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1. Einleitung

1 Einleitung

1.1 Epigenetik

Epigenetik beschéftigt sich mit vererbbaren Verémdgen der Genexpression, die ohne eine
Veréanderung der DNA Sequenz auftreten (Wolffe aratzke 1999), sondern auf DNA Me-
thylierung und unterschiedlichen posttranslationattiston-Modifikationen, wie Acetylie-
rung, Methylierung, Phosphorylierung, Sumoylierwngd Ubiquitinierung beruhen, welche
im Gegensatz zu genetischen Veranderungen revessilgeund in ihrer Gesamtheit als Epi-
genom bezeichnet werden (Biet al2005, Sharmeet al).

Die meisten dieser vererbbaren Veréanderungen wexdénend der Differenzierung etabliert
und bleiben tUber mehrere Zellteilungen stabil umddglichen den Zellen spezifische Diffe-
renzierungen trotz gleicher genetischer Information

Die epigenetische Regulation der Genexpression kenreine globale, grof3flachige
(Abbildung 1, 1.1.1) und eine spezifischere aufzeine Gene und Transkriptionsfaktoren

bezogene Regulation (1.1.2) differenziert werden.

Chromosom Chromatin Nukleoso

RNA pol Il

Transkriptionsinaktiv — stillgelegte Gene Transkriptionsaktiv — aktivierte Genexpression
-> Histondeacetylierung,... -> Histonacetylierung,...

Abbildung 1: Ubersicht globaler epigenetischer Regation am Beispiel des Acetylierungsgrads.
KR = Ko-Repressor, KA = Ko-Aktivator, TF = Tranghtionsfaktor. [eigene Abbildung]
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1.1.1 Chromatinremodeling - globale epigenetische Genredation

Die kleinste (wichtigste) Einheit des Chromatirntsdas Nukleosom, ein Komplex bestehend
aus zwei Histon H3 und H4 Heterodimeren und zwehdAd H2B Heterodimeren, um wel-
ches sich 146bp der DNA 1,75 mal herum winden (fsest al 1991, Luger et al 1997).
Neben der DNA Methylierung erfolgen die beschriedrerpigenetischen Mechanismen zur
Veranderung der Chromatinstruktur (1.1) Uber Mdédifionen dieser Histonkomplexe bzw.
deren Histonschwanze, wodurch die lokale Chromiatikar, der Packungsgrad und Zugang-
lichkeit fur die Transkriptionsmaschinerie verandeird (Abbildung 1). Die Gesamtheit die-
ser Modifikationen wird als ,Histon-Kode" bezeichif@enuwein and Allis 2001).

Von den epigenetischen Modifikationen der Histasteder Transfer oder die Entfernung von
Acetyl-Gruppen von deg-Aminogruppe der Lysinreste der Histon(schwanzejdfn der
Nukleosome durch Histon-Acetyltransferasen (HATsd tHiston-Deacetylasen (HDACS)
(1.1.3) neben der Modifikation durch Histon-Metingfisferasen (HMTs) und Demethylasen
(HDMs) am besten charakterisiert und stellt die piaqnost-translationale Histonmodifikation
dar (Botrugnoet al2009, Kouzarides 2007).

1.1.1.1 Histon-Acetylierungsgrad

Fur die Transkriptionsmaschinerie stellt der Vekpagsgrad der DNA die grof3te Hirde
beim Zugang zur DNA dar und es ist schon lange metkalass der Acetylierungsgrad eine
entscheidende Rolle bei der Transkriptionsregutasipielt (Grunstein 1997) und veranderte
HDAC Funktionen wurden schon in zahlreichen StudienKrebs nachgewiesen (Cress and
Seto 2000) (1.1.4).

Wahrend die HDACs Acetylgruppen entfernen, werderven Histon-Acetyltransferasen an
Lysinreste transferiert, wobei ein ausgeglichenesammenspiel dieser Antagonisten ein
Gleichgewicht zwischen Acetylierung und Deacetyliey des Chromatins sicherstellt. Eine
verstarkte Aktivitat der HDACs fuhrt zu Hypoacegyling der Histone und resultiert in einer
sehr dicht gepackten, kondensierten Form der DN&m dHeterochromatin, welches fir
Transkriptionsfaktoren (TFs) unzuganglich und samaibskriptionsinaktiv ist (Abbildung 1).
Demgegeniber fihrt Gberm&Rige HATs Aktivitat zu etgeetylierung der Histone, was mit
einer transkriptionsaktiven, offenen DNA Struktunhergeht. Dabei neutralisieren die Ace-
tylgruppen die positive Ladung des basischen Hgathhwanzes, so dass die elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen dem negativ geladenensgbtadriickgrad und den Histonen
geschwacht wird und es zu der gelockerten, off&tenktur kommt und Transkriptionsfakto-

ren Zugang zu ihren Zielpromotoren haben (Grunstegv).
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Wahrend es demnach durch HDAC Inhibition zur Traipsionsaktivierung kommt, kann
diese aber auch zu einer Repression fuhren (Glesal2003), was auf eine Unterscheidung
zwischen globalen Effekten auf Histone und spediis, lokalen Effekte (1.1.2) auf be-
stimmte Promotoren hinweist (wie auch beim Methvingsgrad).

1.1.1.2 DNA- und Histon-Methylierung

DNA Methylierung durch DNA-Methyltransferasen (DNIg)lerfolgt beim Menschen (S&au-
gern) priméar an CpG Dinukleotidpaaren, in denen%ytosinrest neben einem Guaninrest
liegt. Die Hypermethylierung von CpG-reichen Proamet inaktiviert die Genexpression und
kann zur Inaktivierung der Expression von Tumorsapgporgenen fihren, was in vielen hu-
manen soliden Tumoren (Baylin and Herman 2000, Getehl 2004, Lindsey et al 2006,
Maruyama et al 2004) und h&matologischen Neoplasien (Mulkgral 2006) wie auch der
AML (Claus, et al2005) nachgewiesen wurde (zusammengefasst in (Murad2006)).

Dabei kann die Expressionsinaktivierung durch didADMethylierung auf einer Verande-
rung der Bindestellen fur Transkriptionsfaktorereodlie Erméglichung der Bindung von
Proteinen erfolgen, die eine Inaktivierung durctetaktion mit HDACs bewirken (Sharmet
al).

Im Gegensatz zur DNA-Methylierung kénnen Histonnfigdiionen sowohl zur Aktivierung,
als auch zur Inaktivierung fuhren, in Abhangigkeain der Art und Ausmald der Modifikatio-
nen und an welchem ,Rest" bzw. Stelle der Historeendie Modifikation erfolgt (Sharmat
al).

Die Histon-Methylierung wirkt z.B. aktivierend imafe einer Trimethylierung von Lysin 4
am Histon H3 (Lianget al 2004), wohingegen eine Trimethylierung von H3 bySi oder
Lysin 27 zur Inaktivierung fuhrt (Kouzarides 200Die Histonposition H3-K9 kann dabei
sowohl acetyliert (Aktivierung) als auch methylidriaktivierung) werden (Biekt al2005).

1.1.2 Lokal spezifische epigenetische Genregulation

Neben der globalen Regulation der Genexpression ddxe Packungsgrad der DNA (Chro-
matinremodeling) kann auch die lokale Expression @Genen Uber die Acetylierung oder
Deacetylierung von Transkriptionsfaktoren beeirgtuserden und es sind mittlerweile eine
Vielzahl an nicht Histon Substraten fur HDACs undTs identifiziert (siehe 1.1.3.3).

Dabei kann die Deacetylierung Uber Inaktivierung Beoteine bzw. Transkriptionsfaktoren

(z.B. p53 welcher durch SIRT1 Deacetylierung inaktit (Luo, et al2001)) die Expression
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deren Zielgene beeinflussen, wobei je nachdem pbAktivator oder Repressor gehemmt
wird, entsprechend die Expression der Zielgene mefiteoder gesteigert werden kann.
Deacetylierung kann aber auch aktivierende Wirkanfy Proteine haben (z.B. Acetyl-CoA
durch SIRT3 (Hallowset al2006)) (1.1.3.2).

Eine weitere Moglichkeit besteht in der Regulatitar Lokalisierung von Zielproteinen bzw.
Transkriptionsfaktoren. So wird zum Beispiel duidbacetylierung des Forkhead Transkrip-
tionsfaktors FoxO1 durch SIRT1 die Expression vor®1 Zielgenen gesteigert, indem dea-

cetyliertes FoxO1 im Zellkern zurtickgehalten wiFdgscaset al2005).

1.1.3 Histon-Deacetylasen

Histon-Deacetylasen (HDACs) deacetylieren nicht hlistone, sondern zahlreiche nicht
Histon Proteine und besitzen viele zentrale Schlfigsktionen (1.1.3.3), wobei sie meist in
Multiproteinkomplexen agieren.

HDACSs sind evolutionar hoch konserviert (Verdat al2003) und die 18 humanen HDACs
werden aufgrund ihrer strukturellen, funktionellemd Sequenzhomologien phylogenetisch in

vier Klassen (Gregorettet al2004) eingeteilt.

1.1.3.1 Klasse I, Il und IV HDACs

Die Klasse | HDACs mit Homologie zu dem Hefeprot&pd3 (reduced potassium depen-
dency 3) besteht aus HDAC 1, 2, 3 und 8. Sie sietstmim Zellkern lokalisiert, eher klein
(40-55 kDa) und ubiquitar exprimiert (Emiliamt al1998, Hy et al2000, Yanget al1997)

Die Klasse Il HDACs mit Homologie zum Hefeproteinadl (Histon-Deacetylase 1) beinhal-
tet HDAC 4, 5, 7, 9 (lla) und 6 und 10 (llb), sietivas gréf3er (100-130 kDa) und werden
gewebsspezifisch exprimiert (mit Ausnahme von HDACdie auch fast ubiquitar exprimiert
wird) und sind im Zellkern und Zellplasma lokalisi@=ischer et al2002, Fischleet al2001,
Fischle et al1999, Gaget al2002, Grozingeret al 1999, Guardiola and Yao 2002, Kaai

al 2000, Kag et al2002, Tonget al2002, Verdel and Khochbin 1999).

Klasse | und Il HDACs besitzen eine hoch konsetgi®oméne aus etwa 390 Aminosauren
und unterscheiden sich jedoch in Grol3e und ZusasetEimg.

HDAC 11 bildet eine weitere Klasse (IV), weil HDACIsowohl Sequenzhomologien zu
Klasse | als auch zu Klasse Il HDACs aufweist (Gabal 2002, Gregorettiet al 2004,
Voelter-Mahlknechtet al2005).

Die Klasse I, Il und IV HDACSs stellen die klassischHDACs da, welche lber einen Zink-

basierende Katalyse-Mechanismus agieren, um Acefybgn von Lysinresten uber ein La-
4
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dungsausgleich System abzutrennen, wobei das Zirdi® Acetamidbindung schwécht und
den hydrolytischen Angriff der Wassermolekile ethert (Finnin et al1999).

1.1.3.2 Klasse Ill HDACs - Sirtuine

Die Klasse Ill HDACSs, die Sirtuine besitzen Homakgum Hefeprotein Sir-2 und bestehen
aus 7 Mitgliedern (Blander and Guarente 2004). Awfd von Sequenzhomologien werden
Sirtuine in vier Unterklassen gegliedert (Frye 200@belle 1).

Sirtuine kommen in allen Zellkompartimenten vorlf&de 1) und unterscheiden sich von den
anderen HDACs durch eine NARbhangige Deacetylierungs- und ADP-ribosyltraresfer
Aktivitat (Blander and Guarente 2004), wobei dasvakZentrum der Sirtuine aus 275 Ami-
nosauren besteht und NARIs Kofaktor bendtigt (Imaket al2000).

Tabelle 1: Ubersicht der Lokalisierung, Aktivitat und Klasse der humanen Sirtuine.
Alle Sirtuine mit Deacetylase Aktivitat haben aueP-ribosyltransferase Aktivitat. (Frye 2000, Nakag and
Guarente 2009, Vakhrushew al2008, Yamamotoet al2007)

Sirtuin Lokalisierung Aktivitat Klasse
SIRT1 Zellkern Deacetylase I
SIRT2 Zytoplasma Deacetylase I
SIRT3 Mitochondrium (Matrix) (ZK) Deacetylase I
SIRT4 Mitochondrium (Matrix) ADP-ribosyl Transferase Il
SIRT5 Mitochondrium (Matrix) Deacetylase [
SIRT6 Zellkern ADP-ribosyl Transferase v
SIRT7 Zellkern (Nukleoli) Deacetylase I\

1.1.3.3 HDAC und SIRTUIN-Substrate und zellulare Funktionen

Wie beschrieben, kommen HDACs und speziell Sirtuiioft nur im Zellkern, sondern allen
Zellkompartimenten vor und besitzen viele ,nichstdn-Proteine” als Substrate und Interak-
tionspartner (Tabelle 1, Tabelle 2), wie z.B. Tikaiionsfaktoren (TF) wie p53 (ltcet al
2002, Vazirj et al2001), TFs der FOXO-Familie (Bruneit al2004, Motta et al2004), oder
Zytoskelett Proteine wie Tubulin (Hubbeet al2002) und viele andere, von denen die wich-

tigsten in einer Ubersicht in Tabelle 2 dargestaiit.
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Tabelle 2: Ubersicht tber HDAC Substrate, Lokalisieung
(Carew, et al 2008, Nakagawa and Guarente 200 rdakeva, et al 2008, Villagra, et al 2009, Yamamet
al 2007).

HDACs Lokalisierung Substrate (Auswabhl)
Klasse |
HDAC1 Zellkern Androgen Rezeptor
P53, MyoD, E2F-1
SHP, Stat3
HDAC2 Zellkern Glukokortikoid Rezeptor
Bcl-6, Stat3
HDAC3 Zelkern RelA, GATA-1, SHP, Stat3
HDACS Zellkern
Klasse Ila
HDAC4 Zellkern/Zytoplasma GATA-1, GCMa, HP-1
HDAC5 Zellkern/Zytoplasma Smad7, GCMa, HP-1
HDACY Zellkern/Zytoplasma Plag1/Plag2
HDAC9 Zellkern/Zytoplasma
Klasse IIb
HDAC6 Zytoplasma (meist) a-Tubulin, Hsp90, SHP
Smad7
HDAC10 Zytoplasma (meist)
Klasse IV
HDAC11 Zellkern/Zytoplasma  (Interleukin10 Expression)
Klasse I
SIRT1 Zellkern p53, FOXO, NF-kB
PGC-1a
SIRT2 Zytoplasma Histon H4, a-Tubulin
SIRT3 Mitochondrien (meist) Acetyl-CoA Synthetase
FOXO, Komplex I, Il (UE)
SIRT4 Mitochondrien Glutamat Dehydrogenase
SIRT5 Mitochondrien CPS1
SIRT6 Zellkern DNA Polymerase B
SIRT7 Zellkern RNA Polymerase |, p53

Entsprechend der Vielzahl an Substraten (Buchwetlcal 2009, Stimson and La Thangue
2009) besitzen HDACs auch vielféltige zellulare Rionen der Regulation des Zellzyklus,
Transkription, Differenzierung, EnergiemetabolismAbdwehr von reaktiven Sauerstoffspe-
zies, Angiogenese und Apoptose (Bolden al 2006, Minucci and Pelicci 2006), was in
Abbildung 2 in einer Ubersicht dargestellt ist. iEsweiterhin bekannt, dass die Fehlregulie-
rung von HDACs an der Tumorentstehung und Prograsseteiligt ist (1.1.4). (Cress and
Seto 2000, Linet al1998, Mahlknecht and Hoelzer 2000, Marésal2001a)).

HDACSs, speziell Klasse | und Il HDACs, sind meiseneil von Multiproteinkomplexen,
deren andere Mitglieder sowohl die HDAC Aktivit@gulieren, als auch die Fiuhrung des
Komplexes zu den entsprechenden Zielen bzw. Ziewsgen Ubernehmen (Sengupta and
Seto 2004), wie z.B. in Korepressorkomplexen mitRAYN-CoR und mSin3A (Allandet al
1997, Heinzelet al1997, Kag et al2000). In diesem Zusammenhang spielen speziefis€la
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| HDACs in der Pathogenese von Akuter myeloischeukddmie eine zentrale Rolle (vgl.
1.4.12).

Wachstum 4 Angiogenese 4
v p21 # HIF-1a Funktion
+ Cykline + VEGF
/Amptoi v \ Mitotischer Zelltod ¥

Extrinsisch:
¥ Todes-Rezeptoren
v Todes-Rezeptor-Liganden \

4 Histon Deacetylierung
v Mitotische Fehler

Intrinsisch: «— —» | Seneszenz ¥
4 Anti-apoptotische Faktoren ¥ Polyploidie
Q Pro-apoptotische Faktory ¥ Zellzyklus Abbruch
Sirtuin \ mDACG verbundene Effekte\
ROS induzierter bezogene Effekte + HSP90 Funktion
Zelltod v 4 Migration durch Deacety-
*ROS | lierung von Tubulin+Kortaktin
Trx | PP1 Inaktivierung
¥TBP2 ﬂgoptose \ \ 4 Akt Funktion
v p53 v mMRNA Stabilitat
v forkhead TFs Aktivierung des Aggresom-

Energiemetabolismus 4 Stoffwechselwegs

+ ATP Produktion
(Zitratzyklus, Oxidative
Phosphorylierung)

Sonstiges
4 Insulinsekretion
v DNA Reparatur

Abbildung 2: Ubersicht der wichtigsten Funktionen von HDACs und beeinflusster zellularer Vorgange.
HIF-1a = Hypoxie induzierter FAktord, HSP90 = Hitzeschockprotein 90, PP1 = Proteinphdsghal, ROS =
reaktive Sauerstoffspezies, Trx = Thioredoxin, TBPZrx Bindefaktor, VEGF = Vaskularer endothelialer
Wachstumsfaktor; HDAC I, Il Referenz€Blackwell, et al2008, Boldenet al2006, Dokmanovicet al 2007,
Ellis, et al2009, Glozak and Seto 2007, Jones and Baylin Kid7, et al Minucci and Pelicci 2006, Moradei
et al 2008, Rasheedet al 2007, Xy et al 2007) Sirtuin Referenzen (Brunedt al 2004, Shj et al 2005, van
Leeuwen and Lain 2009)

Wahrend die meisten dieser Funktionen (Abbildungri#fgnglich nur Klasse | und 1l HDACs
zugeschrieben wurden, sind entsprechende Funktimitderweile auch fur Sirtuine nachge-
wiesen. So spielen auch Sirtuine zentrale Funktidye2 der Differenzierung (Liet al2007),
Zellzyklus und Chromosomenstabilitat (Brachmaret al 1995, Dryden et al 2003),
Apoptose (Vaziriet al2001) und Resistenz zu metabolischen Stress (Brenal 2004, Luo,

et al 2001, Vaziri, et al 2001) (1.1.3.5). Des Wih besitzen sie Schlisselfunktionen im
Energiemetabolismus (Chaudhary and Pfluger 2009)35) und der Pathogenese von Krebs
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(van Leeuwen and Lain 2009) (1.1.4) und degenematiirankheiten (Laywet al2009, Pallas

et al 2009) und gewinnen daher mehr und mehr Beachtandds Entwicklung neuer epige-
netischer Medikamente (Dali-Yougeét al 2007, Jiang 2008, Michan and Sinclair 2007).
Nach SIRT1, dem meist analysierten Sirtuin, gewntaibei auch speziell SIRT3 mehr und
mehr an Bedeutung (1.1.3.4).

1.1.3.4 SIRT3 - Hauptdeacetylase der Mitochondrien

SIRT3 ist wie SIRT4 und 5 eine mitochondriale Déglese, wobei SIRT4 keine und SIRT5
nur geringe Deacetylaseaktivitat aufweist (Npghal 2003) und somit SIRT3 die Hauptdea-
cetylase der Mitochondrien darstellt (Ahet al 2008, Lombardet al 2007, Onyangoet al
2002). Mitochondrien sind zentrale Organellen dakiliren Energiemetabolismus und Pro-
zessen der Apoptose und zellularer Seneszenz @alketal 2005, Chan 2006).

SIRT3 wird beim Import in die mitochondriale Matriurch Prozessierung durch die Matrix-
prozessierende-Peptidase (MPP) aktiviert (Abbild2ay, welche den N-terminus entfernt
und SIRT3 in die kiirzere, 28 kDa grol3e Isoform fitket (Schwer et al2002).

SIRT3 besitzt zentralen Funktionen bei der Strassam (Schey et al2007, Sundaresast al
2008), sowie der Apoptose (Allison and Milner 20@undaresanet al 2008), Zellzyklus
Regulation (Allison and Milner 2007) und besondensEnergiemetabolismus und der Ab-
wehr reaktiver Sauerstoffspezies (1.1.3.5) (Ahrale2008, Schlicker, et al 2008, Schwer, et
al 2006, Shi, et al 2005).

Neuere Studien deuten darauf hin, dass SIRT3 uRISImit dem Hitzeschockprotein
HSP70 interagieren (Lawet al 2009), welches wiederum eine Rolle in altersbemege
Krankheiten wie Parkinson, Alzheimer und Huntingtmelt (Soti and Csermely 2002) und
Schutzfunktionen bei Hitze, Kélte, Proteinentfajwmd oxidativem Stress besitzt (Pierpaoli
2005). Als weitere Schutzfunktion unter Stress dadiert SIRT3 an Ku70, was dessen Inter-
aktion mit dem proapoptotischen Protein Bax induzigodurch dessen Translokation zu den
Mitochondrien verhindert wird (Sundaresan, et &80

Proteomanalysen zeigten weiterhin, dass 20 % dechondrialen Proteine, darunter auch
viele metabolische Enzyme, acetyliert sind und methend alle putative Substrate von
SIRT3 darstellen, da SIRT3 die Hauptdeacetylasditochondrien ist und ein Ausschalten
von SIRT3, zu globaler mitochondrialer Hyperacetying fiihrte (Kim, et al 2006, Lombard,
et al 2007). Weiterhin zeigten jingste StudiensdaHRT3 Uber Deacetylierung des mito-
chondrialen, ribosomalen Proteins MRPL10 die mitoahriale Proteinsynthese reguliert
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(Yang, et al 2009Entsprechend scheint SIRT3 also auch bei der notwbtialen Homdéosta-
se eine zentrale Rolle zu spielen.

Da optimal funktionierende Mitochondrien essentsafid flr eine ausreichende Energiever-
sorgung der Zelle und multiple biosynthetische f8te€hselwege, ist die Aufrechterhaltung
der mitochondrialen Homoostase sehr wichtig fur dalfiberleben und ein Ungleichgewicht
in der Produktion oder Abbau von mitochondrialemif@nenten oder deren Fehlregulation

kénnte zu mitochondrialer Dysfunktion bis hin zuellibd fihren (Bota and Davies 2001)

1.1.3.5 Sirtuine - SIRT3 - im Energiemetabolismus

Nachdem den Sirtuinen anfanglich allein aufgrunerifNAD-Abhangigkeit eine Rolle als
Sensoren des Energiezustands der Zellen zugesehrielrde, sind bis heute viele zentrale
Schlusselfunktionen bei der Regulation des Energiabolismus aufgedeckt worden (Yu and
Auwerx 2009).

Dabei besitzt von allen Sirtuinen SIRT3 die bededste Rolle Abbildung 3. So kann SIRT1
den zellularen Metabolismus zwar indirekt Gber Ratipn der Genexpression mitochondria-
ler Gene wie UCP2 und 3 (Amadt al 2007, Bordonget al2006) und PGC1(Rodgerst al
2008) beeinflussen, aber SIRT3 hingegen scheinteinen ebenfalls solche indirekten Regu-
lationswege zu besitzen, da gezeigt wurde, das33SkiRe Expression von Cytochrom-c-
Oxidase ((cox) Untereinheiten Il und IV), sowie tiden Transkriptionsfaktor CREB (CAMP
response element-binding protein) auch P@QJgeroxisome proliferator-activated receptor
v), und UCP1 (uncoupling protein 1) steigern kanii,(8t al2005). Zum anderen wurde ge-
zeigt, dass SIRT3 auch direkte aktivierende Effektedie Komplexe | (Ahnet al2008), I
(Cimen et a) der Atmungskette besitzt (Abbildung 3). Aul3erddeuten weitere Studien auf
eine direkte Aktivierung einer Untereinheit des Kidex V durch SIRT3 hin (Law, et al
2009).

Aufgrund dieser Funktionen erklart sich die durédR3 induzierbare Steigerung der Respi-
ration und des mitochondrialen Membranpotentiald dar Reduktion Menge an reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS), was den Effekt der Kaloemriktion auf den Zellmetabolismus
nachahmt (Shiet al2005). .
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Abbildung 3: Rolle von SIRT3 im zellularen Energienetabolismus.

A) SIRT3 wird durch Prozessierung aktiviert. B) SIRTBerexpression fiihrt zu, Anstieg der Konzentration
a-Ketoglutarat und Acetyl-CoA fiir den Zitrat Zyklus) @u einer verstarkten direkten Aktivierung der anit
chondrialen Atmungskette Uber Deacetylierung vomidex | und Il (und V), sowie F) indirekt z.B. dirc
Steigerung der Expression von Komplex IV (cox). MetdFOXO3a steigert SIRT3 die Expression von MnSOD
und SCO2. E) Mit 20 % acetylierter Proteine in Mitondrien gibt es viele weitere putative SIRT3 Sratet
(Referenzen siehe Text) (eigene Darstellung, (Dedahsét a)]

Weiterhin beeinflusst SIRT3 den Energiemetabolismausétzlich Gber einen Anstieg der
ATP Synthese durch Aktivierung der mitochondriakaretyl-CoA-Synthetase (Hallowst al
2006, Schweret al2006) und Glutamat Dehydrogenase (GDH), indem e&rtmrAminosau-
ren in den Citratzyklus und die Glukoneogenese espgist werden (Lombaret al 2007,
Schlicker et al2008), sowie die durch Aktivierung der Isocitragtiydrogenase (Schlickest

al 2008), welche die Regeneration von AntioxidanAi@dert und einen Schlisselpunkt des
Citratzyklus reguliert.

In Analogie zu SIRT1 interagiert SIRT3 auf3erdem aeit mitochondrialen Isoform von FO-
X0O3a, wodurch die Expression védnSOD (Mangan Superoxiddismutase) und SE8gnthese
der Cytochrom C Oxidase) gesteigert wird (AbbildiB8)g(Jacobs, et al 2008, Schwer, et al

2006), was entsprechend zu einer weiteren Startan®0OS Abwehr und Respiration fuhrt.

1.1.3.6 Online Monitoring des zellularen Energiestoffwechss mittels Biosensor-Chip
System

In Zusammenhang mit Analysen zu SIRT3 und dem Eeergtabolismus (3.3.4) wurden im
Rahmen dieser Arbeit neben vielen molekularbioldggs und biochemischen Standardme-
thoden auch eine spezielle, seltene Methode zuerinthung des zellularen Energiestoff-
wechsels mittels eines Biosensor-Chip Systems séige

10
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Das ,Bionas-System*, ein ,Biosensor-Chip-Analysesteyn”, stellt ein innovatives Tool zum
realtimein vitro monitoring von metabolischen Parametern wie Glyge] Zellatmung und
Adhéasion dar (Theding&t al2007). Dies wird ermdglicht durch Messung der azétlularen
Ansauerungsrate Uber pH-sensitive Sensoren, diesuigs des zellularen Sauerstoff-
verbrauchs Uber spezielle ,Clark-Sensoren* undktéassung der Zellimpedanz mit speziel-
len ,IDES" Sensoren (interdigitated electrode stnoes) (Ceriottiet al2007).

Elektroden zur Impedanzmessung / Adhasion

LClark-Sensoren® / Oz Verbrauchsrate

.PH-sensitive Feld-Effekt-Transistoren” / Ansauerungsrate

Transfer der Chips
in Bionas-System

Medium wird in Zyklen durch Schlauche aus Vorrats-
gefélien in Biosensor-Chip-System gepumpt

Abbildung 4: Schema zum ,realtime online monitoring des zellularen Metabolismus mit Biosensor-Chip-
System (Bionas System).

Der Vorteil der Methode besteht unter anderem datass die Analysen im Gegensatz zu
Endpunkanalysen in lebenden Zellen tGber einen f@éngéeitraum (Kinetiken) durchgefihrt

werden kénnen, was durch die Messung der genammégabolisch relevanten Parametern
ermoglicht wird, die fur nicht invasive Messungeiitets der Messelektroden und Sensoren

zuganglich sind.

1.1.4 HDACs und Krebs

Aufgrund der beschriebenen globalen Regulationgion&n (1.1.1, Abbildung 1) und

Schlusselfunktionen von HDACs in vielen Signalwegenl zellularen Vorgangen (wie z.B.
Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose18.3, Abbildung 2) ist es nicht verwun-
derlich, dass eine Fehlregulierung von HDACs unsl Aeetylierungsgrads eine zentrale Rol-
le in der Pathogenese und Progression von Tumgmieit, svobei epigenetische und geneti-
sche Veranderungen zusammenwirken (Di Genretral 2004, Jones and Baylin 2007, Kel-
ly, et al2002)).

11
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Es ist nicht nur bekannt, dass die HDAC Expressioiumoren verandert ist (besonders
Klasse | HDACs meist erhéhtyondern es wurden zahlreiche Korrelationen der HIEXE
pressionen mit Therapieansprechen und Prognosedadigt, wobei die Rolle der einzelnen
HDACSs (und Identifikation der Hauptverantwortlichamoch weiter diskutiert und analysiert
wird (zusammengefasst in (Weichert 2009, Wttal2009) (vgl. 4.1.5)).

