e t h e r e v er s al of ci s pl ati n c h e m or e si st a n c e i n H G S O C c ell s [ 1 9]. I n t h e c urr e nt  st u d y, 

t h e a p pr o a c h will b e p ur s u e d t o tr e at o v ari a n c a n c er c ell li n e s ( p air s of p ar e nt al a n d ci s pl ati n-

r e si st a nt s u b cl o n e s) wit h a c o m bi n ati o n of t h e cl a s s II a s el e cti v e H D A Ci C H DI -0 0 3 9 0 5 7 6 

( C H DI) a n d t h e pr ot e a s o m e i n hi bit or b ort e z o mi b ( B T Z). T h e  r ati o n al e b e hi n d t hi s a p pr o a c h i s 

t h at a c o m bi n ati o n of cl a s s II a H D A Ci a n d pr ot e a s o m e i n hi bit or s h a s b e e n s u c c e s sf ull y 

i d e ntifi e d a s s y n er gi sti c i n c a n c er c ell s s u c h a s m ulti pl e m y el o m a a n d p a n cr e ati c c a n c er b ut 

n ot y et i n o v ari a n c a n c er [ 2 5, 2 6]. 

H o m e o st a si s of t h e a c et yl ati o n l e v el of hi st o n e s a n d n o n -hi st o n e pr ot ei n s i s m ai nt ai n e d b y 

hi st o n e d e a c et yl a s e s ( H D A C s) a n d hi st o n e a c et yltr a n sf er a s e s ( H A T s). T h er e ar e el e v e n 

k n o w n zi n c -d e p e n d e nt H D A C i s o z y m e s ( H D A C 1 -1 1), w hi c h c a n b e di vi d e d i nt o f o ur cl a s s e s: 

cl a s s I ( H D A C 1 -3/ 8), cl a s s II a ( H D A C 4/ 5/ 7/ 9), cl a s s II b ( H D A C 6/ 1 0), a n d cl a s s I V ( H D A C 1 1). 

Cl a s s III c o n si st s of n o n -zi n c -d e p e n d e nt H D A C e n z y m e s, k n o w n a s sirt ui n s [ 2 7– 2 9] . H D A C 

e n z y m e s ar e k n o w n t o b e o v er e x pr e s s e d i n di v er s e c a n c er s, g e n er all y l e a di n g t o  

tr a n s cri pti o n al r e pr e s si o n [ 3 0]. N or m ali z ati o n of t h e d y sr e g ul at e d a c et yl ati o n st at u s of hi st o n e s 

a n d n o n -hi st o n e  pr ot ei n s u si n g H D A Ci i s a n e m er gi n g str at e g y t o i n cr e a s e t h e s e n siti vit y of 

t u m or c ell s t o ot h er c yt o st ati c dr u g s [ 1 9– 2 4] . Cl a s s II a H D A C s h av e b e e n l e s s i n v e sti g at e d s o 

f ar c o m p ar e d t o cl a s s I H D A C s. T h er e i s h o w e v er i n cr e a si n g k n o wl e d g e t h at cl a s s II a H D A C s 

c a n al s o c o ntri b ut e t o c a n c er pr olif er ati o n a n d c h e m or e si st a n c e [ 3 1, 3 2]. T h e m e c h a ni s m of 

a cti o n of H D A Ci m a y b e b a s e d o n d o w nr e g ul ati o n of a nti -a p o pt oti c g e n e s a n d u pr e g ul ati o n of 

pr o a p o pt oti c g e n e s [ 1 9, 2 0]. F urt h er m or e, H D A Ci c o ul d l e a d t o c ell c y cl e arr e st, w hi c h w o ul d 

r e s ult i n a p o pt o si s. H o w e v er, t h e e x a ct m e c h a ni s m of a cti o n i s n ot f ull y u n d er st o o d a n d i s t h e 

s u bj e ct of c urr e nt r e s e ar c h. F or o v ari a n c a n c er, o v er e x pr e s si o n of H D A C s, e s p e ci all y H D A C 1, 
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i s a s s o ci at e d wit h a p o or cli ni c al pr o g n o si s, a s t h e i n cr e a s e d e x pr e s si o n l e a d s t o a n i n cr e a s e 

i n t u m or a g gr e s si v e n e s s [ 3 3].  

T h e pr ot e a s o m e i s a c e ntr al p art of pr ot ei n q u alit y c o ntr ol i n c ell s. Pr ot ei n s i nt e n d e d f or 

d e gr a d ati o n ar e e n z y m ati c all y li n k e d t o t h e pr ot ei n u bi q uiti n a n d t h u s l a b el e d. 

P ol y u bi q uiti n at e d pr ot ei n s ar e b o u n d t o t h e pr ot e a s o m e vi a t h eir u bi q uiti n c h ai n a n d d e gr a d e d. 

T h e d e gr a d ati o n i s c arri e d o ut b y e n d o p e pti d a s e s. I n  m a m m ali a n c ell s, t h e 2 6 S pr ot e a s o m e 

i s e x pr e s s e d c o n si sti n g of a pr ot e ol yti c all y a cti v e 2 0 S s u b u nit a n d t w o r e g ul at or y a cti v e 1 9 S 

s u b u nit s. T h e c o n st a nt q u alit y c o ntr ol of pr ot ei n s b y t h e u bi q uiti n pr ot e a s o m e s y st e m ( U P S) i s 

a b a si s f or t h e m ai nt e n a n c e of  i m p ort a nt r e g ul at or y pr o c e s s e s a n d c ell h o m e o st a si s s u c h a s 

t h e c ell c y cl e or t h e i niti ati o n of a p o pt o si s [ 3 4– 3 8] . O v er e x pr e s si o n of g e n e s e n c o di n g s u b u nit s 

of t h e pr ot e a s o m e h a s b e e n s h o w n f or g y n e c ol o gi c c a n c er s l e a di n g t o i n cr e a s e d d e gr a d ati o n 

of a ntit u m or f a ct or s i n c a n c er c ell s [ 3 9, 4 0]. T h e pr ot e a s o m e i n hi bit or b ort e z o mi b w a s t h e fir st 

dr u g i n it s cl a s s t o b e a p pr o v e d b y t h e F D A i n t h e U. S. a n d b y t h e E M A i n E ur o p e f or t h e 

tr e at m e nt of m ulti pl e m y el o m a [ 4 1, 4 2]. W hil e pr ot e a s o m e i n hi bit or s s h o w g o o d cli ni c al effi c a c y 

i n h e m at ol o gi c c a n c er s, t hi s h a s n ot y et b e e n c o nfir m e d f or s oli d t u m or s d e s pit e pr o mi si n g 

pr e cli ni c al d at a [ 4 3]. H o w e v er, a p h a s e II cli ni c al tri al i n S o ut h K or e a i s c urr e ntl y i n v e sti g ati n g 

t h e u s e of B T Z i n p ati e nt s wit h ci s pl ati n-r e si st ant o v ari a n c a n c er i n c o m bi n ati o n wit h t h e D N A 

i nt er c al at or d o x or u bi ci n [ 4 4]. 

B a s e d o n t h e r e s ult s of st u di e s i n ot h er c a n c er e ntiti e s [ 2 5, 2 6], w e i n v e sti g at ed  i n t hi s st u d y 

w h et h er a t h er a p e uti c b e n efit w o ul d r e s ult fr o m t h e c o m bi n ati o n of t h e cl a s s II a s e l e cti v e 

H D A Ci C H DI a n d t h e pr ot e a s o m e i n hi bit or B T Z. Alt h o u g h t h e eff e ct of c o m bi ni n g t h e cl a s s I/II 

s el e cti v e H D A Ci tri c h o st ati n A wit h B T Z h a s alr e a d y b e e n st u di e d i n o v ari a n c a n c er [ 4 5, 4 6], 

t h e u s e of a hi g hl y s el e cti v e a n d p ot e nt cl a s s II a H D A Ci i n c o mbi n ati o n wit h B T Z h a s, t o t h e 

b e st of o ur k n o wl e d g e, n ot y et b e e n i n v e sti g at e d. Str o n g s y n er gi sti c eff e ct s of C H DI a n d B T Z 

w er e o b s er v e d i n A 2 7 8 0 a n d T O V 2 1 G c i s R a n d l e d t o c a s p a s e-m e di at e d a p o pt o si s i n d u cti o n 

wit h i n cr e a s e d D N A d o u bl e str a n d br e a k s.  

R e s ult s  

C h ar a ct eri z ati o n of t h e H u m a n O v ari a n C a n c er C ell Li n e s  

W e c h o s e h u m a n o v ari a n c a n c er c ell li n e s A 2 7 8 0, C a O V 3, H E Y, O V C A R 3, a n d T O V 2 1 G a s 

c ell ul ar m o d el s f or diff er e nt o v ari a n c a n c er t y p e s. W hil e A 2 7 8 0 a n d T O V 2 1 G r e pr e s e nt t y p e I 

di s e a s e s, C a O V 3, H E Y, a n d O V C A R 3 r e pr e s e nt t h e m or e a g gr e s si v e t y p e II di s e a s e s ( T a bl e 

1 ). I n a d diti o n, ci s pl ati n-r e si st a nt s u b cl o n e s ( ci s R) of t h e fi v e c ell li n e s w er e al s o i n cl u d e d i n 

t hi s st u d y. Ci s R cl o n e s w er e g e n er at e d a c c or di n g t o m et h o d s pr e vi o u sl y p u bli s h e d mi mi c ki n g 

t h e cli ni c al tr e at m e nt sit u ati o n [ 4 7]. 
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T a bl e 1 . O v e r vi e w of o v a ri a n c a n c e r c ell li n e s. 

C ell Li n e  G r a d e  C ell T y p e  R ef er e n c e s  

A 2 7 8 0  - 
e n d o m etri oi d c ar ci n o m a  

( d eri v e d fr o m pri m ar y t u m or) 
( 4 8– 5 2)  

C a O V 3  - 
hi g h gr a d e s er o u s a d e n o c ar ci n o m a  

( d eri v e d fr o m pri m ar y t u m or)  
( 4 8, 5 3– 5 5)  

H E Y  - 
hi g h gr a d e s er o u s a d e n o c ar ci n o m a  

( d eri v e d fr o m p a pill ar y d e p o sit) 
( 5 2– 5 4, 5 6)  

O V C A R 3  III 
hi g h gr a d e s er o u s a d e n o c ar ci n o m a  

( d eri v e d fr o m a s cit e s) 
( 4 8, 5 2, 5 7) 

T O V 2 1 G  III 
cl e ar c ell c ar ci n o m a  

( h y p er m ut at e d, d eri v e d fr o m pri m ar y t u m or)  
( 4 8, 5 4, 5 8, 5 9) 

I nf or m ati o n s h o w n w er e g at h er e d fr o m diff er e nt lit er at ur e r ef er e n c e s a s i n di c at e d. 

Fir st, t h e ci s pl ati n s e n siti vit y of t h e c ell li n e s a n d t h e r e si st a n c e f a ct or b et w e e n s e n siti v e 

p ar e nt al c ell li n e s a n d t h eir ci s pl ati n -r e si st a nt s u b cl o n e s w er e d et er mi n e d (Fi g ur e 1 , T a bl e 2 ). 

 
Fi g u r e 1 . Ci s pl ati n s e n siti vit y of t h e o v a ri a n c a n c e r c ell li n e s. C ell vi a bilit y w a s m e a s ur e d b y M T T a s s a y aft er 

7 2 h i n c u b ati o n wit h diff er e nt c o n c e ntr ati o n s of ci s pl ati n. D at a s h o w n ar e t h e m e a n ± 9 5 % c o nfi d e n c e i nt er v al of 

at l e a st t w o i n d e p e n d e nt e x p eri m e nt s  e a c h c arri e d o ut i n at l e a st tri pli c at e s. T h e c ell li n e s p e cifi c I C 5 0  v al u e s ar e 

s h o w n i n  T a bl e 2 . R e si st a n c e f a ct or s  w er e  c al c ul at e d b y di vi di n g t h e I C 5 0  v al u e s of t h e r e si st a nt c ell li n e s b y t h e 

I C5 0  v al u e s of t h e p ar e nt al  c ell li n e s. St ati sti c al a n al y si s w a s p erf or m e d u si n g t -t e st.  

L e v el s of si g nifi c a n c e:  * ( p ≤ 0. 0 5); ** ( p ≤ 0. 0 1); *** ( p ≤ 0. 0 0 1).  

T h e I C 5 0  v al u e s of t h e p ar e nt al c ell li n e s t o ci s pl ati n r a n g e fr o m 4. 5 2 µ M f or C a O V 3 t o 1 6. 2 
µ M f or O V C A R 3, w hil e t h e ci s pl ati n -r e si st a nt s u b cl o n e s s h o w ci s pl ati n I C5 0  v al u e s fr o m 6. 5 7 
f or C a O V 3 cis R t o 5 7. 0 µ M f or H E Y ci s R. T h e hi g h e st r e si st a n c e f a ct or ( 8. 2 4) wit hi n a p air of 
c ell li n e s w a s a c hi e v e d f or H E Y a n d H E Y ci s R c ell s . T h e d at a ar e s u m m ari z e d i n T a bl e 2 . I n 
lit er at ur e, ci s pl ati n pl a s m a l e v el s of 1. 9 0 t o 8. 7 2 µ M ar e r e p ort e d i n p ati e nt s ( cm a x  r e a c h e d 
aft er 1 -1. 5 h) [ 6 9]. 

T a bl e 2 . I C5 0 , pI C 5 0 , a n d r e si st a n c e f a ct or s f or ci s pl ati n aft e r 7 2 h i n c u b ati o n. 
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C ell Li n e  I C5 0  [ µ M] pI C 5 0  ± S E M   C ell Li n e  I C5 0  [ µ M] pI C 5 0  ± S E M   R F  

A 2 7 8 0  6. 4 2  5. 1 9 ± 0. 0 2   A 2 7 8 0 ci s R  1 5. 8  4. 8 0 ± 0. 0 2   2 .4 6  

C a O V 3  4. 5 2  5. 3 5 ± 0. 0 2   C a O V 3 ci s R  6. 5 7  5. 1 8 ± 0. 0 2   1 .4 5  

H E Y  6. 9 2  5. 1 6 ± 0. 0 2   H E Y ci s R  5 7. 0  4. 2 4 ± 0. 1 1   8 .2 4  

O V C A R 3  1 6. 2  4. 7 9 ± 0. 0 3   O V C A R 3 ci s R  4 9. 8  4. 3 0 ± 0. 0 7   3 .0 7  

T O V 2 1 G  1 2. 9  4. 8 9 ± 0. 0 5   T O V 2 1 G ci s R  2 3. 1  4. 6 4 ± 0. 0 1   1 .7 9  

D at a s h o w n ar e t h e m e a n of p o ol e d d at a fr o m at l e a st t w o e x p eri m e nt s, e a c h c arri e d o ut i n at l e a st tri pli c at e s.  

I n t er m s of p ar e nt al c ell li n e s, it a p p e ar s t h at i niti al ci s pl ati n s e n siti vit y d o e s n ot n e c e s s aril y 

d e p e n d o n t h e t y p e of o v ari a n c a n c er. C o n si d eri n g a b o v e -m e nti o n e d cli ni c all y a c hi e v a bl e 

pl a s m a c o n c e ntr ati o n s of ci s pl ati n, all p ar e nt al c ell li n e s s h o w o nl y m o d er at e ci s pl ati n 

s e n siti vit y or e v e n ci s pl ati n r e si st a n c e , p arti c ul arl y O V C A R 3 a n d T O V 2 1 G. Tr e at m e nt wit h 

i nt er mitt e nt c o n c e ntr ati o n s of ci s pl ati n all o w s a c q uir e d ci s pl ati n r e si st a n c e t o d e v el o p i n all fi v e 

c ell li n e s. E x c e pt f or C a O V 3 ci s R, all s u b cl o n e s n o w e x hi bit I C 5 0  v al u e s f or ci s pl ati n t h at ar e 

o ut si d e cli ni c all y a c hi e v a bl e c o n c e ntr ati o n s , m e a ni n g a p ati e nt w o ul d a p p e ar a s 

c h e m or e si st a nt. I n a pr e vi o u s p a p er, w e co ul d d e m o n str at e a s e n siti z ati o n of o v ari a n c a n c er 

c ell s a g ai n st ci s pl ati n b y tr e at m e nt wit h cl a s s I H D A C i n hi bit or s. H er e, w e t e st e d t h e 

c o m bi n ati o n of ci s pl ati n a n d C H DI  w hi c h h o w e v er yi el d e d o nl y v er y l o w s hift f a ct or s (l e s s t h a n 

2) a n d di d n ot t ur n o ut  a s s y n er gi sti c - i n c o ntr a st t o cl a s s I H D A Ci ( d at a n ot s h o w n). W e t h u s 

l o o k e d f or alt er n ati v e tr e at m e nt s f or ci s pl ati n-r e si st a nt o v ari a n c a n c er c ell s. Lit er at ur e r e p ort s 

o n pr o mi si n g c o m bi n ati o n s  of cl a s s II a H D A Ci a n d pr ot e a s o m e i n hi bit or s t h at h a v e  b e e n 

i d e ntifi e d a s s y n er gi sti c i n m ulti pl e m y el o m a a n d p a n cr e ati c c a n c er b ut n ot y et t e st e d i n o v ari a n 

c a n c er [ 2 5, 2 6]. W e t h u s f oll o w e d u p o n t h at a p pr o a c h a n d a p pl i e d a c o m bi n ati o n of t h e cl a s s 

II a H D A Ci C H DI a n d B T Z t o o ur o v ari a n c a n c er c ell li n e s.  
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C yt o t o xi c Eff e ct s of C H DI-0 0 3 9 0 5 7 6 ( C H DI) a n d b ort e z o mi b  

W e fir st  a n al y z e d t h e a nti pr olif er ati v e a n d c yt ot o xi c eff e ct of C H DI a n d B T Z u si n g M T T a s s a y 
aft er a 7 2 h i n c u b ati o n p eri o d. R e s ult s ar e s h o w n i n  T a bl e 3  f or C H DI a n d i n T a bl e 4  f or B T Z. 

T a bl e 3 . I C5 0  a n d pI C 5 0  f or C H DI aft e r 7 2 h i n c u b ati o n. 

C ell Li n e  I C5 0  [ µ M] pI C 5 0  ± S E M   C ell Li n e  I C5 0  [ µ M] pI C 5 0  ± S E M   Si g  

A 2 7 8 0  1 6. 4  4. 7 9 ± 0. 0 3   A 2 7 8 0 ci s R  8. 5 8  5. 0 7 ± 0. 0 1   **  

C a O V 3  3 7. 2  4. 4 3 ± 0. 0 2   C a O V 3 ci s R  1 3. 6  4. 8 7 ± 0. 0 2   ***  

H E Y  3 9. 7  4. 4 0 ± 0. 0 4   H E Y ci s R  7. 8 9  5. 1 0 ± 0. 0 6   **  

O V C A R 3  1 6. 7  4. 7 8 ± 0. 0 9   O V C A R 3 ci s R  2 1. 1  4. 6 8 ± 0. 0 8   n s  

T O V 2 1 G  4. 9 5  5. 3 1 ± 0. 0 5   T O V 2 1 G ci s R  1 8. 0  4. 7 5 ± 0. 1 2   * 

D at a s h o w n ar e t h e m e a n of p o ol e d d at a fr o m at l e a st t w o e x p eri m e nt s, e a c h c arri e d o ut i n at l e a st tri pli c at e s.  

T h e c ol u m n Si g  i n di c at e s w h et h er t h er e i s a si g nifi c a nt diff er e n c e b et w e e n t h e I C 5 0  v al u e s f or C H DI of t h e 

p ar e nt al  c ell li n e a n d t h e ci s pl ati n r e si st a nt s u b cl o n e. St ati sti c al a n al y si s w a s p erf or m e d u si n g t -t e st.  

L e v el s of si g nifi c a n c e: n s ( p > 0. 0 5); * (p ≤ 0. 0 5); ** ( p ≤ 0. 0 1); *** ( p ≤ 0. 0 0 1).  

I C5 0  v al u e s of C H DI f or t h e fi v e p ar e nt al c ell li n e s v ar y fr o m 4. 9 5 µ M f or T O V 2 1 G t o 3 9. 7 µ M 

f or H E Y. C o m p ar e d wit h t h eir ci s pl ati n r e si st a nt s u b cl o n e s, it c a n b e s e e n t h at a c q uir e d 

ci s pl ati n r e si st a n c e h a s a n i m p a ct o n C H DI s e n siti vit y ( u p or d o w n) e x c e pt f or  

O V C A R 3/ O V C A R 3 ci s R: I C 5 0  v al u e s f or C H DI at A 2 7 8 0 ( A 2 7 8 0 ci s R: 8. 5 8 µ M), C a O V 3 

( C a O V 3 ci s R: 1 3. 6 µ M), a n d H E Y ( H E Y ci s R: 7. 8 9 µ M) d e cr e a s e d aft er t h e d e v el o p m e nt of 

ci s pl ati n r e si st a n c e. O nl y f or T O V 2 1 G, t h e I C 5 0  v al u e i n cr e a s e d fr o m 4. 9 6 µ M ( p ar e nt al) t o 

1 8. 0 µ M i n T O V 2 1 G ci s R  c ell s . T h er e i s a t e n d e n c y f or t h e o v ari a n c a n c er t y p e I c ell li n e s 

A 2 7 8 0 a n d T O V 2 1 G t o s h o w l o w er I C 5 0  v al u e s t o w ar d s C H DI t h a n t h e t y p e II c ell li n e s u s e d . 

T a bl e 4 . I C5 0  a n d pI C 5 0  f or B T Z aft e r 7 2 h i n c u b ati o n. 

C ell Li n e  I C5 0  [ n M] pI C 5 0  ± S E M   C ell Li n e  I C5 0  [ n M] pI C 5 0  ± S E M   Si g  

A 2 7 8 0  4 2. 1  7. 3 8 ± 0. 0 2   A 2 7 8 0 ci s R  9 7. 7  7. 0 1 ± 0. 0 9   **  

C a O V 3  2 2. 6  7. 6 5 ± 0. 0 3   C a O V 3 ci s R  1 5. 9  7. 8 0 ± 0. 0 4   * 

H E Y  5 0. 5  7. 3 0 ± 0. 0 3   H E Y ci s R  2 4. 5  7. 6 1 ± 0. 1 2   **  

O V C A R 3  1 8. 5  7. 7 3 ± 0. 0 4   O V C A R 3 ci s R  1 8 0  6. 7 5 ± 0. 1 6   * 

T O V 2 1 G  2 1. 0  7. 6 8 ± 0. 0 5   T O V 2 1 G ci s R  4 9. 8  7. 3 0 ± 0. 0 4   **  

D at a s h o w n ar e t h e m e a n of p o ol e d d at a fr o m at l e a st t w o e x p eri m e nt s, e a c h c arri e d o ut i n at l e a st tri pli c at e s.  

T h e c ol u m n Si g  i n di c at e s w h et h er t h er e i s a si g nifi c a nt diff er e n c e b et w e e n t h e I C5 0  v al u e s f or B T Z  of t h e p ar e nt al  

c ell li n e a n d t h e ci s pl ati n r e si st a nt s u b cl o n e. St ati sti c al a n al y si s w a s p erf or m e d u si n g t -t e st.  

L e v el s of si g nifi c a n c e: * ( p ≤ 0. 0 5); ** ( p ≤ 0. 0 1).  

F or  B T Z, I C 5 0  v al u e s of t h e p ar e nt al  o v ari a n c a n c er c ell li n e s r a n g e fr o m 1 8. 5 n M f or O V C A R 3 

t o 5 0. 5 n M f or H E Y. T h e I C5 0  v al u e s of B T Z i n t h e ci s pl ati n r e si st a nt s u b cl o n e s v ari e d fr o m 

1 5. 9 n M f or C a O V 3 ci s R t o 1 8 0 n M f or O V C A R 3 ci s R. L it er at ur e d at a s h o w pl a s m a 

c o n c e ntr ati o n s of B T Z of ar o u n d 5 0 0 n M aft er i ntr a v e n o u s a n d 5 5 n M aft er s u b c ut a n e o u s 

a p pli c ati o n  ( cm a x ) [ 7 0]. A n effi ci e nt cli ni c al i n hi biti o n b y B T Z i s n ot cl e ar c o n si d eri n g t h e hi g h 

I C5 0  v al u e s of B T Z, p arti c ul arl y i n A 2 7 8 0 ci s R a n d O V C A R 3 ci s R c ell s. F or all fi v e c ell li n e p air s, 

B T Z s e n siti vit y w a s si g nifi c a ntl y aff e ct e d b y a c q uir e d ci s pl ati n r e si st a n c e. I n t h e c a s e of C a O V 3 

a n d H E Y, t h e I C 5 0  of B T Z d e cr e a s e d a n d i n A 2 7 8 0, O V C A R 3, a n d T O V 2 1 G it i n cr e a s e d. 

W h er e a s B T Z s e n siti vit y d e cr e a s e d i n ci s pl ati n -r e si st a nt t y p e I c ell li n e s ( A 2 7 8 0, T O V 2 1 G), 

ci s pl ati n -r e si st a nt t y p e II c ell li n e s ( C A O V 3, H E Y, O V C A R 3) di s pl a y e d a mi x e d B T Z s e n siti vit y.  
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I n v e sti g ati o n of t h e C yt ot o xi c Eff e ct of t h e C o m bi n ati o n of C H DI a n d B T Z 

T o i n v e sti g at e a p ot e nti al s u p er a d diti v e or s y n er gi sti c eff e ct of a c o m bi n ati o n  tr e at m e nt wit h 

C H DI a n d B T Z, t h e t e n o v ari a n c a n c er c ell li n e s w er e i n c u b at e d f or 7 2 h wit h B T Z a n d C H DI 

i n co n c e ntr ati o n s b a s e d o n t h eir I C 1 0  t o I C5 0  v al u e s. F or C H DI, t hi s g e n er all y r e s ult e d i n 

c o n c e ntr ati o n s i n t h e si n gl e -di git mi cr o m ol ar r a n g e a n d f or B T Z i n t h e mi d -d o u bl e -di git 

n a n o m ol ar r a n g e.  Fi g ur e 2 A s h o w s t h e s u p er a d diti v e eff e ct of 4 µ M / 6 µ M C H DI wit h diff er e nt 

c o n c e ntr ati o n s of B T Z i n A 2 7 8 0 c ell s. Fi g ur e 2 D s h o w s s i mil ar d at a f or T O V 2 1 G ci s R c ell s. 

Si mil ar eff e ct s, b ut t o a l e s s er e xt e nt, w er e o bt ai n e d f or  A 2 7 8 0 ci s R ( Fi g ur e 2 B) a n d T O V 2 1 G 

(Fi g ur e 2 C) a s w ell a s t h e H G S O C c ell li n e s C a O V 3ci s R , H E Y, a n d O V C A R 3  ( S Fi g ur e 1 , 

S T a bl e 1 ), b ut n ot f or C a O V 3, H E Y ci s R, a n d O V C A R 3 ci s R  (d at a n ot s h o w n) .  

 
( A) A 2 7 8 0 

 
( B) A 2 7 8 0ci s R  
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( C) T O V 2 1 G 

 
( D) T O V 2 1 G ci s R 

Fi g u r e 2 . C o m bi n e d c yt ot o xi c eff e ct s of B T Z a n d C H DI. A 2 7 8 0 ( A), A 2 7 8 0 ci s R ( B), T O V 2 1 G ( C), a n d 
T O V 2 1 G ci s R ( D) c ell s w er e tr e at e d f or 7 2 h wit h t h e i n di c at e d c o n c e ntr ati o n s of B T Z a n d/ or C H DI. D at a s h o w n 

ar e t h e c yt ot o xi c eff e ct  n or m ali z e d t o v e hi cl e ( u ntr e at e d)  c o ntr ol ( m e a n ± S D ; n ≥ 3).  

T h e q u a ntifi e d s u p er a d diti v e c yt ot o xi c eff e ct i s s h o w n i n T a bl e 5 . 
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T a bl e 5 . S u p e r a d diti v e c yt ot o xi c eff e ct of B T Z a n d C H DI i n A 2 7 8 0/ ci s R a n d T O V 2 1 G/ ci s R.  

A 2 7 8 0  
C H DI [ µ M]  

T O V 2 1 G  
C H DI [ µ M]  

4  6  2  4  

B
T

Z 
[

n
M]

 

5  0. 6 %  6. 6 %  

B
T

Z 
[

n
M]

 

5  *  1. 3 %  

1 0  7. 3 %  1 6 %  1 0  3. 9 %  2. 9 %  

2 0  4 2 %  3 2 %  2 0  1. 1 %  8. 5 %  

3 0  3 8 %  3 1 %  3 0  5. 5 %  1 1 %  

4 0  3 4 %  1 8 %  4 0  3. 0 %  1. 8 %  

A 2 7 8 0 ci s R  
C H DI [ µ M]  

T O V 2 1 G ci s R  
C H DI [ µ M]  

6  4  6  8  

B
T

Z 
[

n
M]

 

5  *  

B
T

Z 
[

n
M]

 

5  *  * 1. 9 %  

1 0  * 1 0  * 1 6 %  3 9 %  

2 0  * 2 0  1 5 %  4 5 %  6 4 %  

3 0  2. 9 %  3 0  3 0 %  4 5 %  5 3 %  

4 0  7. 4 %  4 0  2 5 %  4 0 %  4 4 %  

D at a s h o w n ar e s u p er a d diti v e c yt ot o xi c eff e ct of t h e c o m bi n ati o n tr e at m e nt s wit h B T Z a n d C H DI c orr e s p o n di n g t o 

t h e r e s ult s s h o w n i n Fi g ur e 2 . Eff e ct s w er e a dj u st e d t o v e hi cl e c o ntr ol. * i n di c at e d c al c ul at e d s u p er a d diti v e eff e ct s 

< 0 %. D at a s h o w n ar e m e a n wit h  n ≥ 3 . 

N e xt, t h e c ell li n e s o bt ai ni n g t h e hi g h e st s u p er a d diti v e eff e ct s ( A 2 7 8 0 a n d T O V 2 1 G ci s R 

(Fi g ur e 2 A/ D, T a bl e 5 )) w er e u s e d t o a n al y z e if t h er e i s dr u g s y n er gi s m b et w e e n C H DI a n d 

B T Z a c c o r di n g t o t h e m et h o d of C h o u -T al al a y  u si n g M T T a s s a y [ 7 1, 7 2]. C o n c e ntr ati o n s of 

C H DI a n d B T Z w er e c h o s e n t o a c hi e v e a fr a cti o n aff e ct e d (f a ; l e v el of c ell vi a bilit y i n hi biti o n) 

b et w e e n 0. 1 a n d 0. 9 i n t h e C h o u -T al al a y -a n al y si s. C o m bi n ati o n i n di c e s ( CI) w er e c al c ul at e d 

a n d ar e pr e s e nt e d i n T a bl e 6  f or A 2 7 8 0 a n d T O V 2 1 G ci s R c ell s .  

T a bl e 6 . S y n e r gi s m st u di e s ( CI v al u e s) b et w e e n  C H DI a n d B T Z i n A 2 7 8 0 a n d T O V 2 1 G ci s R.  

   B T Z [ n M]  

   A 2 7 8 0   T O V 2 1 G ci s R  

   2. 5  5  1 0  2 0  3 0   5  1 0  2 0  3 0  4 0  

C
H

DI
 [

µ
M]

 2   * * * 0. 3 5  0. 3 0   * * * 0. 5 1  0. 4 3  

4   0. 4 7  0. 4 9  0. 5 3  0. 3 6  0. 3 1   * * 0. 6 4  0. 5 5  0. 4 8  

6   0. 5 9  0. 5 6  0. 4 9  0. 3 8  0. 3 8   * * 0. 7 5  0. 6 5  0. 5 9  

8   0. 6 0  0. 5 6  0. 4 8  0. 4 5  0. 4 5   0. 9 1  0. 9 0  0. 7 5  0. 6 9  0. 6 4  

D at a s h o w n  ar e c o m bi n ati o n i n di c e s ( CI) c al c ul at e d u si n g C al c u s y n 2. 1  b a s e d o n t h e C h o u -T al al a y m et h o d. CI > 

1. 1 i n di c at e s  a nt a g o ni s m, 0. 9 < CI < 1. 1 i n di c at e s a n a d diti v e eff e ct, a n d CI < 0. 9 i n di c at e s s y n er gi s m. * m e a n s 

fr a cti o n aff e ct e d i s l e s s t h a n 0. 1 0. V al u e s ar e t h e m e a n of t hr e e e x p eri m e nt s . S D i s < 1 0 % of t h e m e a n. 

C o n si d eri n g t h e CI v al u e s o bt ai n e d, it c a n b e s e e n t h at t h e c yt ot o xi c eff e ct of t h e c o m bi n ati o n 

of t h e H D A Ci C H DI a n d t h e pr ot e a s o m e i n hi bit or B T Z pr o v e d  t o b e s y n er gi sti c i n b ot h c ell li n e s 

A 2 7 8 0 a n d T O V 2 1 G ci s R. CI v al u e s of e v e n l e s s t h a n 0. 5 0 ar e s e e n f or s o m e c o m bi n ati o n s, 

i n di c ati n g str o n g s y n er gi s m. 
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P ot e nti ati n g Eff e ct of a Fi x e d C o n c e ntr ati o n of C H DI o n t h e C yt ot o xi cit y of B T Z  

T o i n v e sti g at e t h e eff e ct of c o -i n c u b ati o n of t h e cl a s s II a H D A Ci C H DI o n t h e c yt ot o xi c p ot e n c y  

of B T Z, c o n c e ntr ati o n -eff e ct c ur v e s of  B T Z w er e d et er mi n e d i n t h e a b s e n c e a n d i n t h e 

pr e s e n c e of C H DI i n A 2 7 8 0 a n d T O V 2 1 G c ell s ( p ar e nt al a n d ci s pl ati n -r e si st a nt). R e s ult s ar e 

s h o w n i n Fi g ur e 3 . 

  
( A) A 2 7 8 0 ( B) A 2 7 8 0 ci s R 

  
(C ) T O V 2 1 G ( D) T O V 2 1 G ci s R 

Fi g u r e 3 . Eff e ct of c oi n c u b ati o n wit h C H DI o n t h e c yt ot o xi cit y of B T Z. A 2 7 8 0 ( A) , A 2 7 8 0 ci s R ( B), T O V 2 1 G 
( C), a n d T O V 2 1 G ci s R ( D ) c ell s w er e tr e at e d wit h i n cr e a si n g c o n c e ntr ati o n s of B T Z f or 4 8 h. A s i n di c at e d t h e c ell s 
w er e tr e at e d wit h diff er e nt c o n c e ntr ati o n s of B T Z a n d c o -i n c u b at e d wit h t h e i n di c at e d c o n c e ntr ati o n of C H DI. D at a 

s h o w n ar e n or m ali z e d t o v e hi cl e c o ntr ol a n d m e a n ± S D of at l e a st t w o e x p eri m e nt s e a c h c arri e d o ut i n at l e a st  
tri pli c at e s. I C5 0  v al u e s d eri v e d fr o m t h e s e c ur v e s ar e s h o w n i n  T a bl e 7 . 

B a s e d o n t h e o bt ai n e d c o n c e ntr ati o n -eff e ct c ur v e s, I C 5 0  v al u e s w er e c al c ul at e d f or B T Z wit h 
a n d wit h o ut C H DI c o -i n c ub ati o n. Fr o m t h e s e I C 5 0  v al u e s, a s hift f a ct or ( S F) w a s c al c ul at e d 
d e s cri bi n g t h e d e gr e e t o w hi c h C H DI c o ul d i n cr e a s e t h e p ot e n c y of B T Z. T h e c al c ul at e d I C 5 0  
v al u e s, pI C 5 0  ± S E M, a n d s hift f a ct or s ar e s h o w n i n  T a bl e 7 . 
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T a bl e 7 . I nfl u e n c e of c o-i n c u b ati o n wit h C H DI o n B T Z c yt ot o xi cit y.  

C ell Li n e  Tr e at m e nt  
B T Z  

S F  Si g.  
I C5 0  [ n M] pI C 5 0  ± S E M  

A 2 7 8 0  
4 8 h B T Z  1 0. 1  8. 0 0 ± 0. 0 1  

6. 0 5  ***  
c oi n c 5 µ M C H DI  1. 6 7  8. 7 8 ± 0. 0 7  

A 2 7 8 0 ci s R  
4 8 h B T Z  1 5. 5  7. 8 1 ± 0. 0 2  

1. 9 3  **  
c oi n c 5 µ M C H DI  8. 0 3  8. 1 0 ± 0. 0 4  

T O V 2 1 G  
4 8 h B T Z  9. 6 4  8. 0 2 ± 0. 0 1  

1. 9 8  * 
c oi n c 7. 5 0 µ M C H DI  4. 8 8  8. 3 1 ± 0. 0 4  

T O V 2 1 G ci s R  
4 8 h B T Z  7. 7 8  8. 1 1 ± 0. 0 2  

1 2. 3  ***  
c oi n c 7. 5 0 µ M C H DI  0. 6 3  9. 2 0 ± 0. 0 4  

D at a s h o w n ar e t h e m e a n of p o ol e d d at a fr o m at l e a st t hr e e e x p eri m e nt s, e a c h c arri e d o ut i n at l e a st tri pli c at e s. 

S hift f a ct or s ( S F) w er e c al c ul at e d b y di vi di n g t h e I C 5 0  v al u e s wit h o ut a n d wit h C H DI c o -i n c u b ati o n. St ati sti c al 

a n al y si s w a s p erf or m e d u si n g t -t e st. L e v el of si g nifi c a n c e: *** ( p ≤ 0. 0 0 1). 

