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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft die in-vit-
ro-Verwendung des Arzneistoffes Valproinsaure und
Derivate davon als Inhibitoren von Enzymen mit His-
tondesacetylaseaktivitat. Die Erfindung betrifft auch
die Verwendung von jenen Verbindungen zur Her-
stellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Er-
krankungen, die mit Hypoacetylierung von Histonen
verbunden sind, oder bei denen Induktion von Hyper-
acetylierung eine glinstige Wirkung, beispielsweise
durch Induktion von Differenzierung und/oder Apop-
tose in transformierten Zellen, hat.

[0002] Lokales Remodelling von Chromatin ist ein
wichtiger Schritt bei der transkriptionalen Aktivierung
von Genen. Dynamische Anderungen in der nukle-
osomalen Packung von DNA miissen stattfinden, da-
mit transkriptionale Proteine mit dem DNA-Templat
kontaktieren. Einer der wichtigsten Mechanismen,
der zu Chromatin-Remodelling beitragt, ist die post-
translationale Modifizierung von Histonen durch Ace-
tylierung. Eine Anderung in elektrostatischer Anzie-
hung fir DNA und sterische Hinderung, eingefihrt
durch die hydrophobe Acetylgruppe, fiihrt zu Desta-
bilisierung der Wechselwirkung von Histonen mit
DNA. Im Ergebnis zerstort Acetylierung von Histonen
Nucleosome und gestattet, dass die DNA fir die tran-
skriptionale Maschinerie zuganglich wird. Die Entfer-
nung der Acetylgruppen gestattet den Histonen, fes-
ter an die DNA und an benachbarte Nucleosomen zu
binden und somit die transkriptional reprimierte Chro-
matinstruktur aufrecht zu erhalten. Acetylierung wird
durch eine Reihe von Enzymen mit Histonacetyl-
transferase-(HAT)-Aktivitat vermittelt. Im umgekehr-
ten Fall werden Acetylgruppen durch spezielle His-
tondesacetylase-(HDAC)-Enzyme entfernt. Die Zer-
stérung dieser Mechanismen gibt Anlass zu trans-
kriptionaler Disregulierung und kann zu leukamischer
Transformation flhren.

[0003] Nukleare Hormonrezeptoren sind Ligan-
den-abhangige Transkriptionsfaktoren, die die Ent-
wicklung und Homeostase durch sowohl positive als
auch negative Kontrolle von Genexpression kontrol-
lieren. Mangel bei diesen regulatorischen Vorgangen
unterliegen den Ursachen von vielen Erkrankungen
und spielen eine wichtige Rolle bei der Entwicklung
von Krebs.

[0004] Es wurde berichtet, dass einige Mitglieder
der nuklearen Rezeptor-superfamilie mit basalen
Transkriptionsfaktoren in Wechselwirkung stehen,
einschlieBlich TFIIB. Zahlreiche Nachweislinien zei-
gen allerdings an, dass nukleare Rezeptoren mit zu-
satzlichen Faktoren in Wechselwirkung treten mus-
sen, um sowohl Aktivierung als auch Repression von
Targetgenen zu vermitteln. Eine Vielzahl von Cofak-
toren, die mit den Ligandenbindungsdoméanen von
Oestrogen (ER), Retinsaure (RAR), Thyroidhormon

(T3R), Retinoid X (RXR) und anderen nuklearen Re-
zeptoren in Verbindung stehen, wurden kirzlich iden-
tifiziert. Vermutliche Coaktivatorproteine umfassen
SRC-1 / NCoA-1, GRIP1 / TIF2 / NCoA-2, p/CIP /
ACTR / AIB1, CBP und eine Vielzahl von anderen
Faktoren (Ubersichtlich mitgeteilt von Xu et al., 1999,
Curr Opin Genet Dev 9, 140-147). Interessanterwei-
se hat sich gezeigt, dass SRC-Proteine sowie CBP
intrinsische Histonacetyltransferaseaktivitat aufwei-
sen und in einem Komplex mit der Histonacetylase
P/CAF vorliegen. Viele Nuklearrezeptoren, ein-
schliellich T3R, RAR und PPAR, kénnen mit den Co-
repressoren N-CoR und SMRT in Abwesenheit von
Ligand in Wechselwirkung treten und dadurch die
Transkription inhibieren. Auflerdem wurde mitgeteilt,
dass N-CoR mit Antagonisten-besetzten Progeste-
ron- und Oestrogenrezeptoren in Wechselwirkung
tritt. N-CoR und SMRT liegen in gro3en Proteinkom-
plexen vor, die auch mSin3-Proteine und Histondesa-
cetylasen enthalten. Somit reflektiert die Liganden-in-
duzierte Umschaltung von nuklearen Rezeptoren von
Repression auf Aktivierung den Austausch von Core-
pressor- und Coaktivatorkomplexen mit antagonisti-
schen, enzymatischen Aktivitaten.

[0005] Der N-CoR-Corepressorkomplex vermittelt
nicht nur die Repression durch Nuklearrezeptoren,
sondern tritt auch mit zusatzlichen Transkriptionsfak-
toren in Wechselwirkung, einschlieBlich Mad-1,
BCL-6 und ETO. Viele von diesen Proteinen spielen
eine wichtige Rolle bei Erkrankungen von Zellprolife-
ration und Differenzierung. T3R wurde beispielswei-
se urspriinglich auf der Basis seiner Homologie mit
viralem Onkogen v-erbA identifiziert, das im Gegen-
satz zu dem Wildtyprezeptor keinen Liganden bindet
und als ein konstitutiver Repressor der Transkription
dient. AuRerdem wurden Mutationen in RAR mit einer
Vielzahl von Krebsformen beim Men-schen in Verbin-
dung gebracht, insbesondere mit akuter promyelozy-
ter Leukdmie (APL) und Hepatozellkarzinom. Bei
APL-Patienten beziehen RAR-Fusionsproteine, die
von chromosomalen Translokationen stammen, ent-
weder das promyelozyte Leukamieprotein (PML)
oder das promyelozyte Zinkfingerprotein (PLZF) ein.
Obwohl beide Fusionsproteine mit Komponenten des
Corepressorkomplexes in Wechselwirkung treten
kénnen, entbindet die Addition von Retinsaure den
Corepressorkomplex von PML-RAR, wahrend
PLZF-RAR konstitutiv in Wechselwirkung tritt. Diese
Erkenntnisse liefern eine Erklarung, warum
PML-RAR APL-Patienten eine vollstandige Remissi-
on nach Retinsdurebehandlung erzielen; wohinge-
gen PLZF-RAR APL-Patienten nur sehr mangelhaft
ansprechen. Die Hypothese, dass Corepressorver-
mittelte, aberrante Repression fur die Pathogenese
bei APL urséachlich sein kann, wird durch das Auffin-
den gestitzt, dass Trichostatin A, welches Histon-
desacetylase-(HDAC)-Funktion inhibiert, in der Lage
ist, den Differenzierungsblock in Zellen, die das
PLZF-RAR-Fusionsprotein enthalten, zu Uberwin-
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den. Auflerdem wurde ein PML-RAR-Patient, dem
ein mehrfacher Ruckfall nach Behandlung mit Retin-
saure widerfuhr, kirzlich mit dem HDAC-Inhibitor
Phenylbutyrat behandelt, was zu einem vollstandigen
Ruckgang der Leukamie flhrte (Warrell et al., 1998,
J. Natl. Cancer Inst. 90, 1621-1625).

[0006] Ein zusatzlicher Nachweis, dass Histonace-
tylierung eine Rolle bei Krebs spielt, stammt aus den
Untersuchungen an dem AML1-ETO-Onkoprotein
und an chromosomalen Umlagerungen, die in den
MLL-locus einbezogen sind (Redner et al., 1999,
Blood 94, 417-428).

[0007] WO 99/37150 offenbart eine Transkriptions-
therapie gegen Krebs, umfassend Verabreichen ei-
nes retinoiden Stoffes und eines Inhibitors von His-
tondesacetylase.

[0008] Verschiedene Verbindungen sind als
HDAC-Inhibitoren bekannt. Buttersdure oder Butyrat
war der erste HDAC-Inhibitor, der Identifiziert wurde.
In millimolaren Konzentrationen ist Butyrat fir HDAC
nicht spezifisch; es inhibiert ebenso Phosphorylie-
rung und Methylierung von Nukleoproteinen sowie
DNA-Methylierung. Sein Analoges, Phenylbutyrat,
wirkt in ahnlicher Weise. Spezifischer sind Trichosta-
tin A (TSA) und Trapoxin (TPX). TPX und TSA haben
sich als starke Inhibitoren von Histondesacetylasen
herausgestellt. TSA inhibiert reversibel, wahrend
TPX irreversibel bindet und HDAC-Enzyme inakti-
viert. Im Gegensatz zu Butyrat wurde eine unspezifi-
sche Inhibierung von anderen Enzymsystemen fir
TSA oder TPX noch nicht mitgeteilt. TSA und TPX
zeigen jedoch starke Toxizitat und sind mangelhaft bi-
overfugbar. Daher sind sie von begrenztem thera-
peutischem Nutzen.