Wahrend Sirtuine dabei lange Zeit vernachlassigtem, wird deren Rolle bei Tumorentste-
hung ebenfalls immer deutlicher, da auch sie uateterem wichtige Tumor Supressoren
deacetylieren und ihre Aktivitat beeinflussen, wiB. p53 (durch SIRT1 inhibiert (Vaziret

al 2001)). AulRerdem zeigen Studien auch, dass anudeiétemmung von SIRT1 zu genomi-
scher Instabilitat fihrt und SIRT1 somit als TunSupressor wirken kann (van Leeuwen and
Lain 2009).

Wie fur Klasse | und Il HDACs wurden auch fur Sine ver&dnderte Expressionen in ver-
schiedenen Tumorarten nachgewiesen (z.B. SIRTISURT@3 (Ashraf et al2006, Bradbury

et al 2005, Jung-Hyneset al 2009), fur SIRT2 mit Gliomen (Hiratsuk&t al 2003) und
SIRT7 mit Schilddrisen-Krebs (de Nigrist al 2002, Frye 2002)). Am Beispiel von Brust-
krebs wurden SIRT7 und SIRT3 sogar als prognostiddarker diskutiert, da SIRT7 und
besonders SIRT3 in metastasierendem Brustkrebdikegrt hoch reguliert werden, in nicht
metastasierendem Brustkrebs jedoch nur SIRT7 (Aséral2006).

Eine besondere Rolle in der Pathogenese und Tleespf@len HDACs speziell bei hamatolo-
gischen Neoplasien wie der Akuten Myeloischen Leuk& AML) (1.2) aufgrund von Rek-
rutierung in fehlregulierten Korepressorkomplexemoyauf unter 1.4.1 genauer eingegangen

wird.

1.1.5 HDAC-Inhibitoren in der epigenetischen Krebstherape

HDAC-Inhibitoren (HDACI) stellen grof3e Hoffnungstyér in der Tumortherapie dar und
konnen bei einem grofRen Spektrum von soliden hisabdlogischen Tumoren, den Zelltod
induzieren. Wahrend sie bei Krebszellen den Zelitoslésen, bleiben gesunde Zellen bis auf
auftretenden Zellzyklusarrest nahezu unbeschaddiemdie Mechanismen in beiden Fallen
noch nicht ganzlich geklart sind und weiterer Foust bendétigen (Boldert al2006, Marks
and Xu 2009, Minucci and Pelicci 2006, Yt al2007).

Als Basis fir die HDACI-Resistenz bzw. geringereStvitat der gesunden Zellen wird spe-
kuliert, dass Krebszellen aufgrund ihrer multip@efekte die kritischen Effekte von HDACI
nicht mehr umkehren bzw. ausgleichen kénnen (MarksXu 2009).

12
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Aufgrund der geringeren Sensitivitat der gesundelted wird die HDAC Therapie im All-
gemeinen in klinischen Studien sehr gut vertragge.Hauptnebeneffekte beinhalten Midig-
keit, Ubelkeit, Dehydrierung, Durchfall und Thronzytopenie (Thrombozytenmangel)
(Marks and Xu 2009).

Zur Wirkungsweise der HDACI ist bekannt, dass @@ t@lVachstumsstopp und Zelltod Uber

mehr als einen Mechanismus bzw. Signalweg hervemr(Carewet al2008, Marks and Xu
2009) Abbildung 5)).

Zellzyklus-Stopp

T p21 } Oxidativer Stress

I T ROS-Produktion

/ | ROS-Abwehr (TRX)
Angiogenese \/

Tumorzellen VEGF
HIF1a

Gesunde Zellen [

Extrinsischer Weg Intrinsischer Weg
DR5 Bid
I TRAIL I Bim
FAS Bmf

T
% Apoptose 57

Abbildung 5: Wirkungsweise von HDACI in gesunden ud Tumorzellen.
Referenzen siehe Text. (ver&ndert nach (Caetwal2008))

Zu diesen Wirkmechanismen gehoren z.B. Induktios dellzyklus-Stopp (Uber Induktion
von p21 in G1 Phase (Richoet al2000)), Steigerung des oxidativen Stresses, sextrn-
sischer (Todesrezeptor Signalweg) und intrinsis¢tmtochondrialer) Apoptose und Inhibie-
rung der Tumorangiogenese (Caretval 2008, Marks and Xu 2009) (Abbildung 5).

Dabei wird die extrinsische Apoptose aktiviert duiindung der Liganden Fas und TRAIL
(Tumor necrosis factor-related apoptosis induciggrid) an den Todesrezeptor, was Uber
FADD Rekrutierung zur Aktivierung der Kaspase 8rtiiwobei HDACI eine Steigerung der
Expression von TRAIL, TRAIL-R2 (DR5) Fas und TNFbewirken (Imaj et al 2003,
Insingg et al 2005, Nakata et al 2004, Nebbioso et al 2005, Singh et al 2005,
Sutheesophqgret al2005).

13
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Die intrinsische Apoptose wird durch Stress Stimuie Chemotherapeutische Agentien aus-
gelost, die die Mitochondrienmembran zerstéren Qytbchrom C und SMAC freisetzen,
was zur Apoptosom Bildung und Aktivierung von Kasp® fuhrt. Kaspase 8 und 9 schnei-
den Kaspase 3, 6 und 7 was schlief3lich zur Apogtdse Diese Apoptosewege werden Uber
pro-apoptotische (Bax, Bak, Bim, Bid, Bmf, etc.dwsmti-apoptotische (Bcl-2, BclXMcl-1,
etc) reguliert. HDACIis verandern deren GleichgewizlB. durch Inaktivierung von Bcl-2
und Bcl- X (Rosatg et al2003, Ruefli et al2001) und aktivieren Bmf und Bim (Carget al
2008, Rueflj et al2001, Zhanget al2006, Zhapet al2005).

Fir alle HDACIi wurde in zahlreichen Studien einetidilerung eines oder beider dieser A-
poptosewege nachgewiesen (zusammengefasst in (CGatral2008, Rosatoet al2003)).

Des Weiteren konnen HDACIi Apoptose auch direkt {g&3 Stabilisierung (Aktivierung von
pro-apoptotischen Genen wie Bax, Puma und Noxajzieden (Insingaet al2005, Ruefli et

al 2001, Xu 2003).

AulRerdem stimulieren HDACI die Generierung von R@®®satg et al 2003, Ruefli et al
2001) und hemmen uber Thioredoxin die ROS Abwelutl@g et al2002, Ungerstedet al
2005), wodurch es tber ROS Stress zur Aktivierugmimtrinsischen Apoptose kommt (Sade
and Sarin 2004), weshalb ROS Stress als wichtiggahdnismus der HDACi Wirkung gilt.

Ein weiterer Anti-Tumor Effekt von HDACIs ist diedmmung der Angiogenese, einem
Schlusselprozess in der Tumorentstehung und Metastag, durch Absenkung der Expres-
sion von pro angiogenese Faktoren wie VEGF (vascaittalothelial growth factor) und
HIF1a (Hypoxia-inducible factor-d) (Deroanneet al2002, Qianet al2006b).

1.1.6 HDAC-Inhibitoren - Mechanismus der HDAC Inaktivieru ng

Bei den HDACI unterscheidet man zwischen den HDA@g&Iche die Klasse der Zink-
abhangigen HDACs (Klasse |, I, IV) hemmen und derike die NAD abhangigen Klasse Il
HDACSs, die Sirtuine, hemmen (Abbildung 6).

Die Aktivitat der Gruppe der Zink-abhéngigen HDA®sd besonders inhibiert durch starke
Zink Chelatoren, vor allem Thiole oder Derivate udpdroxamsaure wie TSA (Trichostatin
A) und SAHA (Suberoylanilidhydroxamsaure / Varirai$t(Richon et al1998, Richonet al
1996), welche reversibel an das aktive ZentrumHI2ACs binden.

Sirtuine werden entsprechend durch Blockierungribk&D" Bindetasche gehemmt, wobei
Nikotinamid (NAM) ein sehr potenter Inhibitor all8irtuine ist (Bittermanet al2002).
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HDACI HDACs

Klasse |

Lo . . HDAC1
'R,{ Depsipeptid {HDACZ
%)

s HDAC3
HDACS

MGCDO0103

Klasse lla
HDAC4
HDAC5
HDAC7
\ HDAC9
Klasse llIb
Tubakin— HDAC6
HDAC10

Valproat, Butyrat

SAHA. TSA, LBH589, PXD101,
LAQ824, ITF2357

Klasse IV
HDAC11

Klasse Il
SIRT2
SIRT3
{ SIRT4
SIRT5
SIRT6
L SIRTY

Nikotinamid

Abbildung 6: Ubersicht tiber Spezifitiat der HDAC-Inhibitoren.
TSA = Trichostatin A, PXD101 = Belinostat, MS-27%atinostat, LBH589 = Panobinostat.

Wahrend es fir Sirtuine noch keine klinisch relégarinhibitoren gibt, sind fur Klasse 1, I
und IV Inhibitoren besonders SAHA (Varinostat, Adang der US Gesundheitsbehorde),
Depsipeptid (zyklisches Tetrapeptid) und MGCDO01B8nzamid) zu nennen, die in vielen
Studien im klinischen Einsatz sind (zusammengefagétane and Chabner 2009)).

HDACIi werden dabei selten als Monotherapie, sonaeemst als Kombinationstherapie sy-
nergistisch mit Chemostatika (zusammengefasst astiRedet al 2008)) oder bei MDS und
AML mit DNA-Methyltransferase Inhibitoren und ATRAAll-trans-reninoic acid, Differen-
tierung-induzierenden Substanzen) (Bishteinal 2007, Kuendgen and Lubbert 2008) einge-
setzt ((Carewet al 2008, Galmet al 2006, Lane and Chabner 2009, Marchion and Munster
2007, Nolanet al2008))

Entsprechend der beschriebenen besonderen RollED&CSs in der Pathogenese von hama-
tologischen Neoplasien wie AML (1.1.4, 1.2) zeig¢éDACi in klinischen Studien bei Leu-

kamien besondere Erfolge, was genauer unter le$dhbieben wird.
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1.2  Akute Myeloische Leukamie (AML)

1.2.1 Definition, Inzidenz, Diagnose der AML

Die akute myeloische Leukamie (AML) ist eine sehtenogene, aus mehreren Subtypen be-
stehende, maligne Erkrankung eines Teils des hdethdlen Systems, der Myelopoese, wel-
che fur die Bildung von Monozyten und Granulozysengt (Abbildung 7). Sie ist charakteri-
siert durch starke, abnormale Vermehrung unreifersitifen der myeloiden, erythroiden,

megakaryozytischen und monozytischen Zelllinie.iitz, et al2008)

Multipotente hematopoietische
Stammzelle
|
v v
Myeloische lymphoide
Vorlauferzelle > AmL Vorlauferzelle
| |
¥ ¥ ¥ SN v v v
Megakaryoblast Erythroblast Myeloblast — Monoblast B T NK
l | | Lymphozyt Lymphozyt Lymphozyt
l v v v v
Megakaryozyt Erythrozyt Basophiler Eosinophiler Neutrophiler Monozyt
v ~ ~— — v
Thrombozyt Granulozyt Makrophage

Abbildung 7: Normale Hamatopoese und Fehlregulierungpunkte bei AML.

Sowohl die myeloischen Vorlauferzellen, Myeloblas{&ranulozytenvorlauferzellen), Monoblasten, Moproc
ten, erythroide und megakaryocytische Zellen kdnderch Fehlregulierungen, Translokationsprodukte und
Onkoproteine zu AML transformiert werden (Cozzib al 2003, Jamiesqret al2004, Rubnitzet al 2008, So

et al2003)

Wie alle akuten Leukamien basiert die AML auf gé&sadten Alterationen (1.2.3, 1.4.1) der
hamatopoetischen Vorlauferzellen, gefolgt von klen@roliferation und Anhaufung von
neoplastischer Zellen einhergehend mit der Verdrdggder physiologischen Blutbildung.
Bei der Entstehung unterscheidet man zwischen De-AdIL, welche ohne Vorzeichen
bzw. Vorerkrankung auftritt und der therapieassotin (vorausgehende Krebstherapie), se-
kundaren AML. Zu einem drittel geht AML aus dem Nbaysplastischen Syndrom (MDS)
hervor, einer heterogenen klonalen Kochenmarksekkirzg mit Unterproduktion normaler
Blutzellen (verminderte Proliferation der Vorlaufelen bei gestérter Differenzierung und
Reifung) (Barzi and Sekeres, Delforge 2003).

Die AML ist die haufigste akute Leukamie mit ein&nteil von 80-90 % der akuten Leuka-
mie Falle beim Erwachsenen und ca. 15-20% bei Km@&hninger et al 2008b). Die Inzi-
denz der AML des Erwachsenen betragt in Deutschtzand4,3/100000 fir Manner und
2,9/100000 fur Frauen und die Anzahl der Neuerkwagkn in Deutschland bei ca. 3600 pro
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Jahr (Hellenbrechtet al2003) Das Durchschnittsalter bei Diagnosestellung betagiahre
und die Inzidenz steigt mit dem Alter deutlich &ofner, et al2009).

Die AML ist trotz vieler diagnostischer und therapscher Fortschritten immer noch zum
grofdten Teil unheilbar mit wenigen Langzeitiberteten Gber 60 Jahren.

Die Prognose bzw. die 5 Jahres Uberlebensrateitstisn 70ern mit 6 % aufgrund von ver-
besserten diagnostischen und therapeutischen Mégiten auf aktuell 20 — 40 % angestie-
gen (Ries et al 2006, Roumier and Cheok 2009), wobei das Alter dierlebensrate ent-
scheidend beeinflusst. So sinkt die 5 Jahres Ubenldrate von 45-50 % bei jiingeren Patien-
ten (Gattaet al2005, Roumier and Cheok 2009, Smih al2004) auf 26 % bei 45- bis 54-
Jahrigen und auf 2 % bei Uber 75-Jahrigen ab (Riesl 2006). Die schlechtere Uberlebens-
rate alterer Patienten beruht dabei auch auf destmeeren Anzahl genetischer Aberratio-
nen und der Tatsache, dass sie aufgrund der Behlgsiiedingten Nebenwirkungen bzw.
Mortalitat nicht so eine intensive Therapie wiegére Patienten erhalten kdnnen (Sihal
2004), was die Notwendigkeit neuer therapeutis@teategien in AML, speziell eine Verrin-
gerung der Toxizitat fur die Mehrheit der altereati®nten verdeutlicht.

Die Diagnose erfolgt durch Analyse des Knochenmés. peripherem Blut durch Nach-
weis der unreifen leukdmischen Zellen sowie durchekulargenetische Analysen zytogene-
tischer und molekularer charakteristischer Veramagen (1.2.3), die mal3geblich die Progno-
se und das Therapieansprechen beeinflussen unddatitiges Kriterium zur Unterscheidung

bzw. Einteilung der einzelnen AML-Subtypen (1.242)stellen.

1.2.2 Systematische Einteilung der AML

Die systematische Einteilung der AML in die Subgrep erfolgt durch zwei Klassifikatio-
nen. Die erste wurde Mitte der 70er Jahre als Frémaerican-British-(FAB-) Klassifikation
(Tabelle 3, AML M0-M7) eingefihrt.

Tabelle 3: FAB-Klassifikation der AML. MPO = MyeloperoxidaséPreis et al2008)

AML-Subtyp  Morphologische Einteilung

MO MPO zytochemisch negativ, immunologisch positiv, CD13 positiv

M1 unreife Myeloblasten-Leukamie

M2 Myeloblasten-Leukdmie mit Ausreifung

M3/ M3v Promyelozyten-Leukamie / mikrogranuléare M3, (beide t(15;17), t(11;17))

M4 /| M4EO akute myelomonozytare Leukdmie / AMMOL + > 5 % abnormale Eosinophile
Mb5a / M5b unreife Monoblasten-Leukamie

M6 akute Erythroleukamie

M7 Megakaryoblasten-Leukémie
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Diese basiert auf morphologischen und zytochemisdflerkmalen der Blastenpopulation
und die Anteile reifer myeloischer Zellelemente riBett et al 1976), sowie immunologi-
scher und elektronenmikroskopischer Befunde (Béneeal 1985, Bennettet al1991).

Die systematische Analyse von zytogenetischen uolgkualaren Charakteristika von AML
der letzten 15 Jahre zeigte, dass die genetisclerknhile die Biologie der AML-Subtypen
besser definieren, als nur die Morphologie und Braysstattung und fuhrte zu der aktuellen

WHO-KIlassifikation (Tabelle 4) (Jaffet al2001, Vardimanet al2009).

Tabelle 4: WHO Klassifikation der AML. (Preis et al2008)

AML mit wiederkehrenden zytogenetischen Abnormalitéten
- mit (8;21)(g22;922), (AML1/ETO)
- mit inv(16)(p13;922) oder t(16;16)(p13;922), (CBFb/MYH11)
- akute Promyelozyten-Leukamie: mit t(15;17)(g22;912), (PML/RARa) und Varianten
- mit 11923 (MLL) Abnormalitaten
AML mit Dysplasie mehrerer Zellreihen (multilinear)
- mit MDS-Vorphase
- ohne MDS-Vorphase
AML und myelodysplastisches Syndrom, therapiebedingt
- nach alkylierenden Substanzen
- nach Topoisomerase-Inhibitoren
AML ohne weitere Kategorie
- mit minimaler Ausreifung, - ohne Ausreifung, - akute myelomonozytéare Leukamie,
- akute monoblastische und monozytare Leukamie, - akute Erythroleukamie, - akute
Megakaryoblasten Leukamie, - akute Basophilen-Leukémie, - myeloisches Sarkom

1.2.3 Pathogenese und Prognostik — molekulare Ursachend&ML

Die molekularen Ursachen der malignen Transformatan myeloischen Zellen unterschied-

licher Stadien (siehe 1.2.1) stellen unterschiédligenetische Aberrationen, chromosomale
Translokationen und multiple Genmutationen dar,rdieder Zeit erworben werden und ge-

meinsam mit epigenetischen Veranderungen (s.f¢izem Proliferations- und Uberlebens-

vorteil bei gestorter Differenzierung und Apoptdgkren (Dash and Gilliland 2001, Galet

al 2006, Gilliland 1998, Gilliland and Tallman 2002).

Ursache fur die Entstehung von Leukamien sind messiGendefekte und Mutationen, die
zentrale Regulatoren der Hamatopoese betreffenfiimdie beschriebenen Merkmale der
AML, die gesteigerten Zellproliferation bei gleigitzger Differenzierungsblockade, sind

Mutationen und Translokationen in mindestens zvign&wegen noétig (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Modell der molekularen Mechanismen derAML Entstehung.
Mutationen, Chromosomale Aberrationen und epigeadedi Veranderungen wirken zusammen und fuhren zur
Transformation, zur Entstehung von AML. (Referenzehes Text, eigene Abbildung)

Dabei wurden fur AML zum einen viele MutationenGenen aufgedeckt, die zu Proliferati-
ons- und Uberlebensvorteilen filhren, aber nichtDiiéerenzierung beeinflussen, wie z.B.
FLT3, ALM, Ras und den BCR/ABL und TEL/PD@GR Fusionsgenen. Zum anderen wurden
in AML Mutationen und Translokationen identifiziewwelche die Differenzierung und Apop-
tose betreffenden, zu denen z.B. Mutationen bei RABCBF, HOX Familienmitgliedern,
CBP/P300 und Koaktivatoren von TIF1 und AML/ETO, PRARa Fusionen gehdren
(Rubnitz et al2008).

Die Art und Zusammensetzung der beschriebenen Mottt und Translokationen bzw. der
Karyotyp und die Zytogenetik sind dabei die wickten Prognosefaktoren (1.2.4).

Wie schon unter (1.1.4) bei den ZusammenhéngercheisHDACs und Tumoren beschrie-
ben, weil3 man, dass neben diesen genetischen Ersackeh epigenetische Veranderungen
eine wichtige Rolle bei der Tumorpathogenese spialed mit den genetischen Veranderun-
gen zusammenwirken (Di Gennaret al 2004, Galm et al 2006, Jones and Baylin 2007,
Kelly, et al2002)).

Bei AML kommen dabei nicht nur die beschriebendgeaheinen Funktionen der HDACs
(1.1.4) zum Tragen, sondern HDACs spielen bei @gghdyyenese von AML eine besondere

Rolle aufgrund ihrer Rekrutierung und Fehlregulrgrun Korepressorkomplexen mit Fusi-
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onsproteinen die durch die Translokationsproduktstehen, worauf unter (1.4) noch beson-

ders eingegangen wird.

1.2.4 Karyotyp/Zytogenetik — Prognosefaktoren bei AML

Die bislang wichtigsten bzw. am besten analysiefiekannten) prognostischen Marker stel-
len neben bestimmten Mutationen (s.u.) der Karydzy. die Zytogenetik (zytogenetischen
Aberrationen) dar und kénnen den Therapieerfolgamidend beeinflussen, wobei zwischen
guter, mittlerer und schlechter Prognose bzw. Teemsprechen unterschieden wird (wich-
tigsten Translokationen und Wirkung siehe Tabelle 6

Eine gute Prognose, Therapieansprechen, RemissiaodsJberlebensdauer haben z.B. AML
Patienten mit den zytogenetischen Aberrationer21(3;t(15;17) und inv(16) und AML mit
der Mutation NPM1 (Nukleophosmin), welche mit c&.9 die haufigste Mutation darstellt.
Patienten mit normalem Karyotyp haben eine mittlregnose und eine schlechte Prognose
haben Patienten mit Deletionen in Chromosom 5 ddeder Karyotypen mit mehr als drei
zytogenetischen Aberrationen (komplexer Karyotyeitere negative Faktoren sind Alter,
eine sekundare AML (Therapie-assoziierte AML) undtdionen des FLT3 (Fms verbunde-
ne Tyrosin Kinase3) Gens, welches mit 30-35 % (&itl and Griffin 2002) neben NPM1
mit 35 % (Falinj et al2005) die haufigste Mutation in AML darstellt.

Wahrend die Gruppe mit guter Prognose eine Ubeanrhee von durchschnittlich 7,6 Jahren
hat und 30 % der Patienten darstellt, besitzt digo@e mit schlechter Prognose eine Uberle-
bensrate von durchschnittlich 6 Monaten und sBflle6 der Patienten dar. Den grol3ten An-
teil mit 50 % hat die Gruppe mit mittlerer Prognased einer Uberlebensrate von durch-
schnittlich 1,3 Jahren, wobei diese Gruppe dierbgenste Gruppe darstellt. (Byrdt al
2002, Roumier and Cheok 2009) Entsprechend zeigelaimmer noch 15-30% der AML
Patienten kein Therapieansprechen und 30-80% ewmnamach kurzer Heilung erneut (Rezi-
div) (Lamba 2009).

AML Patienten mit schlechter Prognose und spediell50 % der AML Patienten mit mittle-
rer Prognose wirden entsprechend neben neuen sfisely eingesetzten epigenetischen
Therapien mit HDAC-Inhibitoren (1.4.1) (zu dessepti@ierung unter anderem weitere In-
formationen Uber AML-Subtypspezifische Expressiof@id) notig sind) auch sehr von der
Identifikation weiterer neuer prognostischer Markkirch pharmakogenomische Analysen
(1.3.1, 3.4) und entsprechenden Therapieoptimiemingr AML Standardtherapie mit Ara-C

profitieren.
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1.2.5 Therapie der AML

1.2.5.1 Standardtherapie Ara-C — Wirkung und Therapieeinsat

Cytarabin bzw. Arabinosyl-Cytosin (Ara-C) ist sélter 40 Jahren das wichtigste und effek-
tivste Element der Standardtherapie bei AML (Bednat al 1966, Perry 2008, Staret al
2003). Ara-C ist ein Deoxycytidine Analog und ustdreidet sich von dem natirlich vor-
kommenden Cytidin durch den Austausch von Arabohggigen Ribose, den Zuckerrest der
Pyrimidin Base (Silagi 1965). Nukleoside und ihreafoge sind hydrophile Molekile und
bendtigen spezialisierte Membran Transporter, urdiénZellen zu gelangen (Abbildung 9)
(Cass et al1998). Ara-C ist dabei von dem hENT1 (human elralive nucleoside transpor-
ter 1) abhangig (Whiteet al1987, Wiley et al1982).

Die Wirkungsweise von Ara-C beruht auf der schmellanwandlung von inaktivem Ara-C in
aktives Arabinosyl-Cytosin-Triphosphat (Ara-CTP)elahes in Kompetition mit Cytidin in
die DNA eingebaut wird und die DNA Synthese in &Phase des Zellzyklus blockiert
(Abbildung 9) (Chuang and Chuang 1976, Furth ande@dl 968, Perry 2008). Dadurch kon-
zentriert sich die Wirkung auf sich schnell teilengellen (wie Krebszellen), die aktiv DNA
synthetisieren (und die DNA Replikation fir die be benétigen) (Perry 2008). Ara-C hat
sogar deutlich starkere Effekte in sehr schnellifgreerenden Krebszellen (wie AML), als
bei langsamer wachsenden soliden Tumoren (Perr§)200

Aktives Ara-CTP inhibiert dabei sowohl die DNA-Siiese durch Inhibition der DNA-
Polymerase (Furth and Cohen 1968) und (Fehl-)Einbalie DNA (DNA Strang-Synthese-
Abbruch), als auch durch Inhibition der RNA-Polyass (Chuang and Chuang 1976).

Die Standard-Dosis einer Induktionstherapie bett®§t-200 mg/fiTag (von Tag 1-7), wo-
bei die intrazellulare Ara-C Konzentration, welclen der Plasmakonzentration abhéangt, 0,5
— 1 pM betragt und bei Hochdosis Therapie (2 —r@8%d/ag) auf tiber 10-50puM ansteigt
(Capizzi et al 1983, Galmariniet al 2001, Perry 2008, Weinsteirt al 1982, Wiley et al
1985) zusammengefasst in (Lamba 2009) (siehe aerapieschema in 2.6, Abbildung 11).
Ara-C wird neben der Leukdmietherapie auch bei staséerenden Tumoren (Lopezt al
1985) und aufgrund der Fahigkeit die Blut-Hirn Saike zu durchqueren auch in bei
Lymphomen (Slevinet al1983) und anderen Krankheiten im zentralen Nemstam einge-
setzt (Kwong et al2009).
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1.2.5.2 Ara-C Metabolismus

Bei einer Standardtherapie mit Ara-C (1.2.5.1) vdrel Expression und Aktivitat der Nukleo-
sid-Transporter fir den Import des Ara-C in diel@élendtigt, wohingegen bei héheren Ara-
C Dosen (2-3g/f) und Plasmakonzentrationen von iiber 50puM die Biffusrate von Ara-C
den Transport Uber die Nukleosid-Transporter UbegtviCapizziet al1983).

Die zentralen Schlisselenzyme des Ara-C MetabobsfAbbildung 9) sind die Desoxycyti-
din Kinase (DCK), welche den ersten Schritt der-Br&hosphorylierung und Aktivierung
katalysiert, sowie zwei Enzyme, die den Abbau veoa-& regulieren, die Cytidin Deaminase
(CDA) und die Deoxycytidylat Deaminase (DCTD). Dktivierung erfolgt Uber eine
Phosphorylierungskaskade von Ara-C zum aktiven @f&, wobei die erste Phosphorylie-
rung von Ara-C durch die DCK zu Ara-CMP den gesctdigkeitsbestimmenden Schritt dar-
stellt (Chabner and Longo 1969). Diese wird von izweiteren Phosphorylierungen durch
die Deoxycytidylat Kinase und Nukleosid Diphosph@se zu Ara-CDP und schlief3lich zu
der aktiven Form dem Ara-CTP gefolgt. Die Pyrimidhukleotidase | (PN-I, auch
5"Nukleotidase, NT5C2) wirkt der DCK entgegen uratakysiert die Dephosphorylierung
von Ara-CMP (Amicj et al1997).

Nukleosid-Transporter.

Cytidin Deaminase
Ara-U < J Ara-

Deoxycytidin

5 Nukleotidase Tl s

Deoxycytidylat Ara-CMP
Deaminase

Ara-UMP <

Deoxycytidylat
Kinase
Ara-CDP

Nukleosid Diphosphat
Kinase

- -l
Ara-CTP N

Apoptose

Abbildung 9: Ara-C Metabolismus mit beteiligten metabolischen Enzymen und Transporter. Nukleosid
Transporter (hRENT1, hCNTL1).
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Den aktivierenden Kinasen gegenuber steht die iviaking von Ara-C, wobei die CDA
dabei von besonderer Bedeutung ist, da sie dird import der inaktiven Form von Ara-C
in die Zelle dessen irreversible Inaktivierung ztainosyl-Uracil (Ara-U) katalysiert (Betts
et al 1994, Muller and Zahn 1979). Die DCTD katalys@ig Umwandlung von Ara-CMP zu
Ara-UMP. (Stamet al2003)

Das aktive Ara-CTP wirkt durch Einbau in die DNAKompetition mit dCTP und fihrt zu
Blockierung der DNA (und RNA) Synthese und Apopt¢Seleman et al 1975, Kufe et al
1980, Stamet al2003).

1.2.5.3 Ara-C Pharmakokinetik

Nach intravendser Verabreichung wird es schnetlén Geweben verteilt (es passiert auch
die Blut-Hirn-Schranke) und wird intrazellular mietdisiert (aktiviert und deaktiviert)
(1.2.5.2). Die Inaktivierung (Deaminierung) systsamien Ara-Cs durch die CDA erfolgt in
der Leber, dem Plasma und Geweben. Ara-C wird kaaptich durch die Niere ausgeschie-
den, wobei 70-80 % der verabreichten Dosis innériiah 24 h Gber den Urin ausgeschieden
wird (dabei 90 % als Metabolit und ca. 10% als wamdertes Ara-C) (Milancet al2002).

Die Angaben zur Plasma-Halbwertszeit schwankttgré@h Studien von weniger als 20 Minu-
ten (Slevin et al1983) bis zu mehreren Stunden (2-6 h (Capeizal 1983), Umsetzung von
63-73 % zu Ara-U innerhalb 24 h (DeAngelkd al1992), wobei aktuelle Studien 2-6 h (Pati-
enten spezifisch) angegeben (Perry 2008).