I n A 2 7 8 0 a n d T O V 2 1 G c ell s ( p ar e nt al a n d ci s pl ati n-r e si st a nt), C H DI w a s a bl e t o si g nifi c a ntl y 

e n h a n c e  t h e c yt ot o xi cit y of B T Z i n a 4 8 h c o-i n c u b ati o n. Hi g h e st s hift f a ct or s w er e o bt ai n e d i n 

A 2 7 8 0 a n d T O V 2 1 G ci s R  c ell s. I n A 2 7 8 0 c ell s, 5 µ M C H DI d e cr e a s e d t h e I C 5 0  v al u e of B T Z 

fr o m 10. 1  n M t o 1. 6 7  n M ( S F = 6. 0 5 ). 7. 5 0 µ M C H DI r e d u c e d t h e I C 5 0  v al u e of B T Z fr o m 7. 7 8 

n M t o 0. 6 3 n M ( S F = 1 2. 3) i n T O V 2 1 G ci s R c ell s.  

T o t e st w h et h er t h e r e s ult s f o u n d w er e d e p e n d e nt o n t h e ci s pl ati n r e si st a n c e st at u s of t h e c ell 
li n e s, w e p erf or m e d c orr e s p o n di n g e x p eri m e nt s o n A 2 7 8 0 ci s R a n d T O V 2 1 G (T a bl e 7 ). I n 
A 2 7 8 0 ci s R c ell s, c o -i n c u b ati o n wit h 5 µ M C H DI r e d u c e d t h e 4 8 h I C5 0  v al u e of B T Z fr o m 1 5. 5 
n M t o 8. 0 3 n M ( S F = 1. 9 3). C o -i n c u b ati o n wit h 7. 5 0 µ M C H DI d e cr e a s e d t h e 4 8 h I C5 0  v al u e 
of B T Z o n T O V 2 1 G fr o m 9. 6 4 n M t o 4. 8 8 n M ( S F = 1. 9 8). D e s pit e st ati sti c al si g nifi c a n c e, t h e 
s hift f a ct or s a c hi e v e d ar e s u b st a nti all y l o w er t h a n t h o s e o bt ai n e d wit h A 2 7 8 0 ( S F = 6. 0 5) a n d 
T O V 2 1 G ci s R ( S F = 1 2. 3) c ell s, i n di c ati n g t h at t h e ci s pl ati n r e si st a n c e st at u s d o e s n ot pr e di ct 
t h e eff e ct of t h e cl a s s II a H D A Ci C H DI.  

H D A C -E n z y m e I n hi biti o n Pr ofil e of C H DI  

N e xt, w e w a nt e d t o e n s ur e t h at C H DI e x ert s it s s y n er gi sti c eff e ct s wit h B T Z (i n cr e a s e of B T Z 
c yt ot o xi cit y) b y i n hi biti o n of cl a s s II a a n d n ot cl a s s I H D A C s. W e t h u s i n v e sti g at e d t h e H D A C 
i n hi bit or y pr ofil e of C H DI o n ni n e H D A C i s o e nz y m e s  a n d r e -c o nfir m e d t h e lit er at ur e-k n o w n 
H D A C i n hi biti o n pr ofil e  [ 7 3]. R e s ult s ar e s h o w n i n T a bl e 8 .  
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T a bl e 8 . I C5 0  of C H DI o n H D A C i s o e n z y m e s.  

Cl a s s  I s o e n z y m e I C5 0  [ µ M] pI C 5 0  ± S E M  

I 

1  1 2 0  3. 9 2 ± 0. 1 0  

2  3 0 0  3. 5 2 ± 0. 1 5  

3  4 5. 6  4. 3 4 ± 0. 1 0  

8  2 4. 8  4. 6 1 ± 0. 0 2  

II a 

4  0. 1 0  7. 0 1 ± 0. 0 3  

5  0. 1 1  6. 9 7 ± 0. 0 4  

7  0. 1 3  6. 9 0 ± 0. 0 7  

II b 6  5. 9 8  5. 2 2 ± 0. 0 4  

I V 1 1  4 5. 6  4. 3 4 ± 0. 1 0  

D at a s h o w n ar e t h e m e a n of at l e a st t hr e e e x p eri m e nt s . S D i s < 1 0 % of t h e m e a n. 

T h e r e s ult s c o nfir m  t h at C H DI i s a p ot e nt a n d s el e cti v e cl a s s II a H D A Ci wit h a n I C 5 0  of ar o u n d 

1 0 0 n M at H D A C 4, 5, a n d 7. T h e s el e cti vit y i n d e x f or cl a s s II a  H D A C s v er s u s H D A C 6 i s 4 7. 

S el e cti vit y i n di c e s v er s u s cl a s s I H D A C s ar e > 1 9 5. A g ai n st H D A C 1 a n d H D A C 2, C H DI h a s 

n o d e t e ct a bl e i n hi bit or y a cti vit y. T h e s e d at a c o nfir m t h e e x c ell e nt s el e cti vit y of C H DI f or cl a s s 

II a H D A C s w hi c h i s i m p ort a nt si n c e i n hi biti o n of cl a s s I H D A C s i s k n o w n t o i n cr e a s e 

c h e m o s e n siti vit y [ 1 9].  

I n a d diti o n t o H D A C e n z y m e i n hi biti o n d at a, w h ol e c ell H D A C i n hi biti o n a s s a y s w er e p erf or m e d 
i n t h o s e c ell li n e s s h o wi n g t h e hi g h e st s hift f a ct or s f or t h e c o m bi n ati o n of C H DI a n d B Z T , A 2 7 8 0 
a n d T O V 2 1 G ci s R. W h ol e c ell H D A C a s s a y s w er e p erf or m e d wit h t h e H D A C s u b str at e B o c -
L y s( A c) -A M C ( all H D A C s e x c e pt cl a s s II a ) a n d t h e H D A C cl a s s II a ( a n d H D A C 8) s el e cti v e 
s u b str at e B o c -L y s( Tf a) -A M C. D at a o bt ai n e d ar e pr e s e nt e d  i n T a bl e 9 . 

T a bl e 9 . H D A C i n hi bit or y a cti vit y of C H DI i n w h ol e c ell H D A C i n hi biti o n a s s a y. 

C ell Li n e  
 B o c -L y s( A c) -A M C   B o c -L y s( Tf a) -A M C    

 I C5 0  [ µ M] pI C 5 0  ± S E M   I C5 0  [ µ M] pI C 5 0  ± S E M   SI  

A 2 7 8 0   2 6. 4  4. 5 8 ± 0. 0 6   0. 2 6  6. 5 8 ± 0. 0 5   1 0 2 (* **)  

T O V 2 1 G   3 6. 3  4. 4 4 ± 0. 0 4   0 . 1 2 6. 9 4 ± 0. 0 8   3 0 3 (* **)  

D at a s h o w n ar e t h e m e a n of p o ol e d d at a fr o m t hr e e e x p eri m e nt s e a c h c arri e d o ut i n tri pli c at e s. S el e cti vit y i n d e x 

( SI) i s c al c ul at e d b y di vi di n g t h e I C 5 0  of u n s el e cti v e A c -s u b str at e b y t h e I C 5 0  of cl a s s II a s el e cti v e Tf a -s u b str at e. 

St ati sti c al a n al y si s w a s p erf or m e d u si n g t -t e st. L e v el s of si g nifi c a n c e: *** ( p ≤ 0. 0 0 1). 

T h e w h ol e c ell H D A C i n hi biti o n a s s a y wit h t h e p a n ( e x c e pt cl a s s II a) s u b str at e B o c -L y s( A c) -

A M C s h o w e d I C 5 0  v al u e s f or C H DI of 2 6. 4 µ M a n d 3 6. 3 µ M f or A 2 7 8 0 a n d T O V 2 1 G ci s R, 

r e s p e cti v el y. U si n g t h e cl a s s II a H D A C s el e cti v e s u b str at e, I C 5 0  v al u e s of 0. 2 6 µ M ( A 2 7 8 0) a n d 

0. 1 2 µ M ( T O V 2 1 G ci s R) w er e o bt ai n e d. T hi s c o nfir m s a hi g h s el e cti vit y of C H DI f or cl a s s II a i n 

t h e c ell ul ar e n vir o n m e nt. S el e cti vit y i n di c e s ( cl a s s II a H D A C i n hi biti o n v s. p a n-H D A C i n hi biti o n) 

w er e ar o u n d 1 0 0 f or A 2 7 8 0 a n d ar o u n d 3 0 0 f or T O V 2 1 G ci s R. F urt h er m or e, t h e c ell ul ar H D A C 

a s s a y c o nfir m s c ell ul ar a cti vit y a n d t h u s u pt a k e of C H DI i nt o t h e r e s p e cti v e c ell s. B a s e d o n 

t h e s e r e s ult s, w e c a n e x cl u d e a n eff e ct of C H DI o n cl a s s I H D A C s.   
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Eff e ct of C H DI + B T Z C o m bi n ati o n T r e at m e nt o n t h e In d u cti o n of A p o pt o si s  

I n t h e f oll o wi n g, w e i n v e sti g at e d if t h e o b s er v e d s y n er gi sti c c yt ot o xi c eff e ct s of C H DI a n d 
B T Z w er e m e di at e d vi a a p o pt o si s -i n d u cti o n. A 2 7 8 0 a n d T O V 2 1 G ci s R c ell li n e s w er e c o -
i n c u b at e d f or 2 4 or  4 8 h wit h C H DI a n d B T Z. T h e c o n c e ntr ati o n s of C H DI u s e d w er e t h e 
s a m e f or b ot h c ell li n e s a n d ar e b a s e d o n t h e I C 5 0  v al u e of C H DI a g ai n st H D A C 4 i s o e n z y m e 
(T a bl e 8 ). T h u s, 1. 2 5 µ M ( 1 2. 5-f ol d I C5 0 ), 2. 5 0 µ M ( 2 5-f ol d I C5 0 ), a n d 5. 0 0 µ M ( 5 0-f ol d I C5 0 ) of 
C H DI w er e u s e d. I n t hi s c o n c e ntr ati o n r a n g e, C H DI i s still cl e arl y s el e cti v e f or cl a s s II a 
H D A C s ( T a bl e 9 ). F or B T Z, c o n c e ntr ati o n s w er e c h o s e n b a s e d o n t h e c yt ot o xi c eff e ct 
d et e ct e d i n M T T a s s a y s ( T a bl e 4 ). C o n c e ntr ati o n s c orr e s p o n di n g t o 1/ 2, 1/ 4, 1/ 8, a n d 1/ 1 6 of 
t h e r e s p e cti v e I C5 0  v al u e s w er e u s e d. A p o p t o si s w a s q u a ntifi e d b y a m o difi e d Ni c ol etti a s s a y 
a n al y zi n g s u b G 1 fr a cti o n. R e s ult s ar e pr e s e nt e d  i n Fi g ur e 4 . 

 
( A) A 2 7 8 0 –  2 4 h  

 
( B) A 2 7 8 0 –  4 8 h  
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( C) T O V 2 1 G ci s R –  2 4 h  

 
( D) T O V 2 1 G ci s R –  4 8 h  

Fi g u r e 4 . A p o pt o si s i n d u cti o n b y c o m bi n ati o n tr e at m e nt wit h C H DI a n d B T Z. A 2 7 8 0 ( A, B) a n d T O V 2 1 G ci s R 

( C, D) c ell s w er e tr e at e d f or 2 4 h  ( A, C) or 4 8 h ( B, D) wit h t h e i n di c at e d c o n c e ntr ati o n s of C H DI a n d B T Z. 

A p o pt o si s w a s a n al y z e d b y d et er mi ni n g t h e s u b G 1  c ell fr a ct i o n s b y fl o w c yt o m etr y a n al y si s. 1 0 0 µ M ci s pl ati n 

( c D D P) s er v e d a s p o siti v e c o ntr ol f or a p o pt o si s i n d u cti o n. 0. 2 % D M S O w a s a d d e d a s a c o ntr ol f or v e hi cl e  tr e at e d 

c ell s. Eff e ct of v e hi cl e tr e at e d c o ntr ol w a s s u btr a ct e d. D at a ar e t h e m e a n ± S D, n ≥  2.  R a w d at a f or  ( A), ( B), ( C), 

a n d ( D) c a n b e f o u n d i n S Fi g ur e 2 , S Fi g ur e 3 , S Fi g ur e 4 , a n d S Fi g ur e 5 , r e s p e cti v el y. St ati sti c al a n al y si s w a s 

p erf or m e d u si n g t -t e st. L e v el s of sig nifi c a n c e: n s ( p > 0. 0 5); * ( p ≤ 0. 0 5); ** ( p ≤ 0. 0 1); *** ( p ≤ 0. 0 0 1).  

I n b ot h c ell li n e s, C H DI w a s a bl e t o si g nifi c a ntl y i n cr e a s e a p o pt o si s i n d u cti o n of B T Z. H o w e v er, 

i n A 2 7 8 0 c ell s, 1. 2 5 µ M C H DI c o ul d n ot i n cr e a s e a p o pt o si s i n d u cti o n of 2 4 h 1 0 n M, 4 8 h 2. 5 

n M, a n d 4 8 h 5 n M B T Z. T h e hi g h e st i n cr e a s e i n t h e r at e of a p o pt oti c c ell s i n A 2 7 8 0 w a s s h o w n 

f or 4 8 h i n c u b ati o n wit h 5 n M B T Z a n d 5 µ M C H DI. I n T O V 2 1 G ci s R, t h e B T Z l o w-d o s e 

c o m bi n ati o n s 2 4 h 6. 2 5 n M B T Z + 1. 2 5 or 2. 5 0 µ M C H DI a n d 4 8 h 3. 1 2 5 n M B T Z + 1. 2 5 or 

2. 5 0 µ M C H DI di d n ot i n cr e a s e a p o pt o si s i n d u cti o n. T h e c o m bi n ati o n of 4 8 h 6. 2 5 n M B T Z a n d 

5 µ M C H DI g a v e t h e hi g h e st i n cr e a s e i n a p o pt o si s i n d u cti o n T O V 2 1 G ci s R .  

T o  d et er mi n e w h et h er t h e eff e ct s of B T Z a n d C H DI c o m bi n ati o n s o n a p o pt o si s i n d u cti o n w er e 

s u p er a d diti v e ( = s y n er gi sti c), w e c o m p ar e d t h e s u m of t h e si n gl e tr e at m e nt eff e ct s of B T Z a n d 

C H DI ( s u b G 1 n u cl ei) wit h t h e r e s ult s fr o m t h e c o m bi n ati o n tr e at m e nt ( Fi g ur e 5 ). D at a w er e 

o nl y a n al y z e d if t h er e w a s a si g nifi c a nt i n cr e a s e i n s u b G 1 i n d u cti o n i n Fi g ur e 4 . 
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(A ) 2 4  h  

 
(B ) 48  h  

Fi g u r e 5 . S y n e r gi sti c eff e ct s of t h e c o m bi n ati o n of B T Z a n d C H DI o n a p o pt o si s i n d u cti o n. T h e s u m of 
si n gl e tr e at m e nt eff e ct s ( B T Z, C H DI) ar e s h o w n i n bl a c k b ar s. T h e e xt e n d e d w hit e b ar s s h o w t h e diff er e n c e 
( s u p er a d diti v e ( = s y n er gi sti c) p art) b et w e e n t h e s u m of si n gl e tr e at m e nt eff e ct s a n d t h e eff e ct of c o m bi n ati o n 

tr e at m e nt s. V e hi cl e tr e at e d c o ntr ol w a s s u btr a ct e d. D at a ar e t h e m e a n ± S D. St ati sti c al a n al y si s w a s p erf or m e d  
a s pr e vi o u sl y d e s cri b e d ( 1 9, 6 5) a n d  u si n g t -t e st.  

L e v el s of si g nifi c a n c e: n s ( p > 0. 0 5); * ( p ≤ 0. 0 5); ** ( p ≤ 0. 0 1); *** ( p ≤ 0. 0 0 1). 

Fi g ur e 5  r e v e al e d t h at m o st c o m bi n ati o n s ar e s y n er gi sti c. N o n -s y n er gi sti c c o m bi n ati o n s i n 

A 2 7 8 0 c ell s w er e  1 0 n M B T Z +  2. 5 0 µ M C H DI, a s w ell a s all 2 0 n M B T Z c o m bi n ati o n s. T h e 

str o n g e st h y p er a d diti v e eff e ct s d uri n g  2 4 h i n c u b ati o n w er e o bt ai n e d i n A 2 7 8 0 c ell s f or 5 n M / 

1 0 n M B T Z + 5 µ M C H DI a n d i n T O V 2 1 G ci s R c ell s f or 1 2. 5 n M B T Z + 5 µ M C H DI.  W h e n 

i n c u b at e d f or 4 8 h, o nly t h e c o m bi n ati o n of 3. 1 2 5 n M B T Z + 5 µ M C H DI w a s n ot s y n er gi sti c i n 

T O V 2 1 G ci s R c ell s. T h e str o n g e st h y p er a d diti v e eff e ct s w er e o bt ai n e d i n A 2 7 8 0 c ell s wit h t h e 

c o m bi n ati o n of 2. 5 0 n M / 5 n M B T Z + 5 µ M C H DI a n d i n T O V 2 1 G ci s R c ell s wit h 6. 2 5 n M B T Z 

+ 5 µ M C H DI .  
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A p o pt o si s  I n d u cti o n of t h e C o m bi n ati o n Tr e at m e nt i s C a s p a s e 3/ 7-Dri v e n  

N e xt, w e t e st e d w h et h er t h e o b s er v e d a p o pt o si s i n d u cti o n b y t h e c o m bi n ati o n tr e at m e nt of 
C H DI a n d B T Z w a s c a s p a s e -d e p e n d e nt. C H DI w a s u s e d at 1 0 - a n d 5 0 -f ol d c o n c e ntr ati o n s of 
it s I C5 0  v al u e a g ai n st t h e H D A C 4 i s o e n z y m e i n b ot h c ell li n e s (T a bl e 8 ). B T Z w a s u s e d i n t h e 
r e s p e cti v e c ell li n e at c o n c e ntr ati o n s c orr e s p o n di n g t o o n e-, t w o-, a n d fi v e -f ol d I C5 0  fr o m M T T 
a s s a y ( T a bl e 4 ). T h e c a s p a s e 3/ 7-a cti v ati o n of u nt r e at e d c o ntr ol s, si n gl e c o m p o u n d s, a n d 
c o m bi n ati o n tr e at m e nt s w er e a n al y z e d b y fl u or e s c e nt i m a gi n g. R e s ult s ar e s h o w n i n Fi g ur e 
6 . 

 
( A) A 2 7 8 0 

 
( B) T O V 2 1 G ci s R 

Fi g u r e 6 . C a s p a s e 3/ 7 -a cti v ati o n b y c o m bi n ati o n tr e at m e nt of C H DI a n d B T Z. A 2 7 8 0 ( A) a n d T O V 2 1 G ci s R 
( B) c ell s w er e tr e at e d wit h t h e i n di c at e d c o n c e ntr ati o n s of C H DI a n d B T Z f or 2 4 h.  1 0 0 µ M ( A 2 7 8 0) or 3 1 6 µ M 

( T O V 2 1 G ci s R) ci s pl ati n ( c D D P ) w a s a d d e d a s p o siti v e c o ntr ol  f or c a s p a s e 3/ 7-a cti v ati o n. 0. 2 % D M S O w a s a d d e d 
a s a c o ntr ol f or v e hi cl e tr e at e d c ell s. Eff e ct of v e hi cl e tr e at e d c o ntr ol w a s s u btr a ct e d. E x p eri m e nt w a s c arri e d o ut 

i n tri pli c at e s. D at a ar e t h e m e a n ± S D. St ati sti c al a n al y si s w a s p erf or m e d u si n g t -t e st. Le v el s of si g nifi c a n c e: n s ( p 
> 0. 0 5); * ( p ≤ 0. 0 5); ** ( p ≤ 0. 0 1); *** ( p ≤ 0. 0 0 1).  
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I n A 2 7 8 0 c ell s, all c o m bi n ati o n s of C H DI a n d B T Z s h o w e d si g nifi c a ntl y i n cr e a s e d a cti v ati o n of 

c a s p a s e 3/ 7 c o m p ar e d wit h t h e eff e ct s of t h e si n gl e c o m p o u n d s at t h e r e s p e cti v e  

c o n c e ntr ati o n s. A n e x c e pti o n i s t h e c o m bi n ati o n of 2 0 0 n M B T Z a n d 5 µ M C H DI. 5 µ M C H DI 

a n d 4 0 n M B T Z i n di vi d u all y s h o w n o si g nifi c a nt a cti v ati o n of c a s p a s e 3/ 7 i n A 2 7 8 0 c ell s. T h e 

c o m bi n ati o n, h o w e v er, a c hi e v e s a n eff e ct of a b o ut 6 0 % of t h e eff e ct of 1 0 0 µ M ci s pl ati n . T h u s, 

it s h o w s t h e str o n g e st e n h a n c e m e nt r el at e d t o c a s p a s e 3/ 7 a cti v ati o n of B T Z. T O V 2 1 G c ell s 

al s o s h o w g o o d eff e ct s u p o n c o m bi n ati o n tr e at m e nt wit h C H DI a n d B T Z r el at e d t o c a s p a s e 3/ 7 

a cti v ati o n. All c o m bi n ati o n s e x a mi n e d l e d t o a si g nifi c a nt  i n cr e a s e i n t h e a cti v ati o n r at e of 

c a s p a s e 3/ 7 c o m p ar e d wit h t h e eff e ct s of t h e si n gl e c o m p o u n d s. A n e x c e pti o n  i n T O V 2 1 G ci s R, 

si mil ar t o A 2 7 8 0, i s t h e c o m bi n ati o n of 2 5 0 n M B T Z wit h 5 µ M C H DI. T h e gr e at e st i n cr e a s e i n 

c a s p a s e 3/ 7 a cti v ati o n c o m p ar e d t o t h e i n di vi d u al c o m p o u n d s, i s a c hi e v e d wit h t h e c o m bi n ati o n 

of 1 0 0 n M B T Z a n d 1 µ M C H DI .  

I n or d er t o d et er mi n e w h et h er t h e si g nifi c a nt eff e ct s i n c a s p a s e 3/ 7 a cti v ati o n ar e s y n er gi sti c, 

w e c o m p ar e d t h e s u m of t h e si n gl e tr e at m e nt eff e ct s of B T Z a n d C H DI ( c a s p a s e 3/ 7 a cti v ati o n) 

wit h t h e r e s ult s fr o m t h e c o m bi n ati o n tr e at m e nt s ( Fi g ur e 7 ). D at a w er e o nl y a n al y z e d if t h er e 

w a s a si g nifi c a nt i n cr e a s e i n c a s p a s e 3/ 7 a cti v ati o n i n Fi g ur e 6 . 

 

Fi g u r e 7 . S y n e r gi sti c eff e ct s of c a s p a s e 3/ 7 a cti v ati o n u p o n c o m bi n ati o n tr e at m e nt of B T Z a n d C H DI. T h e 
s u m of si n gl e tr e at m e nt eff e ct s ( B T Z, C H DI) ar e s h o w n i n bl a c k b ar s. T h e e xt e n d e d w hit e b ar s s h o w t h e 

diff er e n c e ( s u p er a d diti v e ( = s y n er gi sti c) p art) b et w e e n t h e s u m of si n gl e tr e at m e nt eff e ct s a n d t h e eff e ct of 
c o m bi n ati o n tr e at m e nt s. V e hi cl e tr e at e d c o ntr ol w a s s u btr a ct e d. D at a ar e t h e m e a n ± S D. St ati sti c al a n al y si s w a s 

p e rf or m e d a s pr e vi o u sl y d e s cri b e d ( 1 9, 6 5) a n d  u si n g t -t e st.  
L e v el s of si g nifi c a n c e: * ( p ≤ 0. 0 5); ** ( p ≤ 0. 0 1); *** ( p ≤ 0. 0 0 1).  

All c o m bi n ati o n s i n v e sti g at e d w er e s y n er gi sti c r e g ar di n g t h eir eff e ct s o n c a s p a s e 3/ 7 a cti v ati o n 

i n b ot h c ell li n e s. T h e str o n g est h y p er a d diti v e eff e ct s w er e o bt ai n e d i n A 2 7 8 0 c ell s wit h t h e 

c o m bi n ati o n 4 0 n M B T Z + 5 µ M C H DI a n d i n T O V 2 1 G ci s R c ell s wit h 1 0 0 n M B T Z + 1 µ M 

C H DI . 
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D et e cti o n of I n cr e a s e d γ H 2 A X E x pr e s si o n a s E vi d e n c e f or D N A D a m a g e C a u s e d b y t h e 

C o m bi n ati o n of C H DI a n d  B T Z  

T o f urt h er u n d er st a n d t h e s y n er gi sti c a cti o n b et w e e n C H DI a n d B T Z o b s er v e d i n M T T a s s a y, 

a p o pt o si s i n d u cti o n a n d c a s p a s e 3/ 7 a cti v ati o n, D N A d a m a g e i n d u c e d b y C H DI a n d B T Z a n d 

t h eir c o m bi n ati o n w a s a n al y z e d. A s a m ar k er f or D N A d o u bl e-str a n d br e a k s s er v e s t h e 

a n al y si s of γ H 2 A X f o ci [ 7 4]. T h u s, a fl u or e s c e n c e-b a s e d γ H 2 A X a s s a y w a s p erf or m e d. Si n c e 

t h e f o c u s of t hi s a s s a y w a s t o u n d er st a n d t h e s y n er gi sti c a cti o n b et w e e n C H DI a n d B T Z 

r e g ar dl e s s of t h e c ell li n e s, w e c h o s e e x e m pl ar y A 2 7 8 0 c ell s t o d et e ct p ot e nti al D N A d a m a g e 

b y C H DI a n d B T Z.  T h e s a m e i n c u b ati o n c o n diti o n s a s f or t h e c a s p a s e 3/ 7 a cti v ati o n a s s a y 

w er e u s e d. R e s ult s ar e s h o w n i n Fi g ur e 8 . 

 

Fi g u r e 8 . γ H 2 A X f or m ati o n i n d u c e d b y c o m bi n ati o n of C H DI a n d B T Z i n A 2 7 8 0 c ell s. A 2 7 8 0 c ell s w er e 
tr e at e d wit h a n I C 5 0 , d o u bl e I C5 0 , or fi v efol d I C 5 0  of B T Z (fr o m M T T a s s a y) a n d i n di c at e d c o n c e ntr ati o n s of  C H DI 
f or 2 4 h. γ H 2 A X f or m ati o n w a s a n al y z e d b y i m m u n o hi st o c h e mi str y. 1 0 0 µ M ci s pl ati n ( c D D P ) s er v e d a s a p o siti v e 

c o ntr ol a n d w a s s et a s 1 0 0 % eff e ct. 0. 2 % D M S O w a s a d d e d a s v e hi cl e c o ntr ol.  V e hi cl e tr e at e d c o ntr ol w a s 
s u btr a ct e d. D at a ar e t h e m e a n ± S D. E x p eri m e nt w a s c arri e d o ut i n tri pli c at e s. St ati sti c al a n al y si s w a s p erf or m e d 

u si n g t -t e st. L e v el s of si g nifi c a n c e: n s ( p > 0. 0 5);  
* ( p ≤ 0. 0 5); ** ( p ≤ 0. 0 1); *** ( p ≤ 0. 0 0 1).  

Fi g ur e 8  d e m o n str at e s t h at t h e r at h er s m all i n d u cti o n of γ H 2 A X f o ci b y 4 0 a n d 8 0 n M B T Z 

( 1 1. 4 % a n d 2 5. 1 % γ H 2 A X f o ci of 1 0 0 µ M ci s pl ati n  c o ntr ol) c o ul d b e si g nifi c a ntl y e n h a n c e d 

b y 5 µ M C H DI. T h e hi g h e st l e v el of γ H 2 A X f o ci i n d u c e d b y 4 0 n M B T Z i n t h e pr e s e n c e of 5 

µ M C H DI w a s al m o st 5 0 % of t h e l e v el of 1 0 0 µ M ci s pl ati n .  

T o d et er mi n e w h et h er t h e eff e ct s of B T Z a n d C H DI c o m bi n ati o n s o n f or m ati o n of γ H 2 A X w er e 

s u p er a d diti v e ( = s y n er gi sti c), w e c o m p ar e d t h e s u m of si n gl e tr e at m e nt eff e ct s of B T Z a n d 

C H DI ( γ H 2 A X f or m ati o n) wit h t h e r e s ult s of t h e c o m bi n ati o n tr e at m e nt ( Fi g ur e 9 ). D at a w er e 

o nl y a n al y z e d if t h er e w a s a si g nifi c a nt i n cr e a s e i n γ H 2 A X f or m ati o n i n Fi g ur e 8 . 
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Fi g u r e 9 . S y n e r gi sti c eff e ct s of t h e c o m bi n ati o n of B T Z a n d C H DI o n γ H 2 A X f o r m ati o n. T h e s u m of si n gl e 
tr e at m e nt eff e ct s ( B T Z, C H DI) ar e s h o w n i n bl a c k b ar s. T h e e xt e n d e d w hit e b ar s s h o w t h e diff er e n c e 

( s u p er a d diti v e ( = s y n er gi sti c) p art) b et w e e n t h e s u m of si n gl e tr e at m e nt eff e ct s a n d t h e eff e ct of c o m bi n ati o n 
tr e at m e nt s. V e hi cl e tr e at e d c o ntr ol w a s s u btr a ct e d. D at a ar e t h e m e a n ± S D. St ati sti c al a n al y si s w a s p erf or m e d 

a s pr e vi o u sl y d e s cri b e d ( 1 9, 6 5) a n d u si n g t -t e st.  
L e v el s of si g nifi c a n c e: * ( p ≤ 0. 0 5); ** ( p ≤ 0. 0 1); *** ( p ≤ 0. 0 0 1).  

C o n c er ni n g t h e f or m ati o n of γ H 2 A X, all t hr e e i n v e sti g at e d c o m bi n ati o n s i n A 2 7 8 0 c ell s of B T Z 

a n d C H DI pr o v e d t o b e s y n er gi sti c. T h e str o n g e st s u p er a d diti v e eff e ct r e g ar di n g i n d u c e d D N A 

d a m a g e c o ul d b e a c hi e v e d wit h t h e c o m bi n ati o n of 4 0 n M B T Z + 5 µ M C H DI . 

G e n e E x pr e s si o n of P r o- a n d A nti a p o pt oti c P r ot ei n s i n U ntr e at e d, C H DI-Tr e at e d, B T Z -Tr e at e d 

a n d C H DI pl u s B T Z -Tr e at e d A 2 7 8 0 a n d T O V 2 1 G ci s R C ell s  

U si n g q u a ntit ati v e R T -P C R, w e i n v e sti g at e d  t h e i nfl u e n c e of s el e ct e d tr e at m e nt s o n t h e 

e x pr e s si o n of C C N D 1  ( c o di n g g e n e f or c y cli n D 1) a n d H D A C 4 , a s w ell as t h e pr o -a p o pt oti c 

g e n e s A P A F 1 , B A D , B A K 1 , B C L 2 L 1 1  ( Bi m), C D K N 1 A  ( p 2 1), F O X O 1 , F O X O 3 , P T E N , T P 5 3 , 

a n d t h e a nti -a p o pt oti c g e n e s B C L 2 , B C L 2 L 1  ( B cl-x L), M C L 1 , BI R C 5  (s ur vi vi n), a n d XI A P  i n 

A 2 7 8 0 a n d T O V 2 1 G ci s R c ell s. R e s ult s ar e s h o w n i n Fi g ur e 1 0 . 
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Fi g u r e 1 0 . E x pr e s si o n of p r o- a n d a nti a p o pt oti c g e n e s i n A 2 7 8 0 a n d T O V 2 1 G ci s R c ell s. G e n e e x pr e s si o n 
d at a w er e o bt ai n e d b y  R T -P C R a n d a n al y z e d a c c or di n g t o V a n d e s o m p el e ( 6 7). C ell s w er e ( c o -)i n c u b at e d wit h 

t h e i n di c at e d i n hi bit or s. D at a s h o w n ar e n or m ali z ed t o e n d o g e n o u s c o ntr ol g e n e e x pr e s si o n of H P R T 1  
( h y p o x a nt hi n e-g u a ni n e p h o s p h ori b o s yltr a n sf er a s e), T B P  ( T A T A bi n di n g pr ot ei n), a n d G U S B  ( b et a-gl u c u r o ni d a s e) 
a n d r e s c al e d t o c ell li n e s p e cifi c c o ntr ol ( 4 8 h i n c u b ati o n wit h v e hi cl e). D at a ar e s h o w n o n a d e c a di c l o g arit h mi c 
s c al e. N e g ati v e v al u e s m ar k e d i n gr e e n s h o w a l o w er e x pr e s si o n c o m p ar e d t o c ell li n e s p e cifi c c o ntr ol. P o siti v e 

v al u e s m ar k e d i n r e d s h o w a hi g h er e x pr e s si o n c o m p ar e d t o c ell li n e s p e cifi c c o ntr ol.  

O v er all, tr e at m e nt -i n d u c e d e x pr e s si o n c h a ng e s ar e si mil ar i n A 2 7 8 0 a n d T O V 2 1 G ci s R c ell s. 

F urt h er, diff er e n c e s i n g e n e e x pr e s si o n b et w e e n 2 4 h a n d 4 8 h i n c u b ati o n s ar e al s o si mil ar i n 

b ot h c ell li n e s. I nt er e sti n gl y, aft er 2 4 h i n c u b ati o n, al m o st 5 0 % of t h e g e n e s i n A 2 7 8 0 a n d 

ar o u n d 2 0 % of t h e g e n e s i n T O V 2 1 G ci s R w er e d o w nr e g ul at e d ( gr e e n ar e a s). I n c o ntr a st, 4 8 h 

i n c u b ati o n l e d t o u pr e g ul ati o n o nl y i n A 2 7 8 0 a n d u pr e g ul ati o n of all e x c e pt t w o g e n e s i n 

c o m bi n ati o n tr e at m e nt i n T O V 2 1 G ci s R c ell s. S ur pri si n gl y, 4 8 h i n c u b ati o n aff e ct e d u pr e g ul ati o n 

of b ot h,  pr o - a n d a nti -a p o pt oti c g e n e s alt h o u g h u pr e g ul ati o n of pr o -a p o pt oti c g e n e s s e e m s t o 

b e str o n g er t h a n u pr e g ul ati o n of a nti -a p o pt oti c g e n e s ( d ar k er r e d a m o n g pr o -a p o pt oti c t h a n 

a m o n g a nti -a p o pt oti c g e n e s). N ot a bl y, i n T O V 2 1 G ci s R, a nti -a p o pt oti c B cl 2  i s d o w nr e g ul at e d 

aft er c o m bi n ati o n tr e at m e nt. I n g e n er al, a n i n cr e a s e i n e x pr e s si o n of a nti -a p o pt oti c g e n e s  aft er 

4 8 h tr e at m e nt m a y b e a n att e m pt of t h e c a n c er c ell s t o c o u nt er a ct t h e str o n g pr o -a p o pt oti c 

si g n al s w hi c h h o w e v er s u p eri m p o s e a nti -a p o pt oti c si g n ali n g  a s i s e vi d e nt fr o m r e s ult s of t h e 

c a s p a s e a n d a p o pt o si s a s s a y s. A n ot h er o b s er v e d f e e d b a c k m e c h a ni s m i s t h e str o n g 

u pr e g ul ati o n of H D A C 4 aft er 4 8 h tr e at m e nt wit h C H DI a n d/ or B T Z .  

I n A 2 7 8 0 c ell s, pr o -a p o pt oti c B A D  a n d F O X O 1  w er e str o n g er u pr e g ul at e d aft er c o m bi n ati o n 

tr e at m e nt wit h C H DI pl u s B T Z t h a n aft er r e s p e cti v e si n gl e tr e at m e nt s. T h e s a m e h ol d s tr u e i n 

T O V 2 1 G ci s R c ell s  f or t h e u pr e g ul ati o n of B A D , B A K 1 , C D K N 1 A , F O X O 3 , a n d P T E N  a n d t h e 

d o w nr e g ul ati o n of B C L 2 . I n a d diti on, t h e u pr e g ul ati o n of a nti -a p o pt oti c g e n e s B C L 2 L 1  
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( T O V 2 1 G ci s R), BI R C 5  ( T O V 2 1 G ci s R, A 2 7 8 0), a n d B C L 2  ( A 2 7 8 0) i s r e m ar k a bl y l o w er u n d er 

c o m bi n ati o n tr e at m e nt ( C H DI pl u s B T Z) t h a n u n d er r e s p e cti v e si n gl e tr e at m e nt s .  

Di s c u s si o n  

O v ari a n c a n c er g e n er all y h a s a  p o or cli ni c al pr o g n o si s a n d t h e l o w e st 5 -y e ar s ur vi v al r at e 

a m o n g g y n e c ol o gi c c a n c er s [ 2]. H G S O C h a s t h e p o or e st pr o g n o si s a m o n g t h e o v ari a n 

c a n c er s. Pl ati n u m dr u g s s u c h a s c ar b o pl ati n ( or ci s pl ati n) ar e p art of t h e c h e m ot h er a p e uti c 

r e gi m e i n o v ari a n c a n cer s. P arti c ul arl y H G S O C s h a v e a l o w r e s p o n si v e n e s s t o pl ati n u m dr u g s, 

h o w e v er al s o e n d o m etri oi d a n d cl e ar c ell o v ari a n c a n c er s m a y a c q uir e r e si st a n c e. 