[0009] Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfin-
dung, Substanzen bereitzustellen, die Differenzie-
rung und/oder Apoptose in einem breiten Bereich von
transformierten Zellen induzieren kénnen und daher
bei der Behandlung von Krebs nitzlich sind.

[0010] Die Erfindung beruht auf den neuen Erkennt-
nissen, dass Valproinsaure (VPA; 2-n-Propyl-pentan-
saure) in der Lage ist, Histondesacetylase zu inhibie-
ren. Valproinsdure ist ein bekannter Arzneistoff mit
vielfachen biologischen Aktivitdten, die in der Wir-
kung von verschiedenen molekularen Mechanismen
abhangen.
— VPA ist ein antiepileptischer Arzneistoff.
— VPA ist teratogen. Bei Verwendung als antiepi-
leptischer Arzneistoff wahrend der Schwanger-
schaft kann VPA Geburtsfehler (Neuralrohr-Ver-
schlussdefekte und andere Fehlbildungen) bei ei-
nem geringen Prozentsatz von Neugeborenen in-
duzieren. Bei Mausen ist VPA bei der Mehrheit
von Mausembryonen teratogen, wenn geeignet
dosiert.

— VPA aktiviert einen Nuklearhormonrezeptor
(PPARD). Verschiedene zusatzliche Transkripti-
onsfaktoren werden auch dereprimiert, aber eini-
ge Faktoren sind nicht signifikant dereprimiert
(Glucocorticoidrezeptor, PPARa).

— VPA ist hepatotoxisch, was von mangelhaft me-
tabolisierten Estern mit Coenzym A abhangen
mag.

[0011] Die Verwendung von VPA-Derivaten hat es
ermdglicht zu bestimmen, dass die verschiedenen
Aktivitdten durch verschiedene molekulare Wir-
kungsmechanismen vermittelt werden. Teratogenitat
und antiepileptische Wirkung folgen unterschiedli-
chen Wirkungsweisen, da Verbindungen isoliert wer-
den konnten, die entweder bevorzugt teratogen oder
bevorzugt antiepileptisch sind (Nau et al., 1991,
Pharmacol. Toxicol. 69, 310-321). Aktivierung von
PPARDS zeigte sich streng korreliert mit Teratogenitat
(Lampen et al., 1999, Toxicol. Appl. Pharmacol. 160,
238-249), was vermuten lasst, dass sowohl
PPAR®-Aktivierung als auch Teratogenitat dieselbe
molekulare Aktivitat von VPA erfordern. Differenzie-
rung von F9-Zellen korreliert auch stark mit
PPAR®-Aktivierung und Teratogenitat, wie von Lam-
pen et al., 1999, vermutet und dokumentiert durch die
Analyse der Differenzierungsmarker (Werling et al.,
2001, Mol. Pharmacol. 59, 1269-1276).

[0012] Es wurde in der vorliegenden Anmeldung ge-
zeigt, dass PPAR®-Aktivierung durch die HDAC-inhi-
bitorische Wirkung von VPA und seinen Derivaten
verursacht wird. AulRerdem wurde gezeigt, dass der
bekannte HDAC-Inhibitor TSA PPARS aktiviert und
denselben Typ von F9-Zelle Differenzierung wie VPA
induziert. Aus diesen Ergebnissen schlussfolgern wir,
dass nicht nur Aktivierung von PPARS, sondern auch
Induktion von F9-Zellendifferenzierung und Teratoge-
nitat von VPA oder VPA-Derivaten, hochstwahr-
scheinlich durch HDAC-Inhibierung verursacht wer-
den.

[0013] Die vorliegende Erfindung basiert auf der Er-
kenntnis, dass VPA und die in dieser Anmeldung be-
schriebenen Derivate Inhibitoren von Histondesace-
tylasen sind. Das Auffinden dieses neuen Wirkungs-
mechanismus von VPA und davon abgeleiteten Ver-
bindungen; d.h. die Inhibierung von Enzymen mit His-
tondesacetylaseaktivitat, fihrte uns zu dem Vor-
schlag, dass VPA aufgrund ihrer HDAC-inhibitori-
schen Aktivitdt zum Induzieren von Differenzierung
und/oder Apoptose in einer groRen Vielzahl von
Krebszellen aus zweierlei Griinden nutzlich sein soll-
te: (1) Diese Enzyme liegen in allen Zellen vor und (2)
Pilotuntersuchungen mit Modellverbindungen, wie
Butyrat oder TSA, die von jenen in dieser Erfindung
beschriebenen verschieden sind, haben gezeigt,
dass HDAC-Inhibitoren Differenzierung in einer gro-
Ren Vielzahl von Zellen induzieren.
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[0014] Die Aktivitat, Differenzierung und/oder Apop-
tose in einer Vielzahl von transformierten Zellen zu
erzeugen, ist eine viel komplexere biologische Aktivi-
tat, als nur die Inhibierung von Proliferation. Im letz-
teren Falle wirde es nicht nachweisbar sein, warum
nur die Proliferation von transformierten (Tumor-), je-
doch nicht von normalen Zellen, inhibiert werden soll-
te. Die Induktion von Apoptose, Differenzierung oder
insbesondere Re-Differenzierung in dedifferenzierten
Tumorzellen liefert eine logische Grundlage, warum
die erfindungsgemafen Verbindungen nitzliche Wir-
kungen auf eine grofe Vielzahl von Tumoren durch
Induktion von Differenzierung und/oder Apoptose
auslben. Dieser Vorschlag bzw. diese Vermutung
wurde in einer grofen Vielzahl von Tumorzellen (sie-
he Beispiele) bestatigt.

[0015] Antiepileptische und sedierende Wirkungen
folgen verschiedenen Struktur-Aktivitats-Beziehun-
gen und hangen somit offenbar von einer primaren
VPA-Aktivitat im Unterschied zur HDAC-Inhibierung
ab.

[0016] Der Mechanismus der Hepatotoxizitat wird
unzureichend verstanden und es ist unbekannt, ob er
mit einer Bildung des VPA-CoA-Esters einhergeht.
Die erfindungsgemafie Verwendung, beispielsweise
HDAC-Inhibierung, scheint allerdings keine CoA-Es-
terbildung zu erfordern.

[0017] US-Patent Nr. 5 672 746 und WO 96/06821
offenbaren die Verwendung von VPA und Derivaten
davon zur Behandlung von neurodegenerativen und
neuroproliferativen Erkrankungen.

[0018] Ein Aspekt der vorliegenden Erfindung ist die
in-vitro-Verwendung von VPA, S-4-in-Valproinsaure
oder 2-Ethylhexansaure, als Inhibitor von Enzymen
mit Histondesacetylaseaktivitat. Derivate von VPA
sind a-Kohlenstoffatom-verzweigte Carbonséauren,
wie durch Formel | beschrieben,

COR3

A

R} R?

worin R" und R? unabhéngig voneinander eine linea-
re oder verzweigte, gesattigte oder ungesattigte, ali-
phatische C, -, vorzugsweise C, -Kohlenwasser-
stoffkette darstellen, die gegebenenfalls eines oder
einige Heteroatome enthalten kann und die substitu-
iert sein kann, R® eine Hydroxyl-, Halogen-, Alkoxy-
oder eine gegebenenfalls alkylierte Aminogruppe
darstellt. Unterschiedliche R'- und R?-Reste ergeben
chirale Verbindungen. Gewdhnlich weist eines der
Stereoisomeren starkere teratogene Wirkung auf als
das andere (Nau et al., 1991, Pharmacol. Toxicol. 69,
310-321), und das teratogenere Isomer aktiviert
wirksamer PPARS (Lampen et al., 1999). Daher kann
erwartet werden, dass dieses Isomer HDAC starker
inhibiert (diese Erfindung). Die vorliegende Erfindung

umfasst die racemischen Gemische der jeweiligen
Verbindungen, die weniger aktiven Isomere, und ins-
besondere die aktiveren Isomere.

[0019] R'und R? kénnen substituiert sein. Mogliche
Substituenten schlieRen Hydroxyl-, Amino-, Carbon-
saure- und Alkoxygruppen sowie Aryl- und heterocy-
clische Gruppen ein.

[0020] Vorzugsweise umfassen R' und R? unabhan-
gig voneinander 2 bis 10, bevorzugter 3 bis 10 oder 5
bis 10 Kohlenstoffatome. Es ist auch bevorzugt, dass
R' und R? unabhéngig voneinander geséattigt sind
oder eine Doppelbindung umfassen oder eine Drei-
fachbindung umfassen. Insbesondere kann eine der
Seitenketten (R') vorzugsweise sp'-hybridisierte
Kohlenstoffatome in Position 2 und 3 oder Heteroato-
me, die eine ahnliche Struktur erzeugen, enthalten.
Diese Seitenkette sollte 3 Kohlenstoff- oder Heteroa-
tome umfassen, aber langere Ketten konnen auch
HDAC-inhibierende Molekiile erzeugen. Auch wird
der Einschluss von aromatischen Ringen oder Hete-
roatomen in R? angesehen, dass er Verbindungen mit
HDAC-inhibitorischer Aktivitat erzeugt, weil die kata-
lytische Stelle des HDAC-Proteins scheinbar eine
grol3e Vielzahl von Bindungsmolekulen aufnimmt. Mit
der neuen Beobachtung, dass teratogene VPA-Deri-
vate HDAC-Inhibitoren darstellen, werden auch Ver-
bindungen, die friiher als geeignete antiepileptische
Mittel nicht Beachtung fanden, als HDAC-Inhibitoren
unter dieser Erfindung angesehen. Insbesondere, je-
doch nicht ausschlief3lich, werden Verbindungen mit
einem Propinylrest als R' und Resten von 7 oder
mehr Kohlenstoffatomen als R? in Betracht gezogen
(Lampen et al., 1999).