1.2.5.4 Patientenspezifisches Ansprechen auf Ara-C Therapie

Beim Ansprechen auf die Ara-C Therapie treten immieder signifikante, individuelle, pa-
tientenspezifische Unterschiede bis hin zur Restste auf, wobei das Therapieansprechen
mit unterschiedlicher, besonders intrazellularekuxkulation von Ara-CTP korreliert (Harris
and Grahame-Smith 1982, Plunkett al 1985).
Es wurde dabei in verschiedenvitro undin vivo Studien gezeigt, dass neben den beteiligten
Transportern HENT1, hCNT1(Hubeek et al 2005, Stamet al 2003) zusammengefasst in
(Pastor-Angladaet al 2004)) besonders die verdnderte Expression uniifsictder Schlis-
selenzyme des Ara-C Metabolismus (1.2.5.2), wiehdisoxycytidin Kinase (DCK) (Collyet
al 1987, Kobayashiet al1994, Owenset al 1992), die Cytidin Deaminase (CDA) (Cqllgt
al 1987, Neff and Blau 1996, Schrodat al 1996) und die Deoxycytidylat Deaminase
(DCTD) (Schroder et al 1998) mit dem Ansprechen auf Ara-C Therapie kareh
(zusammengefasst in (Crat al2004, Galmariniet al2001, Lamba 2009)).
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Als wichtigste genetische Ursache des patientenfsgiden Therapieansprechens werden
Einzelnukleotid Polymorphismen / Single nucleotmdymorphisms (SNPs) (vgl. 1.3) in den
Genen dieser Proteine angesehen, welche die Expressind Aktivitatsveranderungen her-
vorrufen (Lamba 2009), weshalb ihre Identifikationd Analyse in klinischen Studien eine
gro3e Hoffnung und zentrale Aufgabe im Hinblick aifie bessere Prognose, angepasste

Therapie und besseres Therapieansprechen dapsgélll.3.1).

1.3  Single Nucleotide Polymorphisms und Pharmakogendi

Single Nucleotide Polymorphismen (SNPs) sind DNAtMwnen in nur einem Nukleotid /
einer Base, welche mit einer Haufigkeit von mindastl % in der Bevolkerung auftreten
(Barnes 2002) und stellen mit 90% die haufigsteetische Variation bei Menschen dar
(Collins, et al1998). Wahrend die Zahl der identifizierten SNBsder ersten Sequenzierung
des menschlichen Genoms bei 1,4 Millionen lag (dede60000 in Exons) (Sachidanandam
et al 2001), ist sie mittlerweile auf Uber 4 Millioneediatigte SNPs in der kaukasischen Be-
volkerung (HapMap 2009, (Int.-HapMap-Consortium 2Q)@&ngestiegen.

Im Durchschnitt kommen ca. 4 SNPs in der kodierandegion eines Gens vor, die Halfte
davon sind nsSNPs (Cargidt al1999, Int.-HapMap-Consortium 2003, Waiet al 1998a)
SNPs kdnnen, wenn sie in Promotorregionen lieggndie Expression von Genen beeinflus-
sen, indem sie zu Veranderungen von Transkriptastsf-Bindestellen fihren, oder die
Funktion von Proteinen beeinflussen, wenn sie inrbereichen liegen und als nicht syn-
onyme SNPs (nsSNPs) zu Veranderungen auf Amincsiaeme fihren.

Entsprechend stellen speziell Promotor SNPs unéekaade nicht synonyme SNPs die zent-
ralen ,Untersuchungsobjekte” der Pharmakogenomikwlalche sich mit den Auswirkungen
genetischer Variationen von Medikamenten-metalesksiden Enzymen (Mahlknectdt al
2009) und Transportern auf das Therapieansprecksrhhftigt, um die Ursachen patienten-
spezifischen Ansprechens bis hin zu Therapieremstafzudecken. (Kalovet al1998)

Die Begriffe Pharmakogenetik und Pharmakogenomiides zum Teil synonym verwendet,
wobei sich die Pharmakogenetik mit der Analyse gmem oder ein paar ausgewahlten Ge-

nen beschaftigt, wahrend die Pharmakogenomik dsengie Genom erfassen will.

1.3.1 Pharmakogenetik in AML — SNPs im Ara-C Metabolismts

Die deutlichsten Beispiele fur das Therapieansmecbeeinflussende genetische Poly-

morphismen findet man bei Genen, die den Metabokswon Medikamenten beeinflussen.
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Mittels pharmakogenomischer Analysen genetischeratfanen von Medikament metaboli-
sierenden Enzymen und Transportern und der durehlitieraktion hervorgerufenen Pheno-
typen bei der Therapie-Antwort, versucht man auvehder AML, den Anteil der Patienten
mit mittlerer bis schlechter Prognose zu verringard neue diagnostische und therapeutische
Optionen, patientenspezifische, gezielte Theraperch die Aufdeckung neuer potentieller
genetischer Marker zur Subklassifizierung von Péie zu ermoglichen.

Bei AML mit Ara-C als dem wichtigsten Zytostatik&rdTherapie stellen entsprechend die
Gene der Ara-C metabolisierenden Enzyme, DCK, CDATD, PN-I (1.2.5.2) und dem
Nukleosid-Transporter hENT1 die zentralen Analyss#idaten dar. Es ist auch schon durch
zahlreiche Studien belegt, dass das patientensgmdif Ansprechen bis hin zur Ara-C Resis-
tenz mit der Expressionstarke und Aktivitat der -@ametabolisierenden Enzyme zusam-
menhangt und das SNPs, welche die Expression okkaritat dieser Enzyme beeinflussen,
als Ursache fur entsprechende Unterschiede veratithicsein kénnen und es wurden schon
eine Reihe von kodierenden und regulatorischennfBrar-) SNPs dieser Kandidaten mit
putativer funktioneller und Klinischer Relevanz ntléziert (zusammengefasst ifLamba

2009)) was in Tabelle 5 zusammenfassend dargestellt ist.

Tabelle 5: Uberblick potentieller Gene und SNPs fiipharmakogenetische Studien zum Ara-C Metabo-
lismus (und anderer Nukleosidanaloga — in Literatu).

Referenzen zu hENT1 (Lamba 2009, Osatoal 2003), DCK (Shiet al2004), gesunde Kaukasier (Joergsr
al 2006), CDA (Giovannettiet al 2008, Kirch et al1998, Sugiyamaet al 2007, Uengpet al 2009, Yue et al

2003), DCTD (Gilbertet al2006), PN-1/ NT5C2 (in (Lamba 2009) (Int.-HapMaprSortium 2003)).

Gen Gen- SNP Patientendaten
symbol -> Therapie
Nukleosid Transporter hENT1 C-1345G, G-1050A, G-706C,
(human equilibrative (SLC29A1) Asp59Glu keine
nucleoside transporter) Ala430Thr
C-360G, C-201T Chinesische
Deoxycytidin Kinase DCK P122S AML Patienten
K242Q -> Ara-C
gesunde Kaukasischer
A-92G, C-451T, C-897A Lungenkrebs, Bauch-
Cytidin Deaminase CDA Lys27GIn Speicheldriisenkrebs,
Ala70Thr Japan -> Gemcitabine
AML -> Ara-C
Deoxycytidylat DCTD Asp58Asn keine
Deaminase
5’Nukleotidase PN-1/ Ala3Thr keine

NT5C2 Arg136GIn

Es ist hervorzuheben, dass die dargestellte bgghddentifizierung von SNPs mit Relevanz

im Ara-C Metabolismus einen ersten Schritt in Rictg Aufklarung der patientenspezifi-
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schen Unterschiede und Therapie-Optimierung d#rsseth jedoch noch am Anfang befin-
det, da viele der bisher aufgedeckten SNPs mitvaaleim Ara-C Metabolismus zum einen
noch auf ihr Vorkommen in der kaukasischen Bevaikgrund zum anderen auf ihre Klini-
sche Relevanz, d.h. ihren Einfluss auf Ansprechdriea-C Therapie in klinischen Studien
analysiert werden mussen. Des Weiteren gibt eg vieitere SNP Kandidaten in Datenban-
ken, die noch nicht funktionell analysiert wurd&m(1).

Erst nach vollstandiger Aufdeckung und Analyserdflandidaten kann eine Abschéatzung der
Wechselwirkungen der Effekte der relevanten SNRsgbmeinsamem Auftreten, also der
Gesamtauswirkungen erfolgen und in eine Therapessyng umgesetzt werden (4.4.6).
Dabei besteht der erste und wichtigste SchriteinAlfdeckung und Analyse aller relevanten

SNPs in den wichtigsten Schliisselenzymen des Avietabolismus (3.4, 4.4).

1.4 Epigenetik in der Pathogenese und Therapie von AML

Im Gegensatz zu der eher unspezifischen (,eineslfés”) Standardtherapie mit Ara-C fo-
kussiert sich die aktuelle Forschung in der AML iHmee auf spezifische, zielgerichtete The-
rapien, die sich zum einen gegen genomische Alb@meat, Fusionsproteine oder Fehlregu-
lierte zellulare Stoffwechselwege richten, die $pezielle AML Subgruppen charakteristisch
sind (Blum and Marcucci 2005) und zum anderen imFeon epigenetischen Therapien ge-
gen die fehlregulierten HDACSs richten (Dransfedt al2007), mit dem Ziel eine individuali-
sierte, subtypspezifische Therapie mit erhéhteizigefiz bei gleichzeitig geringeren Neben-
wirkungen zu erreichen.

Aufgrund der dargestellten zentralen Rolle von HBARG der Tumorpathogenese (1.1.4) als
auch aufgrund der besonderen Rolle von HDACs inRihogenese von AML durch die
Rekrutierung in fehlgeleiteten onkogenen Fusionsmen (1.4.1), stellen HDACs bei AML
eine besondere Basis fur innovative epigenetischerapiestrategien dar, was auch dazu
fahrt, dass die klinischen Studien mit HDAC Inhdvgn (HDACI) bei AML (und myelo-
dysplastischen Syndromen (MDS)) besonders vielpvechiende Erfolge zeigen (Bishjast

al 2007, Carewet al2008, Galmet al2006, Kuendgen and Lubbert 2008, Lane and Chabner
2009) Auch bei AML zeigten sich dabei die besten Erfotierch synergistischen Einsatz
bzw. Wirkung von DNA-Methylierungs- und HDAC-Inhtbren (zusammengefasst in
(Bishton et al2007, Galmet al2006, Mercuriget al2010)).
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1.4.1 HDACSs in der Pathogenese von AML

Es ist schon lange bekannt, dass eine Fehlreganfieder transkriptionellen Kontrolle ein
Schlusselelement bei der Pathogenese von hamatcheg Krankheiten ist (Mahlknecht and
Hoelzer 2000). HDACs, speziell Klasse | HDACs, &miein diesem Zusammenhang eine
zentrale Rolle durch Ihre Beteiligung in fehlreguien Ko-Repressorkomplexen (Tabelle 6),
sowie im Falle von HDAC3 (5g931) (Mahlknechet al 1999) und HDACY9 (7p21)
((Mahlknecht et al 2002), Klasse Il HDAC) aufgrund der Lage ihrer ®&&nin chromoso-
malen Regionen, die besonders anfallig sind flro@lmsomenbriche (Le Beaet al 1986,

Le Beauy et al1993, Rowleyet al1981). Solche chromosomalen Anomalien kénnen die V
fugbarkeit funktionell aktiver HDACs beeinflussenduzu einer Fehlfunktion des streng kon-
trollierten Gleichgewichts der Histon-Acetylierufithren (Mahlknecht and Hoelzer 2000).
Wie unter (1.2.4) beschrieben, wurden nicht nuoachiele charakteristische chromosomale
Anomalien, Translokationen und Fusionsproteine tifleiert und mit AML-Subtypen, als
auch mit Prognose und Therapieansprechen kortedi@ndern es wurden auch schon an den

unterschiedlichen Korepressorkomplexen beteiligbABs aufgedeckt (Tabelle 6).

Tabelle 6: Beispiel haufiger Chromosomenaberratione bei AML mit rekrutierten HDACs.

(Dastugueet al 1995, Grimwadget al1998, Haferlachet al2004), zusammengefasst in (Ehningdral 2008a)
und [I= (Amann et al2001), Il = (Cameronet al1999), Il = (Durst et al2003), IV = (Grignaniet al 2000).
Prognose siehe (1.2.4) und sehr gut fur t(15;1 2.

Chromosomen-| Fusionsgen | Korepressor- HDAC FAB- |Inzidenz
aberation komplex Beteiligung Subtyp [%]
1(8;21)(g22;922)| AML1-ETO |N-CoR/SMRT | HDACL1, 2, 3[I, Il | M2/(M1) 8-12
INnv(16)(p13022)| CBFB-MYH11 |Sin3A HDACS [lll] M4EO 8-12
1(15;17)(g22;12)] PML-RARa |N-CoR HDAC1, 2, 3[IV] M3 5-10

Bei der akuten promyelozyten Leukamie (APL, M3,(% der AML (Lowenberget al
1999)), binden und reprimieren die APL spezifiscRatinolsaure (Vitamin A)-Rezeptoren
(RARa) Fusionsproteine PML/RAR und PLZF/RAR. konstitutiv die Promotoren von
RARa Zielgenen durch aberrante Rekrutierung von Mudtigin-Komplexen an denen auch
HDACS3 beteiligt ist (Atsumi et al 2006). Die APL stellt aufgrund einer aul3ergewdimli
hohen Heilungsrate von 80% einen Sonderfall daradé gezielter Therapie mit dem Vita-
min A Analog All-trans-Retinolsaure (ATRA) berultusammengefasst in (Ehninget al
2008a)).

Weitere wichtige und haufige Beispiele fur durctsiéasproteine fehlregulierte Korepressor-
komplexe gehoren die "Core binding factor” assoiie AMLs (CBF-AMLs) t(8;21)
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(922;922) (AML1/ETO), inv(16)(p13g22) (CBAMYH11) und t(15;17)(q22;921)
(PML/RARa), welche ca. ein Drittel aller chromosomalen Abdanen in AML ausmachen
(Langabeeret al1998) und HDACs 1, 2, 3 und 8 rekrutieren.

Bei 1(8;21)(q22;922), der zweithaufigsten genetsclilteration bei AML interferiert das
Fusionsprotein AML1/ETO mit der normalen Interaktioder Transkriptionsfaktoren
AML1und ETO mit ihren Zielpromotoren (Wangt al 1998b). HDAC1, 2 und 3 werden da-
bei von ETO rekrutiert, welches als Plattform flie d&Rekrutierung von HDACs und Ko-
repressoren dient und das Fusionsprotein storplaysiologische Funktion von AML1 und
ETO (Amann et al2001).

Bei AML inv(16), welche in ca. 8% der AML vorkomr{Mitelman and Heim 1992), wurde
fur das CBIB/MYH11 Fusionsprotein eine Interaktion mit mSin3AduHDACS8 nachgewie-
sen (Durstet al2003).

Die beschriebene Rekrutierung von HDACs in diesdnirégulierten Korepressorkomplexen
stellt entsprechend ein schwerwiegendes EreigndeimPathogenese von AML (und MDS)
dar und somit die Basis fur innovative epigenetsBlehandlungsstrategien, wie die HDAC-
Inhibitortherapie (1.1.6, 1.4, 1.4.2) (MahlknechtldHoelzer 2000, Meket al2004).

1.4.2 HDAC-Inhibitoren in der Therapie von AML

Die beschriebenen zentralen zellularen Funktiormn MDACs (1.1.3.3), deren Rolle in der
Tumorpathogenese im Allgemeinen (1.1.4) und dieisfie Rolle von HDACs in der Patho-
genese von AML (1.4.1) heben die Bedeutung veréadéiDAC Aktivitat und Expres-
sionsmuster und die Mdglichkeit gezielter therajseuer Intervention hervor.

Nachdem gezeigt wurde, dass die Behandlung von Adllen mit HDACI die Zellen fir
Differenzierungs- und Apoptose-Signale resensibiién (Bruserugdet al2006, Melnick and
Licht 2002), sind HDACI als Monotherapie, als auschKombination mit anderen Medika-
menten (1.4) in Studien der Phase | und Il (Kuendgeal 2006, Libbert and Claus 2007b,
Minucci and Pelicci 2006, Tsapist al 2007), sowie im Fall von SAHAauch in klinischen
Studien der Phase Il im Einsatz (LUbbert and CBAG&7a, Mercuripet al2010). Dabei zeig-
te die HDACI Therapie bei AML viel versprechendaldche Ergebnisse (1.4, (Mercuriet

al 2010)), wobei auch bei der HDACIi Therapie patiegpezifische und dosisabhangige Un-
terschiede (im Therapieansprechen) auftreten (8saphal2007).

Hauptursachen flir die dosisabhéngigen, patienteifigohen Unterschiede sind unter ande-

rem Unterschiede in der Expression von HDACs inedgruppen von Patienten (Bruseredl
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al 2007), wobei HDAC Expressionslevel auch schonBadsnarker flr Therapieansprechen
diskutiert werden (Schrump 2009, Stimson and Langha 2009).

Wahrend bisher nur Daten zu HDAC Expressionsveramden in AML aus einer sehr klei-
nen Studie (23 Patienten) und ohne Berucksichtigdag AML Subgruppen vorliegen
(Bradbury et al 2005), wird im Zusammenhang mit dem Einsatz vorAGOnhibitoren als
neue Therapiestrategie und den patientenspezifiskffiekten, die Identifikation und Nut-
zung von AML-Subtypspezifischen HDAC Expressionstams als moglicher zusatzlicher
neuer diagnostischer und prognostischer Ansatz Bmwmarker und mogliche Basis flur Do-
sisanpassungen und Therapieoptimierungen deuticidbury et al 2005, Ehningeret al
2008a, Weichert 2009).
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1.5 Aufgabenstellung / Ziel

AML ist eine sehr heterogene Krankheit mit charagtschen Subtypen und einer Standard-
therapie mit Ara-C mit immer wieder auftretendetigggenspezifischen Therapieansprechen
bis Resistenzen und schlechten UberlebensratererNeér Individualisierung und Optimie-
rung der Ara-C Therapie werden besonders in neneyative epigenetische Therapieansatze
mit HDAC-Inhibitoren aufgrund der zentralen RollerwHDACSs in der AML Pathogenese

groRe Hoffnungen gesetzt.

In der vorliegenden Arbeit sollten Analysen zu Bgtmese und Therapie von AML speziell
unter epigenetischen, sowie pharmakogenetischeanzimenhangen durchgefiuhrt werden.
Dabei sollten der epigenetische Fokus auf Histoageg/lasen in der Pathogenese und The-
rapie der AML und der pharmakogenetische Fokusdaof Einfluss von SNPs in Ara-C me-

tabolisierenden Enzymen liegen

Im Zusammenhang der Optimierung des Einsatzes MOACH Inhibitoren, welche bisher

ohne Unterscheidung zwischen den AML-Subtypen ei@ge werden, sollten mittels Gen-
expressionsanalysen putative charakteristische Auhtypspezifische Unterschiede im Ex-
pressionsmuster von HDACSs identifiziert werden, aliel Einfluss auf die Wirkung und An-

wendung (Dosierung) von HDAC-Inhibitoren haben kiémn

Mit Bezug auf die Rolle von Klasse | HDACs in datRogenese von AML sollte eine putati-
ve Funktion von nicht synonymen SNPs (nsSNPS) es&é | HDACs bei der Anfalligkeit
fur AML mit Hilfe von allelspezifischer TagMan PCahalysiert werden.

Falls moglich sollte zusatzlich anhand eines irssmaten Kandidaten beispielhaft die Funk-
tionalitat validierter nsSNPs untersucht werden.

Im Kontext der Optimierung und IndividualisierungrdAra-C Standardtherapie sollten na
silico Analysen von SNP Datenbanken und LiteraturrecleeRriomotor-SNPs und nsSNPs in
den drei Schlisselenzymen des Ara-C Metabolismesstiiiziert, validiert und auf putative
Korrelationen mit Therapieansprechen und Progndber{eben) analysiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Labormaterialien

Alle neben den herkémmlichen im Labor verwendetena, sowie alle Losungen und Rea-
genzien sind im Folgenden an den entsprechenddarStermerkt, soweit sie nicht von den
Firmen Merck, Darmstadt oder Sigma Aldrich, Deis&eh bezogen wurden.

2.2 Nukleinsauren

2.2.1 Plasmide

2.2.1.1 erworbene Plasmide

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten und k&uféowvorbenen oder von entsprechend
vermerkten Personen zur Verfigung gestellten ewokiaghe Expressionsvektoren mit unter-
schiedlichen Resistenzen (pCMVtag4a besitzt eineniNein und Kanamycin Resistenz,

pPEGFP-C1 eine Kanamycin und pcDNA3.1 eine Ampitifesistenz.) sind in Tabelle 7 auf-

gefuhrt.

Tabelle 7: Ubersicht der erworbenen oder zur Verfiigng gestellten Plasmide.
Referenz zu pcDNA3.1-hSIRT3-Flag [I, Il = (Noytht al2005, Schweret al2002)]

Nr.) Bezeichnung Merkmal Hersteller / Quelle

1) pCMVtag4a c-terminales FLAG-tag Gibco Invitrog@arlsbad, CA

2) pCMVtag4a-SIRT1-WT / SIRT1 WT ohne Stopp mit rBara Zschornig, Jose Carreras
hSIRT Iyt C-terminalem FLAG-tag Zentrum - Uniklinik Homburg

3) pEGFP-C1 N-terminaler GFP-tag Clontech Laboiaso

Saint-Germain-en-Laye, Fr

4) pcDNA3.1-hSIRT@r-Flag/ SIRT3 WT cDNA ohne E. Verdin, Gladstonstitute,

hSIRT 3yt Stoppkodon mit C-termi- San Francisco, CA

nalem FLAG-tag

2.2.1.2 Selbst hergestellte, veranderte Plasmide

Mittels zielgerichteter Mutagenese-PCR (vgl. 2X).9vurden mit Hilfe dieser erworbenen

Plasmide, die in Tabelledargestellten Plasmide hergestellt.
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Tabelle 8: Ubersicht der in der Arbeit hergestellte Plasmide.

Nr.) Bezeichnung Herstellung Merkmal
5) pPcDNAS.1-hSIRT34sv-Flag Mutagenese PCR von (4) SIRT3 inaktive Mwgant
mit UM621 und 622 mit C-terminalem FLAG-tag
6) PcDNA3.1-hSIRT3sow Flag Mutagenese PCR von (4) SIRT3 SNPR80W Mutante
mit UM567-a und -b mit C-terminalem FLAG-tag
7) pcDNAS.1-hSIRT3,0s-Flag Mutagenese PCR von (4) SIRT3 SNPV2801 Mgtant
mit UM569-a und -b mit C-terminalem FLAG-tag
8) PpPEGFP-hSIRTRr EcoRI/EcoRI-Fragment ausSIRT3 WT mit
(4) Uber EcoRI/EcoRI in (3)N-terminalem GFP-tag
9) PpEGFP-hSIRT348v EcoRI/EcoRI-Fragment ausSIRT3 inaktive Mutante
(5) Uber EcoRI/EcoRlI in (3)N-terminalem GFP-tag
10) pEGFP-hSIRTZs0w EcoRI/EcoRI-Fragment ausSIRT3 SNPR80W Mutante
(6) Uber EcoRI/EcoRI in (3)N-terminalem GFP-tag
11) pEGFP-hSIRT3s EcoRI/EcoRI-Fragment ausSIRT3 SNPV280!1 Mutante

(7) ber EcoRI/EcoRlI in (3)N-terminalem GFP-tag

Alle hergestellten Vektorkonstrukte wurden mitteisekter DNA Sequenzierung durch die
Firma MWG Biotech (Martinsried) sequenziert (2.7.7)

2.2.2 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der kirfilnermo Electron (Ulm) in lyophili-
sierter, entsalzter Form bezogen, mit ddHauf eine Konzentration von 100/ eingestellt
und bei -20 °C gelagert. In den Oligonukleotidemgeifligte mutierte Basen (fur Mutagenese
PCR 2.7.9.1) sind fett hervorgehoben.

Tabelle 9.: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotie.

Die UM-Nr. bezieht sich auf die in der Arbeitsgrapperwendete durchgehende Nummerierung aller Oligo-
nukleotide. f = forward / vorwérts Primer, r = rese/ rickwarts Primer

Nr. Verwendungszweck Sequenz [57-3")

UM621 SIRT3 Mutagenese H248Yf: CTGGTTGAAGCI TATGGAACCTTTGC

UMe622 SIRT3 Mutagenese H248Yr: GCAAAGGTTCCATAAGCTTCAACCAG

UM569-a SIRT3 Mutagenese V208l f: ACTACAAGCCCAACATCACTCACTACTTTCTCCGGC
UM569-b  SIRT3 Mutagenese V208I r: GCCGGAGAAAGTAGTGAGTGATGTTGGGCTTGTAGT
UM567-a SIRT3 Mutagenese R80W f: TGCCCAGGGCATTA GGAGGCAGCCGAGGGC
UM567-b SIRT3 Mutagenese R80W r: GCCCTCGGCTGCCTCAGAATGCCCTGGGCA
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2.3 Bakterien

2.3.1 Bakterienstamme

Die in dieser Arbeit durchgefiuihrten Klonierungeriolyten mit demg. coli K12-Stamm
DH5a, welcher urspringlich von der Deutschen SammlumgMiikroorganismen in Gottin-
gen bezogen wurde.

Fur die gerichtete Mutagenese (2.7.9.1) wurdeEdeoli Stamm XL1-Blue(Stratagene, Ce-

dar Creek, mit Tetrazyklinresistenz) verwendet.

2.3.2 Aufbewahrung und Kultivierung

Zur langfristigen Konservierung transformierterddli Stamme wurden 700l einer in au-
toklaviertemLuria Bertani (LB)-Flissigmedium (20 g LB Broth base (Gibco BRRaisley;
enthalt: 0,5 % Hefeextrakt, 1 % Trypton und 1 % Neaf 1000 ml dd kD) angezogenen
U.N.-Kultur mit 300ul sterilem Glycin versetzt, in flissigem Stickststfhockgefroren und
bei -80 °C gelagert.

Die Selektion positiver Transformanten erfolgte senéchend dem verwendeten Plasmid
(2.2.1) und dem verwendeten Bakterienstamm durckazuvon 100ug/ml Ampicillin
(Stocklésung 100mg/ml; 1 g Ampicillin (AppliChemabnstadt) ad 10 ml ddJ®, Lagerung
bei -20 °C) bzw. 3Qg/ml Kanamycin (Stocklésung 30mg/ml; 0,3 g Kanamy@AN Bio-
tech GmbH, Aidenbach) ad 10 ml dd H20, Lagerungdb®r). .N.-Kulturen fur die Prapa-
ration von Plasmid-DNA wurden aus Einzelkoloniemagar-Platten (LB-Medium mit 1,5
% Agar (Gibco BRL, Paisley). Die Zugabe des entdpeaden Antibiotikums erfolgte nach
dem Abkihlen auf <50 °C.) angeimpft und fur 14-16eh 37 °C und 200 U/min inkubiert.
Zur Anzucht von Plattenkulturen wurden Bakteriess atner Glycerinkultur oder aus einem
Transformationsansatz auf LB-Agarplatten ausgéstricund U.N. bei 37 °C im Brutschrank

inkubiert.

2.3.3 Herstellung kompetenterE. coli

Kompetente Bakterien wurden mittels Ca®lethode hergestellt (Mandel and Higa 1970).
Eine 0.N.-Kultur des entsprechenden Bakterienstasnmede 1:100 in 200 ml LB-Medium

angeimpft und bei 37 °C bis zu einer gPvon 0,4 - 0,6 bei 200 U/min inkubiert. Nach
Zentrifugation der Kultur fir 10 min bei RT und 309 wurde das Pellet in 100 ml eiskaltem

0,1 M CaC}-Puffer vorsichtig resuspendiert, 20 min auf Eisuipiert und erneut fir 10 min
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bei 4°C und 3000 g zentrifugiert. Danach wurde Ealet in 2 ml eiskaltem 0,1 M CaCl2-
Puffer resuspendiert, in 200 Aliquots mit Glycerin (20% Endkonzentration) vetzt und
sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren uradl 80 °C gelagert.

2.3.4 Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA

Zur Hitzeschock-Transformation wurden kompeteatecoli auf Eis aufgetaut, mit 50 - 500
ng Plasmid-DNA versetzt und nach 30 min Inkubatai Eis, in der die DNA an die Zellen
adsorbiert, fur 45 sek. auf 42 °C erwarmt (Hitzesté) und anschliel3end 2 min auf Eis inku-
biert. Nach Zugabe von 5Q0 LB-Medium (2.3.2) wurde 1 h bei 37 °C und 200 wirmku-
biert, um die Antibiotikaresistenz des transfor@ar Plasmids zu exprimieren. Fur die
Durchfuihrung gerichteter Mutagenesen (2.7.9.1)lgtdodieser Schritt in SOC-Medium (2%
Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCOQ mM MgCh, 10 mM MgSO4, 20
mM Glukose). 20 - 10Ql des Transformationsansatzes wurden dann aufrectsgnden Se-
lektionsplatten ausplattiert und G.N. bei 37 °C Bmrutschrank inkubiert. Zur Kontrolle der
Transformation wurde bei Transformationen nach figgeen ein Ansatz mit linearisiertem
Vektor mitgefuihrt, um eine Aussage uUber dessengRtinsfahigkeit und entsprechende
Wabhrscheinlichkeit der Fragmentinsertion trefferkdanen.