C h e m or e si st a nt o v ari a n c a n c er p o s e s a m aj or t h er a p e uti c c h all e n g e. T h u s, str at e gi e s t o 

r e g ai n c h e m o s e n siti vit y or pr e v e nt r e si st a n c e d e v el o p m e nt ar e ur g e ntl y n e e d e d. E pi g e n eti c 

di st ur b a n c e s s u c h a s i n cr e a s e d e x pr e s si o n of H D A C s l e a d t o h y p o a c et yl ati o n, c o n d e n s e d 

D N A, a n d i m p air e d e x pr e s si o n of t u m or s u p pr e s s or g e n e s [ 7 5]. F urt h er, a d y sr e g ul at e d 

a c et yl ati o n s t at u s of hi st o n e s a n d n o n -hi st o n e pr ot ei n s c a n pl a y a n i m p ort a nt r ol e i n 

c h e m or e si st a n c e [ 1 6]. T h u s, H D A C i n hi bit or s ( H D A Ci) ar e i nt e n si v el y i n v e sti g at e d t o 

r e e st a bli s h a n or m al a c et yl ati o n h o m e o st a si s [ 7 6– 7 8] . I n a pr e vi o u s st u d y, w e c o ul d s h o w t h at 

cl a s s  I H D A Ci ar e s u p eri or i n r e v er si n g c h e m or e si st a n c e t h a n p a n-H D A Ci i n v ari o u s H G S O C 

c ell li n e s [ 1 9]. H o w e v er, cl a s s II a H D A Ci w er e n ot i n v e sti g at e d i n t h at pr e vi o u s st u d y. Y et, w e 

h a v e s h o w n t h at al s o cl a s s II a H D A C s, a n d i n p arti c ul ar H D A C 4, ar e e x pr e s s e d i n H G S O C s 

a n d i n A 2 7 8 0 c ell s [ 1 9]. Cl a s s II a H D A C s ar e k n o w n t o pl a y a n i m p ort a nt r ol e i n c a n c er a n d 

c o ntri b ut e t o c h e m or e si st a n c e [ 3 1]. T h u s, t hi s st u d y ai m s t o i n v e sti g at e t h e r ol e of cl a s s II a 

H D A C s a n d t h eir i n hi bit or s i n ci s pl ati n -r e si st a nt o v ari a n c an c er. I niti all y, w e i n v e sti g at e d if t h e 

p ot e nt cl a s s II a i n hi bit or C H DI i s a bl e t o r e v ert ci s pl ati n r e si st a n c e. T hi s h o w e v er yi el d e d 

r e si st a n c e s hift f a ct or s of m a xi m u m 2 ( d at a n ot s h o w n). A n ot h er cl a s s of c h e m ot h er a p e uti c 

dr u g s u n d er g oi n g cli ni c al tri al s i n ( c h e m or e si st a nt) o v ari a n c a n c er ar e pr ot e a s o m e i n hi bit or s 

[ 4 4, 7 9– 8 1] . Pr ot ei n q u alit y c o ntr ol i s a c e ntr al f u n cti o n of t h e u bi q uiti n pr ot e a s o m e s y st e m 

( U P S) a n d cr u ci al f or t h e m ai nt e n a n c e of c ell h o m e o st a si s s u c h a s r e g ul ati o n of t h e c ell c y cl e 

a n d a p o pt o si s [ 3 4– 3 8] . O v er e x pr e s si o n of U P S g e n e s i s a s s o ci at e d wit h a n i n cr e a s e d 

d e gr a d ati o n of a ntit u m or f a ct or s a n d h a s b e e n d e s cri b e d f or o v ari a n c ar ci n o m a s [ 3 9, 4 0]. T h e 

i d e a b e hi n d t h e u s e of pr ot e a s o m e i n hi bit or s i s t h er ef or e t o n or m ali z e t h e a cti vit y of th e U P S 

a n d pr e v e nt t h e d e gr a d ati o n of a ntit u m or f a ct or s. W e t h u s s hift e d t h e ai m of o ur st u d y a n d 

i n v e sti g at e d t h e c o m bi n ati o n of t h e cl a s s II a H D A Ci C H DI a n d t h e pr ot e a s o m e i n hi bit or 

b ort e z o mi b ( B T Z) i n p ar e nt al a n d ci s pl ati n-r e si st a nt o v ari a n c a n c er c ell li n e s (T a bl e 1 , Fi g ur e 

1 ).  

Si m ult a n e o u s tr e at m e nt of t h e n o n -H G S O C c ell li n e s  A 2 7 8 0 a n d T O V 2 1 G ci s R wit h B T Z a n d 

C H DI r e s ult e d i n a str o n g s y n er gi sti c c yt ot o xi c eff e ct ( Fi g ur e 2 , Fi g ur e 3 , T a bl e 5 , T a bl e 6 , 

T a bl e 7 ). Of n ot e, c o n c e ntr ati o n s of C H DI u s e d i n t hi s st u d y ( u p t o 8 µ M) w er e still hi g hl y 

s el e cti v e f or cl a s s II a H D A C s ( e x c e pt f or H D A C 6 ( T a bl e 8 )), e x cl u di n g a n eff e ct of cl a s s I 

H D A C i n hi biti o n a n d t h u s s u p p orti n g t h e u s e of cl a s s II a H D A Ci i n c o m bi n ati o n wi t h B T Z. A 

p arti al i n hi biti o n of H D A C 6 i s u nli k el y t o pl a y a m aj or r ol e si n e H D A C 6 i n hi biti o n di d n ot r e v e al 

si g nifi c a nt eff e ct s i n i m pr o vi n g c h e m o s e n siti vit y i n o v ari a n c a n c er a s pr e vi o u sl y s h o w n [ 1 9]. I n 

H G S O C c ell li n e s ( C a O V 3 ci s R, H E Y, O V C A R 3), w e f o u n d  s o m e h y p er a d diti v e eff e ct s 

(S Fi g ur e 1 ) b ut s y n er gi s m a c c or di n g t o C h o u -T al al a y  c o ul d n ot b e pr o v e n ( d at a n ot s h o w n ). 

S u b s e q u e nt st u di e s w er e t h u s p erf or m e d i n p ar e nt al  a n d ci s pl ati n -r e si st a nt A 2 7 8 0 a n d 

T O V 2 1 G c ell s. I n c u b ati o n of C H DI i n t h e pr e s e n c e of i n cr e a si n g c o n c e ntr ati o n s of B T Z 

r e s ult e d i n si g nifi c a nt s hift s of t h e c orr e s p o n di n g B T Z c o n c e ntr ati o n-eff e ct c ur v e s ( s hift f a ct or s 

u p t o 1 2. 3, T a bl e 7 ). C H DI i s t h u s a bl e t o i n cr e a s e t h e c yt ot o xi c p ot e n c y of B T Z. T hi s eff e ct 

w a s cl e arl y m or e pr o n o u n c e d i n p ar e nt al A 2 7 8 0 a n d ci s pl ati n -r e si st a nt T O V 2 1 G ci s R (Fi g ur e 
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3 ). Ci s pl ati n s e n siti vit y ( or r e si st a n c e) i s t h u s n ot a pr e di ct or f or a s y n er gi sti c eff e ct of C H DI 

a n d B T Z. S y n er g y w a s pr o v e n wit h t h e m et h o d a c c or di n g t o C h o u -T al al a y ( T a bl e 5) [ 7 1, 7 2]. 

C o m bi n ati o n i n di c e s ( CI v al u e s) b el o w 0. 9 i n di c at e s y n er gi s m. If CI i s < 0. 5, w hi c h w a s t h e 

c a s e f or a m aj orit y of d at a i n A 2 7 8 0 c ell s ( T a bl e 5), str o n g s y n er gi s m c a n b e a s s u m e d. N ot a bl y, 

str o n g s y n er gi s m w a s o b s er v e d f or B T Z c o n c e ntr ati o n s w hi c h ar e cl e arl y b el o w c li ni c all y 

o b s er v e d pl a s m a c o n c e ntr ati o n s of B T Z. L it er at ur e d at a s h o w pl a s m a c o n c e ntr ati o n s of B T Z 

of ar o u n d 5 0 0 n M aft er i ntr a v e n o u s a n d 5 5 n M aft er s u b c ut a n e o u s a p pli c ati o n  ( cm a x ) [ 7 0]. T h u s, 

c o m bi n ati o n s of cl a s s II a H D A Ci wit h B T Z ( or ot h er pr ot e a s o m e i n hi bit or s) m a y all o w r e d u ci n g 

d o s e s a n d b y t h at, t o xi c si d e eff e ct s of t h e pr ot e a s o m e i n hi bit or s.  

C H DI i n d u c e d v er y littl e a p o pt o si s ( Fi g ur e 4 ). H o w e v er, C H DI i n c o m bi n ati o n wit h e v e n v er y 

l o w c o n c e ntr ati o n s of B T Z ( s u c h a s 2. 5 0 / 5 n M f or A 2 7 8 0 a n d 6. 2 5 / 1 2. 5 n M f or T O V 2 1 G ci s R, 

r e s p e cti v el y) str o n gl y e n h a n c e d a p o pt o si s i n a c a s p a s e 3/ 7 d e p e n d e nt m a n n er i n A 2 7 8 0 a n d 

T O V 2 1 G ci s R c ell s. T hi s eff e ct w a s s y n er gi sti c i n a p o pt o si s a s s a y s ( Fi g ur e 4 , Fi g ur e 5 ) a n d 

c a s p a s e 3/ 7 a cti v ati o n a s s a y s ( Fi g ur e 6 , Fi g ur e 7 ). N ot a bl y, 4 8 h c o -i n c u b ati o n of 2. 5 n M or 5 

n M B T Z pl u s 5 µ M C H DI g a v e a p o pt o si s i n d u cti o n i n A 2 7 8 0 c ell s at l e a st a s str o n g a s 2 4 h 

1 0 0 µ M ci s pl ati n ( Fi g ur e 4 ). T h e s a m e i s tr u e f or t h e c o m bi n ati o n of 6. 2 5 n M or 1 2. 5 n M B T Z 

pl u s 5 µ M C H DI i n T O V 2 1 G ci s R c el l s. C a s p a s e 3/ 7 a cti v ati o n a s s a y s t h u s c o nfir m t h at t h e 

s u b G 1 c ell s f o u n d i n a p o pt o si s a s s a y s ar e i n d e e d a p o pt oti c c ell s ( Fi g ur e 6 ). T h e p ot e nti al f or 

i n d u ci n g a p o pt o si s b y B T Z i s c o n si st e nt wit h t h e lit er at ur e [ 8 2, 8 3]. F urt h er m or e, t h e 

c o m bi n ati o n of B T Z a n d C H DI w a s  s y n er gi sti c  i n i n d u ci n g D N A d a m a g e  a n al y z e d b y γ H 2 A X  

st ai ni n g ( Fi g ur e 8 , Fi g ur e 9 ). E v e n t h o u g h B T Z a n d C H DI ar e n ot pri m aril y D N A -d a m a gi n g 

a g e nt s, a c o m bi n ati o n of 4 0 n M B T Z pl u s  5 µ M C H DI f or 2 4 h  a c hi e v e d ar o u n d 5 0 % of t h e 

D N A d a m a g e i n d u c e d b y 1 0 0 µ M ci s pl ati n. T h e s e r e s ult s ar e i n a c c or d a n c e wit h lit er at ur e d at a 

r e p orti n g B T Z-i n d u c e d D N A d a m a g e [ 8 4].  

q P C R -b a s e d g e n e e x pr e s si o n a n al y si s s u p p ort s o ur d at a o n C H DI -i n cr e a s e d a p o pt o si s 

i n d u cti o n b y B T Z. G e n e e x pr e s si o n d at a s u g g e st t h at t h e cl a s s II a H D A Ci C H DI e n h a n c e d 

pr o -a p o pt oti c g e n e e x pr e s si o n ( Fi g ur e 1 0 ), a s s u mi n gl y r e s p o n si bl e f or i n cr e a s e d c a s p a s e 3/ 7-

d e p e n d e nt a p o pt o si s i n d u cti o n . T hi s i s i n a c c or d a n c e wit h t h e g e n er al m e c h a ni s m of a cti o n of 

H D A Ci a n d c o nfir m s g e n e e x pr e s si o n a n al y s e s of pr e vi o u s st u di e s c o n d u ct e d b y u s  [ 1 9, 2 0]. 

C o m bi n ati o n tr e at m e nt s p arti c ul arl y aff e ct e d u pr e g ul ati o n of pr o -a p o pt oti c B A D , B A K 1 , 

C D K N 1 A , F O X O 1, F O X O 3 , a n d P T E N  a n d d o w nr e g ul ati o n of a nti -a p o pt oti c B C L 2  (i n 

T O V 2 1 G ci s R c ell s ) or di mi ni s h e d e x pr e s si o n of a nti-a p o pt oti c B C L 2 L 1  ( T O V 2 1 G ci s R) a n d 

BI R C 5  ( T O V 2 1 G ci s R, A 2 7 8 0) u n d er c o m bi n ati o n tr e at m e nt ( B T Z pl u s C H DI) c o m p ar e d t o 

si n gl e tr e at m e nt ( B T Z or C H DI). E s p e ci all y t h e pr o -a p o pt oti c B A D  g e n e s e e m s t o b e aff e ct e d 

b y o ur c o m bi n ati o n tr e at m e nt s. It i s w ell k n o w n t h at B A D  i s a cr u ci al f a ct or d uri n g t h e i n d u cti o n 

of a p o pt o si s, w hi c h i s al s o d e s cri b e d f or o v ari a n c a n c er [ 8 5, 8 6].  

C o n cl u si o n s  

T hi s  st u d y ai m e d t o i n v e sti g at e t h e c o ntri b uti o n of cl a s s II a H D A C s i n o v ari a n c a n c er 

c h e m or e si st a n c e.  I n c o n cl u si o n, w e c o ul d d e m o n strat e t h at s el e cti v e cl a s s II a H D A C i n hi biti o n 

i n cr e a s e s t h e p ot e n c y of t h e pr ot e a s o m e i n hi bit or B T Z i n a s y n er gi sti c m a n n er i n p ar e nt al a n d 

ci s pl ati n -r e si st a nt n o n-H G S O C c ell s. T h e hi g hl y p ot e nt a n d s el e cti v e cl a s s II a H D A Ci C H DI 

s hift s g e n e e x pr e s si o n t o a  m or e a p o pt oti c p h e n ot y p e, t h u s e x pl ai ni n g i n cr e a s e d c a s p a s e -

m e di at e d a p o pt o si s of t h e c o m bi n ati o n C H DI pl u s B T Z. T hi s o p e n s a n e w str at e g y f or 

tr e at m e nt of pl ati n u m-r e si st a nt o v ari a n c a n c er s b y u si n g l o w-t o xi c cl a s s II a H D A Ci i n 

c o m bi n ati o n wit h pr ot e a s o m e i n hi bit or s. H G S O C c a n c er c ell s m a y h a v e m or e b e n efit fr o m 

cl a s s I H D A Ci a s s h o w n b y o ur pr e vi o u s st u d y [ 1 9]. 
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M at eri al s a n d M et h o d s  

R e a g e nt s  

Ci s pl ati n w a s p ur c h a s e d fr o m Si g m a ( M ü n c h e n, G er m a n y) a n d di s s ol v e d i n 0. 9 % s o di u m 

c hl ori d e s ol uti o n, pr o p o di u m i o di d e ( PI) w a s p ur c h a s e d fr o m Pr o m o Ki n e ( H ei d el b er g, 

G er m a n y) . St o c k s ol uti o n s ( 1 0 m M) of b ort e z o mi b ( S ell e c k c h e m, H o u st o n, T e x a s, U S A) a n d 

C H DI -0 0 3 9 0 5 7 6 ( T o cri s Bi o s ci e n c e, Bri st ol, U K) w er e pr e p ar e d wit h D M S O a n d dil ut e d t o t h e 

d e sir e d c o n c e ntr ati o n s wit h t h e a p pr o pri at e m e di u m.  All ot h er r e a g e nt s w er e s u p pli e d b y P A N 

Bi ot e c h ( Ai d e n b a c h, G er m a n y) u nl e s s ot h er wi s e st at e d.  

C ell Li n e s a n d C ell C ult ur e  

T h e h u m a n o v ari a n c ar ci n o m a c ell li n e s A 2 7 8 0 a n d H E Y  w er e o bt ai n e d fr o m E ur o p e a n 

C oll e cti o n of C ell C ult ur e s  ( E C A C C, S ali s b ur y, U K). C a O V 3 , O V C A R 3 , a n d T O V 2 1 G c ell li n e s  

w er e  o bt ai n e d fr o m A T C C/ L G C St a n d ar d s G m b H ( W e s el, G er m a n y). T h e ci s pl ati n r e si st a nt 

s u bli n e s A 2 7 8 0 ci s R, C a O V 3 ci s R, H E Y ci s R, O V C A R 3 ci s R, a n d T O V 2 1 G ci s R  w er e g e n er at e d 

b y e x p o si n g t h e p ar e nt al c ell li n e t o w e e kl y c y cl e s of ci s pl ati n i n a n I C 5 0  c o n c e ntr ati o n 

a c c or di n g t o G o s e p at h et al . ( 4 7). All c ell li n e s w er e gr o w n at 3 7 ° C u n d er h u mi difi e d air 

s u p pl e m e nt al wit h 5 % C O 2  i n R P MI-1 6 4 0 ( A 2 7 8 0, H E Y, O V C A R 3,  T O V 2 1 G)  or D M E M 

( C a O V 3) c o nt ai ni n g 1 0 % h e at i n a cti v at e d f et al c alf s er u m, 1 2 0 I U/ m L p e ni cilli n, a n d 1 2 0 

µ g/ m L str e pt o m y ci n. T h e c ell s w er e gr o w n t o 8 0 % c o nfl u e n c y b ef or e u s e d i n f urt h er a s s a y s.  

M T T C ell Vi a bilit y A s s a y  

T h e r at e of c ell -s ur vi v al u n d er t h e a cti o n of t e st s u b st a n c e s w a s e v al u at e d b y a n i m pr o v e d 

M T T a s s a y a s pr e vi o u sl y d e s cri b e d  ( 2 1, 8 0). F or a n i n c u b ati o n p eri o d of 7 2 h c ell li n e s w er e 

s e e d e d i n  9 6 -w ell ti s s u e c ult ur e pl at e s ( C or ni n g, K ai s er sl a ut er n, G er m a n y) i n  t h e f oll o wi n g 

c o n c e ntr ati o n s:  O V C A R 3 –  7, 0 0 0 c/ w; A 2 7 8 0 , C a O V 3 , C a O V 3 ci s R , H E Y , H E Y ci s R , 

O V C A R 3 ci s R  –  8, 0 0 0 c/ w; A 2 7 8 0 ci s R , T O V 2 1 G , T O V 2 1 G ci s R  –  1 0, 0 0 0 c/ w . F or a n i n c u b ati o n 

p eri o d of 2 4 or 4 8 h A 2 7 8 0 a n d T O V 2 1 G ci s R c ell s w er e s e e d e d at a d e n sit y of 1 5, 0 0 0 c/ w . 

I n c u b ati o n w a s e n d e d aft er t h e i n di c at e d p eri o d  a n d c ell s ur vi v al w a s d et er mi n e d b y a d diti o n 

of M T T ( S er v a, H ei d el b er g, G er m a n y) s ol uti o n ( 5 m g/ m L i n p h o s p h at e b uff er e d s ali n e ). T h e 

f or m a z a n pr e ci pit at e w a s di s s ol v e d i n D M S O ( V W R, L a n g e nf el d, G er m a n y). A b sor b a n c e w a s 

m e a s ur e d at 5 4 4 n m a n d 6 9 0 n m i n a T h er m o Fi s h er  M ulti s k a n F C Mi cr o pl at e P h ot o m et er  

(T h er m o S ci e ntifi c , W e s el, G er m a n y ).  
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W h ol e -C ell H D A C I n hi biti o n A s s a y  

T h e c ell ul ar H D A C a s s a y w a s b a s e d o n a n a s s a y p u bli s h e d b y H elt w e g a n d J u n g  ( 8 1), Ci o s s e k 

et al.  ( 8 2), a n d B o nfil s et al. ( 8 3) wit h mi n or m o difi c ati o n s a s d e s cri b e d i n ( 2 1). Bri efl y, h u m a n 

c a n c er c ell li n e s A 2 7 8 0 a n d T O V 2 1 G ci s R w er e s e e d e d i n 9 6 -w ell ti s s u e c ult ur e pl at e s 

( C or ni n g, K ai s er sl a ut er n, G er m a n y) at a d e n sit y of 2 5, 0 0 0 c/ w a n d 2 2, 5 0 0 c/ w  i n a t ot al v ol u m e 

of 9 0 µ L of c ult ur e m e di u m. Aft er 2 4 h, c ell s w er e i n c u b at e d f or 1 8 h wit h i n cr e a si n g 

c o n c e ntr ati o n s of t e st c o m p o u n d C H DI -0 0 3 9 0 5 7 6 . T h e r e a cti o n w a s st art e d b y a d di n g 1 0 µ L 

of 3 m M B o c -L y s( A c) -A M C or 1 m M B o c -L y s( Tf a )-A M C ( B a c h e m,  B u b e n d orf, S wit z erl a n d)  t o 

r e a c h fi n al c o n c e ntr ati o n of 0. 3 m M or 0. 1 m M ( 8 4). T h e c ell s w er e i n c u b at e d wit h t h e 

r e s p e cti v e s u b str at e f or 3 h u n d er c ell c ult ur e c o n diti o n s. Aft er t hi s i n c u b ati o n, 1 0 0 µ L/ w ell st o p 

s ol uti o n ( 2 5 m M Tri s -H Cl ( p H 8), 1 2 7 m M N a Cl, 2. 7 m M K Cl, 1 m M M g Cl 2, 1 % N P 4 0, 2 m g/ m L 

Tr y p si n , 1 0 µ M P a n o bi n o st at) w a s a d d e d a n d t h e r e a cti o n w a s d e v el o p e d f or 3 h u n d er c ell 

c ult ur e c o n diti o n s.  Fl u or e s c e n c e i nt e n sit y w a s m e a s ur e d at e x cit ati o n of 3 2 0 n m a n d e mi s si o n 

of 5 2 0 n m i n a N O V O st ar mi cr o pl at e r e a d er ( B M G L a b T e c h, Off e n b ur g, G er m a n y).  

C o m bi n ati o n E x p eri m e nt s  

F or t h e i n v e sti g ati o n of t h e eff e ct of a c o m bi n ati o n tr e at m e nt wit h b ort e z o mi b a n d C H DI -

0 0 3 9 0 5 7 6  t h e c ell s w er e c oi n c u b at e d wit h t h e c o m p o u n d s f or t h e i n di c at e d p eri o d of ti m e. 

Aft er t h e i n c u b ati o n t h e c yt ot o xi c eff e ct w a s d et er mi n e d wit h a M T T c ell vi a bilit y a s s a y. 

C al c u s y n s oft w ar e 2. 1 ( Bi o s oft, C a m bri d g e, U K) w a s u s e d t o c al c ul at e t h e c o m bi n ati o n i n d e x 

( CI) a s a q u a ntit ati v e m e a s ur e of t h e d e gr e e of dr u g i nt er a cti o n. 

E n z y m e  H D A C I n h i biti o n A s s a y 

All h u m a n r e c o m bi n a nt e n z y m e s w er e p ur c h a s e d fr o m R e a cti o n Bi ol o g y C or p. ( M al v er n, P A, 

U S A). T h e H D A C a cti vit y a s s a y H D A C 1 ( c at nr. K D A -2 1 -3 6 5), H D A C 2 ( c at nr. K D A -2 1 -2 7 7), 

H D A C 3 ( c at nr. K D A -2 2 -2 7 8), H D A C 4 ( c at nr. K D A -2 1 -2 7 9), H D A C 5 ( c at nr . K D A-2 1 -2 8 0), 

H D A C 6 ( c at nr. K D A -2 1 -2 1 3), H D A C 7 ( c at nr. K D A -2 1 -2 8 1), a n d H D A C 8 ( c at nr. K D A -2 1 -4 8 1) 

w a s p erf or m e d i n 9 6 -w ell -pl at e s ( C or ni n g, K ai s er sl a ut er n, G er m a n y). Bri efl y 2 0 n g of 

H D A C 1/ 2/ 3/ 8, 1 7. 5 n g of H D A C 6, 3 0 n g of H D A C 1 1, a n d 2 n g of H D A C 4/ 5/ 7  p er r e a cti o n w er e 

u s e d. R e c o m bi n a nt e n z y m e s w er e dil ut e d i n a s s a y b uff er ( 5 0 m M Tri s -H Cl, p H 8. 0, 1 3 7 m M 

N a Cl, 2. 7 m M K Cl, 1 m M M g Cl 2, a n d 1 m g/ m L B S A). Aft er a 5 mi n i n c u b ati o n st e p t h e r e a cti o n 

w a s st art e d wit h 1 0 µ L of 1 5 µ M ( H D A C 6), 3 0 µ M ( H D A C 2), 4 0 µ M ( H D A C 1), 5 0 µ M ( H D A C 3) 

B o c -L y s( A c) -A M C ( B a c h e m, B u b e n d orf, S wit z erl a n d) or 6 µ M ( H D A C 8), 1 0 µ M ( H D A C 4/ 5/ 7), 

2 5 µ M ( H D A C 1 1) B o c -L y s -( Tf a)-A M C ( B a c h e m, B u b e n d orf, S wit z erl a n d). T h e r e a cti o n w a s 

st o p p e d aft er 9 0 mi n b y a d di n g 1 0 0 µ L st o p s ol uti o n ( 1 6 m g/ m L  tr y p si n, 4 µ M p a n o bi n o st at f or 

H D A C 8/ 1 1, 2 µ M C H DI -0 0 3 9 0 5 7 6 f or H D A C 4, 4 µ M v ori n o st at f or H D A C 1/ 2/ 3, 4 µ M t u b a st ati n 

a f or H D A C 6 i n 5 0 m M Tri s -H Cl, p H 8. 0, a n d 1 0 0 m M N a Cl. 1 5 mi n aft er t h e a d diti o n of t h e 

st o p s ol uti o n t h e fl u or e s c e n c e i nt e n sit y w a s m e a s ur e d at e x cit ati o n of 3 5 5 n m a n d e mi s si o n of 

4 6 0 n m i n a N O V O st ar mi cr o pl at e r e a d er ( B M G L a b T e c h, Off e n b ur g, G er m a n y). A J S  

M e a s ur e m e nt of A p o pt oti c N u cl ei  

A 2 7 8 0  a n d T O V 2 1 G ci s R c ell s w er e s e e d e d at a d e n sit y of 3 0, 0 0 0  c/ w i n 2 4 -w ell pl at e s 

( S ar st e dt, N ür n br e c ht, G er m a n y). C ell s w er e tr e at e d wit h b ort e z o mi b a n d/ or C H DI -0 0 3 9 0 5 7 6 

a s i n di c at e d f or 2 4 or 4 8 h . S u p er n at a nt w a s r e m o v e d aft er a c e ntrif u g ati o n st e p a n d t h e  c ell s 

w er e l y s e d i n 5 0 0 µ L h y p ot o ni c l y si s b uff er ( 0. 1 % s o di u m citr at e, 0. 1 % Trit o n X -1 0 0, 1 0 0 

µ g/ m L pr o pi di u m i o di d e) at 4 ° C i n t h e d ar k o v er ni g ht. T h e p er c e nt a g e of a p o pt oti c n u cl ei wit h 

D N A c o nt e nt i n s u b -G 1 w a s a n al y z e d b y fl o w c yt o m etr y u si n g t h e C y Fl o w i n str u m e nt ( P art e c, 

N or d er st e dt, G er m a n y).  
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C a s p a s e 3/ 7 A cti v ati o n A s s a y  

C o m p o u n d -i n d u c e d a cti v ati o n of c a s p a s e 3/7 w a s a n al y z e d u si n g t h e C ell E v e nt  C a s p a s e -3/ 7 

gr e e n d et e cti o n r e a g e nt ( T h er m o S ci e ntifi c, W e s el, G er m a n y) a c c or di n g t o t h e m a n uf a ct ur er´ s 

i n str u cti o n s. Bri efl y, A 2 7 8 0 a n d T O V 2 1 G ci s R  c ell s w er e s e e d e d i n 9 6 -w ell -pl at e s ( C or ni n g, 

K ai s er sl a ut er n, G er m a n y) at a d e n sit y of 8, 0 0 0  c/ w . C ell s w ere tr e at e d wit h b ort e z o mi b a n d/ or 

C H DI -0 0 3 9 0 5 7 6 f or 2 4 h . T h e n, m e di u m w a s r e m o v e d a n d 5 0 µ L of C ell E v e nt C a s p a s e 3/ 7 

gr e e n d et e cti o n r e a g e nt ( 2 µ M i n P B S s u p pl e m e nt e d wit h 5 % h e at i n a cti v at e d F C S) w a s 

a d d e d. C ell s w er e i n c u b at e d f or 3 0 mi n at 3 7 ° C u n d er c ell c ult ur e c o n diti o n s b ef or e i m a gi n g  

b y u si n g t h e T h er m o Fi s h er Arr a y S c a n X TI hi g h c o nt e nt s cr e e ni n g ( H C S) s y st e m wit h a 1 0 X 

m a g nifi c ati o n ( T h er m o S ci e ntifi c, W e s el, G er m a n y). H o e c h st 3 3 3 4 2 w a s u s e d f or n u cl ei 

st ai ni n g.  T h e p a n c a s p a s e i n hi bit or Q V D w a s u s e d i n a c o n c e ntr ati o n of 2 0 µ M dil ut e d i n t h e 

a p pr o pri at e m e di u m a n d i n c u b at e d 3 0 mi n pri or t o c o m p o u n d a d diti o n.  

γ H 2 A X -A s s a y  

T h e γ H 2 A X D N A d a m a g e a s s a y w a s b a s e d o n a n a s s a y p u bli s h e d b y Zi e gl er et al. ( 8 5) wit h 

mi n or m o difi c ati o n s.  Bri efl y, A 2 7 8 0 c ell s w er e s e e d e d i n 9 6 -w ell ti s s u e c ult ur e pl at e s ( C or ni n g, 

K ai s er sl a ut er n, G er m a n y) at a d e n sit y of 6, 0 0 0 c/ w. C ell s w er e tr e at e d wit h t h e i n di c at e d 

c o n c e ntr ati o n s a n d c o m p o u n d s f or 2 4 h. C ell s w er e fi x e d wit h 4 % f or m al d e h y d e s ol uti o n 

f oll o w e d b y i n c u b ati o n wit h i c e-c ol d m et h a n ol a n d bl o c ki n g b uff er ( 5 % B S A, 0. 3 % Trit o n X -

1 0 0 i n P B S). C ell s w er e i n c u b at e d wit h pri m ar y a nti b o d y ( C at. N o. 0 5 -6 3 6, M er c k Milli p or e, 

D ar m st a dt, G er m a n y) o v er ni g ht at 4 ° C  a n d s e c o n d ar y fl u or o p h or e -l a b el e d a nti b o d y ( N ort h er n 

Li g ht A nti M o u s e, C at. N o. N L 0 0 7, Bi ot e c h n e, Wi e s b a d e n, G er m a n y)  f or 2 h o ur s i n t h e d ar k. 

C ell n u cl ei w er e c o u nt er st ai n e d wit h H o e c h st 3 3 3 4 2. A n al y si s w a s p erf or m e d wit h T h er m o 

Fi s h er Arr a y S c a n X TI ( T h er m o S ci e ntifi c, W e s el, G er m a n y).  

R T -P C R  

C ell s w er e ( c o -)i n c u bat e d wit h t h e i n di c at e d c o n c e ntr ati o n s of C H DI a n d/ or B T Z f or 2 4 or 4 8 
h.  R N A w a s i s ol at e d u si n g R N e a s y Mi ni Kit ( Qi a g e n, Hil d e n, G er m a n y). Aft er w ar d s 
tr a n s cri pti o n t o c D N A w a s p erf or m e d wit h Hi g h C a p a cit y c D N A R e v er s e Tr a n s cri pti o n Kit 
( T h er m o S ci e ntifi c, W e s el, G er m a n y). R T -P C R w a s p erf or m e d wit h G o T a q q P C R M a st er Mi x 
( Pr o m e g a, U S A) i n a C F X 9 6 R e al-Ti m e S y st e m ( BI O -R A D, H er c ul e s, C alif or ni a, U S A). 
R el ati v e c h a n g e s i n g e n e e x pr e s si o n w er e n or m ali z e d t o e n d o g e n o u s c o ntr ol g e n e s H P R T 1  
( h y p o x a nt hi n e-g u a ni n e p h o s p h ori b o s yltr a n sf er a s e) , T B P  ( T A T A bi n di n g pr ot ei n), a n d G U S B  
( b et a-gl u c ur o ni d a s e)  b y V a n d e s o m p el e m et h o d ( 6 7) a n d n or m ali z e d t o v e hi cl e tr e at e d 
c o ntr ol . Pri m er s ( Si g m a Al dri c h, St ei n h ei m, G er m a n y) wit h a n effi c a c y b et w e e n 8 0 . 4 % a n d 
1 1 1. 3  % w er e u s e d ( T a bl e 1 0 ). T h e y w er e d e si g n e d b y Pri m er-B L A S T ( NI H, B et h e s d a, 
M ar yl a n d, U S A) ( 8 6) a n d effi c a c y w a s d et er mi n e d wit h a t e m pl at e i s ol at e d fr o m H e L a c ell s.   
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T a bl e 1 0 . Pri m er s e q u e n c e s f or R T -P C R.  

G e n e  Pri m er F o r w ar d  Pri m er R e v e r s e  Effi c a c y [ %]  

A P A F 1  A G T G G A A T A A C T T C G T A T G T A A G G A  A A A C A A C T G G C C T C T G T G G T  9 8. 7  

B A D  T T G T G G A C T C C T T T A A G A A G G  C A C C A G G A C T G G A A G A C T C G  8 7. 6  

B A K 1  T C A T C G G G G A C G A C A T C A A C  C A A A C A G G C T G G T G G C A A T C  1 1 1. 3  

B C L 2  G A T A A C G G A G G C T G G G A T G C  T C A C T T G T G G C C C A G A T A G G  8 2. 9  

B C L 2 L 1  C A G T A A A G C A A G C G C T G A G G  C C A C A A A A G T A T C C T G T T C A A A G C  8 6. 5  

B C L 2 L 1 1  A G A C A G A G C C A C A A G C T T C C  C A A T A C G C C G C A A C T C T T G G  1 0 6. 9  

BI R C 5  T G A G A A C G A G C C A G A C T T G G  T G T T C C T C T A T G G G G T C G T C A  1 0 8. 4  

C C N D 1  A T C A A G T G T G A C C C G G A C T G  C T T G G G G T C C A T G T T C T G C T  8 0. 4  

C D K N 1 A  T G C C G A A G T C A G T T C C T T G T  G T T C T G A C A T G G C G C C T C C  9 4. 7  

F O X O 1  A T G T G T T G C C C A A C C A A A G C  A G T G T A A C C T G C T C A C T A A C C C  9 7. 1  

F O X O 3  A A G G A T C A C T G A G G A A G G G  G T G T C A G T T T G A G G G T C T G C  9 0. 3  

G U S B  A C C T C C A A G T A T C C C A A G G G T  G T C T T G C T C C A C G C T G G T  8 3. 1  

H D A C 4  T T G G A T G T C A C A G A C T C C G C  C C T T C T C G T G C C A C A A G T C T  8 0. 8  

H P R T 1  C C T G G C G T C G T G A T T A G T G A  C G A G C A A G A C G T T C A G T C C T  9 3. 6  

M C L 1  G T T A A A C A A A G A G G C T G G G A T G G  A G C A G C A C A T T C C T G A T G C C  9 2. 4  

P T E N  A C T T G C A A T C C T C A G T T T G T G G  T C G T G T G G G T C C T G A A T T G G  9 0. 1  

T B P  G T G A C C C A G C A T C A C T G T T T C  G A G C A T C T C C A G C A C A C T C T  8 6. 9  

T P 5 3  A G T C A G A T C C T A G C G T C G  T C A G G A A G T A G T T T C C A T A G G  1 0 2. 9  

XI A P  T T G G A A G C C C A G T G A A G A C C  C A G A T A T T T G C A C C C T G G A T A C C  9 7. 7  

 

D at a A n al y si s  

C o n c e ntr ati o n -eff e ct c ur v e s w er e c o n str u ct e d wit h Pri s m 7. 0 ( Gr a p h P a d, S a n Di e g o, C A, U S A) 

b y fitti n g t h e p o ol e d d at a of at l e a st t hr e e e x p eri m e nt s p erf or m e d i n tri pli c at e s ( or st at e d 

ot h er wi s e)  t o t h e f o ur-p ar a m et er l o gi sti c e q u ati o n. St ati sti c al a n al y si s w a s p erf or m e d u si n g t -

t e st. T o a n al y z e t h e s y n er gi sti c eff e ct s of a p o pt o si s i n d u cti o n, c a s p a s e 3/ 7 a cti v ati o n, a n d 

f or m ati o n of γ H 2 A X, t h e v al u e s of t h e si n gl e tr e at m e nt s w er e s u m m e d u p a n d t h e st a n d ar d 

d e vi ati o n w a s c al c ul at e d. T hi s v al u e w a s c o m p ar e d wit h t h e v al u e of t h e c o m bi n ati o n tr e at m e nt 

u si n g t -t e st a s pr e vi o u sl y d e s cri b e d ( 1 9, 6 5). 

F u n di n g  

W e a c k n o wl e d g e s u p p ort b y t h e D e ut s c h e F or s c h u n g s g e m ei n s c h aft ( D F G)  f or gr a nt K A 

1 9 4 2/ 1 -1 . F urt h er, th e D F G i s a c k n o wl e d g e d f or f u n d s u s e d t o p ur c h a s e t h e Arr a y S c a n X TI 

Hi g h C o nt e nt Pl atf or m u s e d i n t hi s r e s e ar c h (I N S T 2 0 8/ 6 9 0 -1).  