[0021] Vorzugsweise ist die Gruppe ,COR® eine
Carbonsauregruppe. Derivatisierung der Carbonsau-
regruppe wurde flr die Erzeugung von Verbindungen
mit potenzieller HDAC-inhibitorischer Aktivitat auch
in Betracht gezogen. Solche Derivate kénnen Halo-
genide (beispielsweise Chloride), Ester oder Amide
sein. Wenn R® Alkoxy bedeutet, umfasst die Alkoxy-
gruppe 1 bis 25, vorzugsweise 1 bis 10, Kohlenstoff-
atome. Wenn R® eine mono- oder dialkylierte Amino-
gruppe ist, umfassen die Alkylsubstituenten 1 bis 25,
vorzugsweise 1 bis 10, Kohlenstoffatome. Eine un-
substituierte Aminogruppe ist allerdings bevorzugt.

[0022] GemalR der vorliegenden Erfindung kénnen
auch pharmazeutisch vertragliche Salze einer Ver-
bindung der Formel | verwendet werden. Gemaf der
vorliegenden Erfindung kénnen auch Stoffe verwen-
det werden, die zu einer Verbindung, wie in Formel 1
definiert, im menschlichen Organismus metabolisiert
werden oder die zu einer Freisetzung einer Verbin-
dung, wie in Formel | definiert, beispielsweise durch
Esterhydrolyse, fihren kénnen.

[0023] Die erfindungsgemal® verwendeten Verbin-

4/26



DE 60110912 T2 2005.10.20

dungen sind VPA, S-4-in-VPA, 2-EHXA (2-Ethyl-he-
xansaure). Die Verbindungen sind nitzlich zum Inhi-
bieren bei Sdugern (zur Verwendung von Zelllinien in
in-vitro-Assays und Tiermodellsystemen) und insbe-
sondere beim Menschen (in vivo und in vitro) von His-
tondesacetylasen HDAC 1-3 (Klasse 1) und HDAC
4-8 (Klasse ).

[0024] Die Verbindungen kénnen zum Induzieren
der Differenzierung und/oder Apoptose von Zellen,
wie undifferentierte Tumorzellen, verwendet werden.
Vermutlich reflektiert dies einen allgemeinen Mecha-
nismus, weil Differenzierung in F9-Teratocarcino-
ma-zellen, MT 450 Brustkrebszellen, HAT-29 Colon-
carcinomazellen und verschiedenen Leukamiezellli-
nien induziert werden kann, wie durch morphologi-
sche Anderungen und spezifisches Markergen oder
Proteinexpression bewertet. Aulierdem kénnen bei-
spielsweise MT450-Zellen induziert werden, dass sie
Apoptose unterliegen (siehe Beispiel 6).

[0025] Die Erfindung betrifft auch die Verwendung
vorstehend genannter Verbindungen zur Induktion
von Differenzierung und/oder Apoptose von transfor-
mierten Zellen.

[0026] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfin-
dung ist die Verwendung der vorstehend genannten
Verbindungen zur Herstellung eines Arzneimittels fur
die Behandlung einer Erkrankung, wie in Anspruch 1
definiert, die mit Gen-spezifischer Hypoacetylierung
von Histonen in Verbindung steht. Es gibt eine Viel-
zahl von Erkrankungen, die mit aberranter Repressi-
on von speziellen Genen, die mit einem lokalen Spie-
gel von Histonacetylierung unterhalb des regularen
Spiegels korreliert, in Verbindung sind.

[0027] Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist die Ver-
wendung einer Verbindung der Formel 1 zur Herstel-
lung eines Arzneimittels fir die Behandlung einer
Krankheit, bei der die Induktion von Hyperacetylie-
rung von Histonen eine nitzliche Wirkung hat, die
Differenzierung und/oder Apoptose von Tumorpati-
entenzellen und eine klinische Verbesserung des Zu-
stands des Patienten hervorruft, wobei die Krankheit
ausgewahlt ist aus Hautkrebs, Oestrogenrezep-
tor-abhangigem und -unabhangigem Brustkrebs, Ei-
erstockkrebs, Prostatakrebs, Nierenkrebs, Dickdarm-
und Darmkrebs, Bauchspeicheldrisenkrebs, Kehl-
kopfkrebs, kleinzelligem und nichtkleinzelligem Lun-
genkrebs. Die Induktion von Hyperacetylierung kann
auch zur Umkehr von ungeeigneter Genexpression
bei Krankheiten nutzlich sein, die auf aberranter Re-
krutierung von Histondesacetylaseaktivitat basieren,
wie Thyroidresistenzsyndrom.

[0028] Die Verbindungen und Salze davon kénnen
als pharmazeutische Zusammensetzungen formu-
liert werden (beispielsweise Pulver, Granulat, Tablet-
ten, Pillen, Kapseln, Injektionen, Lésungen, Schau-

me, Klistiere und dergleichen), umfassend mindes-
tens eine solche Verbindung einzeln oder in Anmi-
schung mit pharmazeutisch vertraglichen Tragern,
Exzipienten und/oder Verdiinnungsmitteln. Die phar-
mazeutischen Zusammensetzungen kénnen geman
Ublichem Verfahren formuliert werden. Spezielle Do-
sisspiegel fur einen bestimmten Patienten werden in
Abhangigkeit von einer Vielzahl von Faktoren einge-
setzt, einschlieBlich der Aktivitdt der verwendeten
speziellen Verbindungen, dem Alter, Kérpergewicht,
allgemeinem Gesundheitszustand, Geschlecht, Er-
nahrung, Zeit der Verabreichung, Weg der Verabrei-
chung, Ausscheidungsrate, Arzneistoffkombination
und dem Grad der jeweiligen Krankheit, die einer
Therapie unterzogen wird. Der Wirkstoff wird vor-
zugsweise in einer geeigneten Menge verabreicht,
beispielsweise ausgewahlt aus dem Bereich von
etwa 10 mg/kg bis 100 mg/kg Kdrpergewicht in einem
Tag oral oder intravends. Die Dosisspiegel sind nicht
speziell eingeschrankt, solange Serumspiegel von
0,05 mM bis 3 mM, vorzugsweise etwa 0,4 mM bis
1,2 mM, erreicht werden.

[0029] Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist ein Ver-
fahren zur Identifizierung von Stoffen mit Histondesa-
cetylaseinhibitorischer Aktivitdt, umfassend die Be-
reitstellung eines Derivats von Valproinsdure, Ermitt-
lung seiner Histondesacetylase-inhibitorischen Akti-
vitdt und Auswahl des Stoffes, wenn der Stoff eine
Histondesacetylase-inhibitorische Aktivitat aufweist.
Valproinsaure kann als Leitsubstanz fir die Identifi-
zierung von anderen Verbindungen, die Histondesa-
cetylase-inhibitorische Wirkung zeigen, dienen. Da-
durch kénnen Verbindungen ausgewahlt werden, die
erhéhte HDAC-inhibitorische Wirkung bei geringeren
Dosen und Serumspiegeln zeigen und verminderte
Wirkung auf das zentrale Nervensystem, wie sedie-
rende Wirkung, aufweisen. Ein weiterer Parameter,
der optimiert werden kann, ist das Auftreten der he-
patotoxischen Effekts. Verbindungen kénnen ausge-
wahlt werden, die eine verminderte Lebertoxizitat zei-
gen. Die Derivate kdnnen durch Syntheseverfahren
bereitgestellt werden, die zusatzlich und/oder modifi-
zierte Substituenten bereitstellen. Die HDAC-inhibito-
rische Aktivitat kann durch eine bekannte Technolo-
gie vermittelt werden, wie Transkriptionsrepressions-
assay, Western-Blot, welches Acetylierung von His-
ton H3 und/oder Histon H4 nachweist, oder durch ein
enzymatisches Assay.

[0030] Das transkriptionale Assay fir Repressorak-
tivitat nutzt Aktivierung und Derepression von einem
Ga14-abhangigen Reportergen. Dieses Assay kann
entweder durch transiente Transfektion von Sauger-
zelllinien (beispielsweise HelLa, 293T, CV-1) oder mit
speziell konstruierten, permanenten Zelllinien ausge-
fuhrt werden. Transkriptionsfaktoren, wie Thyroidhor-
monrezeptor, PPARS, Retinsaurerezeptor, N-CoR
und AML/ETO, reprimieren Transkription, wenn sie
an einen Promotor binden, der UAS-Elemente als Fu-
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sionsproteine enthalt, mit der heterologen DNA-Bin-
dungsdomaine des Hefe-Ga14-Proteins. In Abwe-
senheit des Ga14-Fusionsproteins weist das Repor-
tergen aufgrund der Gegenwart von Bindungsstellen
fur andere Transkriptionsfaktoren in dem Thymidinki-
nasepromoter eine hohe basale transkriptionale Akti-
vitat auf. Die Ga14-Fusionsproteine reprimieren die-
se Aktivitat um das 140-fache. HDAC-Inhibitoren in-
duzieren den Rickgang dieser Repression, was als
Erh6éhung in der Reportergenaktivitat (beispielsweise
durch Luciferaseassay) nachgewiesen werden kann.