2.4 Eukaryotische Zelllinien

2.4.1 Kultivierung eukaryotischer Zelllinien

Die verwendeten Zelllinien HEK 293T (humane embmajenNierenzellen, (Grahanet al
1977), DSMZ, Braunschweig), HeLa (humane epitheliéérvixkarzinomzellen, (Scherest
al 1953), DSMZ, Braunschweig) und H-JR-Mito-HeLa 2Zall(exprimieren mitochondriales
fluoreszenzmarkiertes Protein ,JRed-Mitochondrigvigrinpharm, Luckenwalde), wurden in
,Dulbecco’s modified eagle medium* (DMEM) Zellkuttnedium (PAA, Pasching, Oster-
reich), mit 10 % fbtalem Rinderserum (FBS, PAA, d¢hasg) und 1 % Penicil-
lin/Streptomycin (Gibco Invitrogen, Carlsbad, CApyie im Falle der H-JR-Mito-HelLa Zel-
len mit 1 % nicht-essentieller Aminosauren (BiochrAG, Berlin) in einem Brutschrank bei
37 °C mit 5 % CQ@und 95 % Luftfeuchtigkeit in 75 cizellkulturflaschen (Greiner Bio-One,
Essen) inkubiert. Die Passagierung konfluenter ebekrfolgte durch Waschen mit PBS
(phosphate-buffered saline, Cambrex, Verviers, iBalg Inkubation mit 2 ml Trypsin/EDTA
Lésung (0,05% Trypsin/0,02% EDTA (Gibco, Karlsruhegefolgt von Inaktivierung des
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Trypsins durch FBS durch Medienzugabe und entsprestdr Verdinnung. Mediumswechsel

erfolgte alle 1-2 Tage oder bei Farbwechsel desilwiesivon rétlich nach gelblich.

Alle Zellkulturarbeiten erfolgten unter sterilenbitsbedingungen. Die FBS Hitzeinaktivie-
rung erfolgte durch Inkubation fir 30 min bei 56. Kulturmedien und Reagenzien wurden

vor ihrem Einsatz auf 37 °C vorgewarmt.

2.4.2 Kryokonservierung und Kryokultivierung eukaryotisch er Zellen

Zur Kryokonservierung wurden 2 x 4@ellen in 1 ml Konservierungsmedium (70 %
DMEM, 20% FCS (PAA, Pasching) und 10 % DMSO) aufgamen, in Kryorbhrchen (Ra-
tiolab, Dreieich) fur 24 h in einem Kryokonserviagskontainer (Nalgene Labware, Roches-
ter, USA) (zur langsamen Abkuhlung) auf -80 °C dekiund in flissigem Stickstoff gela-
gert.

Um kryokonservierte Zellen in Kultur zu nehmen, dem diese nach schnellem Auftauen
sofort mit 5 ml vorgewarmten Kulturmedium (2.4.Brsetzt, bei RT fur 5min bei 300 g pel-
letiert, in 5 ml frischem Kulturmedium resuspentliend in eine Zellkulturflasche (25 ém

Greiner Bio-One, Essen) uberfuhrt und bei Erreiclmm Konfluenz passagiert.

2.4.3 Transiente Transfektion mit Plasmid-DNA

Die transiente Transfektion von HelLa und HEK 293leh mit Plasmid-DNA erfolgte ent-
weder mit Nanofectin (PAA, Pasching, Osterreich¢rodgber Elektroporation mittels Amaxa-
Nukleofektor Gerat (Amaxa/Lonza, Kéln) mit Nuklekf®nslosung R (Lonza, Kdln) ent-
sprechend der Herstellerangaben. Bei der Nanofektiorden die Zellen in 6 Lochplatten
(Greiner Bio-One, Essen) bei einer Dichte von 7@48fit 200 pl Transfektionsreagenz (200
pl: 150 mM NaCl mit 9,6 pl Nanofektin) mit 1,5 pdaBmid-DNA pro Loch (well) transfi-
Ziert, gefolgt von einem Mediumswechsel nach 5ib. Dansfektion mit Amaxa Elektropora-
tion wurde mit 1 x 10Zellen pro Transfektion durchgefiihrt, wobei didl@® nach Zentrifu-
gation und Entfernung des Uberstands in 100 ul ébfkktion Lésung R bei RT resuspen-
diert wurden und 2 pg Plasmid-DNA zugegeben undGlamisch in eine Spezialkivette U-
berflhrt und unter Programm 0-005 im Amaxa Nuklktife Gerat elektroporiert wurde. Da-
nach wurden sofort 500 pl vorgewarmtes Medium zageg und die Zellen in einem Endvo-
lumen von 1,5 ml pro Loch einer 6 Lochplatte audgeBie Transfektionen mit unterschied-
lichen Vektorkonstrukten wurden mit entsprechendgaichen molaren Mengen durchge-
fuhrt.

35



2. Material und Methoden

2.5 Bionas System — online monitoring der Bioaktivitatvon Proteinen

Um ein realtime monitoring des Einflusses einzelineerexprimierter Proteine und des Ein-
flusses deren SNP Mutanten auf den Energiemetamadisn lebenden Zellen zu erméglichen
wurde die Methode der transienten Transfektion.82.vh leicht abgewandelter Form (2.5.1)

mit dem Bionas-System, einem Biosensor-Chip-Syg&m?2) kombiniert (Abbildung 10).

TRANSIENTE TRANSFEKTION BIONAS MESSUNG
-> |dentifizierung optimaler Zelllinie -> online monitoring des
und Transfektionsmethode: zellularen Metabolismus

Hela Zellen transfiziert mit

A /N fecti
maxa / Nanofectin Aussaat auf

Biosensor-chip

<+—— Transfektionseffizienz-
Kontrolle - GFP

Abbildung 10: Uberblick tiber Methode der Messungerdes Einflusses uiberexprimierter Proteine auf den
Zellmetabolismus im Bionas System.

2.5.1 Transfektion in Biosensor Chips

Bei der Transfektion von HelLa Zellen fir anschlieff® Messung im Bionas System
(Abbildung 10) wurden 450 pl (ca. 3 x°lBellen) der Transfektionsansatze (2.4.3) in die
Biosensor Chips ausgesat, welche fur 5 min mit4ilyysin beschichtet wurden. Nach 5 h
wurde ein Mediumswechsel mit nur 5 % FCS durchggfiiim die Zellen an die Bedingun-
gen mit reduziertem FCS fur die Bionas Messungemdaptieren. Fur die Messungen im
Bionas System wurde die FCS Konzentration auf 2,§e4enkt, da durch reduzierte FCS
Konzentration die Zellproliferation gesenkt wirdehshe bei lAngeren Analysen die Messun-
gen storen wirde.
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2.5.2 Bionas System, ein Biosensor-Chip System

Zur Etablierung der Methode wurde aufgrund seir@tligsselrolle im Energiemetabolismus
SIRT3WT eingesetzt.

Die Biosensor Chips SC1000 (Bionas, Rostock) wurdeérb00 pl PBS gewaschen, mit 70 %
EtOH desinfiziert und mit 100 ul Poly-D-Lysin besgditet, wozu 5 min inkubiert und dann 3
mal mit autoklaviertem dd #0 gewaschen und 2 h getrocknet wurde. Vor jedeneixent
wurde das Schlauchsystem des Bionas 2500 Systeiosa@ Rostock) desinfiziert durch
Spulung mit 70 % EtOH und Waschen mit PBS, gefetgt abschlieRender Spulung mit Bi-
onas Medium (Bionas, Rostock; entspricht DMEM gégtifmit 1mM Hepes statt Karbonat
Puffer; mit nur 2,5 % FCS und 1g / L Glukose). la beschichteten Biosensor Chips wurden
entweder 3 x 10 untransfizierte oder transfizierte (WtSIRT3, SIRd®R, SIRT3/20s,
WtSIRT1 vgl. 2.2.1 und 2.5.1) HeLa-Zellen (entspr&0-90 % Konfluenz) in 450 pl Bionas
Medium ausgespaht und nach 4 bzw. 24 h InkubatioBiutschrank in das Bionas System
Uberfuhrt und far 2 h bzw. 48 h bei den Kinetikgrsah vergleichend auf Respiration, Glyko-
lyse und Adhasion analysiert. Dabei wurde das Bidiiadium Uber angeschlossene Schlau-
che und Pumpen kontinuierlich ausgetauscht, ine&tykion je 4 min Mediumsaustausch und
4 min Inkubation, wahrend welcher jeweils die Meggn der Chipsensoren (,Klark-Typ
Sauerstoff Sensoren”, welche den Sauerstoffverbrau@ssen, sowie ,lonensensitive Feld-
Effekt Transistoren zur Messung von pH Anderunged ,impedimetrische fingerartig ver-
flochtene Elektroden Strukturen® fur die Messung tlapedanz (Ehretet al 2001), vgl.
Abbildung 10) durchgefuhrt wurden.

Die vergleichenden Analysen des Einflusses Ubenmxgnter Proteine und ihrer Mutanten
(WtSIRT3, SIRT&sow, SIRT3/208, WISIRT1 vgl. 2.2.1 und 2.5.1) auf den Zellmetabolus

bzw. die beschriebenen Parameter wurden nach Bidisfen aquimolarer Mengen der ent-
sprechenden eukariotischen Plasmidkonstrukte dafthg, wobei eine Normalisierung der
Werte unter Berucksichtigung des Anstiegs der Abllzrfolgte (prozentualer Anstieg der
Zellzahl wurde von prozentualem Anstieg der Resipinaabgezogen) und die Werte (Anstie-
ge) der mit den zu analysierenden SNP Konstruktarstizierten Zellen mit den Werten der
Kontrollen, untransfizierten und mit Leervektor umgktivierten Konstrukten transfizierten

Zellen abgeglichen wurden.
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2.6 Patienten und primare Proben

Fur die Genexpressionsanalysen konnte RNA aus Rnotien von 55 AML-Patienten (38
Méanner und 17 Frauen im Alter von 13 bis 72 (Ductimstt: 43,3 Jahre)), mit den AML-
Subtypen (French-american-british (FAB)): MO, M12MV4, M4/EQO, M5a, M5b untersucht
werden. Fur die SNP Analysen der Klasse | HDACsdearDNA Proben von 279 AML Pa-
tienten eingesetzt (Tabelle 14) und fur die SNPIysen in Ara-C metabolisierenden Enzy-
men DNA Proben von 360 AML Patienten (Tabelle 17).

Sowohl die Patientenproben der Genexpressionsamlgss auch der SNP Analysen stam-
men aus der AML96 Studie (NCT 00180102) der DSleui3che Studieninitiative Leuka-
mie, (Schaichet al 2001). Dabei wurden die einbezogenen Patienteschen 1996 und
2003 behandelt und die durchschnittliche Beobadsz®it betrug 6,2 Jahre (4,3 — 9). AML
M3 (akute promyelozyten Leukamie) war in dieserd&twicht einbezogen und wurde in an-
deren Studien analysiert.

Die Proben waren bei den experimentellen Arbeiteribindet und wurden erst bei der Da-
tenkorrelation durch die Kooperationspartner inddien entblindet.

Alle Patienten wurden im Rahmen des deutschen kéulter-Protokolls der Stiddeutschen
Hamoblastosegruppe (SHG) behandelt. Das Behandiangsa wurde 2001 verdffentlicht
((Schaich, et al 2001), Abbildung 11, sowie (Male&ht et al2009)).

Patienten (iber 60 Jahre erhielten zwei Induktiersisien mit Daunorubicin 45 mgirtiTag
3-5) und Ara-C 100 mg/Mm(Tag 1-7), sowie bei kompletter Remission einetfeasissions-
therapie mit MAMAC, d.h. Amsakrin (100 mg#m h iv (2 h nach Ara-C) und Ara-C (2 mal
1000 mg/m 2 h iv). Patienten unter und einschlieRlich 60rdarhielten ebenfalls zwei In-
duktionstherapien mit MAV von Tag 1-8, d.h. Mitoxam (10 mg/m intravenése (iv) Kurz-
zeitinfusion (K1) Tag 4-8), Ara-C (100 mgfr24 h iv) Tag 1-8, VP 16 (Etoposid) (100 mg/m
iv KI) Tag 4-8, sowie als zweite Induktionstherapien Tag 28 fir 5 Tage mit MAMAC
(s.0.). Weiterhin erhielten sie Postremissionsthierain Abhangigkeit ihrer zytogenetischen
Risikogruppe (basierend auf Zytogenetik) wie in Adiling 11 dargestellt, welche, wie die
Induktionstherapien, ebenfalls Ara-C beinhalteteatienten mit mittlerem Risiko erhielten
eine allogene Stammzelltransplantation (PBSCT),nv@idglich von einem Geschwistertell
mit identischem HLA System (humanes Leukozyten-geni System). Ansonsten erhielten
sie, wie auch Patienten mit geringem Risiko, raridiart eine mittlere (2 mal 1000 mg/m
alle 12 h von Tag 1-6 (I-MAC)) oder hochdosis (2 8800 mg/m alle 12 h von Tag 1-6
(H-MAC)) Ara-C mit Mitoxantron (10 mg/fvon Tag 4-6), woran sich eine autologe PBSCT
(bei mittlerem zytogenetischen Risiko) oder MAMAKE{ geringem zytogenetischen Risiko)

38



2. Material und Methoden

anschloss. Patienten mit hohem zytogenetischerkdreihielten eine allogene Stammzell-

transplantation von Verwandten mit der Option ankeStammzelltransplantation von nicht

Verwandten.
Induktionstherapie Postremissionstherapie
geringes Risiko geringes Risiko
I-Mac vs H-MAC MAMAC 11
mittleres Risiko mittleres Risiko
L %535 Jahre: allogene - autologe PBSCT
Remission | ppscTvon Verwandten - MAMAC I
MAV MAMAC - I-MAC vs H-MAC
hohes Risiko hohes Risiko
=55 Jahre allogene
PBSCT von Verwandten - autologe PBSCT
oder =45 Jahre von nicht - MAMAC i
Verwandten
- I-MAC vs H-MAC

T ] > Zeit
Tag 1 -8 28 -33

Abbildung 11: Therapieschema der deutschen SHG AMI96 Studie fir AML Patienten unter 60 Jahren.
Postremissionstherapie mit I-MAC; H- MAC; MAV / MANC siehe Text; (Abbildung in Anlehnung an
(Schaich, et al 2001))

Die Studie wurde durch die lokale Ethik-Kommissgenehmigt und war in Einklang mit der
Deklaration von Helsinki (und unter der NCT Numn@&180115 registriert). Alle Patienten
und Probanden gaben ihr schriftliches Einversténdhi

2.6.1 Methoden bei der Probenaufarbeitung

Die Methoden zur Probenaufbereitung der Patientdgpr, wie die Isolierung der DNA
(2.7.8) und RNA (2.7.8.3) und die FACS (2.6.1.1d wytogenetischen Analysen (2.6.1.2)
wurden von unseren Kooperationspartnern in Dreg@eaf. Schaich und Mitarbeiter, 10)
durchgefuhrt.

Die zur DNA Isolierung und den Analysen verwendgieripheren Blutproben von 360 AML
Patienten (Tabelle 17) wurden den Patienten zumgridisezeitpunkt entnommen und fur die
Routineanalysen, zytogentische und immunozytoclemaisAnalysen aufgeteilt. Die DNA
und RNA Isolierung (2.7.8) der Patientenproben,isaie RNA Isolierung der Kontrollpro-
ben der Genexpressionsanalysen (3.1, 2.7.10) &fbigrbei aus peripheren mononuklearen
Blutzellen (PBMCs) nach Dichte-Gradienten Zentrdtign (BIOCOLL, Biochrom, Berlin)
entsprechend den Herstellerangaben.

Die genomische DNA von 800 Kontrollproben gesurfiexbanden (Kontrollen bei den SNP
Analysen) wurde aus 5ml peripherem EDTA Blut m#tBlssalzen (2.7.8.1) extrahiert.
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2.6.1.1 Durchflusszytometrie

Die Diskriminierung CD34 positiver Zellen erfolgper FACS Analyse mittels CD34 mo-
noklonalem Antikérper QBENd10 (Coulter, Hamburg}spnechend den Herstellerangaben,
wie in (Gramatzkiet al1998)beschrieben

2.6.1.2 Zytogenetik

Die Chromosomenanalyse zur Analyse der Zytogeretiséberrationen der AML Patienten,
die bei den Korrelationsanalysen der SNP (2.7.1t) @enexpressionsanalysen (2.7.10) mit-
einbezogen wurden, wurden ebenfalls von den Kotipespartnern (Prof Schaich und Mit-
arbeitern) durchgefuhrt (Mahlknechet al 2009). Dabei wurden in der Metaphase direkte
Préaparationen von 24 und 48 h Kulturen von perighdlutproben und Chromosomenanaly-
sen, wie die Analyse von FLT3-ITD und NPM1 Mutatondurchgefihrt, wie in (Mohet al
2000) beschrieben. Dabei erfolgten die zytogenstisc Praparationen und Giemsa-
Banderung entsprechend Standardlabormethoden.

Bei den Korrelationen der Genexpressionsanlyserdevurbesonders die zytogenetischen
Gruppen Inversion(16) und t(8/21) (geringes Risiko), Monws® 7/del(7q) (hochrisiko
Gruppe) und Standardrisiko (normaler Karyotyp uhdomosomale Aberrationen, die nicht
in hoch oder niedrig Risikogruppe fallen) in dierk@ationsanalysen einbezogen.

2.7 Molekularbiologische Methoden

2.7.1 Aufreinigung von Plasmid-DNA

Die Plasmid-DNA-Aufreinigung basierte auf dem Pimngder Alkalischen Lyse (Birnboim
and Doly 1979). Um Plasmid-DNA (fir Sequenzierungeler Charakterisierungen mittels
Restriktionsverdau (2.7.2) und Gelelektrophores&.%2) aufzureinigen, wurden aus einer
U.N. Kultur eines Klons in 5 ml LB-Medium mit Amplkin oder Kanamycin(bei 37 °C und
220 U/min) 4 ml mit dem NucleoBond® Plasmid Puafion-Kit (Macherey & Nagel, Di-
ren) nach Herstellerangaben aufgereinigt. Die Elng erfolgte in 5Qul 10 mM Tris-HCI
(pH 8) und die Ausbeute lag je nach Plasmid zwis@@0 —800 ng.

Um eine groRere Menge Plasmid-DNA fur Transfektiom®d Archivierungen zu erlangen
wurde die Plasmid-DNA aus 200 ml einer 0.N.-Kulboit Hilfe des NucleoBond® AX 500
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Kit (Macherey&Nagel, Duren) nach Herstellerangalaerigereinigt und in 10@ 10 mM
Tris-HCI (pH 8) gel6st und bei -20 °C gelagert. Balag die DNA-Ausbeute bei 244/ul.

2.7.2 Restriktion von DNA Fragmenten

Zur Kontrolle isolierter Plasmid-DNA bzw. der Oriearung des Inserts, sowie zur Praparati-
on von DNA-Fragmenten fir Klonierungen (Aufreinigi@elextraktion geschnittener Vek-
toren oder Inserts (2.7.5), Ligationen (2.7.4)) aaudie DNA mit Hilfe von Restriktionsen-
zymen (Fermentas, Mannheim oder New England Biol&bswalbach/Taunus) gespalten.
Pro Reaktionsansatz wurden 500 ng DNA bzwul §ereinigte Plasmid-DNA, 10 U Enzym
und 2ul des geeigneten 10x Puffers in einem Gesamtvolwoer30ul 1 -2 h (Einzel- oder
Doppelverdau) bei 37 °C — inkubiert (Dabei ist ethat (U) die Enzymaktivitat, die g A-
Phagen-DNA in 60 min unter optimalen Bedingungeltsténdig spaltet). Um unspezifische
(Stan- Aktivitaten zu vermeiden, sollte das Volumen é&gzymlosung dabei nicht mehr als
10 % des Gesamtansatzes ausmacben.Reaktionsansatz wurde dann mittels Agarosege-
lektrophorese aufgetrennt (2.7.5).

2.7.3 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Zur Vermeidung von Religation des linearisierterkddes und entsprechender Steigerung der
Ausbeute an rekombinanten Plasmiden, wurde diehbsphatgruppe durch Behandlung mit
alkalischer Phosphatase abgespalten. Die aufggreifilasmid-DNA (30 ul, 2.7.1) wurde
dazu fur 20 min. mit 10 U Alkalische Phosphatas&?(QNew England Biolabs, Schwal-
bach/Taunus) inkubiert, welche anschliel3end durafreinigung mit dem Qiaquick PCR-
Purification Kit (Qiagen, Hilden) entfernt wurde.

2.7.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmente erfolgte in den nrela Verhaltnissen von Vektor zu Insert
von 1 zu 1 bis 3 zu 1. Das Reaktionsvolumen be2@igl und enthielt 50 - 75 ng Vektor-
DNA, 20 U T4-DNA-Ligase und 1 x T4-DNA-Ligase-Pufféje New England Biolabs,
Schwalbach/Taunus). Die Reaktion erfolgte U.N.1&PC im Thermocycler (Cetus, Perkin

Elmer).
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2.7.5 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Kontrolle auf vollstandige Ligation oder Rektion mit entsprechend richtigen Frag-
mentgrof3en, sowie Kontrolle der Reinheit isolieRNA (2.7.8.3) oder von PCR Produkten
(2.7.9) wurden Proben per Agarose-Gelelektrophcaeggetrennt.

Die Methode basiert auf den WanderungseigenschaléernNukleinsduren, die durch ihre
negativ geladenen Phosphatgruppen bei angelegidristher Spannung in Richtung Anode
wandern, wobei ihre Wanderungsgeschwindigkeit prtogooal zur angelegten Spannung ist
und neben ihrer GroRe auch vom Salzgehalt des weleten Puffers und ihrer Konformation
(linearisiert, superhelikal, einzel- oder doppéistig) abhangtDie Agarosekonzentration
bestimmt Uber die Porengréf3e des auspolymerisidttdnwerkes aus unterschiedlich ver-
knupften Galaktoseeinheiten den effektiven Trensbegeich und es konnen Nukleinséuren
zwischen 0,1 und 60kb aufgetrennt werden (Sambreblal 2001). Je nach gewiinschter
Konzentration des Gels (1% Agarose fur grol3e Nuokhiremolekile), wurde eine entspre-
chende Menge Agarose in 0,5 x TBE-Puffer (1 fackh Hufach Stock: 90 mM Tris, 90 mM
Borsaure, 20 mM EDTA pH 8) aufgekocht (schlierenftend nach Abkihlen auf ca. 40°C
und Zugabe von Ethidiumbromid (Endkonzentration 80mg/ml) zur Nukleinsédure Detekii-
on in einer Gelkammer (Peglab, Erlangen) auspoligiest.

Jeder Probe wurde je 1/6 Volumen DNA LadepufferL6ading Dye (Fermentas, St. Leon
Rot) bzw. 1/5 Volumen RNA-Ladepuffer (5-fach: 50 Gtycerin, 0,25 % Bromphenolblau,
0,25 % Xylencyanol, 1 mM EDTA pH 8) versetzt, aufggen und mit einem geeigneten Mo-
lekulargewichtsstandard (z.B. 1 kb DNA-Marker (lmogen, Schwalbach/Taunus)) bei 10
V/cm Elektrodenabstand fir ca. 1 h aufgetrennt @pfur: Peglab, Erlangen). Die Auswer-
tung erfolgte per UV-Durchlichtschirm (Bachofer loshtoriumsgerate, Reutlingen) bei einer
Wellenlange von 312 nm und Dokumentation mit eikamera (E.A.S.Y. 429K, Herolab
Molekulare Trenntechnik, Wiesloch). Die entspreatean Banden praparativer Reaktions-
oder Ligationsansatze wurden bei 365 nm (UV Ductitéichirm, Syngene, Langenfeld) aus-
geschnitten und mit Hilfe des Gel-Extraktions-Ki@iagen, Hilden) nach Herstellerangaben
aus dem Gel aufgereinigt.

2.7.6 Nukleinsaurekonzentrationsbestimmung

Die DNA und RNA Konzentrationsbestimmung erfolgierah Messung am Nanodrop ND-
1000 Spectrophotometer (Peglab Biotechnologie Gnibtthngen), welcher kleinste Volu-
men von 1-2 pl vermessen kann. Die Messung beralheicauf Bestimmung der optischen
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Dichte bei 260 nm (OR), sowie 280 nm, wobei die Reinheit durch Bildurgg @Quotienten
aus ODRgo und ODgp ermittelt wird. Reine DNA bzw. RNA sollte einen Qtienten von 1,8
bzw. 2,0 aufweisen, wobei eine Verunreinigung ndt&nen und Phenol durch Werte unter

1,8 angezeigt wird.

2.7.7 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierungen der verwendeten Plasmide waodealer Firme MWG Biotech (Mar-
tinsried) nach der Didesoxyribonucleotid-Methodem&anger durchgefihrt (Sanget al
1977) durchgefihrt. Ein Sequenzierungsansatz bea@@-3 pg der aufgereinigten Plasmid-
DNA (2.7.1) in 20 pl 5 mM Tris-HCI pH 8 und entsphende Primer (10 uM in 10 ul), die
falls nicht von MWG Biotech bereitgestellt, naclyesiem Primerdesign (Standard Primerkri-
terien (GC Gehalt 50 — 60 %, Lange 15 — 25bp, rkontplementar zueinander,...)) mit dem
Programm Pimer-Blast von NCBbn der Firma Sigma-Aldrich (Deisenhofen) nach eorh
ger Kontrolle auf gleiche unspezifische Bindestellm menschlichen Genom (mittels geno-
mic BLAST von NCBI) hergestellt wurden (2.2.2).

2.7.8 DNA-, RNA-Isolierung und cDNA Synthese

2.7.8.1 DNA Isolierung mittels Aussalzen

Die DNA aus 800 gesunden kaukasischen Probandedevaus 5ml peripherem Blut (ED-
TA-Blut) durch Aussalzen isoliert.

Zur Lymphozytenpréparation wurden am ersten TadgodA Isolierung 5 ml Vollblut in ein
50 ml (Falcon-) Réhrchen uberfihrt, die 3-fache §teman Lysepuffer (10 x Stockldsung:
8,05 g Ammoniumchlorid (NkCI), 1 g Kaliumhydrogenkarbonat (KHGP 200 ul 0,5 M
EDTA auf pH 7,4; auf 1 | mit dd ¥ auffillen; autoklavieren) hinzu gegeben und ohne
schitteln gemischt. Nach 30 - 45 min auf Eis (Lgtee Zellen) wurde 10 min bei 1500 rpm
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und dase®étl 10ml Lysepuffer resuspendiert. Nach
erneuter Zentrifugation wurde das entstandene Lyiydiensediment 2 mal in 5ml SE-Puffer
(8,78 g Natriumchlorid (NaCl), 16,82 g Natrium EDTN& EDTA) pH 8,0 einstellen und
auf 2 | mit dd HO auffullen) resuspendiert und 10 min bei 1500 gamtrifugiert. Jede Probe
wurde dann mit 20 ul Proteinase K (25mg/ml) vetsetdd 200 pl 20 %ige SDS-L6sung zu-
gegeben und bis zur Bildung einer homogenen z&iflés Masse gemischt und U.N. bei
37°C im Wasserbad inkubiert.
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Am 2. Tag erfolgte die Prazipitation der DNA. Naehd die Proteine verdaut waren (Zéh-
flussigkeit weg und klare Flussigkeit) wurden 26M NaCl-Losung zugegeben und 20 sek
mit Maximalgeschwindigkeit geschuttelt, bis sicim ereiler Schaum bildete. Nach 10 min
Zentrifugation bei 3500 rpm, wurde der Uberstandiim neues 15 ml Réhrchen tberfiihrt.
Der Vorgang des Zentrifugierens und AbgieRens w@r8emal wiederholt, bis der Uberstand
klar war. Dann wurden 2 Volumen eiskaltes 100 %aRth vorsichtig zugegeben und vor-
sichtig geschwenkt bis sich eine DNA-Flocke bildetelche mit einer gebogenen Glaspipet-
te rausgefischt, in 70 % Ethanol gewaschen, kutzdekenen gelassen und in ein neues Ep-
pendorf Tube Uberfuhrt, in welches, abhéngig vonFkleckengrdl3e etwa 100 — 300 pl 10
mM Tris-Puffer pH 7,5 zugegeben wurde. Die DNA waui@N. auf einem Schittler bei 4°C

geldst und abschlieRende vermessen (2.7.6).

2.7.8.2 DNA Isolierung mit Phenol/Chlorophorm Extraktion

Die DNA Isolierung aus den uber Dichte-Gradientemizifugation ((BIOCOLL, Biochrom,
Berlin) entsprechend den Herstellerangaben) isehiePBMCs der AML Patientenproben
erfolgte mittels Standard Phenol/Chlorophorm Exioak und mittels Qiagen DNA-
Extraktions Kit (Qiagen, Hilden) (Schaicét al2001) entsprechend Herstellerangaben.

2.7.8.3 RNA-Isolierung und cDNA Synthese

Die RNA der Kontrollproben und der 55 AML Patientd@iir die Genexpressionsanalysen
(2.7.10, Link zu Ergebnisteil) wurden aus PBMCs m&ichte-Gradienten Zentrifugation
((BIOCOLL, Biochrom, Berlin) entsprechend den Hellsrangaben) isoliert, welche den
Patienten vor Behandlungsbeginn in der AML 96 Swditnommen wurden.

Die RNA wurde aus Heparin-Blut mit dem RNAzol-KRdesel, Frankfurt) entsprechend den
Herstellerangaben isoliert (Schmidit al 1998) und die anschlieBende cDNA Synthese er-
folgte mit 5pg Gesamt-RNA in einem Volumen von hDunter Verwendung des ,High Ca-
pacity cDNA Reverse Transcription Kit* (Applied Bigstems, Darmstadt) nach Hersteller-
angaben. Die cDNA wurde 1 zu 10 verdinnt und 2 HECR Reaktion (2.7.10) eingesetzt.