C o nfli ct s of I nt er e st  

T h e a ut h or s d e cl ar e n o c o nfli ct of i nt er e st.  

A c k n o wl e d g e m e nt s  

T h e a ut h or s t h a n k A n a J. R o dri g u e s  M oit a  f or e st a bli s hi n g t h e ci s pl ati n r e si st a nt  “ ci s R” c ell 

li n e s. W e a c k n o wl e d g e s u p p ort b y t h e H ei nri c h H ei n e U ni v er sit y D ü s s el d orf.  
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S u p pl e m e nt al I nf or m ati o n  

 

S T a bl e 1 . S u p e r a d diti v e c yt ot o xi c eff e ct of B T Z a n d C H DI i n  C a O V 3 ci s R , H E Y, a n d O V C A R 3. 

C a O V 3 ci s R  
C H DI [ µ M]  

H E Y  
C H DI [ µ M]  

O V C A R 3  
C H DI [ µ M]  

6  8  5  1 0  4  6  

B
T

Z 
[

n
M]

 

5  *  1. 4 %  

B
T

Z 
[

n
M]

 

2 0  2. 3 %  2. 1 %  

B
T

Z 
[

n
M]

 

5  6. 6 %  4. 2 %  

1 0  7. 8 %  9. 1 %  3 0  6. 9 %  9. 3 %  1 0  9. 6 %  3. 0 %  

- - - 4 0  * 1. 2 %  2 0  3. 6 %  * 

- - - 5 0  * * 3 0  * * 

- - - 6 0  * * 4 0  1. 7 %  * 

D at a s h o w n ar e s u p er a d diti v e c yt ot o xi c eff e ct of t h e c o m bi n ati o n tr e at m e nt s wit h B T Z a n d C H DI c orr e s p o n di n g t o 

t h e r e s ult s s h o w n i n S Fi g ur e 1 . Eff e ct s w er e a dj u st e d t o v e hi cl e c o ntr ol. * i n di c at e s c al c ul at e d s u p er a d diti v e  

eff e ct s  < 0 %. D at a s h o w n ar e t h e m e a n, n ≥ 3.  
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( A) C a O V 3 ci s R  

 
( B) H E Y  

 
( C) O V C A R 3  

S Fi g u r e 1 . C o m bi n e d c yt ot o xi c eff e ct of B T Z a n d C H DI o n C a O V 3 ci s R, H E Y, a n d O V C A R 3 c ell s. 
C a O V 3 ci s R ( A), H E Y ( B), a n d O V C A R 3 ( C) c ell s w er e tr e at e d f or 7 2 h wit h t h e i n di c at e d c o n c e ntr ati o n s of B T Z 

a n d/ or C H DI. D at a s h o w n ar e t h e c yt ot o xi c eff e ct n or m ali z e d t o v e hi cl e c o ntr ol ( m e a n ± S D , n ≥ 3 ).  
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V e hi cl e  2 4 h 1 0 0 µ M ci s pl ati n  1. 2 5 µ M C H DI  

   
2. 5 0 µ M C H DI  5 µ M C H DI  5 n M B T Z  

   
5 n M B T Z  

+ 1. 2 5 µ M C H DI  

5 n M B T Z  

+ 2. 5 0 µ M C H DI  

5 n M B T Z  

+ 5 µ M C H DI  

   
1 0  n M B T Z  1 0 n M B T Z  

+ 1. 2 5 µ M C H DI  

1 0 n M B T Z  

+ 2. 5 0 µ M C H DI  
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1 0 n M B T Z  

+ 5 µ M C H DI  

2 0 n M B T Z  2 0 n M B T Z  

+ 1. 2 5 µ M C H DI  

  
2 0 n M B T Z  

+ 2. 5 0 µ M C H DI  

2 0 n M B T Z  

+ 5 µ M C H DI  

S Fi g u r e 2 . R a w d at a of fl o w c yt o m etr y a n al y si s ( a p o pt o si s a s s a y) - A 2 7 8 0 c ell s wit h 2 4 h i n c u b ati o n ti m e.  
T h e d at a s h o w n ar e e x e m pl ar y f or t h e tr e at m e nt i n di c at e d u n d er t h e r e s p e cti v e pl ot a n d c orr e s p o n d t o Fi g ur e 4 A . 

C ell s c o u nt e d i n t h e R N 1 r e gi o n w er e cl a s sifi e d a s s u b G 1. A 2 7 8 0 c ell s w er e tr e at e d f or 2 4 h wit h t h e i n di c at e d 
i n hi bit or s u nl e s s ot h er wi s e st at e d. 

   
V e hi cl e  2 4 h 1 0 0 µ M ci s pl ati n  1. 2 5 µ M C H DI  

   
2. 5 0 µ M C H DI  5 µ M C H DI  2. 5 n M B T Z  
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2. 5 n M B T Z  

+ 1. 2 5 µ M C H DI  

2. 5 n M B T Z  

+ 2. 5 0 µ M C H DI  

2. 5 n M B T Z  

+ 5 µ M C H DI  

   
5  n M B T Z  5  n M B T Z  

+ 1. 2 5 µ M C H DI  

5  n M B T Z  

+ 2. 5 0 µ M C H DI  

 
5 n M B T Z  

+ 5 µ M C H DI  

S Fi g u r e 3 . R a w d at a of fl o w c yt o m etr y a n al y si s  ( a p o pt o si s a s s a y) - A 2 7 8 0 c ell s wit h 4 8  h i n c u b ati o n ti m e.  
T h e d at a s h o w n ar e e x e m pl ar y f or t h e tr e at m e nt i n di c at e d u n d er t h e r e s p e cti v e pl ot a n d c orr e s p o n d t o Fi g ur e 4 B . 

C ell s c o u nt e d i n t h e R N 1 r e gi o n w er e cl a s sifi e d a s s u b G 1. A 2 7 8 0 c ell s w er e tr e at e d f or 4 8  h wit h t h e i n di c at e d 
i n hi bit or s u nl e s s ot h er wi s e st at e d. 

   
V e hi cl e  2 4 h 1 0 0 µ M ci s pl ati n  1. 2 5 µ M C H DI  
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2. 5 0 µ M C H DI  5 µ M C H DI  6. 2 5 n M B T Z  

   
6. 2 5 n M B T Z  

+ 1. 2 5 µ M C H DI  

6. 2 5 n M B T Z  

+ 2. 5 0 µ M C H DI  

6. 2 5 n M B T Z  

+ 5 µ M C H DI  

   
1 2. 5 n M B T Z  1 2. 5  n M B T Z  

+ 1. 2 5 µ M C H DI  

1 2. 5  n M B T Z  

+ 2. 5 0 µ M C H DI  

   
1 2. 5 n M B T Z  

+ 5 µ M C H DI  

2 5 n M B T Z  2 5 n M B T Z  

+ 1. 2 5 µ M C H DI  
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2 5 n M B T Z  

+ 2. 5 0 µ M C H DI  

S Fi g u r e 4 . R a w d at a of fl o w c yt o m etr y a n al y si s  ( a p o pt o si s a s s a y) - T O V 2 1 G ci s R  c ell s wit h 2 4 h i n c u b ati o n 
ti m e. T h e d at a s h o w n ar e e x e m pl ar y f or t h e tr e at m e nt i n di c at e d u n d er t h e r e s p e cti v e pl ot a n d c orr e s p o n d t o 

Fi g ur e 4 C . C ell s c o u nt e d i n t h e R N 1 r e gi o n w er e cl a s sifi e d a s s u b G 1. T O V 2 1 G ci s R  c ell s w er e tr e at e d f or 2 4  h 
wit h t h e i n di c at e d i n hi bit or s u nl e s s ot h er wi s e st at e d.  

   
V e hi cl e  2 4 h 1 0 0 µ M ci s pl ati n  1. 2 5 µ M C H DI  

   
2. 5 0 µ M C H DI  5 µ M C H DI  3. 1 2 5 n M B T Z  

   
3. 1 2 5 n M B T Z  

+ 1. 2 5 µ M C H DI  

3. 1 2 5 n M B T Z  

+ 2. 5 0 µ M C H DI  

3. 1 2 5 n M B T Z  

+ 5 µ M C H DI  
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6. 2 5  n M B T Z  6. 2 5 n M B T Z  

+ 1. 2 5 µ M C H DI  

6. 2 5 n M B T Z  

+ 2. 5 0 µ M C H DI  

   
6. 2 5 n M B T Z  

+ 5 µ M C H DI  

1 2. 5  n M B T Z  1 2. 5 n M B T Z  

+ 1. 2 5 µ M C H DI  

 
1 2. 5 n M B T Z  

+ 2. 5 0 µ M C H DI  

S Fi g u r e 5 . R a w d at a of fl o w c yt o m etr y a n al y si s  ( a p o pt o si s a s s a y) - T O V 2 1 G ci s R c ell s wit h 4 8  h i n c u b ati o n 
ti m e. T h e d at a s h o w n ar e e x e m pl ar y f or t h e tr e at m e nt i n di c at e d u n d er t h e r e s p e cti v e pl ot a n d c orr e s p o n d t o 

Fi g ur e 4 D . C ell s c o u nt e d i n t h e R N 1 r e gi o n w er e cl a s sifi e d a s s u b G 1. T O V 2 1 G ci s R  c ell s w er e tr e at e d f or 4 8  h 
wit h t h e i n di c at e d i n hi bit or s u nl e s s ot h er wi s e st at e d.  

1 9 2
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3. 5  Dr eif a c h k o m bi n ati o n a u s Ci s pl ati n, H D A Ci u n d Ki n a s ei n hi bit or e n  

N a c h d e n vi el v er s pr e c h e n d e n Er g e b ni s s e n d er d u al e n K o m bi n ati o n v o n Ci s pl ati n 

u n d d e m Kl a s s e I s el e kti v e n H D A Ci E nti n o st at i n B a n d oli k et al. ( 1 1 0) w ur d e n  

M ö gli c h k eit e n z ur Er w eit er u n g d er K o m bi n ati o n st h er a pi e u m ei n e n dritt e n Wir k st off 

(s m all m ol e c ul e i n hi bit or ) a n al y si ert. Zi el e di e s er Str at e gi e  w ar e n z u m ei n e n ei n e 

R e d u kti o n d er ei n g e s et zt e n K o n z e ntr ati o n e n d er j e w eili g e n Wir k st off e  i nf ol g e ei n e s 

m ö gli c h e n s y n er gi sti s c h e n Eff e kt e s. Di e s k ö n nt e i n kli ni s c h er Hi n si c ht  z u ei n er 

V erri n g er u n g d e s A uftr et e n s b z w. d er I nt e n sit ät v o n  u n er w ü n s c ht e n 

Ar z n ei mitt el wir k u n g e n  d er ei n z el n e n Wir k st off e f ü hr e n . Z u m a n d er e n k ö n nt e di e 

gl ei c h z eiti g e  I n hi biti o n  v er s c hi e d e n er  Si g n altr a n s d u kti o n s w e g e  n e u e 

T h er a pi e o pti o n e n v o n  c h e m or e si st e nt e n O v ari al k ar zi n o m e n er öff n e n . I m Z u g e di e s e s 

V er s u c h s d er W eit er e nt wi c kl u n g d er K o m bi n ati o n s b e h a n dl u n g h a b e n si c h z w ei 

Wir k st off gr u p p e n al s b e s o n d er s b e a c ht e n s w ert h er a u s g e st ellt: I n hi bit or e n d er 

e pi d er m al e n  W a c h st u m sf a kt orr e z e pt or e n  ( E G F Ri)  u n d  I n hi bit or e n  d er 

P h o s p h oi n o siti d -3 -Ki n a s e n ( PI 3 Ki).   

Di e  b ei d e n  Wir k st off gr u p p e n  w ur d e n  a uf gr u n d  d er  d ar g e st ellt e n 

Z u s a m m e n h ä n g e i n A b bil d u n g 6  b e z ü gli c h v er s c hi e d e n er A n griff s p u n kt e i m R a h m e n 

d er B e k ä m pf u n g ei n er Ci s pl ati n -R e si st e n z al s K o m bi n ati o n s p art n er v o n I nt er e s s e 

a u s g e w ä hlt . D ur c h di e Er w eit er u n g d e r K o m bi n ati o n st h er a pi e v o n E nti n o st at u n d 

Ci s pl ati n mit di e s e n b ei d e n Wir k st off gr u p p e n , w ur d e ei n e g e g e n s eiti g e V er st är k u n g 

d er Wir k u n g hi n si c htli c h d er A u sl ö s u n g v o n A p o pt o s e er w art et. W ä hr e n d E nti n o st at 

d a s  a p o pt oti s c h e G e s c h e h e n ü b er Ä n d er u n g e n i n d er E x pr e s si o n pr o - u n d 

a nti a p o pt oti s c h er G e n e u nt er st üt zt, v er hi n d er n a kti v e  E G F R - u n d PI 3 K -Si g n al w e g e  di e 

A u sl ö s u n g v o n A p o pt o s e.  D ur c h ei n e I n hi bi er u n g di e s er Str u kt ur e n er s c h ei nt ei n 

v er st är k e n d er Eff e kt m ö gli c h. A uf di e g e n a u e n M e c h a ni s m e n, w el c h e d er 

Si g n altr a n s d u kti o n d ur c h E G F R s u n d PI 3 K s z u gr u n d e li e g e n u n d wi e di e s e mit d er 

A u sl ö s u n g v o n A p o pt o s e z u s a m m e n h ä n g e n, wir d i m F ol g e n d e n erl ä ut ert.  
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3. 5. 1  Er w eit e r u n g d er K o m bi n ati o n st h e r a pi e v o n Ci s pl ati n u n d E nti n o st at  d ur c h 
I n hi bit or e n v o n e pi d er m al e n W a c h st u m sf a kt orr e z e pt or e n ( E G F Ri)  

D er e pi d er m al gr o wt h f a ct or r e c e pt or ( E G F R) i st ei n e tr a n s m e m br a n är e R e z e pt or -

T yr o si n ki n a s e . Li g a n d e n a u s d er e pi d er m al e n W a c h st u m sf a kt or fa mili e  wi e 

b ei s pi el s w ei s e d er  e pi d er m al e W a c h st u m sf a kt or E G F  o d er  d er  tr a n sf or mi er e n d e 

W a c h st u m sf a kt or T G F α  k ö n n e n a n E G F R bi n d e n u n d d e n R e z e pt or a kti vi er e n  ( 1 1 4). 

Er i st T eil d er Er b B - b z w. E G F -R e z e pt orf a mili e , w a s a u c h d ur c h s ei n e s y n o n y m e 

B e z ei c h n u n g Er b B -1 d e utli c h wir d. E b e nf all s T eil d er  Er b B -R e z e pt orf a mili e si n d di e 

W a c h st u m sf a kt or r e z e pt or e n Er b B-2, Er b B -3 u n d Er b B -4. Si e w ei s e n str u kt ur ell e 

Ä h nli c h k eit z u m E G F R a uf.  Di e Bi n d u n g s st ell e f ür Li g a n d e n li e gt e xtr a z ell ul är , 

w ä hr e n d d a s  e n z y m ati s c h e Z e ntr u m  i ntr a z ell ul är l o k ali si ert i st. D a s e n z y m ati s c h e 

Z e ntr u m bil d et  ei n e Bi n d e st ell e f ür A T P, w el c h e v o n Wir k st off e n  wi e L a p ati ni b  o d er 

G efiti ni b z ur I n hi bi er u n g d er Si g n altr a n s d u kti o n g e n ut zt w er d e n k a n n.  N a c h 

e xtr a z ell ul är er Li g a n d bi n d u n g  wir d ei n e R e z e pt or -Di m eri si er u n g i n d u zi ert, di e z u ei n er  

g e g e n s eiti g e n  P h o s p h or yli er u n g v o n T yr o si n -R e st e n d er b ei d e n R e z e pt or -M o n o m er e 

f ü hrt ( A ut o p h o s p h or yli er u n g). F ür di e A ut o p h o s p h or yli er u n g wir d A T P al s C of a kt or 

b e n öti gt. E s w er d e n v er s c hi e d e n e Si g n a l m ol e k ül e u nt er Bil d u n g ei n e s 

Si g n al k o m pl e x e s r e kr uti ert, w el c h e d ur c h i hr e n a c h g e s c h alt et e n Bi n d u n g s p art n er di e 

Si g n altr a n s d u kti o n w eit er i n d e n Z ell k er n l eit e n. N a c h Di s s o zi ati o n d e s 

Si g n al k o m pl e x e s wir d d a s R e z e pt or di m er p er E n d o z yt o s e i nt er n ali si ert u n d e nt w e d er 

ü b er L y s o s o m e n  d e gr a di ert o d er wi e d er v er w e n d et.  Di e R e z e pt or e n d er E G F -F a mili e 

si n d i n d er L a g e , H et er o di m er e ( z. B. a u s E G F R u n d Er b B-2) z u bil d e n. Di e s e si n d i n 

d er R e g el w e ni g er st a bil, z erf all e n n a c h d er R e z e pt ori nt er n ali si er u n g l ei c ht er u n d 

w er d e n er n e ut v er w e n d et, w ä hr e n d H o m o di m er e ( z. B. a u s z w ei E G F R) st a bil er si n d 

u n d mit er h ö ht er W a hr s c h ei nli c h k eit d e gr a di ert w er d e n.  F ür Er b B -2  si n d k ei n e 

n at ürli c h e n Li g a n d e n b e k a n nt u n d s o mit k a n n di e s er R e z e pt or s ei n e 

Si g n altr a n s d u kti o n l e di gli c h d ur c h  H et er o d i m eri si er u n g mit a n d er e n Mit gli e d er n d er 

E G F R -F a mili e e ntf alt e n ( 1 1 5, 1 1 6). Di e A kti vi er u n g d er R e z e pt or e n f ü hrt z u di v er s e n 

Eff e kt e n, u nt er a n d er e m D N A -S y nt h e s e, Z ell pr olif er ati o n, Z ell mi gr ati o n, A d h ä si o n u n d 

V er hi n d er u n g d er A p o pt o s e ( 1 1 7).  

E G F -R e z e pt or e n si n d i n v er s c hi e d e n e n Kr e b s art e n e x pri mi ert  o d er m uti ert  ( 1 1 8). 

A u c h f ür O v ari al k ar zi n o m e k o n nt e ei n e ( Ü b er -) E x pr e s si o n v o n E G F R u n d a n d er e n 

Mit gli e d er n d er R e z e pt orf a mili e  g e z ei gt w er d e n ( 1 1 9– 1 2 1) . Ei n e Ü b er e x pr e s si o n v o n 

E G F -R e z e pt or e n f ü hrt z u ei n er V er st är k u n g d er pr olif er ati v e n Si g n altr a n s d u kti o n  
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s o wi e d er A b s c h w ä c h u n g v o n a p o pt oti s c h e n Si g n al e n, w a s i n K o m bi n ati o n  ei n 

u n k o ntr olli ert e s Z ell w a c h st u m u nt er st üt zt  ( 4 2). E s si n d v er s c hi e d e n e M ut ati o n e n v o n 

E G F R b e k a n nt, w el c h e v or all e m b ei d er B e h a n dl u n g v o n L u n g e n kr e b s ei n e 

g e st ei g ert e R oll e s pi el e n  ( 1 2 2), d a si e d ort h ä ufi g er a uftr et e n u n d Zi el str u kt ur e n f ür 

Wir k st off e d ar st ell e n k ö n n e n.    

I m R a h m e n d er U nt er s u c h u n g ei n er m ö gli c h e n Dr ei er k o m bi n ati o n v o n Ci s pl ati n, 

E nti n o st at u n d E G F Ri w ur d e n di e dr ei Wir k st off e L a p ati ni b, Af ati ni b u n d A Z D -3 7 5 9 i n 

di e E x p eri m e nt e ei n b e z o g e n . Di e  Str u kt urf or m el n si n d i n  A b bil d u n g 1 2  d ar g e st ellt .  

L a p ati ni b i st ei n r e v er si bl er I n hi bit or v o n E G F R u n d Er b B -2 u n d tritt a uf gr u n d 

str u kt ur ell er Ä h nli c h k eit d ur c h Bi n d u n g a n d er i ntr a z ell ul är e n A T P -Bi n d u n g s st ell e i n 

K o n k urr e n z z u A T P , w a s di e A ut o p h o s p h or yli er u n g i m R a h m e n d er 

R e z e pt or a kti vi er u n g h e m mt ( 1 2 3). E s i st z ur B e h a n dl u n g v o n Er b B -2 p o siti v e m 

Br u st kr e b s i m R a h m e n ei n er K o m bi n ati o n st h er a pi e z u g el a s s e n. B ei Af ati ni b h a n d elt 

e s si c h u m ei n e n p er or al v erf ü g b ar e n u n d irr e v er si bl e n I n hi bit or v o n E G F R, Er b B -2 

u n d Er b B -4. Di e irr e v er si bl e H e m m u n g k o m mt d ur c h k o v al e nt e Bi n d u n g  d ur c h ei n e 

Mi c h a el -A d diti o n  ( Af ati ni b tr ä gt ei n e α, β-u n g e s ätti gt e C ar b o n yl v er bi n d u n g, w el c h e al s 

Mi c h a el -A k z e pt or di e nt)  a n ei n e n C y st ei n -R e st d er R e z e pt or e n z u st a n d e  ( 1 2 4– 1 2 6) . 

D a e s a u c h m uti ert e E G F R i n hi bi er e n k a n n, i st e s z ur B e h a n dl u n g v o n ni c ht -

kl ei n z elli g e m L u n g e n kr e b s mit a kti vi er e n d e n E G F R -M ut ati o n e n z u g el a s s e n. Al s 

V ertr et er d er n e u e st e n G e n er ati o n v o n  E G F R -I n hi bit or e n wur d e A Z D -3 7 5 9 i n di e 

U nt er s u c h u n g e n ei n g e s c hl o s s e n. E s i st a u s d er L eit str u kt ur d e s A T P -k o m p etiti v e n 

I n hi bit or s G efiti ni b e nt st a n d e n, i st or al bi o v erf ü g b ar u n d Z N S-g ä n gi g, w a s s ei n  

A n w e n d u n g s g e bi et z u m B ei s pi el a uf Hir n m et a st a s e n v o n E G F R -p o siti v e n b z w. E G F R -

m uti ert e n T u m or art e n er w eit ert ( 1 2 7). I n di e s e m K o nt e xt wir d e s m o m e nt a n i n 

v er s c hi e d e n e n kli ni s c h e n St u di e n hi n si c htli c h Si c h er h eit u n d Wir k s a m k eit u nt er s u c ht 

( 1 2 8, 1 2 9). Di e dr ei I n hi bit or e n w ei s e n u nt er s c hi e dli c h e Pr ofil e hi n si c htli c h i hr er 

i n hi bit ori s c h e n A kti vit ät g e g e n ü b er d e n v er s c hi e d e n e n E G F R-S u bt y p e n a uf. L a p ati ni b 

i n hi bi ert i n ä h nli c h e m A u s m a ß E G F R (I C5 0 : 9, 2 n M) u n d Er bB -2 ( I C5 0 : 1 0, 8 n M) u n d 

s c h w ä c h er a u c h Er b B -4 ( I C5 0 : 3 6 7 n M) ( 1 3 0). Af ati ni b i n hi bi ert e b e nf all s E G F R  (I C5 0 : 

 
  

A b bil d u n g 1 2 : L a p ati ni b (li n k s), Af ati ni b ( z e ntr al) u n d A Z D-3 7 5 9 (r e c ht s) . 
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0, 5  n M), Er b B -2 ( I C5 0 : 1 4 n M) u n d Er b B-4  (I C5 0 : 1 n M), s o wi e z w ei M ut ati o n e n v o n 

E G F R i m n a n o m ol ar e n B er ei c h ( L 8 5 8 R u n d L 8 5 8 R/ T 7 9 0 M) ( 1 2 5, 1 3 1). Di e 

E x p eri m e nt al s u b st a n z A Z D -3 7 5 9 i n hi bi ert s o w o hl ni c ht m uti ert e  E G F R ( I C5 0 : 0, 3 n M), 

al s a u c h m uti ert e  E G F R ( L 8 5 8 R u n d E x o n 1 9 D el) i m s u b n a n o m ol ar e n B er ei c h ( 1 2 7). 

Di e a n g e g e b e n e n I C5 0 -W ert e b e zi e h e n si c h a uf M e s s u n g e n a m i s oli ert e n E n z y m. I m 

z ell ul är e n K o nt e xt si n d i n d er R e g el h ö h er e K o n z e ntr ati o n e n erf or d erli c h. D er 

M ut ati o n s st at u s d er E G F -R e z e pt or e n d er v er w e n d et e n Z ellli ni e n w ur d e  i n d e n 

d ur c h g ef ü hrt e n St u di e n ni c ht b e sti m mt.  All er di n g s  fi n d e n si c h i n d er Lit er at ur Hi n w ei s e 

a uf ei n e E x pr e s si o n v o n E G F R  b z w. Er b B -2  s o w o hl i n A 2 7 8 0 al s a u c h i n H E Y Z ell e n  

( 1 3 2, 1 3 3), w a s d ur c h bi s h er u n v er öff e ntli c ht e E x pr e s si o n s a n al y s e n a u s u n s er e m 

Ar b eit s kr ei s b e st äti gt w er d e n k o n nt e .  

Ei n e K o m bi n ati o n s b e h a n dl u n g b e st e h e n d a u s E nti n o st at  ( o d er a n d er e n H D A Ci), 

E G F Ri u n d Ci s pl ati n  a n O v ari al k ar zi n o m e n b z w. e nt s pr e c h e n d e n Z ellli ni e n  i st bi s h er 

ni c ht i n d er Lit er at ur b e s c hri e b e n u n d  w ur d e i m R a h m e n di e s er Ar b eit a uf gr u n d d er 

m ö gli c h e n p o siti v e n K o m bi n ati o n s eff e kt e i n er st e n E x p eri m e nt e n u nt er s u c ht.   

D er v er st är k e n d e Ei nfl u s s v o n E nti n o st at a uf di e B e h a n dl u n g v o n O v ari al kr e b s -

Z ellli ni e n mit Ci s pl ati n d ur c h St ei g er u n g  d er A p o pt o s er at e  k o n nt e b er eit s g e z ei gt 

w er d e n ( 1 1 0). D ur c h di e Er w eit er u n g d er B e h a n dl u n g mit ei n e m  E G F Ri k ö n nt e 

z u s ät zli c h z ur v er st är kt e n A p o p t o s ei n d u kti o n ei n w eit er er I m p ul s z ur H e m m u n g d er 

Z ell pr olif er ati o n g e g e b e n w er d e n. A u ß er d e m v er hi n d er n a kti v e E G F R i n g e wi s s e m 

A u s m a ß di e Ei nl eit u n g d er A p o pt o s e . Zi el s et z u n g di e s er F ol g e e x p eri m e nt e w ar di e 

Ü b er pr üf u n g d er T h e s e, o b  si c h di e v er st är kt e A p o pt o s ei n d u kti o n d er 

K o m bi n ati o n s b e h a n dl u n g v o n E nti n o st at u n d Ci s pl ati n d ur c h H e m m u n g v o n E G F R 

n o c h w eit er st ei g er n l ä s st.  

I n er st e n E x p eri m e nt e n  k o n nt e g e z ei gt w er d e n, d a s s ei n e g e m ei n s a m e 4 8 -

st ü n di g e Pr äi n k u b ati o n v o n E nti n o st at u n d d e n E G F Ri L a p ati ni b u n d Af ati ni b a n d e n 

Z ellli ni e n A 2 7 8 0 u n d H E Y z u ei n er d e utli c h e n Er h ö h u n g d er Z yt ot o xi zit ät v o n Ci s pl ati n 

f ü hr e n k o n nt e. B ei s pi el h aft si n d di e Er g e b ni s s e a n A 2 7 8 0 Z ell e n  d er K o m bi n ati o n v o n 

E nti n o st at, L a p ati ni b u n d Ci s pl ati n i n A b bil d u n g 1 3  d ar g e st ellt.  
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D ur c h gl ei c h z eiti g e Pr äi n k u b ati o n mit  0, 2 5 µ M E nti n o st at u n d  5 µ M  L a p ati ni b 

k o n nt e i n A 2 7 8 0 d er I C 5 0 -W ert v o n Ci s pl ati n v o n 5, 5 4 µ M a uf 0, 8 3 µ M ( S hift -F a kt or 

( S F) = 6, 6 7) si g nifi k a nt g e s e n kt w er d e n . E nti n o st at all ei n k o n nt e d e n I C5 0 -W ert a uf 

1, 5 9 µ M ( S F = 3, 4 8) s e n k e n, w ä hr e n d L a p ati ni b ei n e n I C5 0 -W ert f ür Ci s pl ati n v o n 5, 0 6 

µ M ( S F = 1, 0 9) h er v orr uf e n k o n nt e. F ür H E Y Z ell e n k o n nt e g e z ei gt w er d e n, d a s s ei n e 

gl ei c h z eiti g e Pr äi n k u b ati o n mit 1 7 5 n M E nti n o st at ( S F = 2, 3 4) u n d L a p ati ni b ( S F = 

1, 8 2) d e n I C5 0 -W ert f ür Ci s pl ati n v o n 7, 1 2 µ M a uf 0, 9 9 µ M ( S F = 7, 1 7) s e n k e n k o n nt e. 

I m G e g e n s at z z u A 2 7 8 0 k o n nt e a n H E Y Z ell e n ei n ä h nli c h er Eff e kt a u c h f ür 0, 2 5 µ M 

Af ati ni b g e z ei gt w er d e n. Af ati ni b all ei n z ei gt e ei n e n S hift -F a kt or v o n 1, 7 1, w ä hr e n d i n 

d er k o m bi ni ert e n A n w e n d u n g v o n E nti n o st at u n d Af ati ni b di e Ci s pl ati n -S e n siti vit ät a uf 

1, 2 2 µ M ( S F = 5, 8 4) g e s e n kt w er d e n k o n nt e.  F ür di e K o m bi n ati o n v o n E nti n o st at, A Z D -

3 7 5 9 u n d Ci s pl ati n k o n nt e n k ei n e v er gl ei c h b ar e n Eff e kt e hi n si c htli c h d er Z yt ot o xi zit ät 

v o n Ci s pl ati n g e z ei gt w er d e n.  S o w o hl f ür di e E x p eri m e nt e mit A 2 7 8 0, al s a u c h mit H E Y 

k o n nt e n di e ei n g e s et zt e n K o n z e ntr ati o n e n v o n E nti n o st at i m V er gl ei c h z ur d u al e n 

K o m bi n ati o n mit Ci s pl ati n i n B a n d oli k et al.  ( 1 1 0) z u m T eil d e utli c h v erri n g ert w er d e n.  

D a f ür d e n v er st är k e n d e n Eff e kt v o n E nti n o st at a uf Ci s pl ati n m a ß g e bli c h di e 

er h ö ht e A kti vi er u n g v o n C a s p a s e n 3/ 7 v er a nt w ortli c h g e m a c ht w er d e n k o n nt e ( 1 1 0), 

w ur d e a u c h z ur B e urt eil u n g d er K o m bi n ati o n s b e h a n dl u n g a u s E nti n o st at, E G F Ri u n d 

  
( A) ( B) 

A b bil d u n g 1 3 : Ei nfl u s s v o n E nti n o st at u n d L a p ati ni b a uf di e Z yt ot o xi zit ät v o n Ci s pl ati n a n  A 2 7 8 0 . 

A 2 7 8 0 Z ell e n w ur d e n f ür 4 8 St u n d e n mit E nti n o st at u n d/ o d er L a p ati ni b pr äi n k u bi ert. A n s c hli e ß e n d w ur d e n di e 
Z ell e n f ür 7 2 St u n d e n mit v er s c hi e d e n e n K o n z e ntr ati o n e n Ci s pl ati n b e h a n d elt. Di e B e sti m m u n g d er Z ell vi a bilit ät 
p er M T T -A s s a y u n d di e A u s w ert u n g d er e r h alt e n e n D at e n w ur d e n a c h B a n d oli k et al. ( 1 1 0) d ur c h g ef ü hrt. Di e 
d ar g e st ellt e n Er g e b ni s s e st a m m e n a u s mi n d e st e n s dr ei v o n ei n a n d er u n a b h ä n gi g e n E x p eri m e nt e n, v er m e s s e n 
i n Tri pli k at e n, u n d z ei g e n d e n Mitt el w ert u n d  di e  St a n d ar d a b w ei c h u n g ( A) b z w. d e n St a n d ar df e hl er ( B)  d er 
ei n z el n e n D at e n p u n kt e . Si g nifi k a n z ni v e a u s  (t-T e st) : n s ( p > 0, 0 5); * ( p ≤ 0, 0 5); ** ( p ≤ 0, 0 1). 
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Ci s pl ati n ei n C a s p a s e  3/ 7 -A kti vi er u n g s -A s s a y d ur c h g ef ü hrt.  Di e Er g e b ni s s e f ür A 2 7 8 0 

si n d i n A b bil d u n g 1 4  d ar g e st ellt.  

Wi e z u er k e n n e n i st, v er ur s a c h e n w e d er 5 µ M Ci s pl ati n  n o c h 0, 2 5 µ M E nti n o st at 

o d er di e ei n g e s et zt e n E G F Ri i n i hr e n j e w eili g e n K o n z e ntr ati o n e n ei n e si g nifi k a nt e 

St ei g er u n g d er C a s p a s e -A kti vit ät. A u c h  di e d u al e n K o m bi n ati o n e n a u s Ci s pl ati n u n d 

ei n e m w eit er e n I n hi bi t or ( e nt w e d er E nti n o st at o d er E G F Ri) z ei g e n k ei n e er h ö ht e 

C a s p a s e -A kti vit ät i n A 2 7 8 0 Z ell e n. I n n er h al b d er d u al e n K o m bi n ati o n e n a u s E nti n o st at 

u n d ei n e m E G F Ri, w ar di e K o m bi n ati o n a u s E nti n o st at u n d L a p ati ni b i n d er L a g e ei n e 

si g nifi k a nt er h ö ht e C a s p a s e -A k ti vit ät v er gli c h e n mit d e n b ei d e n Ei n z el k o m p o n e nt e n z u 

v er ur s a c h e n. All e u nt er s u c ht e n Tri pl e -K o m bi n ati o n e n  a u s E nti n o st at, ei n e m E G F Ri 

u n d Ci s pl ati n v er m o c ht e n  ei n e d e utli c h er h ö ht e C a s p a s e -A kti vit ät a u s z ul ö s e n. I m F all e 

v o n Af ati ni b u n d A Z D -3 7 5 9 i st z u u n t er str ei c h e n, d a s s j e d e b eli e bi g e d u al e 

K o m bi n ati o n a u s di e s e n b ei d e n E G F Ri mit E nti n o st at u n d/ o d er Ci s pl ati n ni c ht i n d er 

L a g e w ar ei n e si g nifi k a nt e A kti vi er u n g v o n C a s p a s e 3/ 7 z u v er ur s a c h e n  u n d s o mit n ur 

di e e nt s pr e c h e n d e Tri pl e -K o m bi n ati o n eff e kti v w ar . A n H E Y Z ell e n li e ß si c h n a c h 

bi s h eri g e n Er k e n nt ni s s e n k ei n a n al o g er Eff e kt d er Dr eif a c h k o m bi n ati o n hi n si c htli c h d er 

 
A b bil d u n g 1 4 : Ei nfl u s s d e r K o m bi n ati o n v o n E nti n o st at, E G F Ri u n d Ci s pl ati n a n  A 2 7 8 0 a uf di e 

A kti vi e r u n g v o n C a s p a s e 3/ 7.  

A 2 7 8 0 Z ell e n w ur d e n f ür 4 8 St u n d e n mit E nti n o st at u n d/ o d er E G F Ri  ( L a p ati ni b, Af ati ni b o d er A Z D-3 7 5 9) 
pr äi n k u bi ert. A n s c hli e ß e n d w ur d e n di e Z ell e n f ür 2 4  St u n d e n mit 5 µ M  Ci s pl ati n b e h a n d elt. Di e B e sti m m u n g d er 
C a s p a s e 3/ 7 -A kti vit ät  p er fl u or e s z e n z b a si ert e m C a s p a s e-A s s a y  u n d di e A u s w ert u n g d er er h alt e n e n D at e n 
w ur d e n a c h B a n d oli k et al . ( 1 1 0) d ur c h g ef ü hrt. Di e d ar g e st ellt e n Er g e b ni s s e  h a b e n e x pl or ati v e n C h ar a kt er , 
st a m m e n a u s ei n e m  E x p eri m e nt ( mi n d e st e n s i n Tri pli k at e n v er m e s s e n ) u n d z ei g e n d e n Mitt el w ert u n d di e 
St a n d ar d a b w ei c h u n g  d er ei n z el n e n D at e n p u n kt e . Di e Fl u or e s z e n zi nt e n sit ät d er u n b e h a n d elt e n K o ntr oll e w ur d e 
v o n all e n W ert e n a b g e z o g e n.  Si g nifi k a n z ni v e a u s  (t-T e st) : n s ( p > 0, 0 5); * ( p ≤ 0, 0 5); ** ( p ≤ 0, 0 1), *** ( p ≤ 0, 0 0 1). 
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C a s p a s e 3/ 7 -A kti vit ät z ei g e n. Ei n e St ei g er u n g d er C a s p a s e 3/ 7 -A kti vit ät d ur c h di e 

L a p ati ni b e nt h alt e n e Dr eif a c h k o m bi n ati o n k o n nt e i n C a O V 3 -Z ell e n g e z ei gt w er d e n.  