[0031] Histondesacetylaseinhibitoren induzieren die
Akkumulierung von N-terminal hyperacetylierten His-
tonen H3 und H4. Diese acetylierten Histone kénnen
durch Western-Blot-Analyse von Extrakten ganzer
Zellen oder von Histonpraparaten aus Histondesace-
tylaseinhibitor-behandelten Zellen, unter Verwen-
dung von Antikdrpern, die fir die acetylierten N-termi-
nalen Lysinreste von Histonen H3 und H4 spezifisch
sind, nachgewiesen werden.

[0032] Das enzymatische Assay fiir HDAC-Aktivitat
zeichnet die Freisetzung von *H-markierter Essigsau-
re aus hyperacetylierten Substraten auf. Quellen der
HDAC-Aktivitat kénnen Co-Immunoprazipitate mit
Antikérpern, gerichtet gegen N-CoR (oder andere
Repressoren, die bekannt sind, dass sie HDAC rek-
rutieren), oder rohe Zellextrakte, enthaltend Histon-
desacetylasen (beispielsweise Hela, 293T, F9), sein.
Substrate kdnnen entweder chemisch *H-acetylierte
Peptide, entsprechend den N-Termini von Histonen
H3 oder H4, oder Histonproteine, isoliert aus metabo-
lisch markierten Zellen, die mit HDAC-Inhibitoren be-
handelt wurden, sein. Nach Extraktion mit Essigsau-
reethylester wird die Freisetzung von *H-markierter
Essigsaure durch Flissigszintillationszahlung nach-
gewiesen.

[0033] Ein noch weiterer Aspekt der Erfindung ist
ein Verfahren zum Profilieren der HDAC-Isoenzym-
spezifizitdt einer Verbindung, definiert in Formel |,
wobei das Binden der Verbindung an HDAC und/oder
die Konkurrenz zum Binden an HDAC gemessen
wird.

[0034] Das Verfahren kann die nachstehenden
Schritte umfassen: HDAC werden entweder immun-
prazipitiert mit HDAC Isoform-spezifischen Antikor-
pern, mit Antikdrpern, gerichtet gegen Corepressor-
komplexen, oder mit speziellen Antikdrpern, gerichtet
gegen rekombinante HDAC, Uberexprimiert in trans-
genen Zellen. Das Verfahren kann au3erdem die Be-
stimmung von individuellen HDAC, die in diesen Im-
munprazipitaten vorliegen, durch Western-Blot-Ana-
lyse einbeziehen. Radiomarkierte VPA oder Verbin-
dungen gemaf der Formel | werden an die Immun-
prazipitate gebunden. Die Menge an gebundener
Verbindung wird durch Messung der gebundenen
Radioaktivitat nach geeigneten Waschschritten er-

mittelt. Eine Variante dieses Aspekts bezieht Binden
von einem markierten HDAC-Inhibitor, wie VPA, TSA
oder Trapoxin, und Konkurrenz der Bindung durch
eine Verbindung gemal Formel | ein. Eine weitere
Variante des Verfahrens bezieht die Verwendung von
alternierenden Markierungs- und/oder Detektionsver-
fahren ein.

[0035] Es ist bevorzugt, dass Verbindungen ausge-
wahlt werden, die spezifisch nur einen Subset von
HDAC inhibieren.

[0036] Beschrieben wird die Verwendung von VPA
oder Derivaten davon zum Definieren von Genen, die
durch die Verbindungen in Zellen, wie primaren Hu-
man- oder Nagerzellen, leukdmischen Zellen, oder
anderen Krebs- oder Tumorzelllinien, induziert wer-
den. Verfahren zum Definieren solcher Gene, die
durch VPA induziert werden, schlieBen etablierte
Technologien zum Absuchen groRer Arrays von cD-
NA, exprimierte Sequenztags oder so genannte uni-
gene Sammlungen ein. Die Verwendung von sub-
traktiven Hybridisierungstechniken ist auch geeignet,
um Gene zu definieren, die durch VPA oder Derivate
davon induziert werden. Die Verwendung von diesen
Verfahren zur Identifizierung von potenziellen Zielen
fur die Arzneistoffentwicklung stromabwarts der
HDAC-Inhibierung, und auflerdem die Verwendung
von diesen Verfahren zum Definieren diagnostischer
MalRnahmen, um die therapeutische Behandlung von
Patienten mit geeigneten Verbindungen zu erleich-
tern, wird beschrieben. Unter Berlcksichtigung der
geringen allgemeinen Toxizitat von VPA in dem Orga-
nismus, verglichen mit anderen HDAC-Inhibitoren, ist
ein spezieller Aspekt der Erfindung, VPA oder Deriva-
te davon zum Definieren von Targetgenen, die durch
VPA selektiv reguliert oder nicht reguliert werden, ins-
besondere auch im Vergleich zu anderen HDAC-Inhi-
bitoren, wie Trichostatin A, zu verwenden. Die vorlie-
gende Erfindung beschreibt auch ein diagnostisches
Verfahren zur ldentifizierung von Tumoren, umfas-
send den Schritt des Testens, ob ein Tumor fur die
Behandlung mit Verbindungen, die durch Formel | de-
finiert werden, empfanglich ist. Das Verfahren um-
fasst vorzugsweise das Verfahren zur Identifizierung
von Genen, induziert durch VPA oder ein Derivat da-
von, das vorstehend beschrieben wurde. In einer be-
sonderen Ausfuhrungsoform umfasst das diagnosti-
sche Verfahren die Verwendung von Nukleinsaure-
technologie, vorzugsweise von Hybridisierung oder
Polymerasekettenreaktion, zur Detektion. Andere Ar-
ten von Nukleinsauretechnologie kénnen jedoch an-
gewendet werden. In einer weiteren Ausfuhrungs-
form umfasst das Verfahren die Verwendung von
spezifischen Antikdrpern gegen differenziell regulier-
te Proteine zum Nachweis. Fur diesen Zweck wirden
die Proteine, codiert durch die Gene, die Deregulati-
on ihrer Expression nach VPA-Behandlung zeigen,
exprimiert werden, beispielsweise in rekombinanten
Expressionssystemen, und Antikdrper, gerichtet ge-
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gen diese Proteine, wirden generiert werden. Folg-
lich kénnten solche Antikérper verwendet werden
(oder Muster von Antikérpern), um den Status eines
Tumors oder Tumorzellen fir diagnostische und/oder
prognostische Griinde zu charakterisieren.

[0037] Die vorliegende Erfindung stellt neue Mog-
lichkeiten zur Behandlung verschiedener Krebser-
krankungen zur Verfigung. Die Anmelder fanden,
dass VPA und Derivate davon starke HDAC-Inhibito-
ren sind. Die HDAC-Inhibitoren, die bislang bekannt
sind, sind entweder unspezifisch, wie Butyrat, oder
toxisch oder im gesamten Organismus mangelhaft
bioverfugbar, wie TSA und TPX. VPA hat den Vorteil,
dass es bereits ein zugelassener Arzneistoff ist und
Uber Jahrzehnte zur Behandlung von Epilepsie beim
Menschen verwendet wird. Eine grofle Menge von
Daten betrifft somit pharmazeutische Vertraglichkeit
und Fehlen ernsthafter Nebeneffekte. Somit sollte
VPA ein geeigneter Arzneistoff zur Verwendung beim
Menschen zum Induzieren von Differenzierung
und/oder Apoptose bei transformierten Zellen und bei
jenen zum Ausuben vorteilhafter Wirkungen bei einer
Vielzahl von Patienten, die an Krebs leiden, sein.

[0038] Fig. 1 beschreibt die Histondesacetylasein-
hibitor-ahnliche Aktivierung von PPARS durch VPA
(Beispiel 1).

[0039] Fig. 2 zeigt, dass VPA-aktivierte verschiede-
ne Transkriptionsfaktoren bei Zusatz zu PPARS (Bei-
spiel 2).

[0040] Fig.3 zeigt VPA-induzierte Akkumulation
von hyperacetylierten Histonen H3 und H4 (Beispiel
3).

[0041] Fig. 4 zeigt die biochemische Analyse von
Histondesacetylaseaktivitat in Abwesenheit oder Ge-
genwart von VPA (Beispiel 4).

[0042] Fig. 5 zeigt Indikatoren von VPA-induzierter
Differenzierung in  HT-29-Coloncarcinomzellen,
F9-Teratocarcinomzellen und RenCa-renalen Carci-
nomzellen. Die Phenotypen von F9-Teratocarcinom-
zellen, differenziert von VPA oder dem Histondesace-
tylaseinhibitor Trichostatin A, scheinen identisch
(Beispiel 5).

[0043] Fig.6 =zeigt Induktion von Apoptose in
MT450-Brustkrebszellen (Beispiel 6).