2.7.9 PCR - Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR — polymeraséncieaction)ist eine hochsensitive und
hochspezifische exponentielle Amplifikationstechailr in vitro Untersuchung einer DNA-

Zielsequenz (Saikiet al1988). Vorraussetzung fur die Vervielfaltigung vmestimmten DNA-
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Sequenzen ist die Bindung von spezifischen Oligteuilden, die als Startmolekile (Primer)
fur DNA-Polymerasen dienen. Die PCR stellt eineypgklische Reaktion dar, die in jedem
Zyklus drei Schritte von Denaturierung der DNA,Reranlagerung und Primerverlangerung
durch die hitzestabile Tag-DNA-Polymerase durchlauf

2.7.9.1 Mutagenese PCR

Mittels Mutagenese PCR mit einem Mutagenese PCRQikChange site directed mutage-
nesis Kit; Stratagene, Cedar Creek) in einem progr@rbaren Thermocycler (Robocycler
Gradient 96; Stratagene, Cedar Creek) und wurdeemtsprechenden Primern (2.2.2) geziel-
te Aminosaureveranderungen in SIRT3 eingefugt peathend identifizierter SNPs und zur
Inaktivierung (3.3)). Bei der Durchfihrung entspresd Herstellerangaben wurde @gnl-
Verdau methylierter, parentaler Plasmid-DNA aufriiih gekirzt, weil bei 60 min Verdau
keine Kolonien selektiert werden konnten und derRPADisatzen wurde zur Optimierung
zusatzlich 5% DMSO, 5% Glycerol, sowie 5% Formamigjesetzt. Nach vorheriger Plas-
mid-Praparation (2.7.1) mittels DNA-Sequenzieruggd (7) wurden die eingefuigten Mutatio-

nen verifiziert.

2.7.10Real-time-PCR

Mittels ,Real time PCR", einer PCR Reaktion, ber dahand von Fluoreszenzsignalen, wel-
che parallel und proportional zu dem entstander@@R Produkt ansteigen, Riuckschliisse auf
die Expressionsstarke (MRNA Menge) von Genen dettolverden kann, wurden verglei-
chende Genexpressionsanalysen bestimmter Gene Nbei Patienten gegeniber gesunden
Probanden durchgefiihrt (3.1). Dabei wurden Genssjprsassays der Firma Applied Bio-
systems (Darmstadt) an einem TagMan PCR Gerat BF8EM 7700, Applied Biosystems)
entsprechend den Herstellerangaben eingesetzt GBrexpressionsassays bestehen neben
den genspezifischen, unmarkierten Primern auch maosheiner zielgenspezifischen Sonde,
welche am 5°-Ende mit einem Fluoreszenzsignal (FAMprescein) und am 3"-Ende mit
einem ,,Quencher” markiert ist, welcher bei Intakttder Sonde das Fluoreszenzsignal Uber
das FRET-Prinzip (Fluoreszenz Resonanz Energiesiegrausloscht. Bei der Amplifikation
des Zielgens wird die Sonde durch die Exonukleddesi#dt der DNA-Polymerase abgebaut
und durch die raumliche Trennung von Fluoreszersamd ,,Quencher” kommt es zur Frei-

setzung und Anstieg des Fluoreszenzsignals.
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Die Quantifizierung ergibt sich durch Vergleich deeaktionszyklen, die benétigt werden,
um eine Fluoreszenzintensitat zu erzeugen, welaten ebestimmten Grenzwert; GCycle
treshold, in Zyklenbereich, in dem sich alle Prolbbech in der exponentiellen Phase befin-
den) Uberschreitet. Der-@/ert entspricht der Zyklenzahl, bei welcher destdelegte Grenz-
wert Uberschritten wird. Die Methode ermdglichtegirrelativen Vergleich der einzelnen Pro-
ben zueinander. Eine Probe mit mehr Kopien einesmglates” (Matrize, cDNA), erreicht
den Grenzwert friher als eine Probe mit weniger fdlatas, wobei eine Amplifikationsrunde
der doppelten Menge an Template entspricht (Schemttet al 2000), wodurch sich Ge-
nexpressionsunterschiede quantitativ erfassenriasse

Die Reaktionsansatze wurden in 96-Lochplatten pgretwobei jeder Reaktionsansatz (ge-
samt: 10 pl) neben 0,5 pl TagMan® Gene Expressissap (Applied Biosytems), (mit der
Sonde und Primern) und 5 pl eines 2-fach PCR-Madber(2* TagMan PCR Amplification
Mix, No AmpErase UNG, Eurogentec, mit dNTPs, Pyfi@NA Polymerase) und 2 pul eines
verdinnten cDNA Ansatzes (2.7.8.3), sowie 2,5 ubB&lfreies Wasser beinhaltete.

Die Genexpressionsanalyse im ABI PRISM 7700 eréoldier 40 Zyklen mit je 15 sek 95 °C
und 1 min 60 °C. Uber die Herstellerseite (www.agahhiosystems.com) kénnen mit Hilfe
der Assay Nummern weitere Informationen zu den esptgten Genexpressionsassays
(Hs00202021_m1 (SIRT1), Hs00202030_ml1 (SIRT3), E6Q033_ml (SIRT4),
Hs00202043_ml (SIRT5), Hs00608357_ml1 (HDAC5); H88869 ml1 (HDAC6) and
Hs00402870_m1 (HDAC?9)) bezogen werden.

Als interne Kontrolle zur Normalisierung auf diegesetzte cONA Menge wurde die Expres-
sionsstarke des Haushaltsgen gapdh mittels GAPDddnA¢Applied Biosytems) bei jeder
Probe mit bestimmt. Alle Messungen erfolgten inplikaten und wurden 3 - 4 mal wieder-
holt. Die Datenanalyse erfolgte mittels SDS 770@v&oe (sequence detection system, Ap-
plied Biosystems). Die Expressionsstarke und digré&ssionsveranderungen wurden mit Hil-
fe der 2**“' Methode nach Livak und Schmittgen berechnet (Lisal Schmittgen 2001),
wobei die gesunden Probanden (Durchschnitt) alerBet benutzt wurde.

Der Ct-Wert des Zielgens wurde bei der relativerai@tiizierung gegen den Ct-Wert des
Referenzgens (gapdh) normalisiert. Der normalisiéfert wird alsACt bezeichnet.

ACt = Cigen x— ClgarpH

AACt = ACJ[AML Patient™ ACtgesunde Probanden
Relative Expression =2
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2.7.11Allelspezifische TagMan SNP-Assays

Die SNP Analysen bzw. Alleldiskriminierung (Bestimng der Basen der Allele an einer
bestimmten Stelle) erfolgte mit allelspezifischeédPSAssays (Applied Biosytems) entspre-
chend den Herstellerangaben. Die SNP-Assays berutiendie Genexpressionsassays
(2.7.10) auf einer PCR-Reaktion, wobei im Gegendatal statt einer genspezifischen Sonde
zwei allelspezifische Sonden mit zwei unterschadin Fluoreszenzsignalen (FAM und
TAMRA) eingesetzt werden. Die beiden allelspezhise Sonden eines SNP Assays unter-
scheiden sich nur in einem Basenpaar. Wéahrend idlg 400 % homologe Sonde beim
Amplifikationsvorgang von der DNA-Polymerase vertywird, bindet die 100 % homologe
Sonde fest genug, um durch die Exonuklease Aktidigsit DNA Polymerase zerschnitten zu
werden, wodurch Fluoreszenzsignal und Quencheemyatiwerden und das Fluoreszenzsig-
nal freigesetzt wird.

Die Reaktionsansatze wurden in 96-Lochplatten (#ppBiosystems) pipettiert und nach
Erhitzen der Reaktionsansatze (5 pl Gesamtvolurgn:ul ,TagMan® Gene expression
Master Mix", 0,25 pul SNP-Assay (alles von Appliedo8ystems), sowie 2,25 pl DNA (2
ng/ul)) bei 95°C fir 10 min wurden 40 Zyklen mit92°C fir 15 s, 60 °C fur 1 min im ABI
PRISM 7700 (Applied Biosystems) durchgefuhrt. Davarden die Fluoreszenzsignale von
FAM und TAMRA relativ zu der Fluoreszenzintensighes in jedem Ansatz vorhandenen
Referenz Signal ROX ermittelt und als Rn-Werte ge@pen. Um Fluktuationen der optischen
Qualitat der ReaktionsgefalRe zu korrigieren, wut@eSignalstarke die vor der PCR gemes-
sen wurde von der Signalstarke, die nach der P@ieg®gen wurde, abgezogen.

Pro analysiertem SNP wurde bei jeder Platte zwegiekontrollen ohne DNA mitgefihrt.

Die Zielsequenzen der verwendeten Sonden der Adleidchinierung sind (soweit bekannt
gegeben) in (Tabelle 10) dargestellt.

Tabelle 10: Sonden- / Zielsequenzen der SNP Analysen

SNP Sonden- / Zielsequenz
[VIC/FAM]

HDAC1

rs11541183 (Ser150Phe) TGACGTAACAG G A] AGCCA

rs11541185 (His33Asn) CAATGAAGCCT[ ¢/ A] ACCGAA

HDAC?2

rs17852888 (His315Tyr) TGCAGTCTCAT[ A/ G TGTCCAA

rs1042903 (Ser230Arg) TCATCTATACCAT(C[ T/ A] CTCATTG

rs1042902 (Stop230Arg) CAATTTTCCAATJ A/ T] GAGATG

rs1126963 (Alal03Val) TCCATCAAAC] G A] CTGGACA

HDAC3

a7
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C_25629707_10 (Asp408Ser) TCATAGAACTCA[ C/ T] TGGGTGCCT
rs467744 (Pro265Arg) AAAGCAGCCCAAT[ C G GATCACAG
rs11546659 (Lys44Arg) TCTCTATAAGA] A/ G GATGATCG
SIRT3

rs7927733 (Intron 5 / Splice Stelle) TTTTC A/ C] GGTG

rs3020901 (Gly369Ser) ACGC[ T T] GTGA

rs1734491 (Thr255Asp) ACTGTGCAG G T] TGGCAGAG
rs1734492 (Arg214Gly) GAAGCACCC ¢ G GAGAAAGTA
rs11246020 (Val208lleu) AGTGAGTGA[ C/ T] GTTGGCECT
rs28365927 (Arg80Trp) CTGCCTCC A/ G GAATGCCCT

in Ara-C metabolisierenden Enzymen

DCK

AT727C TATTTGICTT[ T/ G AAAGTC
C364T ATGCAGAGAAA[ C/ T] CTGTA
CDA

G208A CGGACC| G A] CTATCCAG

A79C AGGAGGCCAAG A/ C] AGTCAGCC
G-88A CACCCAAGEH G A] AGGAGCTGCA
A-92G CTccreec T/ € TGEGTG
C-451T ATCC(C] G A] AGCCAGGAG
C-897A ATTTACTCAG G T] CCCCCTC
DCDT

Al72G AATTCAGAAAAC] A/ G AGATTGT

2.8 Proteinbiochemische und zellbiologische Methoden

2.8.1 Proteinisolierung - Gesamtzelllysate

Zur Proteinisolierung wurden die Zellen mit PBS if@eiex, Verviers, Belgien) gewaschen
und nach Zugabe von 50 ul Passiv-Lysepuffer (50 md HCI (Roth, Karlsruhe) pH 7,5;
120 mM NacCl; 0,5 mM EDTA, 1 % Nonidet P40 und jelsdi mM PMSF frisch dazu gege-
ben) pro Loch einer 6-Lochplatte mit einem Zelldmra(Greiner Bio-One, Frickenhausen)
abgelost und in 1,5 ml Reaktionsgefal3e UberfihatchN20 min Inkubation auf Eis unter
mehrfachen Schitteln wurden verbleibende Zellfragmé&ir 20 min bei 4 °C und 13000 rpm
pelletiert und der klare Uberstand mit den Proteiimeein neues 1,5 ml ReaktionsgefaR uber-
fuhrt. Bei Zellen, sie mit Flag-Vektoren transfizigvaren, schloss sich eine Immunprazipita-
tion (2.8.6) an. Ansonsten wurde die Proteinkonzgioin bestimmt (2.8.3) und weitere Ana-

lysen mittels Western Blot (2.8.5) durchgefuhrt.
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2.8.2 Histon Isolierung

Die Histon Isolierung erfolgte mittels Saureextraktmodifiziert nach (Janseet al 2004).
Die Zellen wurden 24 h vor der Histon Isolierung Hlemmung der Histon Deacetylierung
bzw. Histon-Deacetylasen mit 25 nM Trichostatin 7SA) und 5 mM Nikotinamid (NAM)
inkubiert. Dann wurden pro Ansatz 2 xX°Zellen in 1,5 ml Reaktionsgefaen mit PBS gewa-
schen und 200 pl Lysepuffer (10 mM Hepes, 10 mM)KEH 7,9; 1,5 mM MgGlund 0,05

% Dithiothreitol (DTT) und 1 mM Phenylmethansulfdityorid (PMSF)) zugegeben. Dann
wurde tropfenweise unter vorsichtigem Schuttelmub06f 2 M Schwefelsaure zugegeben und
1 h auf Eis inkubiert und alle 10 min geschuttiibch Zentrifugation fur 15 min bei 13000
rpm bei 4°C (Abtrennung unldslicher Zellfragmente)rde der Uberstand in ein neues 2 ml
Reaktionsgefald tberfihrt. Zur Prazipitation dertétis wurde das dreifache Volumen einer
20 % Trichloressigsaure zugegeben und fur 1 h a&uinkubiert und alle 10 min geschuttelt.
Dann wurde fir 15 min bei 13000 rpm bei 4°C zeutjiért und der Uberstand verworfen.
Das Histonpellet wurde 2 mal mit 0,1 %-HCI-Acetaudg (Aceton (Hedinger, Stuttgart)
und dann 2 mal mit reinem Aceton gewaschen, lutbgkhet und in 50 pl autoklaviertem
ddH20 resuspendiert. Die Bestimmung der Histonkoiragon erfolgte durch Messung bei
230 nm und der Annahme, dass dabei eine Absorptard,2 bei 230 nm einer Konzentrati-
on von 1 pg/ul entspricht (Chungt al 1978). Mit SDS-Gelelektrophorese und Coomassie-
farbung (2.8.4) und Western-Blot mit Immundetekti(#h8.5) gegen Histon H4 gesamt
(ab31827; Abcam, Cambridge, UK) und acetyliertes 14416 (Upstate Biotechnology,
Hamburg) wurde die Aufreinigung hyperacetyliertestbine tUberprift, welche dann als Sub-

strate in den Deacetylierungsassays (Aktivitatsjg&t8.7) eingesetzt wurden.

2.8.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentrationsbestimmung wurde mittes Brotein Assay von Biorad (Muinchen)
durchgefuhrt, der im Wesentlichen auf dem Prinap Broteinbestimmung nach Lowry beruht
[145]. Dabei wird die Proteinmenge Uber photomelrisMessung einer Farbreaktion quantita-
tiv bestimmt. Beim Lowry-Assay kommt es zur Kompéelung von C&' lonen mit je zwei
Peptidbindungen nach Zugabe von Kupfersulfat zu Rteteinprobe im alkalischen Milieu
(Puffer A). Durch anschlieBende Reduktion de$'@u entstandenen Kupfer-Protein-Komplex
zu Cu durch Reaktion des zugegebenen Folin-CiocaltemdttReagenz (Puffer B) mit Tyro-

sin, Tryptophan und z.T. auch mit Cystein, und idistder Proteine, kommt es zu Blaufar-
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bung. Die Nachweisgrenze bei der Proteinbestimmaaip Lowry liegt bei 0,1-1ug Protein /
ml.

Die Messung erfolgte in 96-well Platten gemald Hdlestangaben, wobei pl Probe, 25ul
der Losung A’ (20 pl Lésung S auf 1ml Puffer A)wse 200ul der Losung B gemischt und
fur 20 min. bei RT inkubiert wurden. Die anschlieBe Messung der Extinktion bei 750 nm
erfolgte im ,Multiwell-Plate-Reader* Vmax (Moleculdevices, Ismaning). Die Standard-

kurve wurde mit definierten BSA-Konzentrationentelts

2.8.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei der Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelegtiorese (SDS-PAGE) werden Proteine
ihrer GroR3e entsprechend aufgetrennt, da das &tleattark negativ geladene Detergens SDS
an hydrophobe Regionen der Proteinmolekiile binddtdie Ladungen der Proteinseitenketten
uberdeckt, wodurch diese sich zu gestreckten Pptigieetten entfalten, aus Assoziationen mit
anderen Proteinen entlassen werden und im eldkémns€eld zur Anode wandern. Aul3erdem
wird die reduzierende SubstafizMercaptoethanol zugesetzt, die alle Disulfidbingem im
Protein 16st, so dass Polypeptide, die ein aus enehrUntereinheiten bestehendes Proteinmo-
lekdl aufbauen, getrennt analysiert werden kdonhém. gute Qualitat definierter Banden zu
erhalten, werden bei der diskontinuierlichen SD3el&ktrophorese zwei aufeinander folgende
Gele unterschiedlicher Dichte und pH-Werte (Tremmd Sammelgel) verwendet (nach
(Laemmli 1970)).

Der Aufbau der Gelapparatur erfolgte gemaR HeestatigabenMini Protean Il Vertikal
Elektrophorese SystemBiorad, Minchen). Zur Vorbereitung wurden die tBngproben je
nach Ausgangsvolumen entweder mit zweifach oderffdtin konzentriertem SDS-
Probenpuffer (225 mM Tris-HCI (pH 6,8), 50 % Glysk(v/v), 5 % SDS (w/v), 0,05 %
Bromphenolblau (w/v), 250 mM DTT) versetzt, 5 mbei 95 °C aufgekocht und kurz ab-
zentrifugiert.

Das Trenngel (10 % (grof3ere Proteine) bzw. 15 %irikle Proteine, Histone): 1,9 ml Tris-
HCI/ SDS (1 M, pH 8,8 /0,4 %), 2,5 bzw. 3,75 minplamid-Stammldsung (30 % Acrylamid:
0,8 % Bis-Acrylamid), 3 bzw. 2 ml dd Wasser, 10TIHMED, 50 pl des Radikalstarters APS
(10 %)) wurde mit 1 ml Isopropanol Uberschichteglahes nach 30 min Polymerisation vor
Giel3en des Sammelgels mit Wasser wieder entfenteyu

Nach anschlieRendem Giel3en des Sammelgels (60@spHTI / SDS (1 M, pH 6,8 / 0,4 %),
400 pl Acrylamid-Stammldsung (30 % s.0.), 1,5 mi\Wdsser, 5 ul TEMED, 25 pl APS),

Einfugen der Kdmme und nach 30 min Inkubation wudike Gelvorrichtung in die E-
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lektrophoresekammer eingesetzt und die Pufferkarmierl x Elektrophorese Laufpuffer
(125 mM Tris/HCI (pH 7,5), 190 mM Glycin, 1% SDS/@) geflllt. Nach Auftragung der
Proteinproben wurden sie im Sammelgel bei 100 k@n#entriert und im Trenngel bei 140
V fur 1-1,5 h aufgetrennt. Als Grof3enstandard wutdgg des gefarbten Low-Molecular-
Weight-Markers (,Page RulBf Prestained Protein Ladder®, 10 — 170 kDa, Fernserfa
Leon Rot) aufgetragen. Falls sich kein Western Bk8.5) anschloss, erfolgte eine Anfar-
bung der Proteine durch 30 min Inkubation in Comiekosung (0,25 % Coomassie Brilli-
ant Blue R250 (w/v), 40 % Methanol (v/v), 10 % ESsig (v/v)) und Entfarbung fir 1-2 h in
Entfarbeldsung (8 % Essigsaure (v/v) in cDi

2.8.5 Western-Blot und Immundetektion

Ein Protein kann nach Fraktionierung im SDS-GelcHudbertragen auf eine Nitrocellulose-
Membran und Detektion mit spezifischen, markieenikorpern nachgewiesen werden. Die-

se Nachweismethode nennt man Western Blotting (Inuhlotting).

2.8.5.1 Transfer-/ Blotvorgang

Der Transfer vom Gel auf die Membran kann, wie @atrennung, durch ein Spannungsfeld
erfolgen, da die Proteine nach dem Gellauf immerhnmit SDS-Molekllen assoziiert sind.
Die Membran besitzt Poren, die kleine Molekile, Waren, passieren lassen, jedoch die gro-
Reren Molekule, wie Proteine, Uber hydrophobe Waehskungen zurtickhalten.

Der Transfer der aufgetrennten Proteine vom Trelnagiedie Nitrozellulosemembran (Bio-
rad, Munchen) erfolgte in der ,Wet-blotting“—Kamm@eqlab, Erlangen), die wahrend des
gesamten Vorgangs auf Eis gekuhlt wurde. Dazu wudie Nitrozellulosemembran und das
Trenngel zwischen jeweils 2 Lagen Whatman-Papidrgivan international Ltd, Maidstone,
GB) gelegt, welche wie die Membran 1 min in 1 x&kerpuffer (25 mM Tris-HCI pH 7,5,
192 mM Glycin, 20 % Ethanol (v/v)) inkubiert wurdedach 60 min Transfer bei 100 V wur-
de die Membran zur Uberpriifung des Transfers finirbbei RT mit Ponceau S-Lésung (0,1
% Ponceau S (w/v), 20 % Eisessig (v/v) ad dd H2&ddpt und durch Waschen mit dd H20
wieder entfarbt- AnschlieRend erfolgte die Detekiiter Zielproteine mittels Immundetektion
(2.8.5.2).
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2.8.5.2 Immundetektion

Bei der Immundetektion werden spezifische Antikérfie ein nachzuweisendes Protein ein-
gesetzt. Hierbei wird ihre Fahigkeit ausgenutzteriihre spezifischen Antigenbindestellen
(Paratope) an spezifische Oberflachenstrukturertqpg) von Zielmolekilen (Antigenen) zu
binden. Um die gebundenen Antikdrper zu detektiarad zur Signalverstarkung (da die
Erstantikdrper mehrere Bindestellen fur die Zwditd@mper besitzen) werden meist markierte
Sekundarantikdrper eingesetzt, die gegen Immungtebder Spezies gerichtet sind, aus der
der erste Antikbrper gewonnen wurde. Durch die Imdatektion im Anschluss an den
Transfer der aufgetrennten Proteine auf eine Memkimnen sehr geringere Mengen von
Proteinen nachgewiesen werden, da die Nachweisgienzach Qualitat des Antikdrpers auf
bis unter 1 pmol absinkt (Albertst al2004).

Die Nitrozellulosemembran wird nach dem Transfegamg (2.8.5.1) kurz in TBS/T Puffer
(150 mM NacCl, 100 mM Tris-HCI pH 7,4, 0,1 %, Twe2d (v/v)) und dann fur 1 h bis 0.N.
in 3 % Magermilchpulver (w/v) in TBS/T blockiert.adach erfolgte 2 h bis U.N. eine Inkuba-
tion mit einem Zielspezifischen Erst-Antikorper824.3) und dann mit einem entsprechenden
Sekundarantikorper (anti Maus, anti Kaninchen 3.je 1 zu 5000), wobei nach jeder An-
tikbrperinkubation (Antikorper in angegebener Verdiing (2.8.5.3) in 3 % Magermilchpul-
ver) fur 1, 5 und 10 min mit TBS/T Puffer gewascharrde.

Die gebundenen Antikdrper wurden nun mittels Chemiheszenz sichtbar gemacht. Dazu
wurde die Nitrozellulosemembran fir 1 min in eidet Mischung der Losung A (12,5 mM
Luminol (Fluka, Seelze), 396M Coumarsaure, 100 mM Tris-HCI pH 8,5) und B (8880%
H.O, (Fischar, Saarbricken), 10 mM Tris-HCI pH 8,5) &3 - Western Blot Detektions-
reagenz ohne Schwenken im Dunkeln inkubiert (blei sehwachen Signalen mit ,enhanced
chemiluminescence” (GE Healthcare, Buckinghamsliirggland) entsprechend Herstelleran-
gaben). Die Detektion erfolgt durch Auflegen eidegoradiographiefilms (Kodak XAR 165
1454, Sigma) fur wenige Sekunden bis Minuten ursthleRender Inkubation in Entwickler-
l6sung (Zahnfilm Entwicklerkonzentrat, Adelfo-ChenttmbH, Dietzenbach) bis Bandensig-
nale gut sichtbar waren, gefolgt von Waschen in d&igdnkubation in Fixierlésung (Zahn-
film Fixiererkonzentrat, Adelfo-Chemie GmbH, Dietd@ach) fir mindestens 1 min und ab-
schlieRendem Waschen und Trocknen des Films.

Die Detektionsmethode beruhte dabei auf einer R@akhit der Peroxidase der sekundaren
Antikorper. Bei der Chemilumineszenz mit dem ECLe3érn Blot Detektionsreagenz wird
Luminol durch die Peroxidase oxidiert, geht in @irengeregten Zustand tUber und emittiert
Licht bei Ruckkehr in den Grundzustand.
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2.8.5.3 Verwendete Antikorper

Zur Detektion der Zielproteine wurden folgende AKitper eingesetzt: anti-Flag-HRP
(1:21000, monoklonal Maus) und anti-Tubulin (1:500@0onoklonal Maus), anti-Aktin
(1:5000, polyklonal, Kaninchen; alle drei von Sigiarich) anti-SIRT3 (Imgenex, San
Diego, CA), anti-c-Myc (1:2000, monoklonal Mausydestellt von Frau Natalie Fadle, Jose
Carreras Zentrum, Homburg), anti-H4 (1:5000, moan&l Maus, U.N. 4°C; ab31827; Ab-
cam, Cambridge) and anti-Acetyl-H4-Lys16 (1:2000]yglonal, Kaninchen; Upstate Bio-
technology, Hamburg), anti-Kaninchen-HRP (1:500@g#; Dianova, Hamburg), anti-Maus
(1:5000, Ziege; Dianova, Hamburg).

2.8.6 Immunprazipitation

SIRT3 Wildtyp und die SNP Mutanten mit Flag Markieg wurden aus 2xfQransfizierten
Zellen aufgereinigt, indem nach Proteinisolieru2g8(1) die Flag markierten Proteine aus
dem Gesamtproteinlysat mit 40 ul anti-Flag M2 Atfits-Gelkigelchen gemischt und 0.N.
auf einem Uberkopfschuttler bei 4°C inkubiert wurd®ie Ansatze wurden bei 5000 g und
4°C fur 10 min zentrifugiert und dreimal mit Pratlgisepuffer (2.8.1) und zweimal mit Dea-
cetylierungspuffer (50 mM Tris/HCI pH 9; 4 mM Mg&fb0 mM NacCl; 0,5 mM DTT) gewa-
schen und im (Histon) SIRT3-Deacetylierungsassa8. {2 eingesetzt.

2.8.7 SIRT3 Deacetylierungs-Aktivitatstest

Zur Bestimmung der Aktivitat von SIRT3 und eventeel Aktivitatsunterschieden bei den
SIRT3 SNP Mutanten (2.2.1) wurden gleiche Mengem \awfgereinigten SIRT3-Flag-

Konstrukten (SIRT3 WT. R80W und V208l) mit Deacetglingsassay (vgl. 2.8.6) mit glei-
chen Mengen (10 pg) eines Ansatzes aufgereinigygeracetylierter Histone (2.8.2) fur die
gleiche Zeit (15 bis 30 min) bei 30°C in Gegenwam 5 mM NAD und 0,5 uM TSA (Inak-

tivierung eventuell vorhandener Reste von Klassed Il HDACs) und sowohl mit, als auch
ohne 5 mM NAM (Nikotinamid, zur Inaktivierung vonRsI3) inkubiert und anschliel3end
nach Hitzeinaktivierung bei 90°C fur 5 min und SB®benpufferzugabe (vgl. 2.8.4) mittels
Western Blot (2.8.5) analysiert.

Bei der Immundetektion (2.8.5.2) mit entsprechenéletikbrpern (2.8.5.3) wurde zum einen
der Einsatz gleicher Mengen an SIRT3 (anti-Flag anti-SIRT3) und Histonen (H4gesamt)
kontrolliert und zum anderen mittels Antikbrper gagacetyliertes H4Lys16 die Aktivitat von
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SIRT3 Uber den Acetylierungsgrad von H4Lys16 bestinje weniger Signal, desto mehr
Deacetylierung, desto aktiver SIRT3).

2.8.8 Protein-/ SIRT3 Stabilitatstest

24 h nach transienter Transfektion (SIRT3 WT unBTSksow oder SIRT320s) von Hela
Zellen erfolgte eine Inkubation mit ZykloheximidQ(41g/ul DMSO, 40 pg/ml Medium) zur
Inhibition der Proteinsynthese fur bis zu 48 h. Kontrolle wurden die Zellen fir die gleiche
Zeit mit der gleichen Menge an DMSO (1 pl) inkubieim einen Effekt durch das Lésungs-
mittel DMSO alleine ausschlieen zu kdnnen. Zu clgesienen Zeitpunkten (3.3.3) wurden

Proben zur Proteinisolierung entnommen und mittééstern Blot (2.8.5) analysiert.

2.8.9 Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Die Detektion von transfizierten Zellen, die GFPrAstrukte (2.2.1) exprimierten (zur Kon-
trolle der Transfektionseffizienz), erfolgte 20 & B nach Transfektion (2.4.3) am einem Flu-
oreszenzmikroskop (Leica DM IL, Leica Vertrieb GmiB€nsheim) bei Vergré3erungen von
40 bis 400 fach bei entsprechender Anregung deskaiS®nsteils (Anregung: 489 nm, E-

mission: 508 nm).

2.9 Statistische Auswertungen

Die statistischen Auswertungen der Korrelationsgseal der SNP und Genexpressionsdaten
mit den Patientendaten wurden von den Statistikienin M. Kramer der Universitat Dresden
und Frau Dr. Ong des Instituts fir medizinischenBtrie der Universitat des Saarlandes
durchgefihrt.