Z u s a m m e nf a s s e n d i st f e st z u h alt e n, d a s s i m R a h m e n er st er E x p eri m e nt e 

vi el v er s pr e c h e n d e Er g e b ni s s e f ür di e Tri pl e -K o m bi n ati o n a u s Ci s pl ati n, E nti n o st at u n d 

ei n e m E G F Ri g e n eri ert w er d e n k o n nt e n. E s z ei gt si c h a u ß er d e m ei n e T e n d e n z f ür di e 

M ö gli c h k eit , di e ei n z el n e n K o m p o n e nt e n i n g eri n g er e n K o n z e ntr ati o n e n al s i n d u al e n 

K o m bi n ati o n e n ei n z u s et z e n. W ür d e si c h ei n s ol c h er S a c h v er h alt a u c h i n vi v o o d er i m 

kli ni s c h e n Allt a g z ei g e n , b e st ü n d e wi e ei nl eit e n d er w ä h nt , di e M ö gli c h k eit , ei n e 

d e utl i c h v erri n g ert e H ä ufi g k eit b z w. I nt e n sit ät d er u n er w ü n s c ht e n Wir k u n g e n d er 

Wir k st off e f e st z u st ell e n. 

 

3. 5. 2  Er w eit e r u n g d er K o m bi n ati o n st h e r a pi e v o n Ci s pl ati n u n d E nti n o st at d ur c h 
I n hi bit or e n v o n P h o s p h oi n o siti d -3 -Ki n a s e n ( PI 3 Ki)  

D er z u s a m m e n h ä n g e n d e Si g n altr a n s d u kti o n s w e g v o n P h o s p h oi n o siti d -3 -

Ki n a s e n ( PI 3 K) , Pr ot ei n ki n a s e B (A K T  o d er P K B) u n d d e s m e c h a ni sti c /m a m m ali a n  

t ar g et of r a p a m c yi n ( m T O R, dt. Zi el d e s R a p a m y ci n s i m S ä u g eti er)  s pi elt i m 

Kr e b s g e s c h e h e n ei n e z e ntr al e R oll e ( 1 3 4, 1 3 5) u n d wir d i m R a h m e n v er s c hi e d e n er 

Kr e b s art e n , wi e z u m B ei s pi el K ar zi n o m e d e s O v ar s  ( 1 3 6, 1 3 7), d er Br u st ( 1 3 8) o d er 

d er Pr o st at a  ( 1 3 9), a u c h  i n Z u s a m m e n h a n g mit d er E nt wi c kl u n g vo n 

T h er a pi er e si st e n z e n u nt er s u c ht . D er kli ni s c h e Erf ol g k o n nt e z u m T eil  all er di n g s  n o c h 

ni c ht a u sr ei c h e n d g e z ei gt w er d e n . Gr u n d s ät zli c h  gi bt e s vi er Kl a s s e n (I -I V) v o n PI 3 K 

–  d a di e dr ei  Wir k st off e di e s er St u di e PI 3 K s d er Kl a s s e I a dr e s si er e n, wir d i m 

F ol g e n d e n v or wi e g e n d a uf di e s e ei n g e g a n g e n.  I n n er h al b v o n Kl a s s e I w er d e n 

w eit erf ü hr e n d di e Kl a s s e n I A u n d I B u nt er s c hi e d e n. Kl a s s e I PI 3 K s  k at al y si er e n di e 

U m s et z u n g  v o n  PI P 2  ( P h o s p h ati d yli n o sit ol-4, 5 -bi s p h o s p h at)  z u PI P 3  

( P h o s p h ati d yli n o sit ol-3, 4, 5 -tri s ph o s p h at) u n d w er d e n i m F all v o n Kl a s s e I A d ur c h 

R e z e pt or -T yr o si n ki n a s e n ( wi e Ki n a s e n d er E G F R-F a mili e)  o d er d ur c h G P C R s ( G -

Pr ot ei n g e k o p p elt e R e z e pt or e n)  i m F all v o n Kl a s s e I B, a kti vi ert. Kl a s s e I PI 3 K si n d 

H et er o di m er e u n d b e st e h e n a u s ei n er p 8 5  ( Kl a s s e IA) b z w. p 1 0 1 ( Kl a s s e I B)  

r e g ul at ori s c h e n U nt er ei n h eit u n d ei n er p 1 1 0 k at al yti s c h e n U nt er ei n h eit. F ür di e 

k at al yti s c h e U nt er ei n h eit gi bt e s vi er u nt er s c hi e dli c h e c o di er e n d e G e n e. J e n a c h d e m, 

w el c h e k at al yti s c h e U nt er ei n h eit e x pri mi ert wir d u n d T eil  d e s j e w e ili g e n H et er o di m er s 

i st, w er d e n PI 3 K α , β , γ  ( Kl a s s e I A) o d er δ  ( Kl a s s e I D) u nt er s c hi e d e n. D ar a u s er gi bt 
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si c h f ür di e s e U nt er ei n h eit e n di e j e w eili g e S c hr ei b w ei s e  p 1 1 0 α, p 1 1 0 β, p 1 1 0 γ  o d er 

p 1 1 0 δ . Di e A kti vi er u n g v o n PI 3 K f ü hrt z ur A kti vi er u n g d ur c h P h o s p h or yli er u n g v o n 

A K T . m T O R k a n n i n vi v o al s T eil z w ei er K o m pl e x e v orli e g e n: m T O R -K o m pl e x 1 

( m T O R C 1) o d er m T O R-K o m pl e x 2 ( m T O R C 2) . Di e A kti vi er u n g v o n m T O R C 1 o d er 

m T O R C 2  f ü hrt z u ei n er St ei g er u n g d er Tr a n sl ati o n  v o n Pr ot ei n e n, w a s z u 

g e st ei g ert e m Z ell w a c h st u m u n d d a mit Z ell pr olif er ati o n f ü hrt ( 1 4 0, 1 4 1). A kti vi ert e s A K T 

a kti vi ert m T O R C 1 d ur c h P h o s p h or yli er u n g v o n m T O R.  I n d er Lit er at ur i st a u ß er d e m 

ei n e A kti vi er u n g v o n m T O R C 2 dir e kt d ur c h PI 3 K b e s c hri e b e n ( 1 4 2). A kti vi er u n g v o n 

m T O R C 2 f ü hrt i n dir e kt, ü b er A kti vi er u n g v o n A K T e b e nf all s z ur A kti vi er u n g m T O R C 1.  

D er wi c hti g st e R e g ul at or d e s PI 3 K/ A K T/ m T O R -Si g n al w e g e s i st d er T u m or s u p pr e s s or 

P T E N ( p h o s p h at a s e a n d t e n si n h o m ol o g ). P T E N w a n d elt PI P 3  z u PI P 2  u m  u n d 

v er hi n d ert s o mit di e PI P 3 -a b h ä n gi g e A kti vi er u n g v o n A K T  ( 1 4 3). Ei n e  S e n k u n g d er 

A kti vit ät o d er ei n v oll st ä n di g e s F e hl e n  v o n P T E N d ur c h g e n eti s c h e  M ut ati o n e n f ü hrt 

a uf d er a n d er e n S eit e z u ei n e r A n s a m ml u n g v o n PI P 3  u n d d a mit z u ei n er v erl ä n g ert e n 

u n d ni c ht m e hr r e g uli ert e n A kti vi er u n g v o n A K T ( 1 3 7). F ür O v ari al k ar zi n o m e k o n nt e 

g e z ei gt w er d e n, d a s s ei n e F u n kti o n s b e ei ntr ä c hti g u n g v o n P T E N i n ei n er g e wi s s e n 

A n z a hl v o n F äll e n st attfi n d et ( 1 4 4).  

Di e A kti vi er u n g d e s PI 3 K/ A K T/ m T O R -Si g n al w e g e s f ü hrt all e s i n all e m al s o z u 

ei n er g e st ei g ert e n Pr olif er ati o n d er Z ell e n u n d u nt er dr ü c kt d a mit a p o pt oti s c h e Si g n al e. 

A uf B a si s di e s er Ei g e n s c h aft e n w ur d e n  i m R a h m e n d er f ol g e n d e n St udi e n  I n hi bit or e n 

di e s e s Si g n al w e g e s i n K o m bi n ati o n mit Ci s pl ati n u n d E nti n o st at u nt er s u c ht. Ei n e 

Dr ei er k o m bi n ati o n di e s er Wir k st off e b z w. Wir k st off kl a s s e n i st bi s h er ni c ht i n d er 

Lit er at ur b e s c hri e b e n.  All er di n g s i st b e s c hri e b e n, d a s s A 2 7 8 0 Z ell e n, w el c h e al s 

T e st s y st e m di e nt e n, ei n e D er e g ul ati o n d e s PI 3 K/ A K T/ m T O R -Si g n al w e g e s  a uf gr u n d 

ei n er P T E N -M ut ati o n  ( 1 4 5– 1 4 7)  u n d  ei n er  M ut ati o n i n  PI 3 K α ( 1 4 6) a uf w ei s e n . F ür 

H E Y - u n d C a O V 3 -Z ell e n, a n w el c h e n T eil e d er St u di e e b e nf all s d ur c h g ef ü hrt  w ur d e n, 

w ei s e n l a ut Lit er at ur d er arti g e D er e g ul ati o n e n o d er M ut ati o n e n ni c ht a uf  ( 1 4 6, 1 4 7). 

I n di e f ol g e n d e n U nt er s u c h u n g e n w ur d e n di e PI 3 Ki B u p arli si b ( B K M-1 2 0), B G T -

2 2 6 u n d D a ct oli si b ( B E Z -2 3 5)  ei n g e s c hl o s s e n. Di e Str u kt urf or m el n si n d i n A b bil d u n g 

1 5  d ar g e st e llt. 



  3 Er g e b ni s s e  

2 0 1  

B u p arli si b i st v or wi e g e n d ei n n a n o m ol ar er u n d or al v erf ü g b ar er I n hi bit or all er  

PI 3 K s  d er Kl a s s e I u n d z ei gt n ur s c h w a c h e i n hi bit ori s c h e Wir k u n g a uf m T O R  i m 

mittl er e n mi k r o m ol ar e n B er ei c h ( 1 4 5). E s w ar z ul et zt T eil v o n P h a s e I St u di e n z ur 

Kl är u n g d er kli ni s c h e n Si c h er h eit u n d  p h ar m a k o ki n eti s c h er Ei g e n s c h aft e n b ei 

P ati e nti n n e n mit O v ari al k ar zi n o m e n u n d a n d er e n s oli d e n T u m or e n ( 1 4 8, 1 4 9). 

W eit er hi n w ur d e e s i m R a h m e n v o n P h a s e III St u di e n a n P ati e nti n n e n mit 

f ort g e s c hritt e n e m o d er m et a st a si er e n d e m Br u st kr e b s, z u m ei st al s T eil ei n er 

K o m bi n ati o n s t h er a pi e, u nt er s u c ht  ( 1 5 0, 1 5 1). Ei n e w eit er e P h a s e III St u di e  a n 

P ati e nt e n mit K o pf -H al s -T u m or e n i st g e pl a nt  ( 1 5 2). B G T -2 2 6 i n hi bi ert s o w o hl PI 3 K s 

d er Kl a s s e I al s a u c h  m T O R i m n a n o m ol ar e n B er ei c h  ( 1 5 3). A u c h B G T -2 2 6 w ur d e 

bi s h er i n P h a s e I St u di e n u nt er s u c ht , all er di ng s ni c ht e x pli zit a n O v ari al k ar zi n o m e n , 

s o n d er n e nt w e d er a n f ort g e s c hritt e n e n Br u st k ar zi n o m e n ( 1 5 4) o d er br eit er a n 

v er s c hi e d e n e n f ort g e s c hritt e n e n s oli d e n T u m or e n  ( 1 5 5). D a ct oli si b i st or al v erf ü g b ar , 

i n hi bi ert e b e nf all s PI 3 K s d er Kl a s s e I u n d m T O R  i m n a n o m ol ar e n B er ei c h. 

M e c h a ni sti s c h wir kt e s ü b er A T P -K o n k urr e n z a n d er e nt s pr e c h e n d e n Bi n d u n g s st ell e 

d er PI 3 K s  ( 1 5 6). E s w ar d er er st e PI 3 Ki, w el c h er i n kli ni s c h e n St u di e n u nt er s u c ht 

w ur d e. S o w ur d e e s i m R a h m e n ei n er a b g e s c hl o s s e n e n P h a s e I B/II St u di e a n H E R 2 -

n e g ati v e m Br u st kr e b s u nt er s u c ht ( 1 5 7). D a ct oli si b w ur d e a u c h a n a n d er e n 

Kr e b sf or m e n ( P a n kr e a st u m or e  ( 1 5 8) u n d  Ni e r e n k ar zi n o m e ( 1 59) ) u nt er s u c ht. Di e s e 

St u di e n w ur d e n all er di n g s a uf gr u n d h o h er T o xi zit ät b z w. g eri n g er kli ni s c h er Effi zi e n z  

a b g e br o c h e n.   

E s k o n nt e g e z ei gt w er d e n, d a s s ei n e g e m ei n s a m e 4 8 -st ü n di g e Pr äi n k u b ati o n mit 

E nti n o st at u n d B u p arli si b ( PI 3 Ki) o d er B G T -2 2 6 ( PI 3 Ki/ m T O Ri)  z u ei n er d e utli c h e n 

St ei g er u n g d er  Ci s pl ati n -S e n siti vit ät v o n A 2 7 8 0 Z ell e n f ü hr e n k o n nt e. Di e s e D at e n si n d 

i n A b bil d u n g 1 6  d ar g e st ellt.  

 

   
A b bil d u n g 1 5 : B u p a rli si b (li n k s), B G T -2 2 6 ( z e ntr al) u n d D a ct oli si b (r e c ht s) . 
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Ei n e  4 8 -st ü n di g e Pr äi n k u b ati o n mit 0, 2 5 µ M E nti n o st at k o n nt e d e n I C5 0 -W ert v o n 

Ci s pl ati n a n A 2 7 8 0 v o n 5, 5 4 µ M a uf 1, 5 9 µ M ( S F = 3, 4 8) s e n k e n. S o w o hl ei n Z u s at z 

v o n B u p arli si b al s a u c h v o n B G T -2 2 6 k o n nt e di e s e n Eff e kt v er st är k e n. W ur d e n ur mit  

0, 5 0 µ M B u p arli si b pr äi n k u bi ert, s a n k d er I C5 0 -W ert v o n Ci s pl ati n a uf 2, 5 7 µ M ( S F = 

2, 1 6) . In K o m bi n ati o n mit E nti n o st at all er di n g s k o n nt e d er I C5 0 -W ert v o n Ci s pl ati n a uf 

1, 0 9 µ M ( S F = 5, 0 8) g e s e n kt w er d e n. D a mit li e gt er si g nifi k a nt ni e dri g er al s n a c h ei n er 

all ei ni g e n V or b e h a n dl u n g mit E nti n o st at o d er B u p arli si b.  Ä h nli c h e s z ei gt si c h f ür B G T -

 
 

( A) ( B) 

  
( C) ( D) 

A b bil d u n g 1 6 : Ei nfl u s s v o n E nti n o st at u n d B u p a rli si b b z w. B G T -2 2 6 a uf di e Z yt ot o xi zit ät v o n Ci s pl ati n 
a n  A 2 7 8 0 . 

A 2 7 8 0 Z ell e n w ur d e n f ür 4 8 St u n d e n mit E nti n o st at u n d/ o d er B u p arli si b ( Α/ B) b z w. B G T -2 2 6 ( C/ D)  pr äi n k u bi ert. 
A n s c hli e ß e n d w ur d e n di e Z ell e n f ür 7 2 St u n d e n mit v er s c hi e d e n e n K o n z e ntr ati o n e n Ci s pl ati n b e h a n d elt. Di e 
B e sti m m u n g d er Z ell vi a bilit ät p er M T T -A s s a y u n d di e A u s w ert u n g d er er h alt e n e n D at e n w ur d e n a c h B a n d oli k et 
al . ( 1 1 0) d ur c h g ef ü hrt . Di e d ar g est ellt e n Er g e b ni s s e st a m m e n a u s mi n d e st e n s dr ei v o n ei n a n d er u n a b h ä n gi g e n 
E x p eri m e nt e n, v er m e s s e n i n Tri pli k at e n, u n d z ei g e n Mitt el w ert e u n d St a n d ar d a b w ei c h u n g ( A / C) b z w. 
St a n d ar df e hl er ( B / D). Si g nifi k a n z ni v e a u s (t-T e st) : n s ( p > 0, 0 5); * ( p ≤ 0, 0 5); ** ( p ≤ 0, 0 1). 

 



  3 Er g e b ni s s e  

2 0 3  

2 2 6. Ei n e all ei ni g e V or b e h a n dl u n g v er m o c ht e e s , d e n I C5 0 -W ert v o n Ci s pl ati n a uf 2, 8 2 

µ M ( S F = 1, 9 6) z u s e n k e n. I n K o m bi n ati o n mit E nti n o st at w ur d e d er I C5 0 -W ert v o n 

Ci s pl ati n a uf 1, 1 2 µ M ( S F = 4, 9 5) si g nifi k a nt g e s e n kt. A u c h i n di e s e m F all li e gt di e s er 

I C5 0 -W ert si g nifi k a nt ni e dri g er al s n a c h V or b e h a n dl u n g mit d e n b ei d e n I n hi bit or e n 

all ei n.  F ür H E Y Z ell e n k o n nt e di e s i n er st e n e x pl or ati v e n E x p eri m e nt e n f ür ein e 

g e m ei n s a m e Pr äi n k u b ati o n a u s E nti n o st at u n d B G T -2 2 6 g e z ei gt w er d e n  –  hi er k o n nt e 

d er I C5 0 -W ert v o n Ci s pl ati n v o n u n g ef ä hr 7 µ M a uf r u n d 1 µ M g e s e n kt w er d e n, w a s i n 

et w a ei n e m S hift -F a kt or v o n 7 e nt s pr e c h e n w ür d e . F ür D a ct oli si b k o n nt e w e d er ei n 

all ei ni g er n o c h i n K o m bi n ati o n mit E nti n o st at  s e n siti vi er e n d er Eff e kt g e g e n ü b er 

Ci s pl ati n f e st g e st ellt w er d e n.  

Z ur Kl är u n g, o b di e s er b e o b a c ht et e Eff e kt a uf d er er h ö ht e n I n d u kti o n v o n 

A p o pt o s e b er u ht, w ur d e d er s u b G 1 -A nt eil d er Z ell p o p ul ati o n n a c h e nt s pr e c h e n d er 

B e h a n dl u n g b e sti m mt. Di e Er g e b ni s s e i n A 2 7 8 0 Z ell e n si n d i n A b bil d u n g 1 7  

d ar g e st ellt.  

 

 
A b bil d u n g 1 7 : Ei nfl u s s d e r K o m bi n ati o n v o n E nti n o st at, PI 3 Ki u n d Ci s pl ati n a n  A 2 7 8 0 a uf d e n A nt eil 

v o n s u b G 1 -Z ell e n.  

A 2 7 8 0 Z ell e n w ur d e n f ür 4 8 St u n d e n mit E nti n o st at u n d/ o d er PI 3 Ki  (B u p arli si b, B G T -2 2 6 o d er D a ct oli si b ) 
pr äi n k u bi ert. A n s c hli e ß e n d w ur d e n di e Z ell e n f ü r 2 4  St u n d e n mit 5 µ M  Ci s pl ati n b e h a n d elt. Di e B e sti m m u n g d e s 
A nt eil s v o n s u b G 1 -Z ell e n w ur d e p er D ur c hfl u s s z yt o m etri e b e sti m mt  u n d di e A u s w ert u n g d er er h alt e n e n D at e n 
w ur d e n a c h B a n d oli k et al. ( 1 1 0) d ur c h g ef ü hrt . Di e d ar g e st ellt e n Er g e b ni s s e h a b e n e x pl or ati v e n C h ar a kt er, 
st a m m e n a u s z w ei  E x p eri m e nt e n  ( mi n d e st e n s i n D u pli k at e n  v er m e s s e n)  u n d z ei g e n d e n Mitt el w ert u n d di e 
St a n d ar d a b w ei c h u n g  d er ei n z el n e n D at e n p u n kt e . Di e R at e v o n s u b G 1 -Z ell e n d er u n b e h a n d elt e n K o ntr oll e 
w ur d e v o n all e n W ert e n a b g e z o g e n.  Si g nifi k a n z ni v e a u s  (t-T e st) : n s ( p > 0, 0 5); * ( p ≤ 0, 0 5); ** ( p ≤ 0, 0 1),  
*** ( p ≤ 0, 0 0 1).  
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E s i st z u er k e n n e n, d a s s  w e d er 5 µ M Ci s pl ati n  n o c h E nti n o st at o d er di e 

ei n g e s et zt e n PI 3 Ki i n all ei ni g er A n w e n d u n g ei n e si g nifi k a nt e Er h ö h u n g d er R at e v o n 

s u b G 1 -Z ell e n v er ur s a c h e n. N ur E nti n o st at k o n nt e i n d u al er K o m bi n ati o n mit 5 µ M 

Ci s pl ati n  d e s s e n err ei c ht e s u b G 1 -R at e n si g nifi k a nt st ei g er n . B u p arli si b u n d B G T -2 2 6 

k o n nt e n i n d u al er K o m bi n ati o n  mit E nti n o st at si g nifi k a nt h ö h er e s u b G 1 -R at e n 

err ei c h e n al s E nti n o st at all ei n . V er gli c h e n mit d er K o m bi n ati o n s b e h a n dl u n g a u s 5 µ M 

Ci s pl ati n u n d E nti n o st at, k o n nt e ei n e Er w eit er u n g d e s B e h a n dl u n g s s c h e m a s mit 

ei n e m b eli e bi g e n PI 3 Ki di e R at e a n s u b G 1 -Z ell e n d ar ü b er hi n a u s si g nifi k a nt st ei g er n.  

A n H E Y Z ell e n k o n nt e n ä h nli c h e Eff e kt e b z gl. B G T -2 2 6 u n d D a ct o li si b b z w. d er e n 

Dr ei er k o m bi n ati o n e n mit Ci s pl ati n u n d E nti n o st at g e z ei gt w er d e n.  

U m z u v erifi zi er e n, o b e s si c h b ei d e n g e m e s s e n e n s u b G 1 -Z ell e n u m 

a p o pt oti s c h e Z ell e n h a n d elt, w ur d e u nt er d e n gl ei c h e n B e di n g u n g e n ei n C a s p a s e 3/ 7 -

A kti vi er u n g s -A s s a y d ur c h g e f ü hrt. Di e e x e m pl ari s c h e n Er g e b ni s s e f ür A 2 7 8 0 Z ell e n 

si n d i n  A b bil d u n g 1 8  d ar g e st ellt.  

 
A b bil d u n g 1 8 : Ei nfl u s s d e r K o m bi n ati o n v o n E nti n o st at, PI 3 Ki u n d Ci s pl ati n i n A 2 7 8 0 a uf di e 

A kti vi e r u n g v o n C a s p a s e 3/ 7.  

A 2 7 8 0 Z ell e n w ur d e n f ür 4 8 St u n d e n mit E nti n o st at u n d/ o d er E G F Ri  ( L a p ati ni b, Af ati ni b o d er A Z D-3 7 5 9) 
pr äi n k u bi ert. A n s c hli e ß e n d w ur d e n di e Z ell e n f ür 2 4  St u n d e n mit 5 µ M  Ci s pl ati n b e h a n d elt. Di e B e sti m m u n g d er 
C a s p a s e 3/ 7 -A kti vit ät  p er fl u or e s z e n z b a si ert e m C a s p a s e-A s s a y  u n d di e A u s w ert u n g d er er h alt e n e n D at e n 
w ur d e n a c h B a n d oli k et al. ( 1 1 0) d ur c h g ef ü hrt. Di e d ar g e s t ellt e n Er g e b ni s s e h a b e n e x pl or ati v e n C h ar a kt er, 
st a m m e n a u s ei n e m E x p eri m e nt ( mi n d e st e n s  i n Tri pli k at e n v er m e s s e n) u n d z ei g e n d e n Mitt el w ert u n d di e 
St a n d ar d a b w ei c h u n g  d er ei n z el n e n D at e n p u n kt e . Di e Fl u or e s z e n zi nt e n sit ät d er u n b e h a n d elt e n K o ntr oll e w ur d e 
v o n all e n W ert e n a b g e z o g e n.  Si g nifi k a n z ni v e a u s  (t-T e st) : n s ( p > 0, 0 5); * ( p ≤ 0, 0 5); ** ( p ≤ 0, 0 1), *** ( p ≤ 0, 0 0 1). 
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E s z ei gt e si c h, d a s s w e d er 5 µ M Ci s pl ati n n o c h E nti n o st at o d er ei n er d er 

ei n g e s et zt e n PI 3 Ki i n all ei ni g er B e h a n dl u n g n a c h  i n s g e s a mt 7 2 -s t ü n di g er 

I n k u b ati o n s z eit ei n e si g nifi k a nt e A kti vi er u n g v o n C a s p a s e 3/ 7 v er ur s a c ht e n. Di e s gilt 

mit ei n er Ei n s c hr ä n k u n g f ür E nti n o st at a u c h f ür di e d u al e n K o m bi n ati o n e n mit 

Ci s pl ati n. Di e K o m bi n ati o n a u s Ci s pl ati n u n d E nti n o st at k o n nt e z w ar di e C a s p a s e 3/ 7 -

A kti vi er u n g v o n Ci s pl ati n si g nifi k a nt st ei g er n, li e gt all er di n g s ni c ht si g nifi k a nt h ö h er al s 

u nt er all ei ni g er A n w e n d u n g v o n E nti n o st at. U nt er V er w e n d u n g d er d u al e n 

K o m bi n ati o n v o n E nti n o st at u n d ei n e m d er dr ei PI 3 Ki k o n nt e k ei n e er h ö ht e C a s p a s e 

3/ 7 -A kti vit ät i m V er gl ei c h z ur u n b e h a n d elt e n K o ntr oll e f e st g e st ellt w er d e n. Di e d u al e n 

K o m bi n ati o n e n v o n E nti n o st at u n d PI 3 Ki k o n nt e n, mit A u s n a h m e v o n D a ct oli si b, di e 

v er ur s a c ht e C a s p a s e 3/ 7 -A kti vit ät v o n E nti n o st at si g nifi k a nt er h ö h e n. F ür all e dr ei 

u nt er s u c ht e n D r eif a c h k o m bi n ati o n e n a u s 5 µ M Ci s pl ati n, E nti n o st at u n d PI 3 Ki k o n nt e 

ei n e d e utli c h er h ö ht e C a s p a s e 3/ 7 -A kti vit ät g e z ei gt w er d e n. Di e s e w ar i n j e d e m F all 

si g nifi k a nt h ö h er i m V er gl ei c h z u 5 µ M Ci s pl ati n all ei n o d er d er d u al e n K o m bi n ati o n 

a u s C i s pl ati n u n d E nti n o st at. A u c h b ei d er A u s w ert u n g d e s C a s p a s e 3/ 7 -A kti vi er u n g s -

A s s a y s k o n nt e n a n H E Y Z ell e n i m W e s e ntli c h e n a n al o g e Er g e b ni s s e  f ür B u p arli si b 

u n d D a ct oli si b b ei n h alt e n d e Dr eif a c h k o m bi n ati o n e n  er zi elt w er d e n.  A n C a O V 3 -Z ell e n 

k o n nt e n s c h w a c h e,  a b er si g nifi k a nt e Eff e kt e d ur c h di e Dr eif a c h k o m bi n ati o n v o n 

Ci s pl ati n, E nti n o st at u n d  B G T -2 2 6 hi n si c htli c h d er A kti vi er u n g v o n C a s p a s e 3/ 7 

g e z ei gt w er d e n.  

Z u s a m m e nf a s s e n d  z ei gt si c h, d a s s i m R a h m e n di e s er er st e n e x pl or ati v e n 

E x p eri m e nt e vi el v er s pr e c h e n d e Er g e b ni s s e f ür di e Dr ei er k o m bi n ati o n a u s Ci s pl ati n, 

E nti n o st at u n d ei n e m d er ei n g e s et zt e n PI 3 Ki g e z ei gt w er d e n k o n nt e n. Z u n ä c h st w ur d e 

f e st g e st ellt, d a s s B u p arli si b b z w. B G T -2 2 6 z u s a m m e n mit E nti n o st at di e Z yt ot o xi zit ät 

v o n Ci s pl ati n d e utli c h v er st är k e n k o n nt e n.  F ol g e n d  k o n nt e g e z ei gt w er d e n, d a s s di e 

R at e a n s u b G 1 -Z ell e n u nt er d e n Dr eif a c h k o m bi n ati o n e n er h ö ht w ar u n d di e s e 

B e o b a c ht u n g, n a c h z u s ät zli c h er D ur c hf ü hr u n g ei n e s C a s p a s e 3/ 7 -A kti vi er u n g s -

A s s a y s a uf ei n e g e st ei g ert e A u sl ö s u n g v o n A p o pt o s e z ur ü c k z uf ü hr e n s ei n d ürft e. 

A u c h mit di e s e n E x p eri m e nt e n k o n nt e g e z ei gt w er d e n, d a s s v er mi n d ert e 

K o n z e ntr ati o n e n d er ei n z el n e n K o m p o n e nt e n i n K o m bi n ati o n wir k u n g s v oll s ei n 

k ö n n e n.  
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All g e m ei n e s  

A uf gr u n d d er b e s o n d er e n S c h w er e ei n er O v ari al kr e b s -Er kr a n k u n g, di e si c h d ur c h 

ei n e s c hl e c ht e kli ni s c h e Pr o g n o s e  u n d h o h e R e zi di v -R at e n a u s z ei c h n et, i st e s v o n 

b e s o n d er er Wi c hti g k eit n e u e T h er a pi e str at e gi e n g e g e n di e s e  Kr e b s e ntit ät z u 

e nt wi c k el n. Er k e n nt ni s s e, di e i n  pr ä kli ni s c h e n Z ell k ult ur -St u di e n  g e w o n n e n w er d e n, 

k ö n n e n w ert v oll e I m p ul s e f ür di e kli ni s c h e T h er a pi e v o n O v ari al k ar zi n o m e n 

g e n eri er e n . Z ell k ult ur -St u di e n bi et e n di e M ö gli c h k eit  vi el e v er s c hi e d e n e 

E x p eri m e nt al k o n diti o n e n z u u nt er s u c h e n , w a s i m R a h m e n ei n er kli ni s c h e n St u di e a m 

P ati e nt e n ( a u c h a u s et hi s c h e n Gr ü n d e n) i n di e s e m A u s m a ß u n d di e s er Vi elf alt  s c h w er  

u m s et z b ar  w är e . I m R a h m e n di e s er Ar b eit w ur d e di e B e d e ut u n g v o n H D A Ci f ür di e 

B e h a n dl u n g v o n O v ari al k ar zi n o m e n g e n a u er h er a u s g e ar b eit et . D af ür w ur d e n St u di e n 

mit u nt er s c hi e dli c h e n Zi el s et z u n g e n u n d a n v er s c hi e d e n e n z ell ul är e n T e st s y st e m e n 

d ur c h g ef ü hrt, di e i m F ol g e n d e n i n ei n e n g e m ei n s a m e n K o nt e xt g e s et zt w er d e n s oll e n. 

 

K o m bi n ati o n e n mit p a n -H D A Ci  u n d H S P 9 0i  

I m R a h m e n d er St u di e Pri mi n g wit h H D A C i n hi bit or s S e n siti z e s O v ari a n C a n c er 

C ell s t o Tr e at m e nt wit h Ci s pl ati n a n d H S P 9 0 I n hi bit or s  (R o dri g u e s -M oit a, B a n d oli k  et 

al. ) b e z ü gli c h d er m ö gli c h e n K o m bi n ati o n v o n H D A Ci, H S P 9 0i u n d Ci s pl ati n, k o n nt e n 

wi c hti g e Er k e n nt ni s s e b e z ü gli c h d e s gr u n d s ät zli c h e n Z u s a m m e n s pi el s v o n H D A Ci u n d 

Ci s pl ati n a n O v ari al k ar zi n o m -Z ellli ni e n g e n eri ert  w er d e n  ( 1 1 1). I n di e s e St u di e w ar e n 

di e p a n -H D A Ci P a n o bi n o st at u n d L M K -2 3 5  ei n g e s c hl o s s e n . I m F o k u s st a n d di e 

Z ellli ni e A 2 7 8 0 u n d i hr Ci s pl ati n -r e si st e nt er S u b kl o n A 2 7 8 0 ci s R –  A 2 7 8 0 gilt al s 

z ell ul är e s M o d ell s y st e m f ür O v ari al k ar zi n o m e v o m E C -T y p ( 1 4 7, 1 6 0– 1 6 3) . All er di n g s 

w ur d e n T eil e di e s er St u di e a u c h a n  d e n Z ellli ni e n C a O V 3 u n d O V C A R 3, i n kl u s i v e i hr er 

Ci s pl ati n -r e si st e nt e n S u b kl o n e, d ur c hg ef ü hrt. Si e g elt e n al s z ell ul är e M o d ell s y st e m e 

f ür O v ari al k ar zi n o m e v o m a g gr e s si v e n H G S -T y p ( 1 4 6, 14 7, 1 6 3 – 1 6 6) . I n s g e s a mt 

k o n nt e g e z ei gt w er d e n, d a s s di e A n w e n d u n g v o n p a n -H D A Ci s e n siti vi er e n d a uf di e 

u nt er s u c ht e n Z ellli ni e n b e z ü gli c h Ci s pl ati n wir kt e . Di e s k o n nt e f ür E C- u n d H G S -

Z ellli ni e n , ei n g e s c hl o s s e n i hr er Ci s pl ati n -r e si st e nt e n S u b kl o n e (a n  C a O V 3, 

C a O V 3 ci s R, O V C A R 3 u n d O V C A R 3 ci s R  n ur  f ür P a n o bi n o st at b e wi e s e n), g e z ei gt 

w er d e n. Di e B a si s d er g ef u n d e n Eff e kt e b er u ht a uf ei n er v er st är kt e n I n d u kti o n v o n 

A p o pt o s e, w a s mit ei n er B e ei nfl u s s u n g d er E x pr e s si o n A p o pt o s e -r el e v a nt er G e n e 
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b e gr ü n d et w er d e n k o n nt e. Al s b e s o n d er s wi c hti g st ellt e n si c h Ä n d er u n g e n d er 

E x pr e s si o n v o n S ur vi vi n , A P A F 1  u n d p 2 1  h er a u s, di e l et zt e n dli c h i n ei n e m 

pr o a p o pt oti s c h e n Eff e kt r e s ulti er e n  u n d b e s o n d er s d ur c h di e K o m bi n ati o n v o n 

P a n o bi n o st at u n d Ci s pl ati n a u s g el ö st w ur d e n . D i e s e Er g e b ni s s e k o n nt e n a uf 

Pr ot ei n e b e n e i m W e s e ntli c h e n b e st äti gt w er d e n.  Z ur R oll e v o n H S P 9 0i i st 

z u s a m m e nf a s s e n d z u s a g e n, d a s s si e z w ar g e ei g n et e K o m bi n ati o n s p art n er f ür 

Ci s pl ati n s ei n k ö n n e n, a b er di e Dr eif a c h k o m bi n ati o n a u s p a n -H D A Ci, H S P 9 0i u n d 

Ci s p l ati n k ei n e n si g nifi k a nt e n  V ort eil er gi bt.  