[0044] Fig.7 zeigt den Verlust an lebensfahigen
Zellen nach Behandlung mit Valproinsdure. Ren-
ca-lacZ, Renca-lacZ/EGFR, Renca-lacZ/EGFRVIII
und Renca-lacZ/ErbB2 renale Karzinomzellen (A)
oder SKOV3 Eierstockzellen, SKBR3, MCF7,
MDA-MB453 und MDA-MB468 Brustkrebszellen und
A431 squamdse Zell-Karzinomzellen (B) wurden mit
den angegebenen Konzentrationen von Valproinsau-

re (VPA) inkubiert. Die relative Zahl an lebensfahigen
Zellen wurde unter Verwendung des enzymatischen
MTT-Assays ermittelt, wobei deren zellulare metabo-
lische Aktivitat gemessen wurde, wie in Beispiel 7 be-
schrieben. Jeder Punkt gibt den Mittelwert eines Da-
tensatzes, ermittelt in Triplikaten, wieder (Beispiel 7).

[0045] Fig. 8 zeigt die Reduktion in der Zellbiomas-
se nach Behandlung von Zellkulturen mit VPA (Bei-
spiel 8). Die nachstehenden Beispiele erlautern die
Erfindung.

Beispiel 1

Aktivierung eines PPAR-Gluco-corticoiden Rezep-
torhybridproteins durch VPA

[0046] Eine Reportergenzelllinie zur Aktivierung der
PPAR®-Ligandenbindungsdomaine wurde in
CHO-Zellen konstruiert. Ein Subklon von CHO-Zellen
wurde verwendet, der ein transgenes Reportergen
enthielt, das eine sekretierte Form der human-pla-
centalen alkalischen Phosphatase, unter Steuerung
des Glucocorticoiden Rezeptor-abhangigen
LTR-Promotors des Maus-Mammatumorvirus expri-
miert (Gottlicher et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 89, Seiten 4653-4657). Ein Hybridrezeptor, um-
fassend den Aminoterminus des Glucocorticoiden
Rezeptors, fusioniert an die Ligandenbindungsdo-
maine von PPARJ, wurde in diese Zellen, im Wesent-
lichen wie fur die Expression des entsprechenden
Hybrids von PPARa beschrieben, exprimiert (Gaottli-
cher et al., 1992, ebenda). Die Ligandenbindungsdo-
maine von PPARS wurde, beginnend bei Aminosaure
138, als deduzierte Form aus der Sequenz, veroffent-
licht durch Amri et al. (J. Biol. Chem. 270 (1995) Sei-
ten 2367-2371), verwendet. Aktivierung der
PPAR®-Ligandenbindungsdomaine in diesen Zellen
induziert Expression des alkalischen Phosphatasere-
portergens, das durch ein enzymatisches Assay aus
dem Zellkulturiiberstand nachweisbar ist. Ahnliche
Zellen, die fur den Glucocorticoiden Rezeptor in vol-
ler Lange exprimieren, dienten als negative Kontrol-
len fur Spezifizitat der Rezeptoraktivierung. Fur das
in Fig. 1 gezeigte Experiment wurden die PPAR®-Hy-
bridrezeptor-exprimierenden Zellen bei 20% Zusam-
menfluss in 24-Vertiefungs-Kulturschalen beimpft
und fir 40 Stunden mit dem PPAR®-Liganden-carbo-
cyclischen Prostaglandin 1, (PGI, 5 pM), VPA (1 oder
2 mM) oder den Histondesacetylaseinhibitoren, Nat-
riumbutyrat (0,2-5 mM) und Trichostatin A (TSA, 300
nM), behandelt. Reportergenaktivitat wurde durch ein
enzymatisches Assay verfolgt (alkalische Phospha-
tase). Werte, ausgenommen fir Butyrat, sind Mittel-
werte + Standardabweichung aus Dreifachbestim-
mungen in 2 unabhangigen Versuchen, die gemafl
cPGl-induzierter  Aktivitat normalisiert wurden
(Eig. 1). Die stark synergistische Aktivierung des Re-
portergens durch VPA, zusammen mit dem
PPAR®b-Liganden cPGI (P+V), was zu der synergisti-
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schen Aktivierung durch Trichostatin A dhnlich ist, zu-
sammen mit cPGI (P+T), und das Fehlen von Syner-
gie mit Trichostatin (T+V) oder Butyrat (nicht darge-
stellt), zeigen an, dass VPA nicht wie ein bona-fi-
de-Ligand zu PPARGS wirkt. VPA beeinflusst stattdes-
sen PPAR®-Aktivitat durch einen Mechanismus, der
in der gleichen Sequenz von Vorféllen liegt, die auch
die Inhibitoren von Corepressor-verbundenen His-
tondesacetylasen-transkriptionaler ~ Aktivitat  von
PPARS induzieren.

Beispiel 2

Aktivierung von transkriptionalen Repressoren durch
VPA

[0047] Die Transkriptionsfaktoren, Thyroidhormon-
rezeptor (TR), Peroxisomproliferator-aktivierter Re-
zeptor & (PPAR®), Retinsaurerezeptor (RAR), der
Corepressor N-CoR und das AML/ETO-Fusionspro-
tein reprimieren Transkription, wenn sie an einen
Promotor binden, der UAS-Stellen enthalt (Ga14 Re-
sponse-Element), als Fusionsproteine mit der hetero-
logen DNA-Bindungsdomaine von Hefe-Ga14-Prote-
in. In Abwesenheit von dem Ga14-Fusionsprotein
wird ein Luciferase-Reportergen einen hohen basa-
len Spiegel aufgrund der Anwesenheit von Bindungs-
stellen fur andere Transkriptionsfaktoren in dem Thy-
midinkinase-(TK)-Promotor transkribieren. Hela-Zel-
len wurden mit einem UAS-TK-Luciferase-Reporter-
plasmid (Heinzel et al., 1997, Nature 387, Seiten
43-48) und Expression von Plasmiden fiir die ausge-
wiesenen Ga14-Fusionsproteine unter Verwendung
des Calciumphosphat-Prazipitatsverfahrens transfi-
ziert. Nach 24 Stunden wurde das Medium gewech-
selt und die Zellen wurden mit Histondesacetylasein-
hibitoren fiir weitere 24 Stunden inkubiert. Transkrip-
tionale Repression wird als Luciferaseaktivitat, in Be-
zug auf die Grundlinie von Zellen, die mit einem Ex-
pressionsplasmid fiir die Ga14 DNA-Bindungsdomai-
ne allein transfiziert wurden (Eig. 2), gemessen. Die
Ga14-Fusionsproteine reprimieren diese Grundlini-
enaktivitat bis zum 140-fachen. VPA, bei einer Kon-
zentration von 1 mM (nahe den Serumspiegeln, die
wahrend einer therapeutischen Verwendung erreicht
werden), induziert einen Rickgang dieser Expressi-
on, die durch ein Ansteigen der Reportergenaktivitat
angezeigt wird. Ein Rlickgang von Repression findet
man auch nach Behandlung mit bekannten Histon-
desacetylaseinhibitoren (10 nM Trapoxin, 100 nM
TSA) sowie nach partieller Aktivierung von TR und
PPARG® durch deren jeweiligen Liganden. Eine Kom-
bination von Ligand und HDAC-Inhibitoren (ein-
schliellich VPA) fiihrt zu einem synergistischen Ef-
fekt, was ausweist, dass verschiedene molekulare
Mechanismen einbezogen sind. Eig. 2 zeigt, dass
VPA die Aktivitdt von verschiedenen unterschiedli-
chen Transkriptionsfaktoren und Cofaktoren beein-
flusst. Dieses Auffinden lasst vermuten, dass VPA als
ein gemeinsamer Faktor in der Regulierung von Ge-

nexpression wirkt, wie Corepressor-verbundene His-
tondesacetylasen, anstatt auf individuelle Transkripti-
onsfaktoren oder Rezeptoren (beispielsweise als ein
Ligand).

Beispiel 3

Akkumulierung von hyperacetylierten Histonen in
VPA-behandelten Zellen

[0048] VPA und bekannte Histondesacetylaseinhi-
bitoren, wie Natriumbutyrat (NaBu) und Trichostatin
A (TSA), induzieren die Akkumulation von hyperace-
tylierten Histonen H3 und H4. Diese acetylierten His-
tone kénnen durch Western-Blot-Analyse in Zellex-
trakten von geeignet behandelten Zellen nachgewie-
sen werden. Fig. 3 zeigt die Ergebnisse einer sol-
chen Analyse aus einem reprasentativen Experi-
ment. In diesem Experiment wurden sowohl der Zeit-
verlauf von VPA-induzierter Hyperacetylierung (A) als
auch die erforderliche VPA-Konzentration (B) be-
stimmt.