Bei den statistischen Auswertungen der SNP Analy8& (Mahlknecht et al 2009)) wur-
den Unterschiede von Labor- und klinischer Paraneteschen SNPs verglichen, indem der
Mann-Whitney-U-Test (,U-Test", , Wilcoxon-Rangsummest®) fur kontinuierliche Variab-
len und der #Test fiir kategorische Variablen. Das Gesamtiibend®S, overall survival)
ergab sich vom Zeitpunkt der Diagnose bis zum Toatk( in manchen Fallen, bis zur letzten
Folgeerfassung (last follow up)). Das krankheiisfidberleben wurde ermittelt aus der Zeit
der kompletten Remission (CR) bis zum Ruckfall (B&, zum Tod oder bis zur letzten
Folgeerfassung (last follow up)). Die Kaplan-Meléethode wurde genutzt, um die Uberle-

benswahrscheinlichkeiten abzuschatzen, welche diutiung des Log Rank Tests zwischen

54



2. Material und Methoden

den Gruppen verglichen wurden. Das Cox Modell wurde Identifizierung unabhangiger
prognostischer Variablen fiir Uberleben angewendas Signifikanzlevel betrug 0,05. Um
eine quantitative Information Uber die Relevanz Begebnisse zu geben, wurden 95 % Kon-
fidenzintervalle (Cls) von ,0dd Ratios* (Verhaltntees Quotienten aus Wahrscheinlichkeit
und Gegenwahrscheinlichkeit) und ,Hazard Ratioseraltnis zwischen Wahrscheinlich-
keit, dass ein Ereignis stattfindet oder nichttBtatet) ermittelt.

Mittels Multivarianz-Cox Analyse (multivariante $itik) wurden mehrere statistische Vari-
abeln, wie verschiedene SNPs und klinischer Pasmgeichzeitig untersucht, um eventuel-
le Abhangigkeitsstrukturen der Parameter aufzudedder einen einzelnen Parameter als
unabhangigen Faktor zu identifizieren.

Die statistischen Analysen wurden mit der Softw8RSS 12.0.1 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) und des S-PLUS Programms (Insightful AG, RelmaSchweiz) durchgefuhrt. Eine
Abweichung vom Hardy Weinberg Gleichgewicht fir diei relevanten SNPs (CDA SNP
A79C, SNP A-92G und SNP C-451T) mit signifikantati@ntenanzahlen in allen drei Geno-
typen wurde mit dem ®Test kontrolliert. Weiterhin wurde neben dem Kappjsungleich-
gewicht (,linkage disequilibrium®, D) zwischen de®enetischen Markern (paarweise) auch
das normalisierte Kopplungsungleichgewicht (D"= Dmax oder Dmin, mit Dmax = maxi-
mal maogliches und Dmin = minimal mégliches D) béwmest (Lewontin 1964), wobei ein
Wert von D" nahe 0 fir Unabhangigkeit und naherlAfithangigkeit der verglichenen Loci

bedeutet.

Fur die statistischen Analysen der Genexpressiong-Korrelationsanalysen der Genexpres-
sionsdaten mit den AML-Subtypen (FAB Klassifikafjamd Patienten- bzw. klinischen Da-
ten (Geschlecht, Alter, Zytogenetik, CD34, Leukezryt Knochenmark Blasten, Karyotyp,
komplette Remission (CR), Zeit bis CR, Rezidivbiidu Nebenwirkungen wie Antithrombin
(AT HI), Blutungen, Bilirubin, Glutamat-Oxalacetdransaminase/Glutamat-Pyruvat-
Transaminase (zur Erkennung von Leber- und Gakeaekungen), Alkalische Phosphatase
(AP, Hinweise auf vorliegende Krankheiten der Letved des Skeletts), Ubelkeit, Stomatitis
(Entzindung der Mundschleimhaut, Kreatinin (Nievekttion), Proteinurie (Eiweil3ausschei-
dung), Hematurie (Blut im Urin), Herzfunktion, Rerditis (Herzbeutelentztindung), peri-
pheres und zentrales Nervensystem und Obstipatierstopfung)) wurde ebenfalls die Soft-
ware SPSS (s.o. Version 1.7) genutzt.

Die statistischen Analysen der Genexpressionsveranden zwischen gesunden Probanden

und AML Patienten erfolgte mittels Mann-Whitney-lgst. Auch die Korrelationsanalysen

55



2. Material und Methoden

wurden mittels Mann-Whitney-U-Test zur Uberprifudgr Signifikanz von Ubereinstim-
mungen verwendet, aufgrund Berucksichtigung der gefingen Probenanzahl in den Sub-
gruppen. Es wurden dabei exakte Signifikanzen (@s¥g) flr nicht-parametrische Ergeb-
nisse ermittelt, wobei p Werte unter 0,05 als dilgaint (ein Stern) und Werte unter 0,01 als
hoch signifikant (zwei Sterne) angesehen wurden.

Mittels Multivarianzanalyse wurden maogliche Einifektoren wie Knochenmark Blastenge-
halt, Alter, Zytogenetik u.a. Parameter mit den rétationen zwischen HDAC Expression

und AML-Subtypen analysiert.

2.10 Datenbanken,in silico Analysen - und Computerprogramme

2.10.1SNP-Datenbanken

Die beiden wichtigsten Hauptdatenbanken fur SNRdest die HapMap (Int.-HapMap-
Consortium 2003) und die dbSNP Datenbank (Shetral 2001) dar, wobei erstere nur vali-
dierte, d.h. bestéatigte SNPs beinhaltet und datg@lihisse aus 270 Proben aus vier verschie-
denen Populationen (90 Personen aus Afrika (Niged@ aus Nord und West Europa (Kau-
kasier), 45 aus China und 45 aus Japan) anzeigerinbSNP Datenbank werden validierte
und nicht validierte SNPs gelistet. Die SNP Datebder Firma Applied Biosystems (De La
Vega et al2002) stellt eine weitere SNP Datenbank dar.

2.10.2In silico Analysen

Die beschriebenen SNP Datenbanken (2.10.1) wurdeidentifizierung von SNP Kandida-
ten flr ausgewahlte Gene durchsudhtsflico Analyse), wobei sich die Suche auf Promotor
SNPs und kodierende, nicht synonyme SNPs, d.lzwdMeranderungen auf Aminosaureebe-

ne fuhren, konzentrierte.

2.10.3Computerprogramme

Die Texte, Tabellen und Abbildungen dieser Arbetirden mit MicrosoftOffice 2000er-
stellt.

Die Analyse von Promotorsequenzen nach putativemskriptionsfaktoren erfolgte mittels
dem Programm TF Search (www.cbrc.jp/research/ddERFRBCH.html) (mit einem Grenz-

wert von 90 % minimaler Ubereinstimmung der Seqjienz
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Restriktionsschnittstellen in DNA-Sequenzen wurdendem Programrnvector NTI Version
5.2.9(InforMax Inc., Bethesda) od€BeneRunner 3.08Hastings Software Inc., New York,
USA) gesucht.

DNA-Sequenzierungen wurden mit dem Progra@hromas 1.45er Firma Technelysium
(Helensvale, Australien) und anschlie3end mit d&otomputing ServicBHUSAR Bioin-
formatic labs” des Deutschen Krebsforschungszergr¢DKFZ), Heidelberg ausgewertet.
Ebenso wurden Sequenzvergleiche mit ClustalW UeerBiocomputing ServiceHUSAR
Bioinformatic labs” des Deutschen Krebsforschungszens (DKFZ), Heidelberg und dem
online Programm von NCBI (,Align two sequences“ychgefihrt.

SIRT3 SNPs wurden mit Hilfe des online Rechners véfichael H. Court
(tuft.edu/~mcourt01) auf Ubereinstimmung mit denrdyaWeinberg Gleichgewicht analy-
siert.

Fir Literaturrecherchen und die Suche nach Nuldsetuenzen wurde die MEDLINE-

Datenbank (National Library of Medicine) benutzt.
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3 Ergebnisse

3.1 AML-Subtypspezifische Genexpressionsanalysen von H{Ts

Im Kontext des Einsatzes von HDAC Inhibitoren i @&JL Therapie wurde die Verande-
rung der HDAC Expressionsstarke im Vergleich zwgégn Probanden und speziell auch im
Vergleich der einzelnen AML-Subtypen untereinandef Unterschiede und subtypspetifi-
sche Charakteristika analysiert, da Unterschied&xpressionslevel Auswirkungen auf den
spezifischeren Einsatz bestimmter HDAC Inhibitoremd das Therapieansprechen, sowie
eine angepasste HDACI Dosis haben kénnten.

Die AML-Subtypspezifischen HDAC Expressionsanalysearden in 55 AML Patienten
(Tabelle 11) durchgefiihrt, welche Proben aller igaaluftretendem AML-Subtypen (MO,
M1, M2, M4, M4/EO, M5a, M5b) und unterschiedlicheesonders héaufige zytogenetische
Aberrationen (inv16, t(8,21), Mono 7/del(7q) undBtardrisiko) beinhalten.

Tabelle 11: AML Patientendaten der Genexpressionsatysen (55 AML Patienten).

Anzahl Prozent [%]
Gesamt 55 100
Geschlecht
Mannlich 38 69,1
Weiblich 17 30,9
AML-Subtypen
(FAB)
MO 2 3,6
M1 11 20,0
M2 14 25,5
M4 6 10,9
M4/EO 11 20,0
M5a 8 14,5
M5b 2 3,6
RAEB 1 1,8
Zytogenetik
Inv(16) 10 18,2
1(8;21) 7 12,7
Mono 7/del(7q) 19 34,5
Standardrisiko 19 34,5

AML M3 (APL) war in der Studie (AML96, 2.6) nichinghalten, da dieser Subtyp aufgrund
seiner charakeristischen Aberrationen durch sgezighandlung (Vitamin A Analog) eine
aulRergewohnlich gute Prognose mit 70-80% Uberlebnaufweist (1.4.1).
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3.1.1 HDAC Genexpressionsveranderungen in AML

Die Genexpressionsanalysen konzentrierten siclsiif1, 3, 4, 5 und HDACS5, 6 und 9, da
diese in vorherigen Analysen von Bradbury et a030nd in unvero6ffentlichten cDNA-Chip
Analysen Veranderungen (von mehr als 2 fach stérkater um mehr als 0,5 fach erniedrig-
ter Expression) in AML Proben gezeigt hatten. Daatideren HDACSs in diesen Studien kei-
ne (signifikanten) Expressionsunterschiede zeigmmden sie aus den Analysen rausgelas-
sen.

Als erstes wurden die HDAC Expressionen der AMLIFeromit dem Mittelwert der entspre-
chenden Expressionen von 12 gesunden Probandditkierg(Abbildung 12).
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Abbildung 12: Durchschnittliche HDAC Expressionsveénderungen von AML Proben (B) im Vergleich

zu den durchschnittlichen Expressionen von Proben gander Probanden (A).

(Signifikanzen zeigen Signifikanz der Expressiongdaderungen gegenuber gesunden Probanden an)

Im Gegensatz zu sehr homogenen HDAC Expressionsl@valer Kontrollgruppe, den ge-
sunden Probanden (Abbildung 12 A), zeigten sich gahierende Expressionsveranderungen
bei den AML Proben (Abbildung 12 B). Trotz der g&irvariierenden Expressionensleveln
der einzelnen HDACs konnten eindeutige, allesarohlsignifikante (alle p = < 0,001) Ten-
denzen der Expressionsveranderungen festgestetiiewe SIRT1, SIRT3, HDAC6 und
HDAC9 zeigten in allen (SIRT1, HDAC9) oder fasteall (SIRT3, HDAC6) AML Proben
erhohte Expression (Abbildung 12 Bbbildung 13 A, B, C, D, E, F, Abbildung 15), wahce
SIRT4 in fast allen AML Proben eine deutlich redut® Expression zeigte (Abbildung 12 B,
Abbildung 14 A, B).
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Abbildung 13: Gesteigerte Expressionslevel bei SIRI 3 und HDACG in den meisten AML Proben.
In A), C), E) sind die Expressionen der einzelnesbEn und in B), D), F) die Durchschnittswerte dazelnen
Subtypen mit Signifikanzen der suptypspezifischepréssionsleveln dargestellt.
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Abbildung 14: Verringerte Expressionslevel bei SIR® und verringerte als auch gesteigerte Ex-
pressionslevel bei SIRT5 und HDACS in den AML Proben
(Darstellung A) - F) wie in (Abbildung 13).
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Abbildung 15: Starke Expressionssteigerung von HDA@ in den AML Proben.

SIRT5 und HDACS zeigten sowohl erhdhte, als aucluzeerte Expression, was sich in den
hohen Standardabweichungen der Durchschnittsweritkerspiegelt. (Abbildung 12 B,
Abbildung 14 C, D, E, F). Die maximale Expressidgeggrung der analysierten Gene lag bei
SIRT1 bei 12 fach und war bei allen anderen HDA@ss geringer, wobei HDAC9 hierbei
aus dem Rahmen fallt und maximale Expressionssteigen von mehreren hundert bis ma-
ximal etwas Uber 2000 fach aufzeigte (AbbildungBl2bbildung 15).

3.1.2 HDACs zeigen AML-Subtypspezifische Expressionsmuste

Das Hauptziel der Expressionsanalysen bestandrirAdiklarung der Frage, ob es AML-
Subtypspezifische Genexpressionsunterschiedewggbthe grofien Einfluss auf HDAC Inhi-
bitorbehandlung der entsprechenden Subtypen haberidan.

Trotz der hohen Variabilitdt in der Starke der Eegmionsveranderungen sogar innerhalb der
Subgruppen, konnte AML M1 als Subtyp mit héherepriggsionssteigerungen aller HDACs
(bis auf HDAC9 und nur gering bei HDACS ) im Vergle zu allen anderen Subtypen cha-
rakterisiert werden, wobei die Werte fur SIRT1, BERSIRT5 und HDACG6 z.T. hoch signi-
fikant waren mit p Werten von < 0,001; 0,005; 0,@d@l 0,003, wohingegen die Unterschie-
de fur SIRT4 und HDACS5 nicht signifikant waren (p0s054 und 0,08) (Abbildung 13,
Abbildung 14, Abbildung 15, Abbildung 16 und Anhahabelle 19).

Die Subtypen MO und M5b wurden aus der subtypsisebén Analyse aufgrund der gerin-

gen Probenanzahl (bedingt durch ihr seltenes Aefirévww.cancer.org)) herausgelassen.
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Abbildung 16: AML-Subtypspezifische durchschnittliche HDAC Expressionslevel mit Signifikanzen.

Die Signifikanzen beziehen sich auf die jeweiligen&xpressionsverdnderung eines Gens eines Subtfes i
zug auf die Genexpressionsveranderungen des ghe(8bas aller anderen Subtypen als Gruppe zusammenge
fasst; d.h. eine signifikante Veranderung zeigtdass die Genexpressionsveranderung eines Subitypbes
diesem Gen signifikant von der durchschnittlicheen&pression aller anderen Subtypen unterschédéiei

ist fur die Signifikanz auch die unterschiedliclretienanzahl bei den Subtypen berticksichtigt worden.

Um zu analysieren, ob mdgliche Unterschiede im Blagehalt (CD34+) der AML-Subtypen
die Ergebnisse der AML-Subtypischen Genexpressiaigsen beeinflussen konnten, fuhrten
wir auch Korrelationsanalysen der HDAC Expressiengaderungen mit dem CD34+ Anteil
durch (Abbildung 18), wobei zuerst analysiert wyrdbe es Unterschiede in der Verteilung
der CD34+ Zellen gibt (Abbildung 17).

Der durchschnittliche Blastengehalt zeigte tatséohdeutliche, jedoch auch sehr uneinheitli-
che Unterschiede zwischen den einzelnen AML-Sultyp&bbildung 17). So lag der
Blastengehalt bei AML M1 und M4 in fast allen Falleei Gber 50 % und Félle zwischen 21-
50 % traten gar nicht auf, wohingegen bei M2 undB0Mauch mehrere Falle mit Blastenge-
halt in diesem Bereich zwischen 21-50 % auftraBa.AML M5a zeigte sich ein ganz ande-
res Verhaltnis, da keine Falle mit einem Blasteadjelon tber 50 % vorkamen und die meis-
ten Falle sogar unter 20 % auftraten. Im Gegersatten Korrelationen der HDAC Expres-
sion mit AML-Subtypen, bei denen nur der Subtyp d&Lltlich héhere Expressionslevel auf-
zeigte und die anderen Subtypen sehr &hnliche Vdefteiesen (auch M5a) (Abbildung 16),
ergaben sich also bei der Verteilung des Blasteaadggeteutliche Unterschiede zwischen allen
Subtypen.

63



3. Ergebnisse

10

8
=
o6 0 0-20%
3 — = 21-50 %
8 4 - m >50%

2 .

D |_| T ||_| \|_ T

M M2 M4 M4/EO Msa

Abbildung 17: Verteilung CD34+ Zellen in den AML-Subtypen.

Die Korrelation der HDAC Expression mit CD34+ Zealtkzentration (Abbildung 18) offen-

barte keine erkennbaren Tendenzen oder Korrelationé héherer oder niedriger CD34+
Konzentration, wobei bei SIRT1 und HDAC9 keine Usthiede und bei SIRT3, -5, und
HDACS und -6 gegensétzliche Tendenzen zu erkenraenyindem die Expressionswerte
ober- und unterhalb der mittleren CD34+ Zellkoneatiin gegentuber dieser jeweils gleich-
stark erhoht waren, was wiederum keinen Hinweisnaddliche Beeinflussung der Korrelati-
onen der HADC Expressionen mit den Subtypen liefert
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Abbildung 18: Korrelation HDAC Expression und Blastengehalt (CD34+).
(Signifikanzen entsprechendlgbildung 16))
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Die statistische Analyse der Korrelation zwischeDA€ Expression und CD34+ Zellkon-
zentration bestatigte diese Ergebnisse und zelgte &ruppeneinteilung der CD34+ Zellen
gar keine Signifikanz und nach Einteilung der CDZ&Hkonzentration in Gruppen von <20
%, 21-50 %, >50 % nur eine statistisch relevanterddation bei SIRT3 (p = 0,031) und bei
SIRT5 (p = 0,046), aus denen jedoch aufgrund declyebenen gegensétzlichen Tendenz
keine Beeinflussung der Ergebnisse der HDAC Expasseranderungen mit den AML-
Subtypen abgeleitet werden kann.

Eine abschlieende Multivarianzanalyse der HDAC reEggion und AML-Subtypen mit
CD34+ Gehalt (in Gruppen eingeteilt) zeigte entspead, dass die Korrelation der héheren
HDAC Expressionswerte des AML-Subtyps M1 signifikdis hochsignifikant blieb mit p
Werten von 0,023 bis < 0,001 (SIRT1: p < 0,001; ®Rp = 0,006; SIRT5: p = 0,023;
HDACG6: p < 0,001).

3.1.3 Kaorrelationsanalysen der HDAC Expressionen mit zytgenetischen Aber-
rationen und Karyotyp

Im Rahmen der Kontrollanalysen zu den AML-Subtyp#sechen Analysen wurden auch

Korrelationsanalysen zwischen HDAC Expression uMLAGruppen mit haufigen zytogene-

tischen Aberrationen, wie Inversion (16), t(8;2¥pnosomie 7/del(7q) und mit Standardrisi-

ko durchgefihrt (Abbildung 19, Anhang: Abbildung Zabelle 20).
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Abbildung 19: Korrelation der durchschnittlichen HD AC Expressionen mit AML Gruppen mit bestimm-
ten zytogenetischen Aberrationen.
(Signifikanzen entsprechendlgbildung 16))
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Dabei zeigte sich, dass AML mit t(8;21) bei HDACB8chsignifikant (p < 0,001) geringere
Expressionssteigerung im Vergleich zu AML mit Insien(16), Monosomie 7/del(7q) und
AML mit Standardrisiko aufwies (siehe auch AnhaAgbildung 45), was auch nach Multi-
varianzanalysen mit CD34+ noch signifikant war mit 0,002.

Weiterhin konnte bei SIRT3 und HDACG ein signifikgp = 0,009 und 0,001) starkerer An-
stieg der Expression bei der AML Gruppe mit Staddaiko gegentiber den anderen zytoge-
netischen Aberrationen festgestellt werden. HDAE®te auRerdem bei Inversion(16) eine
signifikant (p = 0,002) geringere Expression im §leich zu den anderen Gruppen (siehe
auch Anhang: Abbildung 44). Die Signifikanzen dreKerrelationen waren nach Multivari-
anzanalyse mit CD34+ Gehalt sogar noch héher Miepten von0,002 und 0,008 fur SIRT3
und HDACSG6 bei Vergleich der Expressionslevel beingardrisiko mit den anderen Gruppen
und 0,029 fur HDACSG bei Inversion(16) im Vergleizh den anderen Gruppen.

Weiterhin wurde auch die Korrelation von HDAC Exgs®n und normalem gegenuber aber-
rantem Karyotyp analysiert und gezeigt, dass SIBM@ HDAC6 auch hier entsprechende
signifikante Korrelationen der gesteigerten Expmes$3,5 zu 2,6 fach und 3,55 zu 2,2 fach
mit p-Werten von 0,042 und 0,002) in AML Proben mibrmalen Karyotyp zeigten
(Abbildung 20).
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Abbildung 20: Korrelation der durchschnittlichen HD AC Expressionen mit AML mit normalen und a-
berrantem Karyotyp.
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3.1.4 Analyse des Einflusses der Korrelationen von HDAC ¥pressionsleveln mit
zytogenetischen Aberrationen und deren Verteilungn AML-Subtypen auf
die Signifikanz der AML-Subtypspezifischen HDAC Expessionsleveln

Aufgrund der Korrelationen der HDAC Expressionslewdt einzelnen zytogenetischen A-

berrationen (und da bekannt ist, dass bestimmtegeyetische Aberrationen hauptsachlich in

bestimmten AML-Subtypen vorkommen,) wurde die Viartey der zytogenetischen Aberra-
tionen in den hier analysierten Proben der einrelBebtypen untersucht (Tabelle 12) und
eine Multivarianzanalyse mit HDAC ExpressionslevalL-Subtypen und AML Zytogene-
tik durchgefuhrt, um herauszufinden, ob die Kotietazwischen HDAC Expressionsleveln
und einzelnen Aberrationen aufgrund von Korrelaioder Aberrationen mit AML-Subtypen
einen Einfluss auf die Korrelation zwischen AML-3yien und HDAC Expressionsleveln
hat.

Tabelle 12: Verteilung der zytogenetischen Aberratinen unter den AML-Subtypen. (n = Anzahl)

Zytogenetische 1(8;21) Inv(16) Mono7/ Standard-

Abberation del(7q) risiko
AML-Subtyp % (n) % (n) % (n) % (n)
MO (2) 100% (2)

M1 (11) - - 45% (5) 55% (6)
M2 (14) 43% (6) - 43% (6) 14% (2)
M4 (6) - 17% (1) 50% (3) 33% (2)

M4/EO (11) - 82% (9) 9% (1) 9% (1)
M5a (8) - - 12,5% (1) 87,5% (7)
M5b (2) - - 50% (1)  50% (1)
RAEB (1) 100% (1) - - -

Die Betrachtung der Verteilung der zytogenetiscAberrationen unter den AML Subgrup-
pen (Tabelle 12) zeigte, dass die bekannten Vengdn wie z.B. t(8;21) bei AML M2 und
Inversion(16) bei AML M4 / M4/EQO (Haferlaclet al 2004) auch bei den hier eingesetzten
Proben zutrifft. Ein Vergleich der Verteilung deitagenetischen Aberrationen in den AML-
Subtypen und den Korrelationen zwischen den HDAQ@ré&ssionsleveln und den AML-
Subtypen verdeutlichte, dass die Korrelation derAlBDExpressionen mit AML-Subtypen
auch nicht durch die Korrelation der HDAC Expressinit zytogenetischen Aberrationen
hervorgerufen wurde, was besonders am Bsp. von Mdlund M5a deutlich wurde, da der
Anteil der Gruppe mit Standardrisiko, welche mei& héchsten HDAC Expressionen auf-
zeigten (Abbildung 19), bei AML M5a mit 87% nochh&s war, als bei AML M1 mit 55%
(weiterhin treten bei beiden Subtypen ansonsternuarsion(16) Aberrationen auf), wohin-
gegen die Korrelation der HDAC Expression mit detgpen hochsignifikant starkere Ex-
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pressionserhéhung fir AML M1 gegenuiber allen ande&abtypen, inklusive AML Mb5a,
zeigte. Ware die Korrelation von Standardrisiko #HIQIAC Expression fir die erhéhten Ex-
pressionen bei AML M1 verantwortlich, dann hatte AMI5a aufgrund des deutlich groR3e-
ren Anteils an Proben mit Standardrisiko die héamdExpressionssteigerungen zeigen mus-
sen.

Die Multivarianzanalyse bestétigte ebenfalls, dédissSignifikanz von AML M1 als Subtyp
mit starkerer Erhéhung der HDAC Expressionen tkaerelation der HDAC Expression und
AML-Subtypen mit zytogenetischen Aberrationen edrableibt (mit p Werten von SIRT1 =
0,006; SIRT3 = 0,02; SIRT4 = 0,005 und HDAC6 = @D1

3.1.5 Kaorrelationsanalyse HDAC Expression mit LeukozyterKonzentration und
klinischen Parametern
Die Korrelationsanalyse der HDAC Expression mit kezytenkonzentration als auch mit
klinischen Parametern bzw. unerwiinschten Nebenwg&n wie Antithrombin (AT III), Blu-
tungen, Bilirubin,  Glutamat-Oxalacetat-Transamin@gtamat-Pyruvat-Transaminase
(GOT/ GPT, zur Erkennung von Leber- und Gallenerkumgen), Alkalische Phosphatase
(AP, Hinweise auf vorliegende Krankheiten der Letved des Skeletts), Ubelkeit, Stomatitis
(Entzindung der Mundschleimhaut, Kreatinin (Nievektion), Proteinurie (Eiweil3ausschei-
dung), Hamaturie (Blut im Urin), Herzfunktion, Rearditis (Herzbeutelentziindung), Peri-
pheres und zentrales Nervensystem und Obstipalerstopfung), ergab bis auf zwei Aus-
nahmen keine erkennbaren Korrelationen. So war genmgere Steigerung der Expression
von SIRT1 signifikant korreliert mit gesteigerteoizentrationen von Antithrombin (ATIII)
(nach Spearman Rho: p = 0,016). Zum anderen wareteh von Proteinurie bzw. eine star-
kere Auspragung (WHO Grad 1 und 2 statt 0) vonddnatie korreliert mit gesteigerter Ex-
pression von HDACG6 (p = 0,037 bei Korrelationsasalpach Spearman Rho).

3.1.6 Korrelationsanalysen zwischen HDAC Expressionsleve] klinischem An-
sprechen und Uberleben

Da Korrelationen zwischen HDAC Expressionsleveld khinischem Ansprechen, Prognose

und Uberleben fiir manche HDACs bei manchen Tumbedannt ist (siehe 4.1.4.2) wurden

abschlieBend ebenfalls auf Korrelationsanalysersa@vein HDAC Expressionen bei AML

Patienten mit klinischem Ansprechen, kompletter Rsimn, Zeit bis Remission, Rezidiv

Auftreten und Uberleben durchgefiihrt.
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Im Zusammenhang mit HDAC Expression und klinischensprechen konnte eine signifi-

kante Korrelation zwischen gesteigerter SIRT1 (8641) und SIRT3 (p = 0,029) Expression

und kompletter Remission aufgedeckt werden (AbloitdR1).
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Abbildung 21: Korrelation durchschnittlicher HDAC E xpressionen mit kompletter Remission (KR).

Eine genauere Gruppierung der Remission nach Zditpder Remission zeigte dabei eine
noch starker ausgepragte, signifikantere Korrefatnit Remission nach Induktionstherapie I
mit hoheren Expressionssteigerungen aller HDACRT&I (p = 0,005), SIRT3 (p = 0,001,
SIRT4 (geringere Abnahme (p < 0,001), SIRT5 (pG99), HDACS (p = 0,014) und HDACG6

(p = 0,002)) auRer HDAC9 (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Korrelation der durchschnittichen HD AC Expressionen mit Zeit bis zur kompletten Re-

mission (KR).

Bei Betrachtung der Korrelation der HDAC Expressiait dem Auftreten eines Rezidivs
(Abbildung 23) gab es keine signifikante Korrelatiois auf HDAC6 dessen erhdhte Expres-
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sion ebenfalls signifikant (p = 0,008) mit dem Aafen von Rezidiven korrelierte, wobei die

tendenziellen Unterschiede sehr denen der Koroslatiit kompletter Remission ahneln.
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Abbildung 23: Korrelation der durchschnittlichen HD AC Expressionen mit Auftreten von Rezidiven.

In Bezug auf Uberleben zeigte sich keine signiftkatorrelation zu der HDAC Expression.

3.1.7 Fazit der AML-Subtypspezifischen HDAC Expressionsaalysen

Zusammenfassend flihrten die AML-SubtypspezifiscBemexpressionsanalysen neben der
Aufdeckung der charakteristischen HDAC Expressiergwderungen zur ldentifikation von
AML M1 als ein Subtyp mit signifikant héherer Steigng der Expressionslevel der analy-
sierten HDACs (bis auf HDAC9). Weiterhin wurde eikerrelation von gesteigerter SIRT3
und HDACG6 Expression bei AML mit Standardrisiko undrmalen Karyotyp gegeniber
AML mit inv(16) und aberrantem Karyotyp aufgede@knd die AML Gruppe mit der zyto-
genetischen Aberration t(8;21) zeigte signifikaetiggere Steigerung von HDAC9 gegen-
Uber den AML Gruppen mit anderen zytogenetischer@herungen). AuRerdem zeigten die
statistischen Analysen signifikante Korrelation@nschen héheren HDAC Expressionsleveln
und kompletter Remission (besonders nach 1T2), iondFalle von HDAC6 auch mit dem
Auftreten von Rezidiven, aber nicht mit dem Ubeeleb

Alle durchgefiihrten Kontroll-Korrelationsanalysemdu Multivarianzanalysen bestatigten,
dass andere Korrelationen keinen Einfluss auf dMLASubtypspezifische HDAC Expressi-
onssteigerung von AML M1 haben.
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3.2 Klasse | HDAC SNPs im Rahmen der Pathogenese der AM

Aufgrund der beschriebenen Funktionen von KlagsBACs und HDAC9 in der Pathogenes
von AML (1.4.1), sowie der beschriebenen Annahmer islle Aufdeckung von ,Single Nuc-
leotide Polymorphisms” (SNPs) Genotypen zusatzlioifermationen zur Beurteilung von
Krankheitsanfalligkeiten und Entwicklung individlehngepasster Behandlungsstrategien
(1.3) zu erlangen, wurden (in diesem Kontext) neytionyme SNPs (nsSNPs) in Klasse |
HDACSs perin silico Analyse und aus der Literatur identifiziert undteis allelspezifischer
TagMan SNP-Assays analysiert (Dransfeltlal2007).