 

K o m bi n ati o n e n mit Kl a s s e I H D A Ci u n d p a n -H D A Ci  

A uf B a si s d er  vi el v er s pr e c h e n d e n Er g e b ni s s e, w el c h e mit p a n -H D A Ci er zi elt 

w ur d e n, w ur d e di e f ol g e n d e St u di e  Cl a s s I -Hi st o n e D e a c et yl a s e ( H D A C) I n hi biti o n i s 

S u p eri or  t o p a n-H D A C I n hi biti o n i n M o d ul ati n g Ci s pl ati n P ot e n c y i n Hi g h Gr a d e S er o u s 

O v ari a n C a n c er C ell Li n e s  ( B a n d oli k et al.) e nt w orf e n  ( 1 1 0). D er F o k u s di e s er St u di e 

l a g a uf d e n H G S -Z ellli ni e n C a O V 3, H E Y, K ur a m o c hi u n d O V S A H O ( 1 4 6, 1 4 7, 1 6 5, 1 6 7–

1 6 9) , di e mit d er E C-Z ellli ni e A 2 7 8 0 v er gli c h e n w ur d e n.  Zi el w ar e s Er k e n nt ni s s e 

d ar ü b er z u s a m m el n, o b f ür di e Eff e kt e d er v or h eri g e n St u di e di e A n w e n d u n g ei n e s 

p a n -H D A Ci n ot w e n di g i st o d er o b si c h ei n e b e sti m mt e H D A C -Kl a s s e o d er s o g ar ei n 

ei n z el n e s I s o e n z y m al s b e s o n d er s wi c hti g er w ei s e n w ür d e . I m R a h m e n d er 

E x p eri m e nt e di e s er St u di e w ur d e n di e b ei d e n s el e kti v e n H D A Ci E nti n o st at ( Kl a s s e I) 

u n d N e xt ur a st at A ( H D A C 6)  mit d e m p a n -H D A Ci P a n o bi n o st at v er gli c h e n. E s w ur d e 

g e z ei gt, d a s s ei n e V or b e h a n dl u n g d er Z ell e n mit E nti n o st at di e Ci s pl ati n -S e n siti vit ät 

j e d er u nt er s u c ht e n Z ellli ni e m a xi m al u m F a kt or 4, 7 st ei g er n k o n nt e. P a n o bi n o st at 

k o n nt e z w ar di e Ci s pl ati n -S e n siti vit ät v o n A 2 7 8 0 Z ell e n er h ö h e n, w a s i n Ei n kl a n g mit 

d e n Er g e b ni s s e n d er v or h eri g e n St u di e st e ht , j e d o c h n ur v o n z w ei d er vi er H G S -

Z ellli ni e n,  u n d z w ar u m m a xi m al F a k t or 1, 9. N e xt ur a st at A z ei gt e a n dr ei d er vi er H G S -

Z ellli ni e n g ut e Er g e b ni s s e ( St ei g er u n g d er Ci s pl ati n -S e n siti vit ät u m m a xi m al  F a kt or 

4, 1), m u s st e d af ür all er di n g s i n K o n z e ntr ati o n e n ei n g e s et zt w er d e n, i n d er e n H ö h e e s 

ni c ht m e hr s el e kti v f ür H D A C 6 i st , s o n d er n a u c h Kl a s s e I H D A C s i n hi bi ert. K o ntr oll -

E x p eri m e nt e mit N e xt ur a st at A K o n z e ntr ati o n e n i m H D A C 6 -s el e kti v e n B er ei c h w ur d e n  

d ur c h g ef ü hrt u n d e s k o n nt e n k ei n e Ci s pl ati n -s e n siti vi er e n d e n Eff e kt e f e st g e st ellt 

w er d e n. F ür all e K o m bi n ati o n e n a u s Ci s pl ati n u n d H D A Ci, di e ei n e si g nifi k a nt e 

St ei g er u n g d er Ci s pl ati n -S e n siti vit ät a u sl ö st e n, k o n nt e mit Hilf e d er C h o u -T al al a y -
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M et h o d e b e wi e s e n w er d e n, d a s s e s si c h u m ei n e s y n er gi sti s c h e B e zi e h u n g z wi s c h e n  

d e n  H D A Ci u n d Ci s pl ati n  h a n d elt e. I n d er si c h a n s c hli e ß e n d e n V er s u c h sr ei h e d er 

St u di e k o n nt e g e z ei gt w er d e n, d a s s  ei n e er h ö ht e A u sl ö s u n g v o n A p o pt o s e di e 

Ur s a c h e f ür di e s y n er gi sti s c h e z yt ot o xi s c h e Wir k u n g z wi s c h e n H D A Ci u n d Ci s pl ati n 

i st. Di e K o m bi n ati o n e n, w el c h e ei n e s y n er gi sti s c h e St ei g er u n g d er A p o pt o s e z ei gt e n, 

w ur d e n z ur V erifi zi er u n g d er Er g e b ni s s e a uf  ei n e er h ö ht e A kti vi er u n g v o n C a s p a s e 3/ 7 

u nt er s u c ht. All ei n  E nti n o st at k o n nt e i n all e n f ü nf Z ellli ni e n, s o w o hl di e Ci s pl ati n -

S e n siti vit ät  al s a u c h di e C i s pl ati n-i n d u zi ert e A p o pt o s e u n d di e C a s p a s e 3/ 7 A kti vi er u n g 

v o n Ci s pl ati n si g nifi k a nt st ei g er n. F ür N e xt ur a st at A z ei gt e n si c h hi n si c htli c h d er 

C a s p a s e 3/ 7 A kti vi er u n g ä h nli c h e Er g e b ni s s e, w a s di e R e s ult at e v o n E nti n o st at 

b e st äti gt e, d a N e xt ur a st at A i n d e n ei n g e s et zt e n K o n z e ntr ati o n e n a u c h H D A C s d er 

Kl a s s e I h e m mt.  I m Z u g e ei n er e x pl or ati v e n q P C R-G e n e x pr e s si o n s -A n al y s e k o n nt e n  

di e Er g e b ni s s e  d er V or g ä n g er st u di e b e st äti gt w er d e n . Ei n e Ko m bi n ati o n s b e h a n dl u n g 

a u s Ci s pl ati n u n d H D A Ci f ü hrt e a n A 2 7 8 0 al s E C -Z ellli ni e u n d d e n vi er H G S -Z ellli ni e n 

z u ei n er v erri n g ert e n E x pr e s si o n  d e s a nti a p o pt oti s c h e n G e n s S ur vi vi n  u n d ei n er 

v er st är kt e n E x pr e s si o n d er pr o a p o pt oti s c h e n G e n e p 2 1 , A P A F 1 , B A K 1  u n d P U M A . 

Di e s e Er k e n nt ni s s e l a s s e n si c h mit G e n e x pr e s si o n s -A n al y s e n a u s a n dr e n 

V er öff e ntli c h u n g e n b e z o g e n a uf u nt er s c hi e dli c h e Kr e b s art e n i n Ei n kl a n g bri n g e n 

( 1 7 0, 1 7 1). All e s i n All e m li e ß e n si c h d ur c h di e s e St u di e di e Er g e b ni s s e d er  

V or g ä n g er st u di e i n wi c hti g e n P u n kt e n hi n si c htli c h d er all g e m ei n e n Eff e kt e d er 

K o m bi n ati o n v o n H D A Ci u n d Ci s pl ati n b e st äti g e n.  D ar ü b er hi n a u s k o n nt e a n h a n d 

v er s c hi e d e n er Krit eri e n g e z ei gt w er d e n, d a s s f ür H G S - ( u n d mit Ei n s c hr ä n k u n g e n 

a u c h f ür E C -) Z ellli n i e n ei n e s el e kti v e I n hi bi er u n g v o n H D A C s d er Kl a s s e I V ort eil e 

g e g e n ü b er ei n er I n hi biti o n all er H D A C I s o e n z y m e z ei gt.  Pr oji zi ert a uf di e kli ni s c h e 

A n w e n d u n g v o n H D A Ci k ö n nt e di e s di e N ot w e n di g k eit d er A n w e n d u n g v o n p a n -

H D A Ci ei n s c hr ä n k e n, w a s V ort eil e hi n s i c htli c h d er V er m ei d u n g v o n t eil s 

s c h w er wi e g e n d e n u n er w ü n s c ht e n Ar z n ei mitt el wir k u n g e n  h a b e n k ö n nt e  ( 1 7 2– 1 7 4) . 
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Er w eit er u n g d er K o m bi n ati o n v o n Ci s pl ati n u n d E nti n o st at u m Ki n a s ei n hi bit or e n  

N a c h d e m si c h i n d er St u di e Cl a s s I -Hi st o n e D e a c et yl a s e ( H D A C) I n hi biti o n i s 

S u p eri or t o p a n -H D A C I n hi biti o n i n M o d ul ati n g Ci s pl ati n P ot e n c y i n Hi g h Gr a d e S er o u s 

O v ari a n C a n c er C ell Li n e s  ( B a n d oli k et al.) Ar b eit E nti n o st at al s vi el v er s pr e c h e n d er 

K o m bi n ati o n s p art n er f ür Ci s pl ati n h er a u s kri st alli si ert h at, w ur d e n er st e E x p eri m e nt e 

d ur c h g ef ü hrt , di e z u m Zi el h att e n, di e s e d u al e K o m bi n ati o n  ( Ci s pl ati n + E nti n o st at) u m 

ei n e n dritt e n Wir k st off z u er w eit er n  ( v gl. K a pit el 4 A u s bli c k). D er V ort eil i n 

K o m bi n ati o n s b e h a n dl u n g e n b e st e ht i m All g e m ei n e n d ari n di e ei n g e s et zt e n  

K o n z e ntr ati o n e n d er ei n z el n e n S u b st a n z e n z u s e n k e n. D ar a u s er gi bt si c h i n d er R e g el, 

d a s s di e P ati e nt e n u nt er ei n er g eri n g er e n H ä ufi g k eit a n ( p ot e n zi ell s c h w er wi e g e n d e n) 

u n er w ü n s c ht e n Ar z n ei mitt el wir k u n g e n  l ei d e n m ü s s e n. Al s m ö gli c h e K a n di d at e n 

w ur d e n I n hi bit or e n v o n e pi d er m a l e n W a c h st u m sf a kt orr e z e pt or e n ( E G F Ri) u n d 

I n hi bit or e n v o n P h o s p h oi n o siti d -3 -Ki n a s e n ( PI 3 Ki) a u s g e w ä hlt.  

Di e A kti vi er u n g d er R e z e pt or e n d er E G F R -F a mili e f ü hrt u nt er a n d er e m z u ei n er 

St ei g er u n g d er D N A -S y nt h e s e, er h ö ht er Z ell pr olif er ati o n, Z ell mi gr ati o n, Z e ll a d h ä si o n 

u n d V er hi n d er u n g d er A p o pt o s e ( 1 1 7). F ür O v ari al k ar zi n o m e k o n nt e ei n e E x pr e s si o n 

v o n E G F R u n d a n d er e n Mit gli e d er n d er E G F R -F a mili e g e z ei gt w er d e n ( 1 1 9– 1 2 1) . 

Ei n e E x pr e s si o n u n d a kti v e Si g n altr a n s d u kti o n di e s er R e z e pt or e n u nt er st üt zt di e 

w e s e ntli c h e n C h ar a kt eri sti k a ei n er Kr e b s z ell e ( 4 2) u n d st e h e n i m Z u s a m m e n h a n g mit 

d er A u s bil d u n g ei n er off - b z w. p o st -t ar g et Ci s pl ati n -R e si st e n z ( 3 0, 3 1). Di e 

E x p eri m e nt e w ur d e n mit  d e n dr ei E G F Ri L a p ati ni b (r e v er si bl er  I n hi bit or v o n E G F R u n d 

Er b B -2; z u g el a s s e n f ür di e B e h a n dl u n g v o n Er b B -2 p o siti v e m Br u st kr e b s), Af ati ni b 

(irr e v er si bl er I n hi bit or v o n E G F R, Er b B-2 u n d Er b B -4; z u g el a s s e n f ür di e B e h a n dl u n g 

v o n N S C L C mit a kti vi er e n d e n E G F R -M ut ati o n e n) u n d A Z D -3 7 5 9 ( E G F Ri; G e g e n st a n d 

a kt u ell er kli ni s c h er St u di e n) d ur c h g ef ü hrt. Al s M o d ell s y st e m e w ur d e n A 2 7 8 0 u n d z u m 

T eil H E Y Z ell e n v er w e n d et . E s k o n nt e g e z ei gt w er d e n, d a s s ei n e g e m ei n s a m e 

V or b e h a n dl u n g mit l o w-d o s e  E nti n o st at u n d L a p ati ni b  di e Ci s pl ati n -S e n siti vit ät b ei d er 

Z ellli ni e n si g nifi k a nt v er b e s s er n k o n nt e ( F a kt or 6, 6 7 f ür A 2 7 8 0 u n d F a kt or 7, 1 7 f ür 

H E Y) . A n H E Y Z ell e n z ei gt e si c h ei n  ä h nli c h er Eff e kt a u c h u nt er a n al o g er V er w e n d u n g 

v o n Af ati ni b. A Z D -3 7 5 9 k o n nt e hi n si c htli c h d er B e ei nfl u s s u n g d er Z yt ot o xi zit ät v o n 

Ci s pl ati n  k ei n e v er gl ei c h b ar e n  Er g e b ni s s e z ei g e n. A n A 2 7 8 0 Z ell e n k o n nt e ei n 

v ort eil h aft er u n d s y n er gi sti s c h er Eff e kt d er Dr eif a c h k o m bi n ati o n e n hi n si c htli c h d er 

A kti vi er u n g v o n C a s p a s e 3/ 7 g e z ei gt w er d e n.  Gr u n d s ät zli c h l ä s st si c h , b e z o g e n a uf 
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di e  bi s h eri g e n Er g e b ni s s e , di e Ei n b e zi e h u n g v o n E G F Ri i n s B e h a n dl u n g s s c h e m a al s 

vi el v er s pr e c h e n d b e w ert e n.  

D er PI 3 K/ A K T/ m T O R -Si g n al w e g i s t b e z o g e n a uf d a s Kr e b s g e s c h e h e n v o n 

z e ntr al er B e d e ut u n g ( 1 3 4, 1 3 5) u n d wir d u nt er a n d er e m a n O v ari al k ar zi n o m e n i m 

Z u s a m m e n h a n g mit d er E nt wi c kl u n g v o n T h er a pi er e si st e n z e n u nt er s u c ht  ( 1 3 6, 1 3 7). 

Ei n e A kti vi er u n g di e s e s Si g n al w e g s f ü hrt  z u ei n er g e st ei g ert e n Pr olif er ati o n d er Z ell e 

u n d u nt er dr ü c kt d a mit a p o pt oti s c h e Si g n al e  ( 1 4 0, 1 4 1). Ei n e Dr ei er k o m bi n ati o n v o n 

Ci s pl ati n, E nti n o st at u n d PI 3 Ki i st i n d er Lit er at ur bi s h er ni c ht b e s c hri e b e n. I n di e 

E x p eri m e nt e f ür di e s e n e x pl or ati v e n A n s at z w ur d e n di e PI 3 Ki B u p arli si b  ( p a n-PI 3 Ki f ür 

Kl a s s e I; g eri n g e i n hi bit ori s c h e Wir k u n g a uf m T O R) , B G T-2 2 6  ( p a n-PI 3 Ki f ür Kl a s s e I 

u n d m T O Ri)  u n d D a ct oli si b  ( p a n-PI 3 Ki f ür Kl a s s e I u n d m T O Ri)  ei n b e z o g e n.  K ei n er 

d er dr ei Wir k st off e i st bi s h er z u g el a s s e n; si e b efi n d e n si c h i n u nt er s c hi e dli c h e n P h a s e n 

d er kli ni s c h e n E nt wi c kl u n g. E s k o n nt e g e z ei gt w er d e n, d a s s ei n e g e m ei n s a m e 

Pr äi n k u b ati o n mit l o w -d o s e E nti n o st at  u n d B u p arli si b b z w. B G T -2 2 6 di e Ci s pl ati n -

S e n siti vit ät v o n A 2 7 8 0 Z ell e n si g nifi k a nt u m F a kt or 5, 0 8 b z w. 4, 9 5 er h ö h e n k o n nt e . A n 

H E Y Z ell e n k o n nt e B G T -2 2 6 i n K o m bi n ati o n mit E nti n o st at di e Ci s pl ati n -S e n siti vit ät 

et w a u m F a kt or 7 er h ö h e n. Hi n si c htli c h d er A u sl ö s u n g v o n A p o pt o s e k o n nt e n di e 

Dr eif a c h k o m bi n ati o n e n  ü b er z e u g e n . Si e wi e s e n ei n e st ar k e St ei g er u n g d er R at e 

a p o pt oti s c h er Z ell e n a uf. A n H E Y Z ell e n k o n nt e n ä h nli c h e Eff e kt e mit B G T -2 2 6 u n d 

D a ct oli si b er zi elt w er d e n. Ei n C a s p a s e 3/ 7 A kti vi er u n g s -A s s a y b e st äti gt e di e 

Er g e b ni s s e i m W e s e ntli c h e n. Di e a p o pt o s e -st ei g er n d e n Eff e kt e  w ar e n b e s o n d er s 

a u s g e pr ä gt f ür di e Dr ei er k o m bi n ati o n e n, di e  B u p arli si b o d er B G T -2 2 6 ( A 2 7 8 0) b z w. 

B u p arli si b o d er D a ct oli si b ( H E Y) e nt hi elt e n. A u c h f ür di e Ei n b e zi e h u n g  v o n PI 3 Ki i n e i n 

K o m bi n ati o n s s c h e m a v o n Ci s pl ati n u n d E nti n o st at l a s s e n si c h vi el v er s pr e c h e n d e 

Z wi s c h e n er g e b ni s s e er k e n n e n.  

E s k o n nt e d a mit g e z ei gt w er d e n, d a s s s o w o hl E G F Ri al s a u c h PI 3 Ki ei n e 

p ot e n zi ell e Er w eit er u n g d er K o m bi n ati o n st h er a pi e a u s Ci s pl ati n u n d E nti n o st a t s ei n 

k ö n n e n. D a mit k o n nt e h er v or g e h o b e n w er d e n, d a s s di e A dr e s si er u n g di e s er b ei d e n 

Zi el str u kt ur e n i m R a h m e n d er B e k ä m pf u n g ei n er Ci s pl ati n -R e si st e n z a n 

O v ari al k ar zi n o m e n v o n b e s o n d er er Wi c hti g k eit s ei n k ö n n e n. D er A p o pt o s e -st ei g er n d e 

Eff e kt v o n E nti n o st at a uf Ci s pl ati n k o n nt e d ur c h di e I n hi bi er u n g Pr olif er ati o n s-

st ei g er n d er I m p ul s e z u s ät zli c h u nt er st üt zt w er d e n.   
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K o m bi n ati o n e n mit Kl a s s e II a H D A Ci  

I n d er St u di e S y n er gi s m of t h e Cl a s s II a S el e cti v e Hi st o n e D e a c et yl a s e I n hi bit or 

C H DI -0 0 3 9 0 5 7 6 a n d t h e Pr ot e a s o m e I n hi bit or B ort e z o mi b i n O v ari a n C a n c er C ell 

Li n e s  ( B a n d oli k et al.)  w ur d e ei n P a n el v o n i n s g e s a mt z e h n H G S -, E C - u n d C C -

Z elli ni e n (f ü nf Z ellli ni e n i n kl u si v e i hr er Ci s pl ati n -r e si st e nt e n S u b kl o n e [„ ci s R“]) 

hi n si c htli c h ei n e s T h er a pi e a n s at z e s z ur K o m bi n ati o n ei n e s Kl a s s e II a s el e kti v e n 

H D A Ci u n d ei n e s Pr ot e a s o m -I n hi bit or s u nt er s u c ht. Al s H D A Ci w ur d e C H DI-0 0 3 9 0 5 7 6 

( C H DI) ei n g e s et zt u n d al s Pr ot e a s o m -I n hi bit or B ort e z o mi b ( B T Z ). F ür Kl a s s e II a 

H D A C s fi n d e n si c h v er s c hi e d e n e Hi n w ei s e i n d er Lit er at ur, d a s s si e ei n e g e wi s s e R oll e 

i m Kr e b s g e s c h e h e n s pi el e n k ö n n e n u n d w er d e n a n a n d er e n Kr e b s e ntit ät e n u nt er s u c ht 

( 7 0, 9 4). D a s Pr ot e a s o m i st ei n wi c hti g er T eil d e s U bi q uiti n -Pr ot e a s o m -S y st e m s ( U P S ). 

W e n n di e Q u alit ät s k o ntr oll e v o n Z ell e n i m R a h m e n ei n er m ali g n e n v er ä n d ert e n Z ell e 

a u s d e n F u g e n g er ät, w e r d e n g e zi elt a ntit u m or al e  Pr ot ei n e a b g e b a ut , u m 

b ei s pi el s w ei s e di e A u sl ö s u n g v o n A p o pt o s e z u v er hi n d er n  ( 8 6, 8 7). I m R a h m e n di e s er 

St u di e k o n nt e g e z ei gt w er d e n, d a s s C H DI u n d B T Z i m A ll g e m ei n e n a nti pr olif er ati v e 

Eff e kt e a uf all e z e h n Z ellli ni e n e ntf alt e n k o n nt e n.  S y n er gi sti s c h e z yt ot o xi s c h e Eff e kt e 

li e ß e n si c h all er di n g s, b e wi e s e n p er C h o u-T al al a y -M et h o d e, n ur f ür di e E C -Z ellli ni e 

A 2 7 8 0 u n d di e Ci s pl ati n -r e si st e nt e C C-Z ellli ni e T O V 2 1 G ci s R z ei g e n.  B ei d e Z ellli ni e n 

r e pr ä s e nti er e n e h er w e ni g er a g gr e s si v e U nt er art e n v o n O v ari al k ar zi n o m e n. 

Ni c ht s d e st otr ot z  i st e s wi c hti g a u c h  T h er a pi e o pti o n e n f ür  w e ni g er a g gr e s si v e 

O v ari al k ar zi n o m e z u e nt wi c k el n, d a ni c ht j e d e s di e s er O v ari al k ar zi n o m e a ut o m ati s c h 

g ut a uf ei n e St a n d ar d b e h a n dl u n g mit b ei s pi el s w ei s e Pl ati n -b a si ert e n Z yt o st ati k a 

a n s pri c ht. A u ß er d e m b e st e ht gr u n d s ät zli c h ei n gr o ß e s Pr o bl e m i n d er T h er a pi e v o n 

Pl ati n -r e si st e nt e n O v ari al k ar zi n o m e n. Di e w eit er e n  U nt er s u c h u n g e n d er St u di e 

w ur d e n d a h er f o k u s si ert  a n A 2 7 8 0 u n d T O V 2 1 G ci s R d ur c h g ef ü hrt. E s k o n nt e g e z ei gt 

w er d e n, d a s s C H DI di e v o n B T Z a u s g el ö st e R at e a n a p o pt oti s c h e n Z ell e n i n b ei d e n 

Z ellli ni e n s o w o hl n a c h 2 4 - al s a u c h 4 8 -st ü n di g er g e m ei n s a m er I n k u b ati o n st ei g er n 

k o n nt e. Di e s e Er g e b ni s s e li e ß e n si c h i m A ll g e m ei n e n i m C a s p a s e 3/ 7 A kti vi er u n g s -

A s s a y b e st äti g e n.  A n A 2 7 8 0 Z ell e n w ur d e z u s ät zli c h ei n γ H 2 A X -A s s a y d ur c h g ef ü hrt, 

u m di e K o m bi n ati o n s b e h a n dl u n g hi n si c htli c h m ö gli c h er D N A -S c h ä di g u n g z u 

u nt er s u c h e n. E s z ei gt e si c h, d a s s ei n e gl ei c h z eiti g e I n k u b ati o n mit 5 µ M C H DI di e 

D N A -s c h ä di g e n d e Wir k u n g v o n 4 0 n M u n d 8 0 n M B T Z  n a c h 2 4 St u n d e n  si g nifi k a nt 

st ei g er n k o n nt e. I n ei n e m w eit er e n T eil di e s er St u di e k o n nt e g e z ei gt w er d e n, d a s s 

C H DI i n d er L a g e i st di e Z yt ot o xi zit ät v o n B T Z ü b er 4 8 St u n d e n si g nifi k a nt z u er h ö h e n. 
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S o v er m o c ht e n e s 5  µ M C H DI d e n 4 8  St u n d e n I C 5 0 -W ert v o n B T Z v o n 1 0, 1 n M a uf 

1, 6 7 n M ( F a kt or 6, 0 5) si g nifi k a nt i n A 2 7 8 0 Z ell e n z u s e n k e n. I n T O V 2 1 G ci s R Z ell e n 

k o n nt e n 7, 5 0 µ M C H DI d e n 4 8 St u n d e n I C 5 0 -W ert v o n B T Z v o n 7 , 7 8 n M a uf 0, 6 3 n M 

( F a kt or 1 2, 3) si g nifi k a nt s e n k e n. A u s d e n Er g e b ni s s e n di e s er St u di e i st a bl eit b ar, d a s s 

di e K o m bi n ati o n a u s d e m, v or all e m z ur A n w e n d u n g a n h ä m at ol o gi s c h e n T u m or e n 

u nt er s u c ht e n, Pr ot e a s o m -I n hi bit or B ort e z o mi b u n d d e m Kl a s s e II a s el e kti v e n C H DI, 

d er bi s h er ni c ht a n O v ari al k ar zi n o m z ell e n u nt er s u c ht w ur d e, V ort eil e i n d er 

B e h a n dl u n g v o n w e ni g er a g gr e s si v e n F or m e n v o n O v ari al kr e b s z ei g e n k ö n nt e.  

 

Eff e kt e d u al er Wir k st off e mit al k yli er e n d er u n d H D A C -i n hi bit ori s c h er Wir k k o m p o n e nt e 

Di e l et zt e St u di e di e s er Ar b eit  H y dr o x a mi c A ci d s I m m o bili z e d o n R e si n s ( H AI R s): 

A T o ol b o x f or t h e S y nt h e si s of D u al -T ar g eti n g H D A C I n hi bit or s a n d H D A C D e gr a d er s 

( P R O T A C s) ( Si n atr a et al.) b e s c h äfti gt e si c h mit d er E v al ui er u n g v o n n e u arti g e n 

d u al e n I n hi bit or e n, w el c h e s o w o hl al k yli er e n d e al s a u c h H D A C -i n hi bit ori s c h e Wir k u n g 

z ei g e n ( 1 1 2). Di e S u b st a n z e n w ur d e n i m Ar b eit s kr ei s v o n Pr of. Fi n n H a n s e n v o n L a ur a 

Si n atr a s y nt h eti si ert u n d i m R a h m e n di e s er Ar b eit hi n si c htli c h i hr e s Ei nfl u s s e s a uf di e 

A u sl ö s u n g v o n A p o pt o s e hi n u nt er s u c ht.  Di e d a z u g e h öri g e n E x p eri m e nt e w ur d e n a n 

K o pf -H al s -T u m or - u n d Gli o bl a st o m -Z ellli ni e n d ur c h g ef ü hr t. E s k o n nt e g e z ei gt w er d e n, 

d a s s di e d u al e n V er bi n d u n g e n i n A b h ä n gi g k eit d er A kti vi er u n g C a s p a s e 3/ 7 z ur 

A u sl ö s u n g v o n A p o pt o s e f ü hrt e n. A u ß er d e m k o n nt e ei n e D N A -S c h ä di g u n g i m γ H 2 A X -

A s s a y n a c h g e wi e s e n w er d e n, w el c h e v or wi e g e n d a uf di e al k yli er e n d e n Ei g e n s c h aft e n 

d er V er bi n d u n g e n z ur ü c k z uf ü hr e n s ei n wir d. Al s wi c hti g st e s Er g e b ni s d er St u di e 

k o n nt e g e z ei gt w er d e n, d a s s  di e Hit -V er bi n d u n g di e s er S y nt h e s er ei h e b e s s er e Eff e kt e 

hi n si c htli c h Z yt ot o xi zit ät, C a s p a s e 3/ 7 A kti vi er u n g u n d Bil d u n g v o n γ H 2 A X z ei gt e al s 

di e  ä q ui m ol ar e  K o m bi n ati o n s b e h a n dl u n g  b e st e h e n d  a u s d e n  b ei d e n 

A u s g a n g s s u b st a n z e n.  
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Fi n al e S c hl u s sf ol g er u n g e n  

Z ur ti ef er e n U nt er s u c h u n g d er R oll e v o n H D A Ci mit v er s c hi e d e n e n S el e kti vit ät e n 

i n d er T h er a pi e v o n O v ari al k ar zi n o m e n w ur d e n i m R a h m e n di e s er Ar b eit di v er s e 

E x p eri m e nt e b z w. St u di e n d ur c h g ef ü hrt. Di e f ol g e n d e n A n s ät z e f ür 

K o m bi n ati o n st h er a pi e n h a b e n si c h a uf gr u n d i hr e s  s y n er gi sti s c h e n V er h alt e n s  

z wi s c h e n  d e n  K o m bi n ati o n s p art n er n  al s  b e s o n d er s  vi el v er s pr e c h e n d 

h er a u s kri st alli si ert  u n d k ö n nt e n w ert v oll e I m p ul s e f ür di e kli ni s c h e B e h a n dl u n g di e s er 

T u m or e li ef er n : 

•  K o m bi n ati o n v o n Ci s pl ati n mit P a n o bi n o st at a n E C -O v ari al k ar zi n o m e n,  

•  K o m bi n ati o n v o n C H DI -0 0 3 9 0 5 7 6 u n d B ort e z o mi b a n E C - u n d Ci s pl ati n -

r e si st e nt e n C C-O v ari al k ar zi n o m e n,  

•  K o m bi n ati o n v o n Ci s pl ati n mit Kl a s s e I H D A Ci ( wi e E nti n o st at)  a n H G S -

O v ari al k ar zi n o m e n,  

•  K o m bi n ati o n v o n Ci s pl ati n mit E nti n o st at u n d E G F Ri o d er PI 3 K(/ m T O R)i a n E C - 

u n d H G S -O v ari al k ar zi n o m e n . 
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5  Lit er at u r v er z ei c h ni s  

1.  W el c h D R, H ur st D R. D efi ni n g t h e H all m ar k s of M et a st a si s. C a n c er R e s. 1 5. 
J u ni 2 0 1 9; 7 9( 1 2): 3 0 1 1 – 2 7.  

2.  S u h ail Y, C ai n M P, V a n aj a K, K ur y w c h a k P A, L e v c h e n k o A, K all uri R, u.  a. 
S y st e m s Bi ol o g y of C a n c er M et a st a si s. C ell S y st. 2 8. A u g u st 2 0 1 9; 9( 2): 1 0 9 – 2 7.  

3.  C o o p er G M. T h e C ell. 2 n d A ufl. Si n a u er A s s o ci at e s; 2 0 0 0.  

4.  W a g n er U, R e u ß A. S 3 -L eitli ni e „ Di a g n o sti k, T h er a pi e u n d N a c h s or g e m ali g n er 
O v ari alt u m or e n“: L eitli ni e n pr o gr a m m O n k ol o gi e, D e ut s c h e Kr e b s g e s ell s c h aft, 
D e ut s c h e Kr e b s hilf e, A W M F: L a n g v er si o n 3. 0, 2 0 1 9, A W M F -R e gi st er n u m m er: 
0 3 2/ 0 3 5 O L. F or u m ( G e n o v a). O kt o b er 2 0 1 9; 3 4( 5): 4 1 3 – 5.  

5.  K ö b el M, R a hi mi K, R a m b a u P F, N a u gl er C, L e P a g e C, M e u ni er L, u.  a. A n 
I m m u n o hi st o ch e mi c al Al g orit h m f or O v ari a n C ar ci n o m a T y pi n g. I nt J G y n e c ol 
P at h ol Off J I nt S o c G y n e c ol P at h ol. S e pt e m b er 2 0 1 6; 3 5( 5): 4 3 0 – 4 1.  

6.  S o bi n L H, G o s p o d ar o wi c z M K, Witt e ki n d C, I nt er n ati o n al U ni o n a g ai n st C a n c er, 
H er a u s g e b er. T N M cl a s sifi c ati o n of m ali g n a nt t u m o ur s. 8t h e d. C hi c h e st er, W e st 
S u s s e x, U K  ; H o b o k e n, N J: Wil e y -Bl a c k w ell; 2 0 1 7. 3 0 9 S.  

7.  B er e k J S, K e h o e S T, K u m ar L, Fri e dl a n d er M. C a n c er of t h e o v ar y, f all o pi a n t u b e, 
a n d p erit o n e u m. I nt J G y n e c ol O b st et. O kt o b er 2 0 1 8; 1 4 3: 5 9 – 7 8.  

8.  B utt m a n n -S c h w e i g er N, Kr a y wi n k el K. E pi d e mi ol o gi e v o n Ei er st o c k kr e b s i n 
D e ut s c hl a n d. O n k ol. 1. F e br u ar 2 0 1 9; 2 5( 2): 9 2 – 8.  

9.  B ur g er R A, Br a d y M F, R h e e J, S o v a k M A, K o n g G, N g u y e n H P, u.  a. I n d e p e n d e nt 
r a di ol o gi c r e vi e w of t h e G y n e c ol o gi c O n c ol o g y Gr o u p St u d y 0 2 1 8, a p h a s e III tri al 
of b e v a ci z u m a b i n t h e pri m ar y tr e at m e nt of a d v a n c e d e pit h eli al o v ari a n, pri m ar y 
p erit o n e al, or f al l o pi a n t u b e c a n c er. G y n e c ol O n c ol. O kt o b er 2 0 1 3; 1 3 1( 1): 2 1– 6.  

1 0.  O z a A M, C o o k A D, Pfi st er er J, E m bl et o n A, L e d er m a n n J A, P uj a d e -L a ur ai n e E, 
u.  a. St a n d ar d c h e m ot h er a p y wit h or wit h o ut b e v a ci z u m a b f or w o m e n wit h n e wl y 
di a g n o s e d o v ari a n c a n c er (I C O N 7): o v e r all s ur vi v al r e s ult s of a p h a s e 3 
r a n d o mi s e d tri al. L a n c et O n c ol. A u g u st 2 0 1 5; 1 6( 8): 9 2 8 – 3 6.  

1 1.  St ar k D, N a n ki v ell M, P uj a d e -L a ur ai n e E, Kri st e n s e n G, Elit L, St o c kl er M, u.  a. 
St a n d ar d c h e m ot h er a p y wit h or wit h o ut b e v a ci z u m a b i n a d v a n c e d o v ari a n c a n c er : 
q u alit y -of -lif e o ut c o m e s fr o m t h e I nt er n ati o n al C oll a b or ati o n o n O v ari a n 
N e o pl a s m s (I C O N 7) p h a s e 3 r a n d o mi s e d tri al. L a n c et O n c ol. M är z 
2 0 1 3; 1 4( 3): 2 3 6 – 4 3.  

1 2.  F ar m er H, M c C a b e N, L or d C J, T utt A N J, J o h n s o n D A, Ri c h ar d s o n T B, u.  a. 
T ar g eti n g t h e D N A r e p air d ef e ct i n B R C A m ut a nt c ell s a s a t h er a p e uti c str at e g y. 
N at ur e. 1 4. A pril 2 0 0 5; 4 3 4( 7 0 3 5): 9 1 7 – 2 1.  

1 3.  S a k ai W, S wi s h er E M, K arl a n B Y, A g ar w al M K, Hi g gi n s J, Fri e d m a n C, u.  a. 
S e c o n d ar y m ut ati o n s a s a m e c h a ni s m of ci s pl ati n r e si st a n c e i n B R C A 2 -m ut at e d 
c a n c er s. N at ur e. 2 8. F e br u ar 2 0 0 8; 4 5 1( 7 1 8 2): 1 1 1 6 – 2 0.  
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1 4.  Pfi st er er J, L e d er m a n n J A. M a n a g e m e nt of pl ati n u m -s e n siti v e r e c urr e nt o v ari a n 
c a n c er. S e mi n O n c ol. A pril 2 0 0 6; 3 3( 2 S u p pl 6): S 1 2 -1 6.  

1 5.  R ott e n b er g S, Di sl er C, P er e g o P. T h e r e di s c o v er y of pl ati n u m -b a s e d c a n c er 
t h er a p y. N at R e v C a n c er. J a n u ar 2 0 2 1; 2 1( 1): 3 7– 5 0.  

1 6.  G or e M E, Fr y att I, Wilt s h a w E, D a w s o n T, R o bi n s o n B A, C al v ert A H. 
Ci s pl ati n/ c ar b o pl ati n cr o s s -r e si st a n c e i n o v ari a n c a n c er. Br J C a n c er. N o v e m b er 
1 9 8 9; 6 0( 5): 7 6 7 – 9.  

1 7.  Z h o u J, K a n g Y,  C h e n L, W a n g H, Li u J, Z e n g S, u.  a. T h e Dr u g -R e si st a n c e 
M e c h a ni s m s of Fi v e Pl ati n u m -B a s e d A ntit u m or A g e nt s. Fr o nt P h ar m a c ol. 
2 0 2 0; 1 1: 3 4 3.  

1 8.  G h o s h S. Ci s pl ati n: T h e fir st m et al b a s e d a nti c a n c er dr u g. Bi o or g a ni c C h e m. 1 1. 
A pril 2 0 1 9; 8 8: 1 0 2 9 2 5.  

1 9.  Bi n k s S P, D o br ot a M. Ki n eti c s a n d m e c h a ni s m of u pt a k e of pl ati n u m -b a s e d 
p h ar m a c e uti c al s b y t h e r at s m all i nt e sti n e. Bi o c h e m P h ar m a c ol. 1 5. S e pt e m b er 
1 9 9 0; 4 0( 6): 1 3 2 9 – 3 6.  

2 0.  H ol z er A K, S a mi mi G, K at a n o K, N a er d e m a n n W, Li n X, S af a ei R, u.  a. T h e 
c o p p er i nfl u x tr a n s p ort er h u m a n c o p p er tr a n s p ort pr ot ei n 1 r e g ul at e s t h e u pt a k e 
of ci s pl ati n i n h u m a n o v ari a n c ar ci n o m a c ell s. M ol P h ar m a c ol. O kt o b er 
2 0 0 4; 6 6( 4): 8 1 7 – 2 3.  

2 1.  K o m at s u M, S u mi z a w a T, M ut o h M, C h e n Z S, T er a d a K, F ur u k a w a T, u.  a. 
C o p p er -tr a n s p orti n g P-ty p e a d e n o si n e tri p h o s p h at a s e ( A T P 7 B) i s a s s o ci at e d wit h 
ci s pl ati n r e si st a n c e. C a n c er R e s. 1. M är z 2 0 0 0; 6 0( 5): 1 3 1 2 – 6.  

2 2.  C ui Y, K ö ni g J, B u c h h ol z J K, S pri n g H, L ei er I, K e p pl er D. Dr u g r e si st a n c e a n d 
A T P -d e p e n d e nt c o nj u g at e tr a n s p ort m e di at e d b y t h e a pi c al m ulti dr u g r e si st a n c e 
pr ot ei n, M R P 2, p er m a n e ntl y e x pr e s s e d i n h u m a n a n d c a ni n e c ell s. M ol 
P h ar m a c ol. M ai 1 9 9 9; 5 5( 5): 9 2 9 – 3 7.  

2 3.  W a n g D, Li p p ar d S J. C ell ul ar pr o c e s si n g of pl ati n u m a nti c a n c er dr u g s. N at R e v 
Dr u g Di s c o v. A pril 2 0 0 5; 4( 4): 3 0 7 – 2 0.  

2 4.  I s hi d a S, L e e J, T hi el e D J, H er s k o wit z I. U pt a k e of t h e a nti c a n c er dr u g ci s pl ati n 
m e di at e d b y t h e c o p p er tr a n s p ort er Ctr 1 i n y e a st a n d m a m m al s. Pr o c N atl A c a d 
S ci U S A. 2 9. O kt o b er 2 0 0 2; 9 9( 2 2): 1 4 2 9 8 – 3 0 2.  