[0049] (A) Fur die Zeitverlaufsanalyse wurden
F9-Zellen in 6-Vertiefungs-Kulturschalen 30 Stunden
vor dem beabsichtigten Zeitpunkt der Analyse
beimpft. Einzelne Kulturen wurden an ausgewiese-
nen Zeitpunkten vor der Analyse durch Zugabe der
10-fach konzentrierten Stammldésungen in Kulturme-
dium von VPA oder Trichostatin A behandelt. Ganz-
zellenextrakte wurden durch Spulen der Zellkulturen
zweimal in eiskalter, Phosphat-gepufferter Salzl6-
sung und Lyse von Zellen in 250 pl Proben-puffer fir
denaturierende SDS-Gel-Elektrophorese hergestellt.
DNA von gesammelten Proben wurden durch Be-
schallung Scherwirkung ausgesetzt und die Proben
wurden auf einem 15% denaturierenden Polyacryla-
midgel getrennt. Acetylierte Histone H3 und Histon
H4 wurden durch Western-Blot-Analyse, unter Ver-
wendung von handelstiblichen Antikérpern, nachge-
wiesen (Upstate Biotechnology), die fiir die acetylier-
ten Formen von Histonen spezifisch sind (Ac-H3, Ka-
talog Nr.: 06-599; Ac-H4, Katalog Nr.: 06-598). Glei-
che Beladung der Bahnen wurde durch Anfarben ei-
nes Teils des Polyacrylamidgels durch Coomas-
sie-Blau bestatigt.

[0050] (B) Zum Nachweis der erforderlichen
VPA-Dosis wurden F9-Zellen in 6-Vertiefungen-Kul-
tur-schalen fur 8 Stunden, vor der Zugabe von VPA
bei den ausgewiesenen Konzentrationen, gezichtet.
Ganzzellenextrakte wurden 16 Stunden nach Be-
handlung, wie vorstehend beschrieben, prapariert.
Die Analyse fur acetylierte Histone H3 und H4 wurde
wie in (A) beschrieben ausgefihrt. VPA-Konzentrati-
onen im Bereich von Blutserumspiegeln erreichten,
wahrend therapeutischer Verwendung von VPA als
antiepileptisches Mittel, beim Menschen Induzieren
von Hyperacetylierung von Histonen H3 und H4. Bei
Serumspiegeln, die jene, beabsichtigt fur antiepilepti-
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sche Therapie, nur leicht Uberschreiten, induziert
Histonhyperacetylierung so wirksam wie Natriumbu-
tyrat oder Trichostatin A, die bei Konzentrationen ver-
wendet werden, von denen erwartet wird, dass sie
eine maximale Wirkung aufweisen. Dieser Versuch
zeigt an, dass VPA oder eine Metabolitform in F9-Zel-
len Histondesacetylaseaktivitat inhibiert.

Beispiel 4

VPA und Derivate inhibieren Histondesacetylaseakti-
vitat in vitro

[0051] Immunprazipitate aus Ganzzellenextrakte,
unter Verwendung von Antikérpern gegen den Core-
pressor N-CoR oder mSin3, enthalten Histondesace-
tylaseaktivitdt. Diese enzymatische Aktivitdt wird
durch Inkubieren der Immunprazipitate mit radioaktiv
acetylierten Histonsubstraten aus Zellen, in denen
Histone hyperacetyliert wurden, in Gegenwart von
®H-Acetat, gemessen. Die Freisetzung von *H-Acetat
wird durch eine Messung der enzymatischen Aktivitat
durch Extraktion mit Essigsaureethylester und an-
schlieRender Flussigkeits-Szintillationszahlung
(Eig. 4) nachgewiesen. Addition des Histondesacety-
laseinhibitors Trichostatin A (TSA, 10~ M) zu der Re-
aktion in vitro inhibiert stark die enzymatische Aktivi-
tat. VPA (von links nach rechts, 0,2 mM, 1 mM, 5 mM)
und die verwandten Verbindungen Ethylhexansaure
(EHXA, von links nach rechts, 0,008 mM, 0,04 mM,
0,2 mM, 1 mM, 5 mM), R-4-in-VPA (von links nach
rechts, 0,2 mM, 1 mM, 5 mM) und S-4-in-VPA (von
links nach rechts, 0,2 mM, 1 mM, 5 mM) wurden hin-
sichtlich ihrer HDAC-Inhibitoraktivitat getestet. Die
Assays wurden mit N-CoR-Immunoprazipitaten aus
293T-Zellen im Duplikat ausgefihrt. Immunoprazipi-
tate wurden mit HDAC-Inhibitoren fir 15 Minuten vor
der Zugabe von Substrat vorbehandelt und anschlie-
Rend erfolgte Inkubation fir 2,5 Stunden bei 37°C
(die unbehandelte Enzymaktivitait 2205 cpm =
100%). Prazipitate eines Preimmunserums diente als
negative Kontrolle. EC.;-Werte sind 0,6 mM fiir VPA,
0,2 mM fur EHXA und 0,3 mM fir S-4-in-VPA; wohin-
gegen das Stereoisomer R-4-in-VPA inaktiv ist. Diese
Daten zeigen, dass VPA selbst, eher als ein zellularer
Metabolit, Histondesacetylaseaktivitat inhibiert.

Beispiel 5

Induktion von Zelldifferenzierung in F9-Teratokarzi-
nomen, HT-29-Colonkrebs und RenCa-Renalkarzi-
nomzellen.

[0052] Histondesacetylaseinhibitoren und VPA in-
duzieren insbesondere Differenzierung von dediffe-
renzierten tumorigenen Zellen. Zelldifferenzierung ist
mit Zellzyklusstillstand, morphologischen Anderun-
gen und dem Auftreten von Expression von Markern
des differentierten Phenotyps verbunden. Morpholo-
gische Anderungen wurden durch mikroskopische

Bewertung von F9- und HT-29-Zellen ermittelt. Ein
Parameter der Differenzierung, der Zellryklusstill-
stand, wurde in F9-Teratokarzinomen, Oestrogen-ab-
hangigen MT-450-Brustkrebs- und HT-29-Colonkar-
zinomzellen mit Hilfe des reduzierten Einbaus von
*H-Thymidin in geziichtete Zellen gezeigt. F9- und
HT-29-Zellen wurden fur 36 Stunden in Abwesenheit
oder in Gegenwart von 1 mM VPA in 96-Vertie-
fungs-Kulturschalen geziichtet. 37 kBq von *H-Thy-
midin wurden fir zusatzliche 12 Stunden Kultur zuge-
geben. MT-450-Zellen wurden flir 72 Stunden vor ei-
ner 1-Stunden-*H-Thymidin-Markierungsperiode ge-
ziichtet. Einbau von *H-Thymidin in DNA wurde durch
automatisches Zellernten und Flissigszintillations-
zahlung ermittelt. VPA-Vorbehandlung reduzierte die
Rate von Thymidineinbau um 48+5%, 63+8% und
5218% in F9-, MT-450- bzw. HT-29-Zellen. Die Dosi-
santwort fur die Reduktion von Thymidineinbau in
HT-29-Zellen (Fig. 5A) wurde mit demselben experi-
mentellen Vorgang ermittelt. Aulerdem war die In-
duktion eines Zelldifferenzierungsmarkers in F9-Te-
ratokarzinomzellen gezeigt worden (Fig. 5B). F9-Te-
ratokarzinomzellen wurden fir 48 Stunden mit VPA
(1 mM), Natriumbutyrat (B, 1 mM) und Trichostatin A
(TSA, 30 nM) behandelt. Differenzierung folgte nach
morphologischen Kriterien, eine reduzierte Rate bei
der Erhdhung der Zellzahl (beispielsweise Zellzyklus-
stillstand, Daten nicht dargestellt), der Abfall von
®H-Thymidineinbau bei 48% wahrend 12 Stunden
Pulsmarkierungsperiode (siehe vorstehend) und das
Auftreten von nuklearem AP-2-Protein (Fig. 5B) als
spezifischer Marker von Histondesacetylaseinhibi-
tor-induzierter Differenzierung von F9-Zellen. Nukle-
ar-AP-2-Protein wurde im nuklearen Extrakt nachge-
wiesen, der durch milde Detergenzlyse (25 mM Tris,
pH 7,5; 1 mM EDTA, 0,05% NP40) von behandelten
oder nichtbehandelten F9-Zellen, Gewinnung der
Kerne durch Zentrifugierung (3000 x G, 5 Minuten)
und Lyse der Kerne in Probenpuffer durch denaturie-
rende SDS-Gel-Elektrophorese hergestellt wurde.
Nuklearextrakte wurden auf einem 9% SDS-Polyac-
rylamidgel getrennt. AP-2-Protein wurde durch Wes-
tern-Blot-Analyse unter Verwendung von polyklona-
lem Kaninchen-Antikérper (Santa Cruz, Katalog Nr.:
SC-184), bei einer Verdinnung von 1/1000 in
Tris-gepufferter Salzlésung, enthaltend 3% nicht fette
Trockenmilch und 0,05% Tween 20 nachgewiesen.
Sowohl VPA als auch Trichostatin A induzieren nuk-
leares AP-2-Protein; wohingegen die Aktivitat von
Butyrat bei der ausgewahlten Konzentration schwach
ist. Da das Auftreten von AP-2 ein verzogerter Effekt
ist, der nur nach 36 bis 40 Stunden VPA-Behandlung
nachweisbar ist, kann die schwache Aktivitat von Bu-
tyrat auf einen effizienten Metabolismus der Verbin-
dung zurtickzufihren sein. Trotzdem induziert VPA
Differenzierung der epithelialen F9-Zelllinie in einer
Weise, die nicht ist von der Differenzierung durch an-
dere Histondesacetylaseinhibitoren unterscheidbar.