3.2.1 Identifikation von HDAC nsSNPs

Zur ldentifikation putativer nsSNPs in Klasse | HD&und HDAC9 wurdeim silico Analy-
sen mit drei Datenbanken durchgefihrt (2.10.1, db8Nild 125), was zu 899 putativen va-
lidierten und nicht validierten SNPs fuhrte, vomee 883 in Intronbereichen und 16 in E-
xonbereichen lagen. Die Analyse der HapMap Datenbeferte dabei keine validierten
nsSNPs in den untersuchten HDACs. Von den 16 eclo@is SNPs waren 6 synonyme und
10 nicht synonyme SNPs (Tabelle 13), welche aufdjitiner moglichen Auswirkungen auf

Proteinfunktionalitat oder Stabilitat weiter anagys wurden.

Tabelle 13: Analysierte HDACs mit den identifizieren nicht synonymen SNPs.
SNP zu den rs Nummern und C_Nummern kénnen dembBa&en dbSNP (Smigielskét al 2000) und AB
(De La Vegaet al2002) entnommen werden.

HDAC  Lokus/ SNP SNP-Lokalisierung Daten-
Exon Exon as as-pos. Kodonpos. bank
HDAC1 1p34.3/ rs11541185 2 His/Asn 33 1(C>A) dbSNP
14 rs11541183 5 Ser/Phe 150 2 (C>T) dbSNP
rs1140658 11 Ala/Gly 378 2 (C>G) dbSNP
HDAC2 60g21- rs17852888 9 His/Tyr 315 1(C>T) dbSNP
6q22 / rs1042903 7 Ser/Arg 230 3 (T>A) dbSNP
14 rs1042902 7 Stop/Arg 230 1 (T>A) dbSNP
rs1126963 4 Ala/Val 103 2 (C>T) dbSNP
HDAC3 531/ rs11546659 2 Lys/Arg 44 2 (A>G) dbSNP
15 rs467744 | = 10 Pro/Arg 265 2 (C>G) dbSNP
C_982763_20 AB
rs34901743/ = dbSNP
C_25629707_10 15  Asp/Ser 408 2 (A>G) AB
HDAC8 Xqgi13/11 keine
HDAC9 7p21.1/9 keine

Neun der zehn nsSNPs wurden Uber die dbSNP Datemtbamtifiziert, darunter drei nsSSNPs

fur HDAC1 (rs11541185, rs11541183, rs1140658), fiieHDAC?2 (rs17852888, rs1042903,

rs1042902, rs1126963) und drei fur HDAC3 (rs1154665467744, rs34901743), wobei die
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letzten beiden auch Uber die Datenbank von identifiziert

ApplesiBtems
(C_25629707_10 und C_982763 20) wurden. Fur HDA®@8 #HDACY9 wurden keine

nsSNPs gefunden.

3.2.2 Validierung der HDAC SNPs in gesunden Probanden vBML Patienten

Die identifizierten putativen 10 nsSNPs wurden déria zur Validierung und Analyse auf

mdgliche Frequenzunterschiede in jeweils 279 DNAbEn von gesunden Probanden und
AML Patienten (Tabelle 14) mittels allelspezifisch8NP-Assays analysiert. Dabei konnte
der putative HDAC1 nsSNP rs1140658 nicht analysietden, da der entsprechende al-

lelspezifische Assay nicht herstellbar war.

Tabelle 14: Patientendaten der 279 AML Patienten deKlasse | HDAC SNP Analysen.

Geschlecht Weiblich Mannlich Gesamt
Patientenanzahl 144 135 279

Alter [Jahre]

Durchschnitt 52.1 52.6 52.35
Intervall 18-76 18-78 18-78
<29 9.8 % (14) 8.8 % (12) 9.3 % (26)
30-59 37.5 % (54) 51.2% (69)  44.4 % (124)
> 60 52.7 % (76) 40 % (54)  46.2 % (129)
Krankheitsstatus

Sekundare AML 16.7 % (24) 15.6 % (21) 16.2 % (45)
De novo AML 81.9 % (118)  82.2 % (111) 82 % (229)
unbekannt 1.4 % (2) 22%3)  1.8%(5)
FAB-Subtypen

MO 4.8 % (7) 4.4 % (6) 4.7 % (13)
M1 20 % (29) 21.5% (29)  20.8 % (58)
M2 38.9 % (56) 33.3% (45)  36.2 % (101)
M3 0 0 0

M4 11.8 % (17) 11.9% (16)  11.8 % (33)
M4/EO 3.5 % (5) 9.6 % (13) 6.5 % (18)
M5a 14 % (20) 10.4 % (14)  12.2 % (34)
M5b 4.2 % (6) 5.2 % (7) 4.7 % (13)
M5 0.7 % (1) 0 0.4 % (1)
M6 1.4 % (2) 3% (4) 2.2 % (6)
M7 0.7 % (1) 0.7 % (1) 0.7 % (2)

Die Ergebnisse der Frequenzanalyse der identifezieputativen nsSNPs zeigten, dass so-
wohl in den Proben der gesunden Probanden, alsdmarcRroben der AML Patienten, d.h. in
insgesamt 558 Proben bei allen analysierten HDA@sdas wildtyp Allel (100 %) auftrat
(Abbildung 24).
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Abbildung 24: Alleldiskriminierung zur Validierung und Frequenzanalyse der identifizierten HDAC
nsSNPs bei gesunden Probanden und AML Patienten.

Da keine nsSNPs in den analysierten Klasse | HDA@WEHDAC9 bestétigt wurden, konnten
entsprechend keine weiterfihrenden Korrelationgstudurchgefiihrt werden, sondern fest-

gehalten werden, dass keine nsSNPs mit putativektidnen in der Pathogenese von AML
existieren (Dransfeldet al2007).
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3.3 SIRT3 SNPs - Identifikation, Validierung, funktionelle Analyse

Aufgrund der immer deutlicher werdenden zentraletieRvon SIRT3 in verschiedenen zent-
ralen zellularen Prozessen wie der Stressantwert,Agpoptose, der Zellzyklus Regulation
und besonders im zellularen Energiemetabolismus34) als die Hauptdeacetylase in Mito-
chondrien und aufgrund der Korrelationen von SIREXpressionsveranderungen mit ver-
schiedenen Tumoren (1.1.4), wie auch der idergifiegh SIRT3 Genexpressionsveranderung
in AML (3.1), wurde SIRT3 auf vorhandene nsSNPs deden funktionellen Einfluss auf
SIRT3 Aktivitat, Stabilitat und auf SIRT3 Funktiaomem zellularen Energiemetabolismus
analysiert (Dransfeldet a).

3.3.1 Identifikation putativer SIRT3 nsSNPs

Die Identifikation putativer SNPs erfolgte mittétssilico Analysen von drei SNP Datenban-
ken (-> Methodenteil Link) sowie der Literatur uheferte 6 putative SNPs (R80W, V208lI,
R214G, T255N, G369S und eine rs7927733, Tabelle 15)

Tabelle 15: Putative SIRT3 SNPs.

dbSNP AB Assay- Sequenz [Vic/Fam] Exon| Kodon- AS-

rs-Nummer Nummer (sense/anti sense = s/as) position| Austausch
rs28365927| C_ 25753927_10 CTCC[A/G]GAAT (ds) 1 1 OWRS8
rs11246020( C__ 25754220 10 GTGA[C/TIGTTG (3s) 3 ] 0812
rs1734492 | C__ 7503249 10| AGCC[C/G]GAGA (as) 3 1 R214G
rs1734491 | C__ 7503273 10| GCAG[G/T]TGGC (as) 4 2 ™55
rs3020901 | SIRT3_0901-090JACGCI[C/T]GTGA (as) 6 1 G369S
rs7927733 | SIRT3 5927-5927 TTTTC[A/C]GGTG (5) Intf®n --- | Splicestelle

SIRT3gow ist im N-Terminus lokalisiert, der beim mitochoraleén Import prozessiert wird

(Abbildung 25). SIRT30s1, SIRT3&214c Und SIRT32s5n liegen in der konservierten Deacety-
lierungs-/ Aktivitatsdomane und SIRd®39s befindet sich im C-Terminus. Ein SNP
rs7927733 befindet sich in Intron 5 in einer pwiati Splicestelle.

R8OW MPP V208l
|
[mzo] | .
1 25 101 142 346 | 399
R214G G369S
T255N

Abbildung 25: Lokalisierung identifizierter SNPs in SIRT3 Domanen.
Als Falschpositive aufgedeckte SNPs sind kursiclgesben. MZD = Mitochondriale Zieldomane, MPP = Mat-
rix prozessierende Peptidase.
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3.3.2 Validierung putativer SIRT3 nsSNPs

Die Validierung der identifizierten putativen SIRT&SNPs mittels allelspezifischen Tag-
man-PCR Assays (2.7.11) erfolgte mit genomischelADMN 640 gesunden kaukasischen
Probanden und wurde (falls vorhanden) mit Datenaagében verglichen (Abbildung 26).

Wahrend die beiden SIRT3 SNPs R80W und V208I hgstaterden konnten, wurden die
anderen vier SNPs als Falschpositive oder zuminalesin der kaukasischen Bevdlkerung

nicht vorkommend aufgedeckt, da sie zu 100 % dattypi Allel aufwiesen.

A R8OW — rs28365927 V208! - rs11246020 © R214G - rs1734492
100 100 100
= 801 = 80 - = 80 |
£ 80- = = 60
§ 80 § 60 c
S 40+ e 40 E 40]
o o o
0 O_J | 0 | —
CiC T CMT  GICTTC AA GIG AIG  AJA GIG AG CICG/GCIC CICGIGCIG
Datenbank  SNP-Analyse Datenbank  SNP-Analyse Datenbank  SNP-Analyse
T255N — rs1734491 ® G369S — rs3020901 (F)  splice-Stelle - rs7927733
100 100 — 100
E 20 [] = 80 = 80
E 60 E 60 § 80
e 40 S 40 S 40
o o o
20 20 20
0 ,j 0 0 T T : T T T
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Datenbank SNP-Analyse Datenbank  SNP-Analyse Datenbank SNP-Analyse

Abbildung 26: Frequenzanalyse und Validierung der i@ntifizierten putativen SIRT3 SNPs in 640 gesun-
den kaukasischen Probanden.

Die dargestellten Allelsignale entsprechen den felsmenzsignalen der angewendeten SNP-Assays (Tabglle

die in die Allele des Sinnstrangs Ubertragen wurd®a Datenbankangaben entstammen HapMap und dbSNP
((Int.-HapMap-Consortium 2003), dbSNP Build ID: loul 26), vgl. (Dransfeldet a)).

Die Genotypfrequenzanalysen fur SIR§sy zeigten, dass 72 % homozygot (C/C) fur das
wiltyp Allel, 23,5 % heterozygot (C/T) und 4,5 %rhozygot (T/T) fur das variante Allel
waren. Zum Zeitpunkt dieser Analysen gab die DaaeklfdbSNP Build ID: build 126) nur
Informationen zu SIRTZow in der afrikanischen Bevolkerung (80,6 % C/C, 1%,4£/T).

Fur SIRT320s €rgab sich eine Genotypfrequenz von 60 % homozygatas wt Allel (G/G),

35 % heterozygot (G/A) und 6 % fir homozygot fus dariante Allel (A/A) im Vergleich zu
72, 23 und 5 % in der Datenbank (HapMap, (Int.-HapMConsortium 2003)).

Die Genotypfrequenzen von SIRJ3w (1,866) und SIRTwos (0,087) sind beide in Ein-
klang mit dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (p =@1nd p = 0,766).

75



3. Ergebnisse

3.3.3 Funktionelle Analysen validierter SIRT3 SNPs

Um einen putativen Einfluss der bestétigten SIRNPS auf die Aktivitat und Stabilitat von
SIRT3 zu analysieren und festzustellen, ob sichvdlglierten SNPs fur zuklnftige Assozia-
tionsstudien eignen, wurden funktionelle Analysarnctigefiuhrt.

3.3.3.1 Analyse des Einflusses der SIRT3 nsSNPs auf die SIR Stabilitat

Zur Analyse der SIRT3 Stabilitat wurden HelLa Zelhait SIRT3-Flag Vektoren (WtSIRTS3,
SIRT3sow, SIRT3/20g) transfiziert und 24 h nach Transfektion mit davhibitor der Prote-
insynthese Cycloheximid (CHX) [40ug/ml] far bis Z@ h inkubiert und (nach Probenent-
nahme und Proteinisolierung) mittels Western-Bialgsiert (Abbildung 27).

+ DMSO + CHX

Zeit [h] 0 2 4 8 24 48 0 2 4 8 24 48

Tubulin e S ————— e A ———————— e

C-Myc A c— — — F— -
+ CHX: wiSIRT3 SIRT3 R80OW SIRT3 V208l
Zeit [h] 0 12 24 34 48 60 72 0 12 24 34 48 60 72 0 12 24 34 48 B0 72
Tubulin | | |‘-—"':" A R e i o T
MiSIRT3 | e e e - D e - e e ow — -
c-Myc — L

Abbildung 27: Stabilitdtsanalyse von wtSIRT3 und @s Einflusses von SIRT3 SNPs
SIRT3 (wt, R80W, V208I) transfizierte Zellen wurderit CHX (Cycloheximid) inkubiert und kinetisch agal
siert mit Western-Blot auf Tubulin, c-Myc und SIRT8i{ochondriales SIRT3 = miSIRT3; (Dransfekt a)).

Um den Effekt von CHX zu kontrollieren und visuai®en, wurden die Signale von c-Myc
analysiert, welches eine sehr geringe Halbwert$ze80 min) besitzt (Escamilla-Powers and
Sears 2007, Gregory and Hann 2000). Die c-Myc $egnaren schon nach 2 h CHX Be-
handlung so stark reduziert, dass keine Signale melerkennen waren, wéahrend sie bei In-
kubation mit der gleichen Menge DimethylsulfoxidMBO), in welchem CHX gel6st war,
stabile Signale aufwiesen, was zeigte, dass DMSeke=ffekt auf die Proteinsynthese hat-
te. Im Gegensatz zu der schnellen Reduktion deyc-8gnale blieben die Signale von mito-
chondrialem SIRT3 (mSIRT3) relativ konstant mittenssAbnahmen der Signalstarke nach 34
h CHX Behandlung.
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Die vergleichenden Stabilitatsanalysen zwischenlRIS und den beiden SNP Varianten
lieRen keine signifikanten Unterschiede bei debitat erkennen.
Nach 72 h waren in allen Fallen nur noch minimaést&ignale zu erkennen und die halbma-

ximalen Signale schienen bei ca. 48 h nach Cyciatid}{40 pg/ml] Zugabe zu liegen.

3.3.3.2 Analyse des Einflusses der SIRT3 nsSNPs auf SIRTXk#vitat

Beide validierten SIRT3 SNPs R80W und V208l fuhrenVeranderungen auf Aminosaure-
ebene und konnten entsprechend die funktionellevitkt von SIRT3 beeinflussen.

Basierend auf der Histon-Deacetylaseaktivitat vORTS auf H4is (Vaquerg et al 2007)
wurde die Deacetylierungsaktivitdt von wtSIRT3 weh SIRT3 SNP Mutanten Uber einen
Deacetylierungsassay (2.8.7) mit hyperacetylietigstonen analysiert, um einen putativen
Einfluss der SNPs auf die SIRT3 Aktivitat zu erfassDabei wurden gleiche Mengen an hy-
peracetylierten Histonen fur den gleichen Zeitranihund ohne dem Sirtuin-Inhibitor Niko-
tinamid (NAM) und den gleichen Mengen an (lUber FAagrose-beads und die Flag-tags der
Konstrukte) aufgereinigtem WtSIRT3, SIREGw und SIRTS320s inkubiert und mittels Wes-
tern-Blot untersucht (Abbildung 28).

Die Westen-Blot Analysen mit spezifischen Antikémpgegen SIRT3 und gesamt und acety-
liertes H4i6 zeigten deutlich reduzierte Signale bei AnsatzenwiSIRT3 und den SNP
Mutanten, wobei kein signifikanter Unterschied zkemnen war. Inkubation mit dem Inhibi-
tor NAM als auch Inkubation mit inaktivierter SIRTMutante blockierte die Deacetylierung-
saktivitat und fuhrte ebenfalls zu gleich starkégn8len bei wtSIRT3 und den SNP Mutan-

ten. (Dransfeldet a)

WT inaktiv R80OW V208|
-+|-+|-+|-+NAM
e A — miSIRT3

S | H4Lys16-ac

‘-“.W H4Lys16

Abbildung 28: Analyse der SIRT3 SNPs auf Aktivitat m Vergleich zu wtSIRT3 durch Deacetylierungsas-
say.

Die gleichen Mengen aufgereinigter hyperacetylieHestone und WtSIRT3, SIRT34gy (inaktiv), SIRTZgow
und SIRT3,g Wurden fir 20 min in HDAC-Assay Puffer (mit NADhd mit und ohne NAM inkubiert und
mittels Western-Blot analysiert (Dransfett a).
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3.3.4 Monitoring der SIRT3 Bioaktivitdt und Einfluss der SIRT3 SNPs mittels
Biosensor-Chip-System
Um abschlie3end alle méglichen Einflisse der beBIET3 SNPs zu erfassen und zu kléren,
ob sie tatsachlich keinen signifikanten Einflussf (8IRT3 Aktivitat, Stabilitat bzw.) auf die
zentrale Funktion von SIRT3 im EnergiestoffwechHsaben, wurde im Rahmen dieser Arbeit
eine neue Methode etabliert. Durch Kombination transienter Transfektion und einem Bio-
sensor-Chip-System sollte der Einfluss eines emezeProteins und deren Mutanten auf den
zellularen Energiemetabolismus erfasst werden, wide Biosensor-Chip-System den zeitli-
chen Verlauf von Respiration, Glykolyse und Adhéasiter verschiedenen Elektroden / Sen-
soren messen und aufzeichnen kann (2.5).
SIRTS3 stellte ein ideales Beispiel-Protein zur kéabng der Methode dar, da es einen nach-
gewiesenen grof3en Einfluss auf den zellularen Esr@egabolismus besitzt (1.1.3.5).

3.3.4.1 Etablierung der Transfektions-Biosensor-Chip Analygn

Als erstes wurden verschiedene Zelllinien, H129€KR93 T und HelLa Zellen, welche
schon in friheren Studien in dem System eingesetzden (Harlos et al 2008, Schatz-
schneideret al 2008), auf Transfizierbarkeit und Langzeitverhalseif den Biosensor Chips
getestet. Dabei wurden HEK293 T und HelLa Zellerd@sgeeignetsten Zellen fur die Kom-
bination transienter Transfektion und nachfolgemslealyse im Biosensor-Chip-System iden-
tifiziert, wobei HelLa Zellen mit 50-60 % (Abbildur2@) sowohl bei Nanofektion, als auch
Amaxa-Nukleofektion die bessere Transfektionseffizi aufwiesen.

Transfektionseffizienz

Abbildung 29: Optimale Transfektionseffizienz — Bsp Amaxa Transfektion von wtSIRT3 in HelLa Zellen.
A) Phasenkontratsaufnahme, B) FluoreszenzaufnaBaiken = 40 pm.

78



3. Ergebnisse

AulRerdem waren Hela Zellen aufgrund der langsameddeplikationszeit gegenuber
HEK293 T Zellen fur Langzeitstudien besser geeighetallen Experimenten wurde die
Transfektionseffizienz mit SIRT3-GFP Mutanten gedes

Um die Funktionsfahigkeit der Methode des ,realdimonitoring” transient transfizierter
Zellen mit sich anschlielBender Analyse im Biosei@oip-System zu beweisen, wurde die
Kinetik der wtSIRT3 Uberexpression mittels West&int mit gleichzeitig gemessenen Re-
spirationswerten visualisiert (Abbildung 30). Dalkennte gezeigt werden, dass die SIRT3
Uberexpression mit einer zeitlichen Verzégerung ¥ehh mit einem Anstieg der Respirati-
on korreliert. Das Maximum der SIRT3 Signale awtBinebene trat nach ca. 18 bis 20 h auf
und das Maximum der Respirationswerte nach ca.220-Die maximale Respirationssteige-
rung nach Abgleich und Normalisierung (dabei wurdan Unterschiede gréf3er 5 % berlck-
sichtigt) gegentber den untransfizierten Zelleakiiver SIRT3 Mutante SIRT3 sowie Zell-
wachstum, ergab eine maximale Respirationssteigedunch SIRT3 Uberexpression von ca.
35 % (Abbildung 30).

®

ST T I T AT T AT T T T T T T T AT T T AT T T e I T T T AT T oo T

Respirationsanstieqg [%]

13 17 21 25
Zeit [h]
| + SIRT3WT |
Zeit [h] 0 2 4 6 810 12 14 16 20 22 32 48
Tubulin | S > 6 o Groe e W GO P e S
mSIRTS e e ewewveey

Abbildung 30: Kinetik des wtSIRT3 induzierten Resprationsanstiegs im Vergleich zur Uberexpression.

A) Anstieg der Respiration nach SIRT3 Uberexpresgiemessen mit Bionas System. (Basis / NulllinieanK
trollen; d.h. der dargestellte Anstieg der Resjgratrgab sich aus dem prozentualen Anstieg detRwtS
transfizierten Zellen nach Abzug des prozentualestidgs der Kontrollen (s. Text) und Berlcksichtigutes
Zellwachstums. (4 unabhéngige Experimente) B) Pédbetektion von mitochondrialem SIRT3 mittels Wes-
tern Blot Analyse.
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Nach dem Nachweis der Funktionalitat der Method# der Identifikation des Zeitpunkts der
maximalen SIRT3 Uberexpression wurden weitere esgende Analysen durchgefiihrt,
wobei die Zellen 22 h nach Transfektion auf Trakbmseffizienz kontrolliert wurden und in
gleicher Zellzahl in die Biosensor-Chips ausgesdtden. Die Messungen in dem Biosensor-
Chip System erfolgten 4 h nach Aussaat der traegfen Zellen in Kurzzeitmessungen von
2-3 h (Abbildung 31, Abbildung 32).

160 T 7 160
i I T
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Abbildung 31: Respirationsanstieg durch wtSIRT3.
Durchschnittswerte ergeben sich aus 4 unabhangigeerimenten.
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Abbildung 32: Kein signifikanter Einfluss von wtSIRT3 Uberexpression auf Glykolyse.
Durchschnittswerte ergeben sich aus 4 unabhanggeerimenten.
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Dabei zeigte die transiente Transfektion von wtSBRTHelLa Zellen mit einer Transfektion-
seffizienz von 50 — 60 %, dass SIRT3 Uberexpresgio®inem signifikanten Anstieg der
Respiration um ca. 40 % fuhrt (Abbildung 31), wajegen Glykolyse (Abbildung 32) oder
der Adhéasion (Daten nicht aufgefuihrt) keine sidgaifite Veranderung zeigten.

Es ist festzuhalten, dass durch die Verwendungtramsienter Transfektion in Kombination
mit dem Biosensor-Chip-System die Visualisierungl genaue Zeitkinetik des Effekts der

SIRT3 Uberexpression auf die Respiration in lebarigklen detektiert werden kann.

3.3.4.2 SIRT3 nsSNPs haben keinen Einfluss auf SIRT3 Bioalvitat

Nach der Etablierung der Methode wurde der Einfllessbeiden validierten SIRT3 SNPs auf
die SIRT3 Bioaktivitat speziell in Bezug auf denegiemetabolismus bzw. die Respiration
und Glykolyse analysiert. Dabei wurde neben desstamten, gleichen Zellzahl besonders auf
gleiche Transfektionseffizienz aller SIRT3 Konsteukjeachtet und Kurzzeitmessungen von
2-3 h durchgefuhrt.

Die vergleichenden Analysen zwischen wtSIRT3 una 88RT3 SNP Mutanten zeigte, dass
sich wie bei den Analysen zur Stabilitédt und Aktivikein Einfluss der SNPs auf die Bioakti-
vitdt bzw. Respirationserhéhung durch SIRT3 Uberesgion ergab (Abbildung 33) (wie
schon der wt zeigten auch die SIRT3 SNP MutantamekeEinfluss auf die Glykolyse).

Der zusatzliche Vergleich mit wtSIRT1 zeigte, dasSIRT3 mit 40 % einen deutlich starke-
ren steigernden Effekt auf die Respiration ausdibtywtSIRT1 mit ca. 15 %.
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Abbildung 33: Ergebnisse der Biosensor-Chip Analysedes Einflusses der SIRT3 SNPs auf Respirations-
anstieg im Vergleich zu wtSIRT3.

Hela Zellen wurden mit &quimolaren MengetSIRT3, SIRTRgow SIRT3/205 Und WESIRT1 transfiziert und
nach 24h im Biosensor-Chip-System analysiert. Dagbhittswerte aus 3 unabhangigen Experimenten. &entr
le = Untransfizierte und mit Leervektor als auch 8IRT3,4gy (inaktiv) transfizierte HeLa. (Dransfeldt a))
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3.4 AML Pharmakogenetikik— SNPs in Ara-C metabolisiererden Enzy-
men
Zur Optimierung und besseren Prognose des patspeeiiischen Ansprechens bis zur Resis-
tenz auf Therapie mit Ara-C (Cytarabin), dem bistbeeffektivsten Chemotherapeutikum der
AML Standardtherapie, wurden in der vorliegendeber speziell ,Single Nucleotide Poly-
morphismen® (SNPs) als haufigste mogliche genetiddrsachen untersucht, welche entwe-
der als Promotor-SNPs die Expression eines Gensatsl@icht synonyme codierende SNPs
(nsSNPs) die Proteinfunktion (Aktivitat, StabilitdLokalisierung) beeinflussen kdnnen
(Allali-Hassanj et al2009). Dabei konzentrierten sich die AnalysenemiSprechende SNPs
in drei Schlusselenzymen des Ara-C Metabolismus: Esoxycytidin Kinase (DCK), der
Cytidin Deaminase (CDA) und der Deoxycytidylat Deaase (DCTD) (vgl. 1.2.5.2,
(Mahlknecht et al2009)).

3.4.1 Promotor- und nsSNPs in Enzymen des Ara-C Metabolisus

Die in silico Analyse der Datenbanken dbSNP (NIH) (Smigielski al 2000), HapMap
(2003) und von AppliedBiosystems (De La Vega al 2002) (vgl. 2.10.1) in Kombination
mit SNPs aus der Literatur fihrte zur Identifikatioon 11 SNP in den drei Schlisselenzymen

des Ara-C Metabolismus.

Nukleosid-Transporter.

Cytidin Deaminase Ara-C

Ara-U <

(G-88A, A-82G, C-451T,
C-897A, A79C, GZ208A) Deoxycytidin
Kinase (C364T, A727C)

Deoxycytidylat P
o < ra-
Ara-UMP < minase (A1726)

dCTP——»> DNA < -)-——--

Abbildung 34: Uberblick Schliisselenzyme des Ara-C ktabolismus mit analysierten SNPs.
Die bestatigten SNPs sind hervorgehoben (untenstnic (Mahlknechtet al2009)
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Tabelle 16: CDA, DCK und DCTD Genotypen der 360 AMLPatienten.

Gene/SNP Lokus Veranderung n %
CDA A79C Exon 1 Lys27GIn
Homozygot wt 1 1AA Lys 147 41
Heterozygot 1 2(A_C Lys/GIn 16445
Homozygot v 2 2(C_0O) GIn 49 14
CDA G-88A Promotor
Homozygot wt 11(G G Veréanderung der 398,7
TF Bindestelle ?
Heterozygot 1 2(G_A) 5 1
Homozygot v 2 2(A_A) 1 03
CDA G208A Exon 2 Ala70Thr
Homozygot wt 11(G G Ala 360100
Heterozygot 1 2(G_A Ala/Thr 0O O
Homozygot v 2 2(A_A Thr 0O O
CDA A-92G Promotor
Homozygot wt 1 1(A_A Veranderung defil51 42
TF Bindestelle ?
Heterozygot 1 2(A_G) 16145
Homozygot v 2 2(G_G) 48 13
CDA C-451T Promotor
Homozygot wt 1 1(C.C Veranderung det47 41
TF Bindestelle ?
Heterozygot 1 2(C.T 16345
Homozygot v 2.2 (T_T) 50 14
CDA C-897A Promotor
Homozygot wt 1 1(C.C 360100
Heterozygot 1 2(C_A 0O O
Homozygot v 2 2(A_A) 0O O
DCK C364T Exon 3 Prol22Ser
Homozygot wt 11(C.C Pro 35398
Heterozygot 1 2(C.T Pro/Ser 7 2
Homozygot v 2 2(T_T) Ser 0O O
DCK A727C Exon 6 Lys242GIn
Homozygot wt 11AA Lys 3599,7
Heterozygot 1 2(A_C) Lys/GIn 1 03
Homozygot v 2 2(C_0O 0O O
DCTD A172G Exon 4 Asn58Asp
Homozygot wt 1 1A_A Asn 360 0
Heterozygot 1 2(A_G) Asn/Asp 0O O
Homozygot v 2 2(G Q) Asp 0O O

Dabei wurden die meisten fur die Ara-C irreversilktivierende Cytidin Deaminase
(CDA) gefunden mit vier Promotor SNPs (G-88A, A-92G451T (dbSNP: rs532545), C-
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897A (dbSNP: rs10916823)) und zwei nsSNPs (A79CSkib: rs2072671), G208A)
(Abbildung 34, Tabelle 16). Fur die DeoxycytidylBeaminase (DCTD) wurde nur ein
NsSSNP (A172G) gefunden und fir die Ara-C aktivielemeoxycytidin Kinase (DCK) wur-
den zwei nsSNPS (C364T, A727C) und zwei PromotaPS[{C-360G and C-201T) identifi-
ziert. Die Promotor-SNPs von DCK (C-360G und C-2D&kdnnten nicht analysiert werden,

da die entsprechenden SNP-Assays nicht hergesteliten konnten.