2 5.  K at a n o K, K o n d o A, S af a ei R, H ol z er A, S a mi mi G,  Mi s hi m a M, u.  a. A c q ui siti o n 
of r e si st a n c e t o ci s pl ati n i s a c c o m p a ni e d b y c h a n g e s i n t h e c ell ul ar p h ar m a c ol o g y 
of c o p p er. C a n c er R e s. 1 5. N o v e m b er 2 0 0 2; 6 2( 2 2): 6 5 5 9 – 6 5.  

2 6.  R o c h a C R R, Sil v a M M, Q ui n et A, C a br al -N et o J B, M e n c k C F M, R o c h a C R R, u.  a. 
D N A r e p air p at h w a y s a n d ci s pl ati n r e si st a n c e: a n i nti m at e r el ati o n s hi p. Cli ni c s 
[I nt er n et].  2 0 1 8  [ ziti ert  1 4.  M ai  2 0 2 0]; 7 3.  V erf ü g b ar  u nt er: 
htt p:// w w w. s ci el o. br/ s ci el o. p h p ? s cri pt = s ci _ a b str a ct & pi d = S 1 8 0 7 -
5 9 3 2 2 0 1 8 0 0 0 2 0 0 3 1 7 &l n g = e n & nr m =i s o &tl n g = e n  
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2 7.  F a c hi nf or m ati o n Ci s pl ati n T e v a 1 m g / ml K o n z e ntr at z ur H er st ell u n g ei n er 
I nf u si o n sl ö s u n g. 2 0 1 7.  

2 8.  Or o n s k y B, R a y C M, S pir a AI, Tr e p el J B, C art er C A, C ottrill H M. A bri ef r e vi e w of 
t h e m a n a g e m e nt of pl ati n u m-r e si st a nt-pl ati n u m -r efr a ct or y o v ari a n c a n c er. M e d 
O n c ol N ort h w o o d L o n d E n gl. J u ni 2 0 1 7; 3 4( 6): 1 0 3.  

2 9.  U s hiji m a K. Tr e at m e nt f or r e c urr e nt o v ari a n c a n c er -at fir st r el a p s e. J O n c ol. 
2 0 1 0; 2 0 1 0: 4 9 7 4 2 9.  

3 0.  G all u z zi L, Vit al e I, Mi c h el s J, Br e n n er C, S z a b a d k ai G, H ar el -B ell a n A, u.  a. 
S y st e m s bi ol o g y of ci s pl ati n  r e si st a n c e: p a st, pr e s e nt a n d f ut ur e. C ell D e at h Di s. 
M ai 2 0 1 4; 5( 5): e 1 2 5 7 – e 1 2 5 7.  

3 1.  G all u z zi L, S e n o vill a L, Vit al e I, Mi c h el s J, M arti n s I, K e p p O, u.  a. M ol e c ul ar 
m e c h a ni s m s of ci s pl ati n r e si st a n c e. O n c o g e n e. A pril 2 0 1 2; 3 1( 1 5): 1 8 6 9 – 8 3.  

3 2.  C h e n H H W , K u o M T. R ol e of gl ut at hi o n e i n t h e r e g ul ati o n of Ci s pl ati n r e si st a n c e 
i n c a n c er c h e m ot h er a p y. M et-B a s e d Dr u g s. 2 0 1 0; 2 0 1 0.  

3 3.  C h e n G, W a x m a n D J. R ol e of c ell ul ar gl ut at hi o n e a n d gl ut at hi o n e S -tr a n sf er a s e 
i n t h e e x pr e s si o n of al k yl ati n g a g e nt c yt ot o xi cit y i n h u m a n br e a st c a n c er c ell s. 
Bi o c h e m P h ar m a c ol. 1 5. M är z 1 9 9 4; 4 7( 6): 1 0 7 9 – 8 7.  

3 4.  Ai d a T, T a k e b a y a s hi Y, S hi mi z u T, O k a m ur a C, Hi g a si m ot o M, K a n z a ki A, u.  a. 
E x pr e s si o n of c o p p er -tr a n s p orti n g P-t y p e a d e n o si n e tri p h o s p h at a s e ( A T P 7 B) a s 
a pr o g n o sti c f a c t or i n h u m a n e n d o m etri al c ar ci n o m a. G y n e c ol O n c ol. A pril 
2 0 0 5; 9 7( 1): 4 1 – 5.  

3 5.  C h e n H H W, Y a n J -J, C h e n W -C, K u o M T, L ai Y -H, L ai W -W, u.  a. Pr e di cti v e a n d 
pr o g n o sti c v al u e of h u m a n c o p p er tr a n s p ort er 1 ( h Ctr 1) i n p ati e nt s wit h st a g e III 
n o n -s m all -c ell l u n g c a n c er r e c ei vi n g fir st -li n e pl ati n u m-b a s e d d o u bl et 
c h e m ot h er a p y. L u n g C a n c er A m st N et h. F e br u ar 2 0 1 2; 7 5( 2): 2 2 8 – 3 4.  

3 6.  C h a n e y S G, S a n c ar A. D N A r e p air: e n z y m ati c m e c h a ni s m s a n d r el e v a n c e t o dr u g 
r e s p o n s e. J N atl C a n c er I n st. 2. O kt o b er 1 9 9 6; 8 8( 1 9): 1 3 4 6– 6 0.  

3 7.  K u n k el T A, Eri e D A. D N A mi s m at c h r e p air. A n n u R e v Bi o c h e m. 2 0 0 5; 7 4: 6 8 1 –
7 1 0.  

3 8.  J u n H J, A h n M J, Ki m H S, Yi S Y, H a n J, L e e S K, u.  a. E R C C 1 e x pr e s si o n a s a 
pr e di cti v e m ar k er of s q u a m o u s c ell c ar ci n o m a of t h e h e a d a n d n e c k tr e at e d wit h 
ci s pl ati n -b a s e d c o n c urr e nt c h e m or a di ati o n. Br J C a n c er. 8. J uli 2 0 0 8; 9 9( 1): 1 6 7 –
7 2.  

3 9.  D a b h ol k ar M, B o sti c k -Br ut o n F, W e b er C, B o hr V A, E g w u a g u C, R e e d E. E R C C 1 
a n d E R C C 2 e x pr e s si o n i n m ali g n a nt ti s s u e s fr o m o v ari a n c a n c er p ati e nt s. J N atl 
C a n c er I n st. 7. O kt o b er 1 9 9 2; 8 4( 1 9): 1 5 1 2 – 7.  

4 0.  V ai s m a n A, V ar c h e n k o M, U m ar A, K u n k el T A, Ri si n g er JI, B arr ett J C,  u.  a. T h e 
r ol e of h M L H 1, h M S H 3, a n d h M S H 6 d ef e ct s i n ci s pl ati n a n d o x ali pl ati n r e si st a n c e: 
c orr el ati o n wit h r e pli c ati v e b y p a s s of pl ati n u m -D N A a d d u ct s. C a n c er R e s. 1 5. 
A u g u st 1 9 9 8; 5 8( 1 6): 3 5 7 9 – 8 5.  
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4 1.  S mit h J, T h o L M, X u N, Gill e s pi e D A. T h e A T M -C h k 2 a n d  A T R -C h k 1 p at h w a y s i n 
D N A d a m a g e si g n ali n g a n d c a n c er. A d v C a n c er R e s. 2 0 1 0; 1 0 8: 7 3 – 1 1 2.  

4 2.  H a n a h a n D, W ei n b er g R A. H all m ar k s of C a n c er: T h e N e xt G e n er ati o n. C ell. M är z 
2 0 1 1; 1 4 4( 5): 6 4 6 – 7 4.  

4 3.  Vi c e n ci o J M, G all u z zi L, T aj e d di n e N, Orti z C, Cri oll o A, T a s d e mir E, u.  a. 
S e n e s c e n c e, a p o pt o si s or a ut o p h a g y ? W h e n a d a m a g e d c ell m u st d e ci d e it s 
p at h --a mi ni -r e vi e w. G er o nt ol o g y. 2 0 0 8; 5 4( 2): 9 2– 9.  

4 4.  Kr o e m er G, M ari ñ o G, L e vi n e B. A ut o p h a g y a n d t h e i nt e gr at e d str e s s r e s p o n s e. 
M ol C ell. 2 2. O kt o b er 2 0 1 0; 4 0( 2): 2 8 0 – 9 3.  

4 5.  N a k a m ur a M, T s uji N, A s a n u m a K, K o b a y a s hi D, Y a gi h a s hi A, Hir at a K, u.  a. 
S ur vi vi n a s a pr e di ct or of ci s -di a m mi n e di c hl or o pl ati n u m s e n siti vit y i n g a stri c 
c a n c er p ati e nt s. C a n c er S ci. J a n u ar 2 0 0 4; 9 5( 1): 4 4 – 5 1.  

4 6.  K ar c z m ar e k -B or o w s k a B, Fili p A, W oj ci er o w s ki J, S m ol e ń A, Pil e c k a I, J a bł o n k a 
A. S ur vi vi n a nti a p o pt oti c g e n e e x pr e s si o n a s a pr o g n o sti c f a ct or i n n o n -s m all c ell 
l u n g c a n c er: i n sit u h y bri di z ati o n st u d y. F oli a Hi st o c h e m C yt o bi ol. 
2 0 0 5; 4 3( 4): 2 3 7 – 4 2.  

4 7.  K at o J, K u w a b ar a Y, Mit a ni M, S hi n o d a N, S at o A, T o y a m a T, u.  a. E x pr e s si o n of 
s ur vi vi n i n e s o p h a g e al c a n c er: c orr el ati o n wit h t h e pr o g n o si s a n d r e s p o n s e t o 
c h e m ot h er a p y. I nt J C a n c er. 2 0. M är z 2 0 0 1; 9 5( 2): 9 2 – 5.  

4 8.  Sl a m o n D J, G o d ol p hi n W, J o n e s L A, H olt J A, W o n g S G, K eit h D E, u.  a. St u di e s 
of t h e H E R -2/ n e u pr ot o -o n c o g e n e i n h u m a n br e a st a n d o v ari a n c a n c er. S ci e n c e. 
1 2. M ai 1 9 8 9; 2 4 4( 4 9 0 5): 7 0 7 – 1 2.  

4 9.  Alli s C D, J e n u w ei n T. T h e m ol e c ul ar h all m ar k s of e pi g e n eti c c o ntr ol. N at R e v 
G e n et. A u g u st 2 0 1 6; 1 7( 8): 4 8 7 – 5 0 0.  

5 0.  B at e s S E. E pi g e n eti c T h er a pi e s f or C a n c er. L o n g o D L, H er a u s g e b er. N E n gl J 
M e d. 1 3. A u g u st 2 0 2 0; 3 8 3( 7): 6 5 0 – 6 3.  

5 1.  D u p o nt C, Ar m a nt D R, Br e n n er C A. E pi g e n eti c s: d efi niti o n, m e c h a ni s m s a n d 
cli ni c al p er s p e cti v e. S e mi n R e pr o d M e d. S e pt e m b er 2 0 0 9; 2 7( 5): 3 5 1 – 7.  

5 2.  Dr e xl er H G.  R e vi e w of alt er ati o n s of t h e c y cli n -d e p e n d e nt ki n a s e i n hi bit or I N K 4 
f a mil y g e n e s p 1 5, p 1 6, p 1 8 a n d p 1 9 i n h u m a n l e u k e mi a-l y m p h o m a c ell s. 
L e u k e mi a. J u ni 1 9 9 8; 1 2( 6): 8 4 5 – 5 9.  

5 3.  K uli s M, E st ell er M. D N A m et h yl ati o n a n d c a n c er. A d v G e n et. 2 0 1 0; 7 0: 2 7 – 5 6.  

5 4 .  W a n J, G a o Y, Z e n g K, Yi n Y, Z h a o M, W ei J, u.  a. T h e l e v el s of t h e s e x h or m o n e s 
ar e n ot diff er e nt b et w e e n t y p e 1 a n d t y p e 2 e n d o m etri al c a n c er. S ci R e p. 
D e z e m b er 2 0 1 6; 6( 1): 3 9 7 4 4.  

5 5.  Srij ai pr a c h ar o e n S, T a n gjit g a m ol S, T a n v a ni c h S, M a n u siri vit h a y a S,  K h u n n ar o n g 
J, T h a v ar a m ar a T, u.  a. E x pr e s si o n of E R, P R, a n d H er -2/ n e u i n e n d o m etri al 
c a n c er: a cli ni c o p at h ol o gi c al st u d y. A si a n P a c J C a n c er Pr e v A P J C P. 
2 0 1 0; 1 1( 1): 2 1 5 – 2 0.  
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5 6.  v a n d er H or st P H, W a n g Y, V a n d e n p ut I, K ü h n e L C, E wi n g P C, v a n Ij c k e n W F J, 
u . a. Pr o g e st er o n e i n hi bit s e pit h eli al -t o-m e s e n c h y m al tr a n siti o n i n e n d o m etri al 
c a n c er. Pl o S O n e. 2 0 1 2; 7( 1): e 3 0 8 4 0.  

5 7.  Wi k E, R æ d er M B, Kr a k st a d C, Tr o vi k J, Bir k el a n d E, H oi vi k E A, u.  a. L a c k of 
e str o g e n r e c e pt or -α i s a s s o ci at e d wit h e pit h eli al -m e s e n c h y m al tr a n siti o n a n d 
PI 3 K alt er ati o n s i n e n d o m etri al c ar ci n o m a. Cli n C a n c er R e s Off J A m A s s o c 
C a n c er R e s. 1. M är z 2 0 1 3; 1 9( 5): 1 0 9 4 – 1 0 5.  

5 8.  G u a n J, Xi e L, L u o X, Y a n g B, Z h a n g H, Z h u Q, u.  a. T h e pr o g n o sti c si g nifi c a n c e 
of e str o g e n a n d pr o g e st er o n e r e c e pt o r s i n gr a d e I a n d II e n d o m etri oi d e n d o m etri al 
a d e n o c ar ci n o m a: h or m o n e r e c e pt or s i n ri s k str atifi c ati o n. J G y n e c ol O n c ol. 
J a n u ar 2 0 1 9; 3 0( 1): e 1 3.  

5 9.  D ar wi c h e N. E pi g e n eti c m e c h a ni s m s a n d t h e h all m ar k s of c a n c er: a n i nti m at e 
aff air. A m J C a n c er R e s. 2 0 2 0; 1 0( 7): 1 9 5 4 – 7 8.  

6 0.  E M A. V ori n o st at M S D: Wit h dr a w n a p pli c ati o n [I nt er n et]. E ur o p e a n M e di ci n e s 
A g e n c y.  2 0 0 9  [ ziti ert  1 6.  D e z e m b er  2 0 2 0].  V erf ü g b ar  u nt er: 
htt p s:// w w w. e m a. e ur o p a. e u/ e n/ m e di ci n e s/ h u m a n/ wit h dr a w n -
a p pli c ati o n s/ v ori n o st at -m s d  

6 1.  E M A. E P A R: I st o d a x [I nt er n et]. E ur o p e a n M e di ci n e s A g e n c y. 2 0 1 2 [ ziti ert 1 6. 
D e z e m b er 2 0 2 0]. V erf ü g b ar u nt er: 
htt p s:// w w w. e m a. e ur o p a. e u/ e n/ m e di ci n e s/ h u m a n/ E P A R/i st o d a x  

6 2.  J o n e s P A, I s s a J -P J, B a yli n S. T ar g eti n g t h e c a n c er e pi g e n o m e f or t h er a p y. N at 
R e v G e n et. O kt o b er 2 0 1 6; 1 7( 1 0): 6 3 0 – 4 1.  

6 3.  S a n a ei M, K a v o o si F. Hi st o n e D e a c et yl a s e s a n d Hi st o n e D e a c et yl a s e I n hi bit or s: 
M ol e c ul ar M e c h a ni s m s of A cti o n i n V ari o u s C a n c er s. A d v Bi o m e d R e s. 
2 0 1 9; 8: 6 3.  

6 4.  H a s s ell K N. Hi st o n e D e a c et yl a s e s a n d t h eir I n hi bit or s i n C a n c er E pi g e n eti c s. Di s 
B a s el S wit z. 1. N o v e m b er 2 0 1 9; 7( 4).  

6 5.  R o p er o S, E st ell er M. T h e r ol e of hi st o n e d e a c et yl a s e s ( H D A C s) i n h u m a n c a n c er. 
M ol O n c ol. J u ni 2 0 0 7; 1( 1): 1 9 – 2 5.  

6 6.  J o h n st o n e R W. Hi st o n e -d e a c et yl a s e i n hi bit or s: n o v el dr u g s f or t h e tr e at m e nt of 
c a n c er. N at R e v Dr u g Di s c o v. A pril 2 0 0 2; 1( 4): 2 8 7 – 9 9.  

6 7.  N e w M, Ol z s c h a H, L a T h a n g u e N B. H D A C i n hi bit or -b a s e d t h er a pi e s: c a n w e 
i nt er pr et t h e c o d e ? M ol O n c ol. D e z e m b er 2 0 1 2; 6( 6): 6 3 7– 5 6.  

6 8.  D o k m a n o vi c M, Cl ar k e C, M ar k s P A. Hi st o n e d e a c et yl a s e i n hi bit or s: o v er vi e w a n d 
p er s p e cti v e s. M ol C a n c er R e s M C R. O kt o b er  2 0 0 7; 5( 1 0): 9 8 1 – 9.  

6 9.  B e n dri s N, L e m m er s B, Bl a n c h ar d J -M, Ar si c N. C y cli n A 2 m ut a g e n e si s a n al y si s: 
a n e w i n si g ht i nt o C D K a cti v ati o n a n d c ell ul ar l o c ali z ati o n r e q uir e m e nt s. Pl o S O n e. 
2 0 1 1; 6( 7): e 2 2 8 7 9.  
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7 0.  A sf a h a Y, S c hr e n k C, Al v e s A v el ar L A, H a m a c h e r A, Pfli e g er M, K a s s a c k M U, 
u.  a. R e c e nt a d v a n c e s i n cl a s s II a hi st o n e d e a c et yl a s e s r e s e ar c h. Bi o or g M e d 
C h e m. N o v e m b er 2 0 1 9; 2 7( 2 2): 1 1 5 0 8 7.  

7 1.  S h e n Y -F, W ei A -M, K o u Q, Z h u Q -Y, Z h a n g L. Hi st o n e d e a c et yl a s e 4 i n cr e a s e s 
pr o gr e s si v e e pit h eli al o v ari a n c a n c er c ell s vi a r e pr e s si o n of p 2 1 o n fi brill ar 
c oll a g e n m atri c e s. O n c ol R e p. F e br u ar 2 0 1 6; 3 5( 2): 9 4 8 – 5 4.  

7 2.  A h n M Y, K a n g D O, N a Y J, Y o o n S, C h oi W S, K a n g K W, u.  a. Hi st o n e d e a c et yl a s e 
i n hi bit or, a pi ci di n, i n hi bit s h u m a n o v ari a n c a n c er c ell mi gr ati o n vi a cl a s s II hi st o n e 
d e a c et yl a s e 4 sil e n ci n g. C a n c er L ett. 2 8. D e z e m b er 2 0 1 2; 3 2 5( 2): 1 8 9 – 9 9.  

7 3.  Z h a n g L, Z h a n g J, Ji a n g Q, Z h a n g L, S o n g W. Zi n c bi n di n g gr o u p s f or hi st o n e 
d e a c et yl a s e i n hi bit or s. J E n z y m e I n hi b M e d C h e m. D e z e m b er 2 0 1 8; 3 3( 1): 7 1 4 –
2 1.  

7 4.  H e X , Li Z, Z h u o X-T, H ui Z, Xi e T, Y e X -Y. N o v el S el e cti v e Hi st o n e D e a c et yl a s e 
6 ( H D A C 6) I n hi bit or s: A P at e nt R e vi e w ( 2 0 1 6 -2 0 1 9). R e c e nt P at e nt s A nti c a n c er 
Dr u g Di s c o v. 2 0 2 0; 1 5( 1): 3 2 – 4 8.  

7 5.  P ul y a S, A mi n S A, A d hi k ari N, Bi s w a s S, J h a T, G h o s h B. H D A C 6 a s p ri vil e g e d 
t ar g et i n dr u g di s c o v er y: A p er s p e cti v e. P h ar m a c ol R e s. 7. N o v e m b er 
2 0 2 0; 1 0 5 2 7 4.  

7 6.  Li n ci a n o P, B e n e d etti R, Pi n zi L, R u s s o F, C hi a n e s e U, S or bi C, u.  a. I n v e sti g ati o n 
of t h e eff e ct of diff er e nt li n k er c h e m ot y p e s o n t h e i n hi biti o n of hi st o n e 
d e a c et yl a s e s ( H D A C s). Bi o or g a ni c C h e m. J a n u ar 2 0 2 1; 1 0 6: 1 0 4 4 6 2.  

7 7.  E d di n g P h ar m O n c ol o g y C o., L T D. A R a n d o mi z e d P h a s e III Cli ni c al St u d y of 
E nti n o st at/ Pl a c e b o i n C o m bi n ati o n Wit h E x e m e st a n e i n C hi n e s e P ati e nt s Wit h 
H or m o n e R e c e pt or -p o siti v e A d v a n c e d Br e a st  C a n c er [I nt er n et]. cli ni c altri al s. g o v; 
2 0 1 9 S e p [ ziti ert 1 6. D e z e m b er 2 0 2 0]. R e p ort N o.: N C T 0 3 5 3 8 1 7 1. V erf ü g b ar 
u nt er: htt p s:// cli ni c altri al s. g o v/ ct 2/ s h o w/ N C T 0 3 5 3 8 1 7 1  

7 8.  N ati o n al C a n c er I n stit ut e ( N CI). A R a n d o mi z e d P h a s e III Tri al of E n d o cri n e 
T h er a p y Pl u s E nti n o st at/ Pl a c e b o i n P ati e nt s Wit h H or m o n e R e c e pt or -P o siti v e 
A d v a n c e d Br e a st C a n c er [I nt er n et]. cli ni c altri al s. g o v; 2 0 2 0 N o v [ ziti ert 1 6. 
D e z e m b er  2 0 2 0].  R e p ort  N o.:  N C T 0 2 1 1 5 2 8 2.  V erf ü g b ar  u nt er: 
htt p s:// cli ni c altri al s. g o v/ ct 2/ s h o w/ N C T 0 2 1 1 5 2 8 2  

7 9.  M ar e k L, H a m a c h er A, H a n s e n F K, K u n a K, G o hl k e H, K a s s a c k M U, u.  a. Hi st o n e 
d e a c et yl a s e ( H D A C) i n hi bit or s wit h a n o v el c o n n e cti n g u nit li n k er r e gi o n r e v e al a 
s el e cti vit y pr ofil e f or H D A C 4 a n d H D A C 5 wit h i m pr o v e d a cti vit y a g ai n st 
c h e m or e si st a nt c a n c er c ell s.  J M e d C h e m. 2 4. J a n u ar 2 0 1 3; 5 6( 2): 4 2 7 – 3 6.  

8 0.  N a n di D, T a hili a ni P, K u m ar A, C h a n d u D. T h e u bi q uiti n -pr ot e a s o m e s y st e m. J 
Bi o s ci. M är z 2 0 0 6; 3 1( 1): 1 3 7 – 5 5.  

8 1.  A d a m s J, P al o m b ell a V J, S a u s vill e E A, J o h n s o n J, D e str e e A, L a z ar u s D D, u.  a. 
Pr ot e a s o m e i n hi bit or s: a n o v el cl a s s of p ot e nt a n d eff e cti v e a ntit u m or a g e nt s. 
C a n c er R e s. 1. J u ni 1 9 9 9; 5 9( 1 1): 2 6 1 5 – 2 2.  
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8 2.  C olli n s G A, G ol d b er g A L. T h e L o gi c of t h e 2 6 S Pr ot e a s o m e. C ell. 1 8. M ai 
2 0 1 7; 1 6 9( 5): 7 9 2 – 8 0 6.  

8 3.  B ar d J A M, G o o d all E A, Gr e e n e E R, J o n s s o n E, D o n g K C, M arti n A. Str u ct ur e a n d 
F u n cti o n of t h e 2 6 S Pr ot e a s o m e. A n n u R e v Bi o c h e m. 2 0 2 0 1 8; 8 7: 6 9 7 – 7 2 4.  

8 4.  B u d e n h ol z er L, C h e n g C L, Li Y, H o c h str a s s er M. Pr ot e a s o m e Str u ct ur e a n d 
A s s e m bl y. J M ol Bi ol. 1 0 2 0 1 7; 4 2 9( 2 2): 3 5 0 0 – 2 4.  

8 5.  C at al g ol B. Pr ot e a s o m e a n d c a n c er. Pr o g M ol Bi ol Tr a n sl S ci. 2 0 1 2; 1 0 9: 2 7 7 – 9 3.  

8 6.  M e di n a -M arti n e z I, B arr ó n V, R o m a n -B a s s a ur e E, J u ár e z -T orr e s E, G u ar d a d o -
E str a d a M, E s pi n o s a A M, u.  a. I m p a ct of G e n e D o s a g e o n G e n e E x pr e s si o n, 
Bi ol o gi c al Pr o c e s s e s a n d S ur vi v al i n C er vi c al C a n c e r: A G e n o m e-Wi d e F oll o w -
U p St u d y. P L o S O N E [I nt er n et]. 3 0. M ai 2 0 1 4 [ ziti ert 1 6. N o v e m b er 2 0 2 0]; 9( 5). 
V erf ü g b ar u nt er: htt p s:// w w w. n c bi. nl m. ni h. g o v/ p m c/ arti cl e s/ P M C 4 0 3 9 4 6 3/  

8 7.  Dr e s s m a n M A, B ar a s A, M ali n o w s ki R, Al vi s L B, K w o n I, W al z T M, u.  a. G e n e 
E x pr e s si o n Pr ofili n g D et e ct s G e n e A m plifi c ati o n a n d Diff er e nti at e s T u m or T y p e s 
i n Br e a st C a n c er. C a n c er R e s. 1. M ai 2 0 0 3; 6 3( 9): 2 1 9 4– 9.  

8 8.  B ort e z o mi b M o n o gr a p h f or Pr of e s si o n al s [I nt er n et]. Dr u g s. c o m. [ ziti ert 2 2. 
N o v e m b er 2 0 2 0]. V erf ü g b ar u nt er: 
htt p s:// w w w . dr u g s. c o m/ m o n o gr a p h/ b ort e z o mi b. ht ml 

8 9.  A n o n y m o u s. V el c a d e [I nt er n et]. E ur o p e a n M e di ci n e s A g e n c y. 2 0 1 8 [ ziti ert 2 2. 
N o v e m b er 2 0 2 0]. V erf ü g b ar u nt er: 
htt p s:// w w w. e m a. e ur o p a. e u/ e n/ m e di ci n e s/ h u m a n/ E P A R/ v el c a d e  

9 0.  W H O m o d el li st of e s s e nti al m e di ci n e s [I nt er n et]. [ ziti ert 2 2. N o v e m b er 2 0 2 0]. 
V erf ü g b ar u nt er: htt p s:// w w w. w h o.i nt/ p u bli c ati o n s -d et ail -
r e dir e ct/ W H O M V P E M PI A U 2 0 1 9. 0 6 

9 1.  B o n vi ni P, Z or zi E, B a s s o G, R o s ol e n A. B ort e z o mi b -m e di at e d 2 6 S pr ot e a s o m e 
i n hi biti o n c a u s e s c ell-c y cl e arr e st a n d i n d u c e s a p o pt o si s i n C D -3 0 + a n a pl a sti c 
l ar g e c ell l y m p h o m a. L e u k e mi a. A pril 2 0 0 7; 2 1( 4): 8 3 8– 4 2.  

9 2.  M a n a s a n c h E E, Orl o w s ki R Z. Pr ot e a s o m e i n hi bit or s i n c a n c er t h er a p y. N at R e v 
Cli n O n c ol. J uli 2 0 1 7; 1 4( 7): 4 1 7 – 3 3.  

9 3.  S e o ul N ati o n al U ni v er sit y H o s pit al. A P h a s e II Tri al t o E v al u at e t h e Effi c a c y of 
B ort e z o mi b a n d P e g yl at e d Li p o s o m al D o x or u bi ci n i n P ati e nt s Wit h B R C A Wil d -
t y p e Pl ati n u m-r e si st a nt R e c urr e nt O v ari a n C a n c er [I nt er n et]. cli ni c altri al s. g o v; 
2 0 2 0 J a n [ ziti ert 2 4. N o v e m b er 2 0 2 0]. R e p ort N o.: N C T 0 3 5 0 9 2 4 6. V erf ü g b ar 
u nt er: htt p s:// cli ni c altri al s. g o v/ ct 2/ s h o w/ N C T 0 3 5 0 9 2 4 6  

9 4.  U s a mi M, Ki k u c hi S, T a k a d a K, O n o M, S u g a m a Y, Ari h ar a Y, u.  a. F O X O 3 a 
A cti v ati o n b y H D A C Cl a s s II a I n hi biti o n I n d u c e s C ell C y cl e Arr e st i n P a n cr e ati c 
C a n c er C ell s: P a n cr e a s. J a n u ar 2 0 2 0; 4 9( 1): 1 3 5 – 4 2.  

9 5.  C h e n B, Z h o n g D, M o nt eir o A. C o m p ar ati v e g e n o mi c s a n d e v ol uti o n of t h e H S P 9 0 
f a mil y of g e n e s a cr o s s all ki n g d o m s of or g a ni s m s. B M C G e n o mi c s. 1 7. J u ni 
2 0 0 6; 7: 1 5 6.  
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9 6.  C h e n B, Pi el W H, G ui L, Br uf or d E, M o nt eir o A. T h e H S P 9 0 f a mil y of g e n e s i n t h e 
h u m a n g e n o m e: i n si g ht s i nt o t h eir di v er g e n c e a n d e v ol uti o n. G e n o mi c s. 
D e z e m b er 2 0 0 5; 8 6( 6): 6 2 7 – 3 7.  

9 7.  G u pt a R S. P h yl o g e n eti c a n al y si s of t h e 9 0 k D h e at s h o c k f a mil y of pr ot ei n 
s e q u e n c e s a n d a n e x a mi n ati o n of t h e r el ati o n s hi p a m o n g a ni m al s, pl a nt s, a n d 
f u n gi s p e ci e s. M ol Bi ol E v ol. N o v e m b er 1 9 9 5; 1 2( 6): 1 0 6 3– 7 3.  

9 8.  H ot er A, El -S a b b a n M E, N ai m H Y. T h e H S P 9 0 F a mil y: Str u ct ur e, R e g ul ati o n, 
F u n cti o n, a n d I m pli c ati o n s i n H e alt h a n d  Di s e a s e. I nt J M ol S ci. 2 9. A u g u st 
2 0 1 8; 1 9( 9).  

9 9.  S c h ei b el T, Si e g m u n d HI, J a e ni c k e R, G a n z P, Lili e H, B u c h n er J. T h e c h ar g e d 
r e gi o n of H s p 9 0 m o d ul at e s t h e f u n cti o n of t h e N-t er mi n al d o m ai n. Pr o c N atl A c a d 
S ci U S A. 1 6. F e br u ar 1 9 9 9; 9 6( 4): 1 2 9 7 – 3 0 2.  

1 0 0.  L o u vi o n J F, W art h R, Pi c ar d D. T w o e u k ar y ot e -s p e cifi c r e gi o n s of H s p 8 2 ar e 
di s p e n s a bl e f or it s vi a bilit y a n d si g n al tr a n s d u cti o n f u n cti o n s i n y e a st. Pr o c N atl 
A c a d S ci U S A. 2 6. N o v e m b er 1 9 9 6; 9 3( 2 4): 1 3 9 3 7 – 4 2.  

1 0 1.  M e n g X, D e vi n J, S ulli v a n W P, T of t D, B a uli e u E E, C at elli M G. M ut ati o n al 
a n al y si s of H s p 9 0 al p h a di m eri z ati o n a n d s u b c ell ul ar l o c ali z ati o n: di m er di sr u pti o n 
d o e s n ot i m p e d e "i n vi v o’ i nt er a cti o n wit h e str o g e n r e c e pt or. J C ell S ci. J uli 
1 9 9 6; 1 0 9 ( Pt 7): 1 6 7 7 – 8 7.  

1 0 2.  S oti C, V er m e s A, H a y st e a d T A J, C s er m el y P. C o m p ar ati v e a n al y si s of t h e A T P -
bi n di n g sit e s of H s p 9 0 b y n u cl e oti d e affi nit y cl e a v a g e: a di sti n ct n u cl e oti d e 
s p e cifi cit y of t h e C -t er mi n al A T P-bi n di n g sit e. E ur J Bi o c h e m. J u ni 
2 0 0 3; 2 7 0( 1 1): 2 4 2 1 – 8.  

1 0 3.  Ar m str o n g H K, K o a y Y C, Ir a ni S, D a s R, N a s s ar Z D, A u str ali a n Pr o st at e C a n c er 
Bi o R e s o ur c e, u.  a. A N o v el Cl a s s of H s p 9 0 C -T er mi n al M o d ul at or s H a v e Pr e -
Cli ni c al Effi c a c y i n Pr o st at e T u m or C ell s Wit h o ut I n d u cti o n of a H e at S h o c k 
R e s p o n s e. T h e Pr o st at e. 2 0 1 6; 7 6( 1 6): 1 5 4 6 – 5 9.  

1 0 4.  O u d e  M u n ni n k T H, K ort e M A d e, N a g e n g a st W B, Ti m m er -B o s s c h a H, S c hr ö d er 
C P, J o n g J R d e, u.  a. ( 8 9) Zr -tr a st u z u m a b P E T vi s u ali s e s H E R 2 d o w nr e g ul ati o n 
b y t h e H S P 9 0 i n hi bit or N V P -A U Y 9 2 2 i n a h u m a n t u m o ur x e n o gr aft. E ur J C a n c er 
O xf E n gl 1 9 9 0. F e br u ar 2 0 1 0; 4 6( 3): 6 7 8 – 8 4.  

1 0 5.  E c cl e s S A, M a s s e y A, R a y n a u d FI, S h ar p S Y, B o x G, V al e nti M, u.  a. N V P -
A U Y 9 2 2: a n o v el h e at s h o c k pr ot ei n 9 0 i n hi bit or a cti v e a g ai n st x e n o gr aft t u m or 
gr o wt h, a n gi o g e n e si s, a n d m et a st a si s. C a n c er R e s. 1 5. A pril 2 0 0 8; 6 8( 8): 2 8 5 0 –
6 0.  

1 0 6.  N a g e n g a st W B, d e K ort e M A, O u d e M u n ni n k T H, Ti m m er -B o s s c h a H, d e n 
D u n n e n W F, H oll e m a H, u.  a. 8 9 Zr -b e v a ci z u m a b P E T of e arl y a nti a n gi o g e ni c 
t u m or r e s p o n s e t o tr e at m e nt wit h H S P 9 0 i n hi bit or N V P-A U Y 9 2 2. J N u cl M e d Off 
P u bl S o c N u cl M e d. M ai 2 0 1 0; 5 1( 5): 7 6 1 – 7.  

1 0 7.  Z h a n g Z, Xi e Z, S u n G, Y a n g P, Li J, Y a n g H, u.  a. R e v er si n g dr u g r e si st a n c e 
of ci s pl ati n b y h s p 9 0 i n hi bit or s i n h u m a n o v ari a n c a n c er c ell s. I nt J Cli n E x p M e d. 
2 0 1 5; 8( 5): 6 6 8 7 – 7 0 1.  
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1 0 8.  Ui T, M ori s hi m a K, S ait o S, S a k u m a Y, F ujii H, H o s o y a Y, u.  a. T h e H S P 9 0 
i n hi bit or 1 7-N -all yl a mi n o -1 7 -d e m et h o x y g el d a n a m y ci n ( 1 7 -A A G) s y n er gi z e s wit h 
ci s pl ati n a n d i n d u c e s a p o pt o si s i n ci s pl ati n -r e si st a nt e s o p h a g e al s q u a m o u s c ell 
c ar ci n o m a c ell li n e s vi a t h e A kt/ XI A P p at h w a y. O n c ol R e p. F e br u ar 
2 0 1 4; 3 1( 2): 6 1 9 – 2 4.  

1 0 9.  T a t o k or o M, K o g a F, Y o s hi d a S, K a w a k a mi S, F ujii Y, N e c k er s L, u. a. P ot e nti al 
r ol e of H s p 9 0 i n hi bit or s i n o v er c o mi n g ci s pl ati n r e si st a n c e of bl a d d er c a n c er -
i niti ati n g c ell s. I nt J C a n c er. 1 5. A u g u st 2 0 1 2; 1 3 1( 4): 9 8 7– 9 6.  

1 1 0.  B a n d oli k J J, H a m a c h er A, S c hr e n k C, W ei s h a u pt R, K a s s a c k M U. Cl a s s I -
Hi st o n e D e a c et yl a s e ( H D A C) I n hi biti o n i s S u p eri or t o p a n -H D A C I n hi biti o n i n 
M o d ul ati n g Ci s pl ati n P ot e n c y i n Hi g h Gr a d e S er o u s O v ari a n C a n c er C ell Li n e s. 
I nt J M ol S ci. 2 2. J u ni 2 0 1 9; 2 0( 1 2): 3 0 5 2.  

1 1 1.  R o dri g u e s M oit a A J, B a n d oli k J J, H a n s e n F K, K ur z T, H a m a c h er A, K a s s a c k 
M U. Pri mi n g wit h H D A C I n hi bit or s S e n siti z e s O v ari a n C a n c er C ell s t o Tr e at m e nt 
wit h Ci s pl ati n a n d H S P 9 0 I n hi bit or s. I nt J M ol S ci. J a n u ar 2 0 2 0; 2 1( 2 1): 8 3 0 0.  