Ren-

[0053] Induktion von Differenzierung in
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Ca-LacZ-Zellen durch VPA wurde durch Anderungen
in der Zellmorphologie ermittelt. RenCa-LacZ-Zellen
wurden fur 36 Stunden, entweder in Abwesenheit
oder in Gegenwart von 1 mM VPA, gezichtet. Mor-
phologische Anderungen wurden durch Phasenkont-
rastmikroskopie beobachtet, und Mikrographien der

reprasentativen  Gebiete wurden genommen
(Fig. 5C).
Beispiel 6

Induktion von Apoptose in MT-450-Brustkrebszellen

[0054] MT-450-Zellen wurden fir 72 Stunden in Ab-
wesenheit oder in Gegenwart von 1 mM VPA gezlch-
tet. Apoptotische Zellen wurden durch Flow-zytomet-
rische Analyse nach Anfarben der Zelloberflache
nachgewiesen, Phosphatidylserin mit FITC-konju-
giertem Annexin V (Becton Dickinson) gemaf den
Anweisungen des Herstellers ausgesetzt. Tote Zellen
wurden durch Propidiumjodidanfarbung ausge-
schlossen. Fir die fur Annexin-V positiven und fir die
Propidiumjodidaufnahme negativen Zellen (unterer
rechter Quadrant in Fig. 6) wurden beurteilt und als
apoptotische Zellen gezahlt.

Beispiel 7

Verlust an lebensfahigen Tumorzellen nach Behand-
lung mit Valproinsaure (MTT-Tests)

Zelllinien und Zellkultur

[0055] Human-MDA-MB468-, MDA-MB453- und
SKBR3-Brustkarzinomzellen, A431-squamdse Zell-
karzinomzellen und SKOV3-Eierstockkarzinomzellen
wurden in Dulbecco's modifiziertem Eagle-Medium
gehalten (DMEM, BioWhittaker, Verviers, Belgien),
erganzt mit 10% heil3 inaktiviertem fotalem Rinderse-
rum (FBS), 2 mM L-Glutamin, 100 Einheiten/ml Peni-
cillin - und 100 pg/ml  Streptomycin.  Hu-
man-MCF7-Brustkarzinomzellen wurden in RP-
MI-Medium, erganzt wie vorstehend beschrieben,
gezuchtet.

[0056] Renalzellkarzinom-(RenCa)-Zellen,  stabil
transfiziert mit Plasmid pZeoSV2/lacZ, codierend E.
coli B-Galactosidase (Renca-lacZ-Zellen) (Mau-
rer-Gebhard et al., Cancer Res. 58: 2661-2666,
1998), wurden in RPMI-1640-Medium, erganzt mit
8% FBS, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100
pg/ml Streptomycin, 0,25 mg/ml Zeocin, geziichtet.
Renca-lacZ-Zellen, cotransfiziert mit Plasmiden
pSV2erbB2N und pSV2neo, codierend c-erbB2 und
Neomycinresistenz (Renca-lacZ/ErbB2) (Maurer-Ge-
bhard et al., Cancer Res. 58: 2661-2666, 1998), oder
Plasmide pLTR-EGFR oder pLTR-EGFRUvIIl und
pSV2neo, codieren epidermalen Wachstumsfak-
tor-(EGF)-Rezeptor, die onkogen aktivierte EGF-Re-
zeptorvariante  EGFRUvIIl, und Neomycinresistenz

(Renca-lacZ/EGFR und  Renca-lacZ/EGFRuvlIII)
(Schmidt et al., Oncogene 18: 171 1-1721, 1999),
wurden im selben Medium, das weiterhin 0,48 mg/ml
G418 enthielt, geziichtet.

Zelllebensfahigkeitsassays

[0057] Tumorzellen wurden in 96-Vertiefungs-Plat-
ten mit einer Dichte von 1x10* Zellen/Vertiefung in
normalem Wachstumsmedium beimpft. Valproinsau-
re wurde bei Endkonzentrationen von 1 oder 3 mM zu
Dreifachproben gegeben und die Zellen wurden fir
40 Stunden (Renca-lacZ-, Renca-lacZ/ErbB2-, Ren-
ca-lacZ/EGFR-, Renca-lacZ/EGFRuvlII-, SKBR3- und
SKOV3-Zellen) oder 70 Stunden (A431-, MCF7-,
MDA-MB453- und MDA-MB468-Zellen) inkubiert.
Kontrollzellen wurden in Abwesenheit von Valproin-
saure gezichtet. Zehn pl von 10 mg/ml 3-(4,5-Dime-
thylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
(MTT) (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) in PBS
wurden zu jeder Vertiefung gegeben und die Zellen
wurden fir weitere 3 Stunden inkubiert. Die Zellen
wurden durch Zugabe von 90 pl Lysepuffer lysiert
(20% SDS in 50% Dimethylformamid, pH 4,7). Nach
Solubilisierung des Formazanprodukts wurde die Ab-
sorption bei 590 nm in einem Mikroplattenleser be-
stimmt (Dynatech, Denkendorf Deutschland) und die
relative Menge der lebensfahigen Zellen, im Ver-
gleich zu Zellen, gewachsen ohne Zugabe von Valp-
roinsaure, wurde berechnet.

Ergebnisse

[0058] Die Ergebnisse, dargestellt in Eig. 7, zeigen,
dass Valproinsaure die Lebensfahigkeit von Brustkar-
zinomzellen, Eierstockkarzinomzellen, squamodsen
Zellkarzinomzellen, renalen Karzinomzellen und re-
nalen Karzinomzellen, die bei hohen Spiegeln die
ErbB2- und EGF-Rezeptor-Protooncogene exprimie-
ren, oder die onkogen aktivierte EGF-Rezeptorvari-
ante EGFRUVIIl in einer Konzentrations-abhangigen
Weise vermindert. Diese Ergebnisse zeigen, dass
Valproinsaure stark die Anzahl und/oder Lebensfa-
higkeit einer groRen Vielzahl von Tumorzellen, abge-
leitet von soliden Tumoren von epithelialem Ur-
sprung, vermindert. Der Verlust an Lebensfahigkeit
konnte eine Reduktion in der Zellzahl nach Induktion
von zellularer Differenzierung und/oder Induktion von
Zelltod nachweisen. Die Beobachtung der Anderun-
gen der Zellmorphologie lasst vermuten, dass Zelldif-
ferenzierung mindestens fir einen Teil der Wirkung
verantwortlich ist. Diese Induktion von Differenzie-
rung und/oder Induktion von Zelltod lasst vermuten,
dass Valproinsaure und Derivate davon flr die The-
rapie von solchen Tumoren verwendet werden konn-
ten.
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Beispiel 8

Verminderung in der Zellbiomasse nach Behandlung
von Humankrebszellkulturen mit Valproinsaure (sie-
he Figur 8).

[0059] VPA induziert Differenzierung und/oder Zell-
tod bei einer Reihe von Humankrebszellen und redu-
ziert die Gesamtzellbiomasse von Humankrebszell-
kulturen. Die Verminderung in der Biomasse konnte
Zellverlust aufgrund Zelltod und/oder Differenzie-
rung, verbunden mit Zellzyklusstillstand, assoziieren.
Quantitative Parameter, beispielsweise der Verlust
an Biomasse, wurde in 30 Humankrebszelllinien be-
stimmt (Fig. 8e) und zwolf Beispiele von Dosisreakti-
onskurven sind dargestellt; beispielsweise BR-549
Brustkrebszellen (1), Oestrogen-abhangige ZR-75
Brustkrebszellen (2), DMS-114 kleinzellige Lungen-
krebszellen (3), NCI-H226 nicht-kleinzellige Lungen-
krebszellen (4), SK-MEL-28 Hautkrebszellen (5), OV-
CAR-3 Eierstockkrebszellen (6), HUP-T3 Pankreas-
krebszellen (7), DU-145 Prostatakrebszellen (8), DE-
TROIT-562 Kehlkopfkrebszellen (9), LS-174 Dick-
darmkrebszellen (10), A-172 Hirnkrebszellen (11)
und HL-60 Leukamiezellen (12) (Eig. 8a-Fig. d). Alle
Zellen wurden hinsichtlich morphologischer Anzei-
chen von Zelltod und/oder Differenzierung bewertet.
Alle Kulturen enthielten eine erhéhte Zahl an sterben-
den Zellen bei der hdchsten getesteten VPA-Konzen-
tration und in einigen Kulturen, wie SW-1116 Dick-
darmkrebszellen (Eig. 8e), waren die meisten Zellen
bereits bei 1 mM VPA wahrend des Versuchs abge-
storben. PC-3- (Fig. 8e) und DU-145-
(Eig. 8c)-Zellen andern ihre normale runde Morpho-
logie zu langen Fibroblasten-ahnlicher Form. Auch
U87MG-(Eig. 8e) -Zellen erhdhen sich in der Lange
und entwickeln spinnenahnliche, filamentése Verlan-
gerungen.