1 1 2.  Si n atr a L, B a n d oli k J J, R o at s c h M, S ö n ni c h s e n M, S c h o e d er C T, H a m a c h er A, 
u.  a. H y dr o x a mi c A ci d s I m m o bili z e d o n R e si n s ( H AI R s): S y nt h e si s of D u al -
T ar g eti n g H D A C I n hi bit or s a n d H D A C D e gr a d er s ( P R O T A C s). A n g e w C h e m I nt 
E d E n gl. 7. D e z e m b er 2 0 2 0; 5 9( 5 0): 2 2 4 9 4 – 9.  

1 1 3.  Si n atr a L, B a n d oli k J J, R o at s c h M, S ö n ni c h s e n M, S c h o e d er C T, H a m a c h er A, 
u.  a. H y dr o x a mi c A ci d s I m m o bili z e d o n R e si n s ( H AI R s): S y nt h e s e v o n D u al ‐
T ar g et ‐H D A C ‐I n hi bit or e n u n d H D A C‐P R O T A C s. A n g e w C h e m. 7. D e z e m b er 
2 0 2 0; 1 3 2( 5 0): 2 2 6 8 1 – 7.  

1 1 4.  Y ar d e n Y, S c hl e s si n g er J. E pi d er m al gr o wt h f a ct or i n d u c e s r a pi d, r e v er si bl e 
a g gr e g ati o n of t h e p urifi e d e pi d er m al gr o wt h f a ct or r e c e pt or. Bi o c h e mi str y. 1 0. 
M är z 1 9 8 7; 2 6( 5): 1 4 4 3 – 5 1.  

1 1 5.  Y ar d e n  Y. T h e E G F R f a mil y a n d it s li g a n d s i n h u m a n c a n c er. si g n alli n g 
m e c h a ni s m s a n d t h er a p e uti c o p p ort u niti e s. E ur J C a n c er O xf E n gl 1 9 9 0. 
S e pt e m b er 2 0 0 1; 3 7 S u p pl 4: S 3 -8.  

1 1 6.  Li n g gi B, C ar p e nt er G. Er b B r e c e pt or s: n e w i n si g ht s o n m e c h a ni s m s a n d 
bi ol o g y. Tr e n d s C ell Bi ol. D e z e m b er 2 0 0 6; 1 6( 1 2): 6 4 9 – 5 6.  

1 1 7.  O d a K, M at s u o k a Y, F u n a h a s hi A, Kit a n o H. A c o m pr e h e n si v e p at h w a y m a p of 
e pi d er m al gr o wt h f a ct or r e c e pt or si g n ali n g. M ol S y st Bi ol. 2 0 0 5; 1: 2 0 0 5. 0 0 1 0.  

1 1 8.  N or m a n n o N, D e L u c a A, Bi a n c o C, Stri z zi L, M a n ci n o M, M ai ell o M R, u.  a. 
E pi d er m al gr o wt h f a ct or r e c e pt or ( E G F R) si g n ali n g i n c a n c er. G e n e. 1 7. J a n u ar 
2 0 0 6; 3 6 6( 1): 2 – 1 6.  

1 1 9.  C h u n g Y W, Ki m S, H o n g J H, L e e J K, L e e N W, L e e Y S, u.  a. O v er e x pr e s si o n of 
H E R 2/ H E R 3 a n d cli ni c al f e at ur e of o v ari a n c a n c er. J G y n e c ol O n c ol. S e pt e m b er 
2 0 1 9; 3 0( 5): e 7 5.  
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1 2 0.  B ull P h el p s S L, S c h or g e J O, P e yt o n M J, S hi g e m at s u H, Xi a n g L -L, Mill er D S, 
u.  a. I m pli c ati o n s of E G F R i n hi biti o n i n o v ari a n c a n c er c ell pr olif er ati o n. G y n e c ol 
O n c ol. J u ni 2 0 0 8; 1 0 9( 3): 4 1 1 – 7.  

1 2 1.  Gl a y s h er S, B o lt o n L M, J o h n s o n P, At k e y N, D y s o n M, T orr a n c e C, u. a. 
T ar g eti n g E G F R a n d PI 3 K p at h w a y s i n o v ari a n c a n c er. Br J C a n c er. 1. O kt o b er 
2 0 1 3; 1 0 9( 7): 1 7 8 6 – 9 4.  

1 2 2.  T a n C -S, Gilli g a n D, P a c e y S. Tr e at m e nt a p pr o a c h e s f or E G F R -i n hi bit or-
r e si st a nt p ati e nt s wit h n on -s m all -c ell l u n g c a n c er. L a n c et O n c ol. S e pt e m b er 
2 0 1 5; 1 6( 9): e 4 4 7 – 5 9.  

1 2 3.  N el s o n M H, D ol d er C R. L a p ati ni b: a n o v el d u al t yr o si n e ki n a s e i n hi bit or wit h 
a cti vit y i n s oli d t u m or s. A n n P h ar m a c ot h er. F e br u ar 2 0 0 6; 4 0( 2): 2 6 1 – 9.  

1 2 4.  S ol c a F, D a hl G, Z o e p h el A, B a d er G, S a n d er s o n M, Kl ei n C, u.  a. T ar g et 
bi n di n g pr o p erti e s a n d c ell ul ar a cti vit y of af ati ni b ( BI B W 2 9 9 2), a n irr e v er si bl e 
Er b B f a mil y bl o c k er. J P h ar m a c ol E x p T h er. N o v e m b er 2 0 1 2; 3 4 3( 2): 3 4 2 – 5 0.  

1 2 5.  Li D, A m br o gi o L, S hi m a m ur a T, K u b o S, T a k a h a s hi M, C hiri e a c L R, u.  a. 
BI B W 2 9 9 2, a n irr e v er si bl e E G F R/ H E R 2 i n hi bit or hi g hl y eff e cti v e i n pr e cli ni c al l u n g 
c a n c er m o d el s. O n c o g e n e. 7. A u g u st 2 0 0 8; 2 7( 3 4): 4 7 0 2 – 1 1.  

1 2 6.  Wi n d S, S c h n ell D, E b n er T, Fr ei w al d M,  St o pf er P. Cli ni c al P h ar m a c o ki n eti c s 
a n d P h ar m a c o d y n a mi c s of Af ati ni b. Cli n P h ar m a c o ki n et. 2 0 1 7; 5 6( 3): 2 3 5 – 5 0.  

1 2 7.  Z e n g Q, W a n g J, C h e n g Z, C h e n K, J o h n str ö m P, V ar n ä s K, u.  a. Di s c o v er y a n d 
E v al u ati o n of Cli ni c al C a n di d at e A Z D 3 7 5 9, a P ot e nt, Or al A cti v e, C e ntr al N er v o u s 
S y st e m -P e n etr a nt, E pi d er m al Gr o wt h F a ct or R e c e pt or T yr o si n e Ki n a s e I n hi bit or. 
J M e d C h e m. 2 2. O kt o b er 2 0 1 5; 5 8( 2 0): 8 2 0 0 – 1 5.  

1 2 8.  Al p h a Bi o p h ar m a ( Ji a n g s u) C o., Lt d. A R a n d o mi z e d, O p e n -l a b el, C o ntr oll e d, 
M ulti -C e nt er P h a s e II/III St u d y t o A s s e s s t h e Effi c a c y a n d S af et y of A Z D 3 7 5 9 v s. 
a St a n d ar d of C ar e E G F R T KI, a s Fir st Li n e Tr e at m e nt t o E G F R M ut ati o n P o siti v e 
A d v a n c e d N S C L C Wit h C N S M et a st a s e s [I nt er n et]. cli ni c altri al s. g o v; 2 0 2 0 J uli 
[ ziti ert 5. N o v e m b er 2 0 2 0]. R e p ort N o.: N C T 0 3 6 5 3 5 4 6. V erf ü g b ar u nt er: 
htt p s:// cli ni c altri al s. g o v/ ct 2/ s h o w/ N C T 0 3 6 5 3 5 4 6  

1 2 9.  A str a Z e n e c a. A P h a s e I, O p e n -l a b el, M ulti c e ntr e St u d y t o A s s e s s t h e S af et y, 
T ol er a bilit y, P h ar m a c o ki n eti c s a n d Pr eli mi n ar y A nti -T u m o ur A cti vit y of A Z D 3 7 5 9 
or A Z D 9 2 9 1 i n P ati e nt s Wit h E G F R M ut ati o n P o siti v e A d v a n c e d St a g e N o n S m all 
C ell L u n g C a n c er ( N S C L C) [I nt er n et]. cli ni c altri al s. g o v; 2 0 2 0 O kt [ ziti ert 5. 
N o v e m b er  2 0 2 0].  R e p ort  N o.:  N C T 0 2 2 2 8 3 6 9.  V erf ü g b ar  u nt er: 
htt p s:// cli ni c altri al s. g o v/ ct 2/ s h o w/ N C T 0 2 2 2 8 3 6 9  

1 3 0.  R u s n a k D W, L a c k e y K , Affl e c k K, W o o d E R, Alli g o o d K J, R h o d e s N, u. a. T h e 
eff e ct s of t h e n o v el, r e v er si bl e e pi d er m al gr o wt h f a ct or r e c e pt or/ Er b B -2 t yr o si n e 
ki n a s e i n hi bit or, G W 2 0 1 6, o n t h e gr o wt h of h u m a n n or m al a n d t u m or -d eri v e d c ell 
li n e s i n vitr o a n d i n vi v o. M ol C a n c er Th er. D e z e m b er 2 0 0 1; 1( 2): 8 5 – 9 4.  

1 3 1.  F err ar ott o R, G ol d K A. Af ati ni b i n t h e tr e at m e nt of h e a d a n d n e c k s q u a m o u s c ell 
c ar ci n o m a. E x p ert O pi n I n v e sti g Dr u g s. J a n u ar 2 0 1 4; 2 3( 1): 1 3 5 – 4 3.  
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1 3 2.  R o s a n ò L, Di C a str o V, S pi n ell a F, T ort or a G, Ni c otr a M R, N at ali P G, u.  a. 
C o m bi n e d t ar g eti n g of e n d ot h eli n A r e c e pt or a n d e pi d er m al gr o wt h f a ct or r e c e pt or 
i n o v ari a n c a n c er s h o w s e n h a n c e d a ntit u m or a cti vit y. C a n c er R e s. 1. J uli 
2 0 0 7; 6 7( 1 3): 6 3 5 1 – 9.  

1 3 3.  O ht a T, O h mi c hi M, S hi b u y a T, T a k a h a s hi T, T s ut s u mi S, T a k a h a s hi K , u. a. 
G efiti ni b ( Z D 1 8 3 9) i n cr e a s e s t h e effi c a c y of ci s pl ati n i n o v ari a n c a n c er c ell s. 
C a n c er Bi ol T h er. A pril 2 0 1 2; 1 3( 6): 4 0 8 – 1 6.  

1 3 4.  L o R u s s o P M. I n hi biti o n of t h e PI 3 K/ A K T/ m T O R P at h w a y i n S oli d T u m or s. J Cli n 
O n c ol Off J A m S o c Cli n O n c ol. 0 1 2 0 1 6; 3 4( 3 1): 3 8 0 3 – 1 5.  

1 3 5.  Y a n g J, Ni e J, M a X, W ei Y, P e n g Y, W ei X. T ar g eti n g PI 3 K i n c a n c er: 
m e c h a ni s m s a n d a d v a n c e s i n cli ni c al tri al s. M ol C a n c er. 1 9. F e br u ar 
2 0 1 9; 1 8( 1): 2 6.  

1 3 6.  E diri w e er a M K, T e n n e k o o n K H, S a m ar a k o o n S R. R ol e of t h e PI 3 K/ A K T/ m T O R 
si g n ali n g p at h w a y i n o v ari a n c a n c er: Bi ol o gi c al a n d t h er a p e uti c si g nifi c a n c e. 
S e mi n C a n c er Bi ol. 2 0 1 9; 5 9: 1 4 7 – 6 0.  

1 3 7.  M a b u c hi S, K ur o d a H, T a k a h a s hi R, S a s a n o T. T h e PI 3 K/ A K T/ m T O R p at h w a y 
a s a t h er a p e uti c t ar g et i n o v ari a n c a n c er. G y n e c ol O n c ol. A pril 2 0 1 5; 1 3 7( 1): 1 7 3 –
9.  

1 3 8.  R a p h a el J, D e s a ut el s D, Prit c h ar d KI, P et k o v a E, S h a h P S. P h o s p h oi n o siti d e 3 -
ki n a s e i n hi bit or s i n a d v a n c e d br e a st c a n c er: A s y st e m ati c r e vi e w a n d m et a -
a n al y si s. E ur J C a n c er O xf E n gl 1 9 9 0. 2 0 1 8; 9 1: 3 8 – 4 6.  

1 3 9.  P ar k S, Ki m Y S, Ki m D Y, S o I , J e o n J-H. PI 3 K p at h w a y i n pr o st at e c a n c er: All 
r e si st a nt r o a d s l e a d t o PI 3 K. Bi o c hi m Bi o p h y s A ct a R e v C a n c er. 
2 0 1 8; 1 8 7 0( 2): 1 9 8 – 2 0 6.  

1 4 0.  W ull s c hl e g er S, L o e wit h R, H all M N. T O R si g n ali n g i n gr o wt h a n d m et a b oli s m. 
C ell. 1 0. F e br u ar 2 0 0 6; 1 2 4( 3): 4 7 1 – 8 4.  

1 4 1.  S a xt o n R A, S a b ati ni D M. m T O R Si g n ali n g i n Gr o wt h, M et a b oli s m, a n d Di s e a s e. 
C ell. 0 9 2 0 1 7; 1 6 8( 6): 9 6 0 – 7 6.  

1 4 2.  Zi n z all a V, Str a c k a D, O p pli g er W, H all M N. A cti v ati o n of m T O R C 2 b y 
A s s o ci ati o n wit h t h e Ri b o s o m e. C ell. M är z 2 0 1 1; 1 4 4( 5): 7 5 7 – 6 8.  

1 4 3.  G e wi n n er C, W a n g Z C, Ri c h ar d s o n A, T er u y a -F el d st ei n J, Et e m a d m o g h a d a m 
D, B o wt ell D, u.  a. E vi d e n c e t h at I n o sit ol P ol y p h o s p h at e 4 -P h o s p h at a s e T y p e II 
I s a T u m or S u p pr e s s or t h at I n hi bit s PI 3 K Si g n ali n g. C a n c er C ell. A u g u st 
2 0 0 9; 1 6( 2): 1 1 5 – 2 5.  

1 4 4.  P at c h A -M, C hri sti e E L, Et e m a d m o g h a d a m D, G ar s e d D W, G e or g e J, F er e d a y 
S, u.  a. W h ol e -g e n o m e c h ar a ct eri z ati o n of c h e m or e si st a nt o v ari a n c a n c er. 
N at ur e. 2 8. M ai 2 0 1 5; 5 2 1( 7 5 5 3): 4 8 9 – 9 4.  

1 4 5.  B ur g er M T, P e c c hi S, W a g m a n A, Ni Z -J, K n a p p M, H e n dri c k s o n T, u.  a. 
I d e ntific ati o n of N V P -B K M 1 2 0 a s a P ot e nt, S el e cti v e, Or all y Bi o a v ail a bl e Cl a s s I 
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PI 3 Ki n a s e I n hi bit or f or Tr e ati n g C a n c er. A C S M e d C h e m L ett. 1 3. O kt o b er 
2 0 1 1; 2( 1 0): 7 7 4 – 9.  

1 4 6.  D o m c k e S, Si n h a R, L e vi n e D A, S a n d er C, S c h ult z N. E v al u ati n g c ell li n e s a s 
t u m o ur m od el s b y c o m p ari s o n of g e n o mi c pr ofil e s. N at C o m m u n. 9. J uli 
2 0 1 3; 4: 2 1 2 6.  

1 4 7.  B e a uf ort C M, H el mijr J C A, Pi s k or z A M, H o o g str a at M, R ui gr o k -Rit sti er K, 
B e s s eli n k N, u.  a. O v ari a n C a n c er C ell Li n e P a n el ( O C C P): Cli ni c al I m p ort a n c e of 
I n Vitr o M or p h ol o gi c al S u bt y p e s. P L o S O N E [I nt er n et]. 1 7. S e pt e m b er 2 0 1 4 [ ziti ert 
6. M ai 2 0 1 9]; 9( 9). V erf ü g b ar u nt er: 
htt p s:// w w w. n c bi. nl m. ni h. g o v/ p m c/ arti cl e s/ P M C 4 1 6 7 5 4 5/  

1 4 8.  Arr a y Bi o p h ar m a, n o w a w h oll y o w n e d s u b si di ar y of Pfi z er. A P h a s e I b, O p e n -
l a b el, M ulti-c e nt er, D o s e -e s c al ati o n a n d E x p a n si o n St u d y of a n Or all y 
A d mi ni st er e d C o m bi n ati o n of B K M 1 2 0 Pl u s M E K 1 6 2 i n A d ult P ati e nt s Wit h 
S el e ct e d A d v a n c e d S oli d T u m or s [I nt er n et]. cli ni c altri al s. g o v; 2 0 2 0 S e p [ ziti ert 1 2. 
N o v e m b er  2 0 2 0].  R e p ort  N o.:  N C T 0 1 3 6 3 2 3 2.  V erf ü g b ar  u nt er:  
htt p s:// cli ni c altri al s. g o v/ ct 2/ s h o w/ N C T 0 1 3 6 3 2 3 2  

1 4 9.  N o v arti s P h ar m a c e uti c al s. A P h a s e I A, M ulti c e nt er, O p e n -l a b el D o s e E s c al ati o n 
St u d y of B K M 1 2 0, A d mi ni st er e d Or all y i n A d ult P ati e nt s Wit h A d v a n c e d S oli d 
M ali g n a n ci e s [I nt er n et]. cli ni c altri al s. g o v; 2 0 1 3 A pr [ ziti ert 1 2. N o v e m b er 2 0 2 0]. 
R e p ort  N o.:  N C T 0 1 0 6 8 4 8 3.  V erf ü g b ar  u nt er: 
htt p s:// cli ni c altri al s. g o v/ ct 2/ s h o w/ N C T 0 1 0 6 8 4 8 3  

1 5 0.  N o v arti s P h ar m a c e uti c al s. A P h a s e III R a n d o mi z e d, D o u bl e Bli n d, Pl a c e b o 
C o ntr oll e d St u d y of B K M 1 2 0 Wit h F ul v e str a nt, i n P o st m e n o p a u s al W o m e n Wit h 
H or m o n e R e c e pt or -p o siti v e H E R 2 -n e g ati v e AI Tr e at e d, L o c all y A d v a n c e d or 
M et a st ati c Br e a st C a n c er W h o Pr o gr e s s e d o n or Aft er m T O R I n hi bit or B a s e d 
Tr e at m e nt [I nt er n et]. cli ni c altri al s. g o v; 2 0 1 9 J a n [ ziti ert 1 2. N o v e m b er 2 0 2 0]. 
R e p ort  N o. :  N C T 0 1 6 3 3 0 6 0.  V erf ü g b ar  u nt er: 
htt p s:// cli ni c altri al s. g o v/ ct 2/ s h o w/ N C T 0 1 6 3 3 0 6 0  

1 5 1.  N o v arti s P h ar m a c e uti c al s. A R a n d o mi z e d, D o u bl e -bli n d, Pl a c e b o C o ntr oll e d, 
P h a s e II/III St u d y of B K M 1 2 0 Pl u s P a clit a x el i n P ati e nt s Wit h H E R 2 N e g ati v e 
I n o p er a bl e L o c all y Ad v a n c e d or M et a st ati c Br e a st C a n c er, Wit h or Wit h o ut PI 3 K 
P at h w a y A cti v ati o n. [I nt er n et]. cli ni c altri al s. g o v; 2 0 1 7 J a n [ ziti ert 1 2. N o v e m b er 
2 0 2 0].  R e p ort  N o.:  N C T 0 1 5 7 2 7 2 7.  V erf ü g b ar  u nt er: 
htt p s:// cli ni c altri al s. g o v/ ct 2/ s h o w/ N C T 0 1 5 7 2 7 2 7  

1 5 2.  A dl ai N ort y e  Bi o p h ar m a C o., Lt d. T h e B U R A N St u d y of B u p arli si b ( A N 2 0 2 5) I n 
C o m bi n ati o n Wit h P a clit a x el C o m p ar e d t o P a clit a x el Al o n e, i n P ati e nt s Wit h 
R e c urr e nt or M et a st ati c H e a d a n d N e c k S q u a m o u s C ell C ar ci n o m a [I nt er n et]. 
cli ni c altri al s. g o v; 2 0 2 0 A pr [ ziti ert 1 2. N o v e m b er 2 0 2 0]. R e p ort N o.: 
N C T 0 4 3 3 8 3 9 9. V erf ü g b ar u nt er: htt p s:// cli ni c altri al s. g o v/ ct 2/ s h o w/ N C T 0 4 3 3 8 3 9 9  

1 5 3.  M ar k m a n B, T a b er n er o J, Kr o p I, S h a pir o GI, Si u L, C h e n L C, u.  a. P h a s e I 
s af et y, p h ar m a c o ki n eti c, a n d p h ar m a c o d y n a mi c st u d y of t h e or al 
p h o s p h ati d yli n o sit ol -3 -ki n a s e a n d m T O R i n hi bit or B G T 2 2 6 i n p ati e nt s wit h 
a d v a n c e d s oli d t u m or s. A n n O n c ol Off J E ur S o c M e d O n c ol. S e pt e m b er 
2 0 1 2; 2 3( 9): 2 3 9 9 – 4 0 8.  
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1 5 4.  N o v arti s P h ar m a c e uti c al s. A P h a s e I/II, M ulti -c e nt er, O p e n -l a b el St u d y of 
B G T 2 2 6, A d mi ni st er e d Or all y i n A d ult P ati e nt s Wit h A d v a n c e d S oli d M ali g n a n ci e s 
I n cl u di n g P ati e nt s Wit h A d v a n c e d Br e a st C a n c er [I nt er n et]. cli ni c altri al s. g o v; 2 0 1 2 
N o v [ ziti ert 1 2. N o v e m b er 2 0 2 0]. R e p ort N o.: N C T 0 0 6 0 0 2 7 5. V erf ü g b ar u nt er: 
htt p s:// cli ni c altri al s. g o v / ct 2/ s h o w/ N C T 0 0 6 0 0 2 7 5 

1 5 5.  N o v arti s P h ar m a c e uti c al s. A P h a s e I St u d y of B G T 2 2 6, A d mi ni st er e d Or all y i n 
A d ult P ati e nt s Wit h A d v a n c e d S oli d T u m or i n J a p a n [I nt er n et]. cli ni c altri al s. g o v; 
2 0 1 8 S e p [ ziti ert 1 2. N o v e m b er 2 0 2 0]. R e p ort N o.: N C T 0 0 7 4 2 1 0 5. V erf ü g b ar 
u nt er: htt p s:// cli ni c altri al s. g o v/ ct 2/ s h o w/ N C T 0 0 7 4 2 1 0 5  

1 5 6.  M air a S -M, St a uff er F, Br u e g g e n J, F ur et P, S c h n ell C, Frit s c h C, u.  a. 
I d e ntifi c ati o n a n d c h ar a ct eri z ati o n of N V P-B E Z 2 3 5, a n e w or all y a v ail a bl e d u al 
p h o s p h ati d yli n o sit ol 3 -ki n a s e/ m a m m ali a n t ar g et of r a p a m y ci n i n hi bit or wit h p ot e nt 
i n vi v o a ntit u m or a cti vit y. M ol C a n c er T h er. J uli 2 0 0 8; 7( 7): 1 8 5 1– 6 3.  

1 5 7.  N o v arti s P h ar m a c e uti c al s. A D o s e -fi n di n g P h a s e I b St u d y F oll o w e d b y a n 
O p e n -l a b el, R a n d o mi z e d P h a s e II St u d y of B E Z 2 3 5 Pl u s P a clit a x el i n Pati e nt s 
Wit h H E R 2 N e g ati v e, I n o p er a bl e L o c all y A d v a n c e d or M et a st ati c Br e a st C a n c er 
[I nt er n et]. cli ni c altri al s. g o v; 2 0 2 0 S e p [ ziti ert 1 2. N o v e m b er 2 0 2 0]. R e p ort N o.: 
N C T 0 1 4 9 5 2 4 7. V erf ü g b ar u nt er: htt p s:// cli ni c altri al s. g o v/ ct 2/ s h o w/ N C T 0 1 4 9 5 2 4 7  

1 5 8.  F a zi o N, B u z z o ni R, B a u di n E, A nt o n u z z o L, H u b n er R A, L a h n er H, u.  a. A 
P h a s e II St u d y of B E Z 2 3 5 i n P ati e nt s wit h E v er oli m u s -r e si st a nt, A d v a n c e d 
P a n cr e ati c N e ur o e n d o cri n e T u m o ur s. A nti c a n c er R e s. F e br u ar 2 0 1 6; 3 6( 2): 7 1 3 –
9.  

1 5 9.  P o n g a s G, F oj o T. B E Z 2 3 5: W h e n Pr o mi si n g S ci e n c e M e et s Cli ni c al R e alit y. 
T h e O n c ol o gi st. S e pt e m b er 2 0 1 6; 2 1( 9): 1 0 3 3 – 4.  

1 6 0.  C ell o s a ur u s c ell li n e A 2 7 8 0 ( C V C L _ 0 1 3 4) [I nt er n et]. [ ziti ert 2 0. D e z e m b er 
2 0 2 0]. V erf ü g b ar u nt er: htt p s:// w e b. e x p a s y. or g/ c ell o s a ur u s/ C V C L _ 0 1 3 4  

1 6 1.  H all a s -P ott s A,  D a w s o n J C, H erri n gt o n C S. O v ari a n c a n c er c ell li n e s d eri v e d 
fr o m n o n-s er o u s c ar ci n o m a s mi gr at e a n d i n v a d e m or e a g gr e s si v el y t h a n t h o s e 
d eri v e d fr o m hi g h -gr a d e s er o u s c ar ci n o m a s. S ci R e p. D e z e m b er 2 0 1 9; 9( 1): 5 5 1 5.  

1 6 2.  E v a A, R o b bi n s K C, A n d er s e n P R, Sri n i v a s a n A, Tr o ni c k S R, R e d d y E P, u. a. 
C ell ul ar g e n e s a n al o g o u s t o r etr o vir al o n c g e n e s ar e tr a n s cri b e d i n h u m a n t u m o ur 
c ell s. N at ur e. J a n u ar 1 9 8 2; 2 9 5( 5 8 4 5): 1 1 6 – 9.  

1 6 3.  H er n a n d e z L, Ki m M K, L yl e L T, B u n c h K P, H o u s e C D, Ni n g F, u.  a. 
C h ar a ct eri z ati o n of o v ari a n c a n c er c ell li n e s a s i n vi v o m o d el s f or pr e cli ni c al 
st u di e s. G y n e c ol O n c ol. A u g u st 2 0 1 6; 1 4 2( 2): 3 3 2 – 4 0.  

1 6 4.  B ui c k R N, P ull a n o R, Tr e nt J M. C o m p ar ati v e pr o p erti e s of fi v e h u m a n o v ari a n 
a d e n o c ar ci n o m a c ell li n e s. C a n c er R e s. A u g u st 1 9 8 5; 4 5( 8): 3 6 6 8 – 7 6 .  

1 6 5.  C ell o s a ur u s c ell li n e C a o v -3 ( C V C L _ 0 2 0 1) [I nt er n et]. [ ziti ert 2 0. D e z e m b er 
2 0 2 0]. V erf ü g b ar u nt er: htt p s:// w e b. e x p a s y. or g/ c ell o s a ur u s/ C V C L _ 0 2 0 1  

1 6 6.  C ell o s a ur u s c ell li n e O V C A R -3 ( C V C L _ 0 4 6 5) [I nt er n et]. [ ziti ert 2 0. D e z e m b er 
2 0 2 0]. V erf ü g b ar u nt e r: htt p s:// w e b. e x p a s y. or g/ c ell o s a ur u s/ C V C L _ 0 4 6 5 
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1 6 7.  C ell o s a ur u s c ell li n e K ur a m o c hi ( C V C L _ 1 3 4 5) [I nt er n et]. [ ziti ert 1 7. M ai 2 0 1 9]. 
V erf ü g b ar u nt er: htt p s:// w e b. e x p a s y. or g/ c ell o s a ur u s/ C V C L _ 1 3 4 5  

1 6 8.  C ell o s a ur u s c ell li n e O V S A H O ( C V C L _ 3 1 1 4) [I nt er n et]. [ ziti ert 1 7. M ai 2 0 1 9]. 
V erf ü g b ar u nt er: htt p s:// w e b. e x p a s y. or g/ c ell o s a ur u s/ C V C L _ 3 1 1 4  

1 6 9.  C ell o s a ur u s c ell li n e H E Y ( C V C L _ 0 2 9 7) [I nt er n et]. [ ziti ert 2 0. D e z e m b er 2 0 2 0]. 
V erf ü g b ar u nt er: htt p s:// w e b. e x p a s y. or g/ c ell o s a ur u s/ C V C L _ 0 2 9 7  

1 7 0.  S a n d er s Y Y, H a g o o d  J S, Li u H, Z h a n g W, A m b al a v a n a n N, T h a n ni c k al V J. 
Hi st o n e d e a c et yl a s e i n hi biti o n pr o m ot e s fi br o bl a st a p o pt o si s a n d a m eli or at e s 
p ul m o n ar y fi br o si s i n mi c e. E ur R e s pir J. M ai 2 0 1 4; 4 3( 5): 1 4 4 8 – 5 8.  

1 7 1.  Gl o z a k M A, S et o E. Hi st o n e d e a c et yl a s e s a n d c a n c er. O n c o g e n e. A u g u st 
2 0 0 7; 2 6( 3 7): 5 4 2 0 – 3 2.  

1 7 2.  S h a h R R. S af et y a n d T ol er a bilit y of Hi st o n e D e a c et yl a s e ( H D A C) I n hi bit or s i n 
O n c ol o g y. Dr u g S af. 1. F e br u ar 2 0 1 9; 4 2( 2): 2 3 5 – 4 5.  

1 7 3.  V a n V e g g el M, W e st er m a n E, H a m b er g P. Cli ni c al P h ar m a c o ki n eti c s a n d 
P h ar m a c o d y n a mi c s of P a n o bi n o st at. Cli n P h ar m a c o ki n et. 1. J a n u ar 
2 0 1 8; 5 7( 1): 2 1 – 9.  

1 7 4.  T z o g a ni K, v a n H e n ni k P, W al s h I, D e Gr a eff P, F oli n A, Sj ö b er g J, u.  a. E M A 
R e vi e w of P a n o bi n o st at ( F ar y d a k) f or t h e Tr e at m e nt of A d ult P ati e nt s wit h 
R el a p s e d a n d/ or R efr a ct or y M u lti pl e M y el o m a. T h e O n c ol o gi st. M ai 
2 0 1 8; 2 3( 5): 6 3 1 – 6.  
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J a n J. B a n d oli k , Al e x a n dr a H a m a c h er, C hri sti a n S c hr e n k, R o bi n W ei s h a u pt, 

M att hi a s U. K a s s a c k, Cl a s s I -Hi s t o n e D e a c et yl a s e ( H D A C) I n hi biti o n i s S u p eri or t o 

p a n -H D A C I n hi biti o n i n M o d ul ati n g Ci s pl ati n P ot e n c y i n Hi g h Gr a d e S er o u s O v ari a n 

C a n c er C ell Li n e s , I nt er n ati o n al J o ur n al of M ol e c ul ar S ci e n c es , 2 0 1 9 , 2 0( 1 2), 3 0 5 2 

Y o dit a A sf a h a, C hri sti a n S c hr e n k, L e a n dr o A. Al v e s A v el ar, Fri e dri c h L a n g e, 

C h e n yi n W a n g, J a n J. B a n d oli k , Al e x a n dr a H a m a c h er, M att hi a s U. K a s s a c k, T h o m a s 

K ur z, N o v el al k o x y a mi d e -b a s e d hi st o n e d e a c et yl a s e i n hi bit or s r e v er s e ci s pl ati n 

r e si st a n c e i n c h e m or e si st a nt c a n c er c ell s, Bi o or g a ni c & M e di ci n al C h e mi str y, 2 0 2 0 , 

2 8( 1), 1 1 5 1 0 8  

L a ur a Si n atr a, J a n J. B a n d oli k , M arti n R o at s c h, M elf S ö n ni c h s e n, Cl ar a T. 

S c h o e d er, Al e x a n dr a H a m a c h er, A n dr e a S c h öl er, Ar n dt B or k h ar dt, J e n s M eil er, S a nil 

B h ati a, M att hi a s U. K a s s a c k, Fi n n K. H a n s e n, H y dr o x a mi c A ci d s I m m o bili z e d o n 

R e si n s ( H AI R s): A T o ol b o x f or t h e S y nt h e si s of D u al -T ar g eti n g H D A C I n hi bit or s a n d 

H D A C D e gr a d er s ( P R O T A C s) , A n g e w a n dt e C h e mi e  I nt er n ati o n al E diti o n, 2 0 2 0 , 5 9, 

2 2 4 9 4 -2 2 4 9 9  

A n a J. R o dri g u e s M oit a *, J a n J. B a n d oli k *, Fi n n K. H a n s e n, T h o m a s K ur z, 

Al e x a n dr a H a m a c h er, M a tt hi a s U. K a s s a c k, Pri mi n g wit h HD A C i n hi bit or s S e n siti z e s 

O v ari a n C a n c er C ell s t o T r e at m e nt wit h C i s pl ati n a n d H S P 9 0 In hi bit or s, I nt er n ati o n al 

J o ur n al of M ol e c ul ar S ci e n c e s , 2 0 2 0 , 2 1( 2 1), 8 3 0 0  [* g et eilt e Er st a ut or s c h aft] 

Ki m T h a o L e, J a n J. B a n d oli k , M att hi a s U. K a s s a c k, Cl a u di a P ät z ol d, M ar c 

A p p el h a n s, Cl a u s M. P a ßr eit er, N e w a c et o p h e n o n e s a n d c hr o m e n e s fr o m t h e l e a v e s 

of M eli c o p a b ar bi g er a A. Gr a y , M ol e c ul e s , 2 0 2 1 , 2 6( 3), 6 8 8 

J a n J. B a n d oli k , Al e x a n d er J. S k er h ut, Al e x a n dr a H a m a c h er, M att hia s U. 

K a s s a c k, S y n er gi s m of t h e Cl a s s II a S el e cti v e Hi st o n e D e a c et yl a s e I n hi bit or C H DI -

0 0 3 9 0 5 7 6 a n d t h e Pr ot e a s o m e I n hi bit or B ort e z o mi b i n O v ari a n C a n c er C ell Li n e s  

(ei n g er ei c ht b ei  C a n c er s  a m 0 5. 0 3. 2 0 2 1 ) 
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J a n J. B a n d oli k , Al e x a n dr a H a m a c h er, M att h i a s U. K a s s a c k, I n hi bit or s of hi st o n e 

d e a c et yl a s e c a n i n cr e a s e t h e p ot e n c y of cl a s si c al c yt o st ati c a g e nt s i n o v ari a n c a n c er 

b y i n d u cti o n of a p o pt o si s. C o nf er e n c e S y st e m s E pi g e n eti c s , 2 7. -3 0. N o v e m b er 2 0 1 8 , 

A m st er d a m, Ni e d erl a n d e   

J a n J. B a n d oli k , Al e x a n dr a H a m a c h er, M att hi a s U. K a s s a c k, I n hi bit or s of hi st o n e 

d e a c et yl a s e c a n i n cr e a s e t h e p ot e n c y of cl a s si c al c yt o st ati c a g e nt s i n o v ari a n c a n c er 

b y i n d u cti o n of a p o pt o si s. 9 t h Mil dr e d S c h e el C a n c er C o nf er e n c e , 1 5.-1 6. M ai 2 0 1 9 , 

B o n n, D e ut s c hl a n d  
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I c h d a n k e m ei ne m D o kt or v at er, Pr of. Dr. M att hi a s U. K a s s a c k , f ür di e 

Ü b erl a s s u n g d e s i nt er e s s a nt e n T h e m a s u n d f ür di e A nr e g u n g e n , s o wi e di e 

k o n str u kti v e Kriti k w ä hr e n d m ei n er  Pr o m oti o n s p h a s e.  

Fr a u Pr of. Dr. T a nj a F e h m d a n k e i c h h er zli c h f ür di e Ü b er n a h m e d e s K or ef er at s . 

Ei n b e s o n d er er D a n k gilt Dr. Al e x a n dr a H a m a c h er : A uf d er ei n e n S eit e h a st D u 

m ei n e D o kt or ar b eit offi zi ell al s C o -B etr e u eri n u nt er st üt zt, a uf d er a n d er e n S eit e w ar st 

D u u n a b h ä n gi g d a v o n, o b e s u m b er ufli c h e o d er p er s ö nli c h e B el a n g e gi n g, i m m er f ür 

mi c h d a.  D ur c h D ei n e b e s o n d er s p o siti v e , off e n e u n d e hrli c h e Art s o wi e  pr of e s si o n ell e 

L e hr e h a st D u ( ni c ht n ur) mi c h b er eit s i m St u di u m f ür di e Wi s s e n s c h aft b e g ei st er n 

k ö n n e n. I c h b e d a n k e mi c h f ür di e u n z ä hli g e n Ei nf ü hr u n g e n i n u n s er e L a b or m et h o d e n  

( di e w a hr e Gr o ßm ei st eri n d e s W e st er n Bl ot s  u n d F A C S -Fl ü st eri n  bi st u n d bl ei b st 

ei n d e uti g D u) , di e K u n st d er Z ell k ult ur u n d di e i m m er wi e d er l u sti g e n Di s k u s si o n e n u n d 

G e s pr ä c h e ü b er Di git ali si er u n g s p ot e nti al e , di e Di c h z u ei n er w a s c h e c ht e n di git al 
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