[0060] Zellen in Tafeln 1 bis 9 (Eig. 8a-Fia. ¢) wur-
den in 96-Vertiefungs-Kulturschalen bei Dichten zwi-
schen 3000 und 8000 pro Vertiefung beimpft. Nach
Ablauf von 24 Stunden wurden Zellen fiir 48 Stunden
in Abwesenheit oder Gegenwart der ausgewiesenen
Konzentrationen an VPA gezichtet. Kulturen wurden
mit TCA durch Uberschichtung von 50 pl kalter
50%iger TCA auf das Obere des Wachstumsmedi-
ums in jeder Vertiefung zur Erzeugung einer
End-TCA-Konzentration von 10% fixiert. Nach 1
Stunde Inkubation bei 4°C wurden die Zellen fiinfmal
mit Leitungswasser gewaschen und luftgetrocknet.
Fixierte Zellen wurden 30 Minuten mit 0,4% (Ge-
wicht/VVolumen) Sulforhodamin B, geldst in 1% Essig-
saure, gefarbt und viermal mit 1% Essigsaure gewa-
schen, um nichtgebundenen Farbstoff zu entfernen.
Nach Lufttrocknen wurde gebundener Farbstoff mit
10 mM ungepufferter Tris-Base (pH 10,5) fir 5 Minu-
ten auf einem Drehschiittler solubilisiert. Optische
Dichten wurden abgelesen auf einem Titertek Multi-
skan Plus Plattenleser bei einer einzigen Wellenlan-

ge von 550 nm. Sechs Testvertiefungen fiir jede Do-
sisantwort wurden parallel mit 12 Kontrollvertiefun-
gen pro Zelllinie eingestellt. Eine Messung der Zell-
populationsdichte zum Zeitpunkt 0 (T,; die Zeit, bei
der der Arzneistoff zugegeben wurde) wurde eben-
falls aus 12 Extra-Referenzvertiefungen von Zellen,
fixiert mit TCA, unmittelbar vor der Arzneimittelzuga-
be zu den Testplatten gemacht. Hintergrund OD von
vollstandigem Medium mit 5% FBS, fixiert und ge-
farbt wie vorstehend beschrieben, wurde auch in 12
gesonderten Vertiefungen bestimmt.

[0061] Aus den nicht verarbeiteten OD-Daten wur-
den die Hintergrund-OD-Messungen (d.h. OD des
vollstandigen Mediums plus Farbung und OD von
Zellen bei T;) subtrahiert, wodurch eine Verminde-
rung der Gesamtzellbiomasse der Zellen erhalten
wurde.

[0062] Zellen in Tafeln 10 bis 12 (Fig. 8d) wurden 36
bis 50 Stunden geziichtet, wie ausgewiesen in Abwe-
senheit oder Gegenwart der ausgewiesenen Kon-
zentrationen von VPA in 96-Vertiefungs-Schalen. 37
kBg von *H-Thymidin wurden zugegeben fir zusatz-
liche 12 Stunden der Kultur. Einbau von *H-Thymidin
in DNA wurde durch automatisches Zellernten und
Flissig-Szintillationszahlen ermittelt.

[0063] Die Kurven in Fig. 8a-Fig. d zeigen Mittel-
werte + Standardabweichung flir sechsfache Bestim-
mungen. Zusatzlich wurden Krebszellen weiterer Or-
ganurspriinge mit Valproinsaure in gleicher Weise,
wie fur die in Fig. 8a-Fig. ¢ dargestellten Versuche
beschrieben, behandelt. Fig. 8e fasst die Reduktion
der gesamten Zellbiomasse von verschiedenen Hu-
mankrebszellen durch Behandlung mit 1 mM VPA zu-
sammen. Diese Verminderung konnte Differenzie-
rung, verbunden mit Zellzyklusstillstand, und/oder die
Induktion von Zelltod ausweisen. Die Zellen wurden
48 Stunden VPA-behandelt. Die Inhibierung wurde
aus sechs Antwortstests, parallel ausgefuhrt, berech-
net, und die Verminderungen von Zellbiomasse sind
in Prozent an unbehandelten Zellen mit Standardab-
weichungen angegeben.

Patentanspriiche

1. Verwendung von Valproinsaure, S-4-in-Valpro-
insaure, 2-Ethylhexansaure oder einem pharmazeu-
tisch vertraglichen Salz davon zur Herstellung eines
Arzneimittels fur die Behandlung einer Krankheit, bei
der die Induktion von Hyperacetylierung von Histo-
nen einen vorteilhaften Effekt aufweist, wobei die
Krankheit ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend
aus Hautkrebs, Ostrogenrezeptor-abhangigem oder
-unabhangigem Brustkrebs, Eierstockkrebs, Prosta-
takrebs, Nierenkrebs, Colon- oder colorektalem
Krebs, Pankreaskrebs, Kopf- und/oder Halskrebs,
kleinzelligem und nicht kleinzelligem Lungenkrebs
und Thyroidresistenzsyndrom.
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2. Verwendung nach Anspruch 1, wobei VPA Dif-
ferenzierung von transformierten Zellen induziert.

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, wobei
VPA Apoptose von transformierten Zellen induziert.

4. Verfahren zur Identifizierung von Substanzen
mit Histondesacetylase-inhibitorischer Aktivitat, um-
fassend Bereitstellen eines VPA-Derivats der Formel
I!

COR3

)\ :

Rl R?

k)

worin R" und R? unabhéngig voneinander eine linea-
re oder verzweigte, gesattigte oder ungesattigte, ali-
phatische C, ,.-Kohlenwasserstoffkette, die mit einer
Hydroxyl-, Amino-, Alkoxy-, Aryl- oder heterocycli-
schen Gruppe substituiert sein kann, bedeuten; R®
eine Hydroxyl-, Halogen-, Alkoxy- oder eine gegebe-
nenfalls alkylierte Aminogruppe darstellt, oder eines
pharmazeutisch vertraglichen Salzes davon; Bestim-
men der Histondesacetylase-inhibitorischen Aktivitat
des Derivats; Auswahlen der Substanz, wenn die
Substanz Histondesacetylase-inhibitorische Aktivitat
aufweist.

5. Verfahren nach Anspruch 4, wobei das Verfah-
ren die Schritte umfasst von Bestimmen der sedie-
renden Wirkung des VPA-Derivats und Auswahlen
der Substanz, wenn die Substanz Histondesacetyla-
se-inhibitorische Aktivitdt und eine geringere sedie-
rende Wirkung als Valproinsadure aufweist.

6. Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, wobei die
Histondesacetylase-inhibitorische Aktivitat ermittelt
wird durch ein Transkriptionsrepressionsassay, ein
Western-Blot zum Nachweis von Acetylierung von
Histon H3 oder Histon H4, oder durch ein enzymati-
sches Desacetylaseassay.

7. Verfahren zur Erstellung eines Profils der
HDAC-Isoenzym-Spezifitat einer Verbindung, wie in
Anspruch 4 definiert, wobei die Bindung der Verbin-
dung an HDAC und/oder die Konkurrenz fiir die Bin-
dung aus HDAC gemessen wird.

8. Verfahren nach Anspruch 7 zur Auswahl von
Verbindungen, die nur einen Subset von HDAC spe-
zifisch inhibieren.

9. Verwendung von Valproinsaure, S-4-in-Valpro-
insaure und/oder 2-Ethylhexansdure als einen His-
tondesacetylaseinhibitor in vitro.

Es folgen 14 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Figur 1
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Figur 2
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Figur 3
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Figur 4
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Figur 5SA
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Figur 5B
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Figur SC

Induktion von Differentiation in RenCa-LacZ-Zellen durch VPA
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Figur 8a
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Figur 8b NCI-H228; 48R VPA
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Figur 8c
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Figur 8d
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Figur 8e
.. Verminderung an
Zelllinie  |Organherkunft | zelbiomasse bei
1mM VPA
PC-3 Prostata 51% 3%
DU-145 Prostata 67%22%
T47-D Brust, duktal 70% 2%
ZR-75 Brust, duktal 38%+9%
ZR-75-30 Brust, duktal 20% 2%
MCF-7 Brust 13% 124 %
BT-549 Brust 27% 5%
HT-29 Kolon 43%22%
LS174T Kolon 77% 24 %
SW-1116 Kolon 84% 1%
HCT-15 Kolon 26%122%
COLO320DM Kolon 62%+11%
NCI-H23 nichtkleinzellige Lunge 3B%+I%
NCI-H226 nichtkleinzellige Lunge 66%+6%
A-549 nichtkieinzéllige Lunge 12%+5%
DMS-114 kleinzellige Lunge 43% 3%
SHP-77 kleinzellige Lunge 6%+5%
SK-MEL-28 Melanom 47%22%
MALME-3M Melanom 105%+5%
OVCAR-3 Ovarium B%t4%
SK-OV-3 Ovarium 17%127%
CAPAN-1 Pankreas 27% 7%
HUP-T3 Pankreas 186% 6%
DETROIT-562 Kopf und Hals " 271% 3%
FADU Kopf und Hals 29% 2%
A-172 Glioblastom 62% 7%
UB7MG Glioblastom 27% 19 %
HL-60 Leukémie 87% 2%
NB-4 Leukamie 100% 1%
NB-4R Leukamie 87% 1%
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