3.4.1.1 Genotyp Frequenzanalysen — Validierung der identifiierten SNPs

Die Validierung (Frequenzanalyse) der SNPs erfolgber allelspezifische TagMan-PCR
SNP-Assays an 360 AML Proben (Kaukasische Bevofigrund bestatigte den DCK nsSNP
C364T, sowie vier CDA SNPs (A79C, G-88A, A-92G, &1%). Die Promotor-SNPs von
DCK (C-360G und C-201T) konnten nicht analysiertrdem, da die entsprechenden SNP-
Assays nicht hergestellt werden konnten. Die andprgativen SNPs konnten nicht bestatigt
werden, da sie entweder in allen Proben nur eial Alifwiesen (CDA SNP C-897A, G208A
und DCTD SNP A172G) oder das Vorkommen des Variaitéels wie im Falle von DCK
SNP A727C, C364T und CDA SNP G-88A unter 1 bzw.n#l 4,3 % lag (Abbildung 35,
Tabelle 16).
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Abbildung 35: Alleldiskriminierung (Genotyp Frequenzanalyse) der identifizierten SNPs der drei aus-
gewahlten Schlisselenzyme des Ara-C Metabolismus.
(Mahlknecht et al2009)
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Des Weiteren zeigte die Analyse der Genotypfregeiendass nur die Frequenzen von CDA
SNP A79C, A-92G und C-451T in Einklang mit der Hakfeinberg Vorhersagstehen (p =
0,82; p = 0,65 und p = 0,65) und dass diese dr&isSN einem ,Kopplungsungleichgewicht*
(Linkage disequilibrium) zueinander waren, d.h.tsggen haufiger gemeinsam auf (was sich
durch die Verteilung der Kombinationen der Allelaaten (Kopplungsungleichge-
wichtskoeffizient D°0,92; 0,92 und 0,96 fir SNP A78-92G, SNP A79C/C-451T und SNP
A-92G/C-451T) widerspiegelt). Die Genotypfrequenden SNPs mit 1-2 % Vorkommen des
varianten Allels waren weit aul3erhalb des Hardy+Werg Gleichgewichts und wurden, wie
auch die ,SNPs" mit 100 %" wildtyp Allel Vorkommeentsprechend nicht weiter analysiert.

3.4.2 Korrelationsanalysen der Cytidin Deaminase (CDA) Grotypen

Die bestéatigten CDA SNPs und ihre Genotypen wurdénden Patientendaten (Tabelle 17,
2.6) statistischen Korrelationsanalysen unterzoesm.Genotypen der CDA SNPs A79C, A-
92G und C-451T zeigten dabei keinen signifikantemfliss auf Gehalt weil3er Blutzellen
(WBC), roter Blutzellen (RBC), Thrombozyten, Knoadneark Blasten oder CD34 Expressi-
on. Trotzdem zeigten Patienten mit CDA SNP C-415%TT( signifikant (p = 0,01) héhere
Laktatdehydrogenase (LDHm Vergleich zu den heterozygoten und Wildtyp Ggpeh
(C_T und C_C), wohingegen die anderen beiden SHP® lsolchen Korrelationen zeigten.
Korrelationen mit den molekularen Markern FLT3 UdBM1 ergaben, dass der CDA SNP
C-415T (T_T) haufiger mit der FLT3-ITD Mutation agsiert ist (46,6 %), als die der hetero-
zygote (26,6 %) oder der wildtyp Genotyp (26,6 %)=(0,03). Die Genotypen der anderen
beiden SNPs zeigten wiederum keine solchen Untedeh

In Bezug auf Alter, Krankheitsstatus, FAB Klassdfiion (Subtypen), ECOG Leistungs-Status
(Eastern Cooperative Oncology group performanceu$taind zytogenetische Aberrationen
zeigten sich keine Ungleichheiten zwischen denraokgedlichen Genotypen.

Die Korrelation von CDA SNP Genotypen mit Ara-C betllungsbedingten toxischen Ne-
benwirkungen wie Grad IIl/IV Augentoxizitat (starkeratitis mit Kornea Ulzeration, akutes
Glaukom, objektiver Visusverlust) (bei 4/360), Haaltdden (8/360), Gastrointestinaltoxizitat
(116/360), Lebertoxizitat (62/360) und Schadigures dentralen Nervensystems (20/360)
ergab, dass Patienten mit homozygot varianten &llélei allen drei CDA SNPs eine hdhere
Inzidenz fur Grad IIl/IV Augentoxizitat aufzeigtdam Vergleich zu den heterozygoten und
homozygot wildtyp Genotypen (n =4 vs 0 vs 1, p,850Ur jeden SNP). Fir die anderen Ne-

benwirkungen wurden keine Korrelationen gefundbtahlknecht et al2009)
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Tabelle 17: Patientendaten der 360 AML Patienten deAnalysen der Ara-C metabolisierenden Enzyme.

Anzahl Anzahl % Durchschnitt
(Bereich)
Geschlecht 360
(méannlich/weiblich) 180/180 50/50
Alter [Jahre] 360 57 (18-79)
Knochenmark Blasten [%] 329 64 (20-99)
WBC [Gpt/L] 358 26.0 (0.5-465.9)
CD34 positiv [%)] 343 27 (0-98)
ECOG Status 293
0/1 155 53
2/3 128 44
4/5 10 3
FAB Klassifikation 360
MO 14 4
M1 76 21
M2 134 37
M4 66 18
M5 60 17
M6 8 2
M7 2 1
Krankheitsstatus 360
De novo 303 84
Sekundar 57 16
FLT3-ITD 355
Positiv 104 29
Negativ 251 71
NPM1 Mutation 358
Positiv 118 33
Negativ 240 67
Zytogenetik 347
Geringes Risiko 20 6
Mittleres Risiko 253 73
Hohes Risiko 74 21
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3.4.2.1 Identifikation von CDA SNP C-451T als neuen progndsschen Marker

Ein weiteres Ziel der Studie war es herauszufindénes einen Einfluss der CDA SNPs auf
das Therapieansprechen und Uberleben gibt.

Insgesamt erreichten 185 der 360 AML Patienter@gyEine komplette Remission nach Ara-
C Doppel-Induktionstherapie. Wahrend die GenotygenCDA SNPs und ihre Kombinatio-
nen keinen signifikanten Einfluss auf das Theragspaechen hatten, zeigte sich eine schlech-
tere 5 Jahres Gesamtuberlebensrate fiur CDA SNP1T-ABt dem homozygot varianten Ge-
notyp (T_T) im Vergleich zum Wildtyp (13 vs 25 % #£@0,05) (Abbildung 36)).
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Abbildung 36:Kaplan-Meier Schatzungen der Gesamtiibdebensrate in AML Patienten im Verhéltnis zu
den Genotypen des CDA SNP C-451T.
(n = 360, (Mahlknechtet al2009))

Die Unterschiede im 5 Jahre krankheitsfreiem Ulbere(T_T 23 % vs C_C 39 %) waren
dabei nicht signifikant (p = 0,08) (Abbildung 3Die Werte der Patienten mit heterozygotem
Genotyp lag bei Gesamtiiberlebensrate und bei é@kkeitsfreien Uberlebensrate zwischen
den beiden homozygoten Genotypen mit 23 und 29 #h(kmecht et al2009).
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Abbildung 37: Kaplan-Meier Schatzungen der krankhetsfreien Uberlebensrate in AML Patienten im
Verhdltnis zu den Genotypen des CDA SNP C-451T.
(n =185, (Mahlknechtet al2009))

Zur Bestatigung der Aussagekraft dieser Korrel@imowurde eine Multivarianz-Cox Analyse
mit Einbeziehung von allen 3 CDA SNPs (A79C, A-9Z5451T), zytogenetischen Risiken,
WBC, Thrombozytenzahl, LDH, CD34 Expression, KM &kn, FLT3/NMP1 Mutationssta-
tus, Alter und Krankheitsstatus durchgefuhrt. Dissgistischen Analysen zeigten, dass Pati-
enten mit homozygot variantem (T_T) Genotyp ein Wmer 50 % erhohtes Todesrisiko im
Vergleich zum wiltyp Genotyp (Hazard Ratio 1,56 @SCI 1,09-2,24), p = 0,02) hatten und
bestatigten CDA SNP C-451T als einen unabhangigegnostischen Uberlebensfaktor.
(Mahlknecht et al2009)

3.4.2.2 ldentifikation putativer molekularer Basis des CDA SNP C-451T Effekts

Mit Hilfe einer in silico Analyse des CDA Promoters mittels dem ProgrammSE&rch
(2.10.3) zur Identifikation moglicher Transkriptgfaktoren konnte an der Position des SNPs
C-451T eine GATA-1 Bindestelle (91,4 %) aufgedewldrden (Abbildung 38 A), wobei
GATA-1 fur eine Steigerung der CDA Transkriptiorrametwortlich ist (Geet al2004, Ge et

al 2005, Munteanet al2006).

Bei der vergleichenden Analyse mit der Sequenzderitvarianten Base (Thymin statt Cyto-
sin) entfiel diese GATA-1 Bindestelle (Abbildung B.
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A) CDA Promotorsequenz -451 C (Wildtyp):
-451
I
-473 AGCTTGTTCA TGCCTCCTGC CTCGGGATGC CGCAGTGGCT GCCCCAGCCC
--------------------- > <GATA-191.4%
B) CDA Promotorsequenz -451 T:

-473 AGCTTGTTCA TGCCTCCTGC CTTGGGATGC CGCAGTGGCT GCCCCAGCCC

Abbildung 38: Vergleich der in silico Analyse der @A Promotorsequenz fir C-451T.
Ergebnisse der Traskriptionsfaktor Suche mittels Tar@emit Grenzwert 90 % Sequenzhomologie fur Segjuen
mit A) Wildtyp und B) varianter Base.

Neben der Identifikation des CDA SNPs C-451T alsemeprognostischen Marker konnte mit
der Aufdeckung einer putativen veranderten GATAihdBstelle eine mdgliche Erklarung
der Wirkung bzw. Klinischen Relevanz des SNPs gegeterden, welche durch einige Stu-
dien zur Ara-C Sensitivitdt und dem Einfluss derACBExpression und Aktivitat bekraftigt
werden (4.4.3).
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4 Diskussion

Epigenetische Therapien in Form von demethyliererBiebstanzen und HDAC-Inhibitoren
beeinflussen sowohl die globale Chromatinstrukna @iranskriptionsfahigkeit, als auch spe-
zifische Genexpression-/en und Proteinfunktionea Btabilitdten und gehéren zu den gro-
Ben Hoffnungstragern aktueller klinischer Forsch@idighlknecht 2008 in (Ehningeet al
2008a), wobei sie besonders in Kombinationsthenapiel versprechende synergistische Er-
folge aufweisen (Bishtqret al2007).

Neben soliden Tumoren werden epigenetische Thearapie demethylierenden Substanzen
und HDAC-Inhibitoren auch bei hamatologische Nesigla eingesetzt, wo sie ganz beson-
ders gute Therapieergebnisse und synergistiscle&tEfbei MDS und AML zeigen (Bishtpn
et al 2007). Wie auch bei der Standardtherapie mit Arar€en auch bei HDAC-Inhibitor
Therapien individuelle Unterschiede des Therapigathens und Nebenwirkungen (welche
deutlich geringer sind, als die der Zytostatikal) @w4.1), weshalb weitere Therapieoptimie-
rungen, mit dem Ziel geringerer Nebenwirkungen (Bagpassung, Verringerung eingesetz-
ter Konzentrationen) bei gesteigerter Therapieeffiz, notig sind. Dabei zeigen zahlreiche
Studien, dass neben anderen molekularen Markermgemetischen Aberrationen sowohl Ge-
nexpressionsveranderungen (am Beispiel von HDAGaramengefasst in (Stimson and La
Thangue 2009, Weichert 2009)) als auch das Aufirbestimmter SNPs mit der Pathogene-
se, dem Verlauf und Therapieansprechen von Krelidugsammenhang stehen und fir die
Diagnose, Prognose relevant sind und zur Theraptexzrung in Richtung spezifischeren,
individualisierteren Therapieformen herangezogerrde® und entsprechend auch eine
Grundlage fur die Optimierung der HDAC-InhibitomdiAra-C Therapie darstellen.

In diesem Zusammenhang soll, neben der Auswertendg:hebnisse, besonders die Bedeu-
tung der im Rahmen dieser Arbeit erlangten (epitiecteen und pharmakogenomischen) Er-
kenntnisse durch die Genexpressionsanalysen vonG$DA AML-Subtypen und die SNP
Analysen von HDACs (Dransfeleet al 2007), speziell auch SIRT3 (mit den funktionellen
Analysen) (Dransfeldet a), sowie von Ara-C metabolisierenden Enzymen (Maédht et al
2009) hervorgehoben und im Folgenden erlautertinmidontext der Literatur diskutiert wer-

den.

90



4. Diskussion

4.1 AML-Subtypspezifische HDAC Genexpressionsanalysen

4.1.1 Wichtigkeit der Analysen

Bis heute ist AML bis auf wenige Ausnahmen (M3) der Mehrzahl der Erwachsenen eine
unheilbare Krankheit mit sehr wenigen Langzeitiddeehden bei Patienten Uber 60 Jahren
und wird meist noch mit Standardtherapien behanNelben der verbesserten Klassifizierung
und Diagnostik sind neue gezieltere Therapien nadige um die Toxizitat zu verringern und
die Behandlungseffizienz zu erhéhen, was folgeties aus einem aktuellen Buch zu AML

veranschaulicht und die Bedeutung der Ergebnisseatkegenden Arbeit hervorhebt:

,Man kann davon ausgehen, dass die WHO-Klassifikasichon in naher Zukunft aufgrund
neuer genetischer und insbesondere molekularbisthgir Erkenntnisse sowie durch die Er-
gebnisse von Genexpressionsanalysen erganzt uniflzisodwerden muss. Als Folge davon
konnte die heute noch relativ gleichartige Chemetpe der AML (Ausnahme APL
(M3)1.2.4) eine entsprechend der Biologie differeme Vielfalt erfahren — nattrlich mit dem
Ziel verbesserter Behandlungsergebnisg&hninger et al2008b)

Seitdem die Wissenschaft die Mdglichkeiten der epégischen Behandlung entdeckt hat,
fokussierte sie sich auf epigenetische Mechanisb@erKrebs, wobei neben Demethylieren-
den Substanzen speziell auch die Rolle von HDAGgee Krebsentstehung, -Entwicklung
und —Progression analysiert wurde und wird. Auah klinische Forschung bei der AML
konzentriert sich mehr und mehr auf individuali®eFherapien im Hinblick auf subtypspezi-
fische Charakteristika und weil HDACs in entscheiie Schritte in zahlreichen aktuellen
Modellen der Pathogenese von AML und Myelodyspasen Syndromen (MDS) involviert
sind (1.2.1.), wird besondere Anstrengung in di@ischung und Verbesserung entsprechen-
der Therapien mit HDAC-Inhibitoren (HDACI) unternaomen.

Klinische Studien mit HDACI (als neue ,Differenzigrgstherapeutika“) weisen dabei sowohl
bei der Therapie von akuten Leukamien, als auctdeeiBehandlung solider Tumoren viel
versprechende Ergebnisse auf, wobei neben zumun&laren Funktionen und Verhalten
epigenetischer Regulatoren in der Zelle auch diggkaitwirkungen dieser neuen molekula-
ren Therapiestrategien noch offen sind und die Buprdurch unzureichende Spezifitat und
im Vergleich zu anderen anti-Krebstherapien zwainge, aber nicht unerhebliche Neben-
wirkungen der Substanzen (vgl. 1.1.5) gehemmt {ahlknecht and Hoelzer 2003, Meit

al 2004), Mahlknecht 2008 in (Ehninget al2008a)).
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Die sich hieraus ergebende Notwendigkeit weiterBARI-Therapieoptimierung wird unter
anderem dadurch erschwert, dass unklar ist, wéletienten oder AML Subgruppen am bes-
ten auf HDACI Therapie ansprechen, was zum einéfealendem Wissen uber Zusammen-
hange zwischen HDACI Toxizitat und ihrer pharmakaainischen und pharmakokinetischen
Eigenschaften (die noch zum Grof3teil unbekannt)sind zum anderen auch auf den starken
Variationen der HDAC Expressionslevel in den Paé&erberuht (Minucci and Pelicci 2006),
was wiederum auf Expressionsunterschieden der AMiypen beruhen kdnnte. Wahrend
die Heterogenitat der Subgruppen der AML im Hinbléuf eine zielgerichtete patientenspe-
zifische Therapie in Zusammenhang mit demethyl@eanSubstanzen in jingsten Studien in
Cancer Cell von Figueroa et al. 2010 bertcksichwigtde und zur Identifizierung von AML-
Subtypischen DNA Methylierungsmustern fihrte (Figaget a), war bisher noch nichts zu
charakteristischen AML-Subtypspezifischen HDAC Eegsionsmustern bekannt, welche
ebenfalls kritische Parameter darstellen und wéskaenh Einfluss auf HDAC Inhibitor-
Therapieansprechen haben kénnten.

Genau an diesem Punkt setzten die Analysen deiegeriden Arbeit an, in dem die AML-
Subtypspezifischen HDAC Expressionsmuster analysied aufgedeckt wurden, mit dem
Ziel weitere Anhaltspunkte bzw. Grundlagen fir e@ptimierung der HDACi Therapie
durch eine an die HDAC Expressionslevel angepassiejidualisierte HDACi Behandlung
der AML Patienten mit reduzierten Nebenwirkungenemmoéglichen. In diesem Zusammen-
hang hob ein aktueller Review Uber HDAC Expressiod die klinische Prognose hervor,
dass aktuelle Daten auf eine Rolle der verandd#@AC Expression in humanen Tumoren
hindeuten und dass kinftige Studien klaren misserJDAC Expressionsmuster eine Vor-
hersage der Wirkung von bzw. Antwort auf HDACi Betlung erlauben (Weichert 2009).

In letzter Zeit wurden neben der vorliegenden Arlaeich eine Anzahl von umfangreichen
translationale Expressionsstudien zu HDACs in amdd@umoren, mit signifikanten Korrela-
tionen zur Prognose, publiziert (zusammengefaséiMieichert 2009)), in deren Kontext die
Daten der vorliegenden Arbeit im Folgenden eingeiéeb(Tabelle 18) und diskutiert werden.
Die meisten dieser Studien konzentrierten sichkdagse | HDACs, wohingegen sich relativ
wenige mit Klasse Il und fast keine sich mit Kla$&DACs beschaftigten.

Dies hebt zusatzlich zu den beschriebenen entsaidgeh Funktionen von HDACs in der
Pathogenese von AML und der Hoffnung auf innovagpegyenetische Strategien in diesem
Kontext (Mahlknecht and Hoelzer 2000, Met al2004) und der Entdeckung, dass AML im
Allgemeinen eine Expressionsveranderung der HDA@weist (Bradbury et al 2005), die
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Wichtigkeit der Analyse von AML-Subtypischen HDAGEessionsmustern, inklusive von
Mitgliedern der Klasse Ill HDACs, hervor.

4.1.2 Identifikation von AML M1 als Subtyp mit signifikan t hoheren HDAC
Expressionsleveln — mdglicher Einfluss auf HDACi-Terapie?
Die Aufdeckung der spezifischen HDAC Expressiongems den unterschiedlichen AML-
Subtypen bzw. speziell die Identifikation von AMLIMals Subtyp mit signifikant héheren
HDAC Expressionsleveln gegentber allen anderenysiealen Subtypen durch die vorlie-
gende Arbeit, bietet eine unabdingbare Basis fiiteaneeVerbesserungen bei der HDACi The-
rapie bei AML, indem sie die Grundlage fiir eine Aspung der HDAC Inhibitordosis an die
Expressionslevel liefert und z.B. die Moglichkeibi#net diese in AML M1 mit besonders
stark erhéhten Expressionsleveln zu erh6hen umtdr sie in den anderen Subtypen mit ge-
ringere Expressionshohe zu reduzieren, was auch dbei Entwicklung von HDAC-
Inhibitorcocktails beriicksichtigt werden sollte (@lung 41). Aufgrund der besonders star-
ken Auspragung der HDAC ExpressionsveranderungeatersSubtyp M1 besonders geeignet
fur die Analyse von neuen HDAC Inhibitorcocktaithe sich aus der identifizierten HDAC
Expressionsmustern ergeben konnten (4.1.5, 4.1.5.4)
Dabei muss die klinische Anwendbarkeit der Auspngigder Unterschiede in den Expressi-

onsveranderungen in klinischen Studien gepruft emrd

4.1.3 Ausschluss putativer Einflisse anderer Korrelationa auf identifizierte
AML-Subtypspezifische HDAC Expressionsmuster

Nach der Identifikation von AML M1, als Subtyp nnit Vergleich zu den anderen analysier-
ten Subtypen signifikant starker erhohten HDAC Esgionswerten, wurden Korrelations-
analysen zu unterschiedlichen Parametern, welctenenotglichen Einfluss auf die Korrela-
tion zwischen HDAC Expression und AML-Subtypen adkkn sollten, durchgefihrt(um die
Aussagekraft zu validieren).
Alle in diesem Zusammenhang unter 3.1 dargestelitggebnisse (der Korrelationsanalysen)
sprechen aufgrund der meist fehlenden signifikahbeterschiede und / oder den dargelegten
gegensatzlichen Tendenzen gegen einen Einflussaufgefihrten identifizierten weiteren
Korrelationen (der HDAC Expressionen und Subtypénamderen Parametern) auf die Iden-
tifikation von AML M1 als Subtyp mit signifikant &tker erhdhten HDAC Expressionswer-
ten, was auch durch entsprechende Multivarianzaaalpestatigt wurde.
Bevor auf diese Zusammenhange und Kontrollanalggggegangen wird, soll noch die Ver-
wendung von PBMCs als verwendete Vergleichsrefedeskatiert werden.
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4.1.3.1 Korrelation AML-Subtypen mit Blastengehalt - PBMCs sind ausreichend ge-
naue Vergleichsreferenz

Bei der zu Grunde liegenden Studie (2.6) aus deradalysierten Proben stammen, wurden
die Zellen, wie bei entsprechenden Studien Ubhatht sortiert, sondern Ficollisolationen der
Leukozytenfraktion durchgefuhrt und entsprechendAR&US PBMCs und nicht nur aus
Blasten (CD34+) gesammelt. Da sich der Blastenlamtgschen gesunden Probanden und
AML Patienten, als auch unter den AML Patientenetgihander unterscheidet, kann dies
einen Einfluss auf die erhobenen Daten haben undenu die kritische Analyse der Ergeb-
nisse aufgenommen.

Zum einen zeigten die Korrelationsanalysen, al$ alie entsprechenden Multivarianzanaly-
sen (3.1.2), dass die ermittelten KorrelationeriztrBinbeziehung der unterschiedlichen
Blastenkonzentrationen signifikant bleiben. Zumexed ist hervorzuheben, dass wir das Ziel
hatten Unterschiede zwischen den AML-Subtypen emtifizieren und es entsprechend nur
auf einen festen, gleichen Bezugspunkt ankam, dechddie Durchschnittswerte der Ge-
nexpressionsanalysen der DNA von PBMCS gesunddraRden festgelegt wurde.

Obwohl unsere Analysen also in ihrer Zielsetzunghdwe Anspruch auf einen quantitativ
hundert Prozent korrekten Bezugswert hatten, zeigteErgédnzung zu den durchgefihrten
Korrelations- und Multivarianzanalysen bereits &id Analysendass der Vergleich von
PBMCs gesunder gegenuber PBMCs von AML Patientenhdws als ausreichend genaue
Kontrolle angesehen werden kann, da sich keinféigniter Unterschied gegentber Analysen
mit reinen KM Blasten zeigte (Bradbymt al2005) (Abbildung 39).

Aus den Analysen von Bradbury et al. 2005 ging berdass der Vergleich der PBMCs und
CD34+ Zellen (Blasten) keine Unterschiede in dendemnz der HDAC Expressionsverande-
rungen zeigte. Dabei wurde jedoch nicht auf etwaigeerschiede in der Auspragung der
Expressionsanderungen eingegangen.

Um einen Einfluss der unterschiedlichen AnteileBdasten bei den AML-Subtypen auf die
identifizierten AML-Subtypspezifischen HDAC Expresssverdnderungen ganz auszu-
schlieBen, wurden aus diesem Grund bei unsereieStua. ebenfalls Korrelationsanalysen
des Blastengehalts (CD34+) mit der HDAC Expressiod den AML-Subtypen (sowie allen

anderen Korrelationen) durchgefihrt.
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Abbildung 39: Frequenz der hoch- oder runterregulieten HDAC Expression in AML Zellen in Relation

zu zwei unterschiedlichen Zellpopulationen.

Bradbury et al. 2005 zeigten, dass es keinen signifen Unterschied bei der Analyse der HDAC Exgitass-
veranderungen in AML Zellen gibt, wenn man als Referentweder PBMCs oder CD34+ (MPBs) verwendet.
Es wurden beispielhaft die Ergebnisse von Bradbtal.e2005 flr die von uns analysierten HDACs inrVe
gleich mit den unterschiedlichen Referenzen daefjest

Da sich im Gegensatz zu den Korrelationen der HIE@ression mit AML-Subtypen, wo
nur der Subtyp M1 deutlich héhere Expressionslauéteigte und die anderen Subtypen sehr
ahnliche Werte aufwiesen, bei der Verteilung desst&ingehalts deutliche Unterschiede zwi-
schen allen AML-Subtypen zeigten, war eine verfésoe Beeinflussung der Korrelationen
der HDAC Expression mit den Subtypen aufgrund di&stBngehalt unwahrscheinlich, was
durch die entsprechende statistische Korrelaticagaen der HDAC Expression mit CD34+
Gehalt, als auch durch eine entsprechende staltistidlultivarianzanalyse (HDAC Expressi-

on, AML-Subtypen und CD34+ Zellen) bestatigt wer#ennte.

4.1.3.2 Korrelation HDAC Expressionsmuster mit zytogenetisben Aberrationen

Die Multivarianzanalysen, sowie die vergleichenderalysen, der Korrelationen zwischen
HDAC Expressionsleveln mit zytogenetischen Abeoragn und deren Verteilung in AML-
Subtypen zur Uberprifung eines moglichen Einflusae$ die Signifikanz der AML-
Subtypspezifischen HDAC Expressionsleveln zeigtass die ldentifikation des AML-
Subtyps M1 auch in diesem Kontext nichts an Sigaifz einblsst.

Dass die Verteilung der zytogenetischen Aberratianeden AML-Subtypen keinen Einfluss
auf die Signifikanz der subtypspezifischen HDAC Eegsion hat, zeigt sich dadurch, dass die
HDAC Expressionen mit den gleichen zytogenetischieerrationen bei AML M1 signifikant

95



4. Diskussion

starkere Expressionssteigerungen zeigen, als béi MBha (3.1.3), was darauf hinweist, dass
bei AML M1 noch andere Faktoren vorhanden sindfidliadiese zusatzliche Expressionsstei-
gerung verantwortlich sind. Es konnten also niclt signifikante Korrelationen zwischen
HDAC Expression mit bestimmten AML-Subtypen, alslamit bestimmten zytogenetischen
Aberrationen identifiziert werden, sondern weitargezeigt werden, dass bei gleichen zyto-
genetischen Aberrationen die Expressionen in AMLdwhifikant hoher gesteigert sind.

Im Zusammenhang mit den zytogenetischen Aberratigsteauch das Fehlen einer Korrelati-
on der HDAC Expressionen mit Uberleben zu erwahiwgahrend bei manchen Tumoren
schon Korrelationen der HDAC Expressionen mit Usteeh aufgezeigt wurden (4.1.5), traten
bei den vorliegenden Analysen keine Korrelationem AML-Subtypspezifischen HDAC
Expressionen mit Uberleben auf. Dies konnte zurereidarin begriindet sein, dass in der
AML96 Studie (aus der die Proben stammen) nochekEliDACis eingesetzt wurden und sich
somit keine Korrelationen mit Uberleben aufgrunetkiier Effekte, sondern nur aufgrund von
indirekten Effekten (4.1.5.3) der HDAC Expressiaif die AML Therapie ergeben konnten.
Zum anderen kénnte es daran liegen, dass bei AMbrimers das Vorkommen von zytogene-
tischen Aberrationen Einfluss auf die Prognose Ubdrleben hat und dass die HDAC Ex-
pressionslevel sich bei zytogenetischen Aberratiomé positiver und negativer Prognose
nicht signifikant unterschieden, sondern signifileaixpressionsunterschiede bei AML mit
Standardrisiko aufzeigten, was darauf hindeuteds dei fehlendem HDACI Einsatz der Ein-
fluss der zytogenetischen Aberrationen und anderénnoch unbekannten Faktoren Uber-
wiegt. Weiterhin kénnte das Level bzw. die Auspréggder HDAC Expressionsunterschiede
nicht ausreichend sein, um ohne HDACI Einsatz §ikpmiten Einfluss auf die Uberlebensrate

Zu zeigen.

4.1.3.3 Korrelation HDAC Expressionsmuster mit Karyotyp

Wahrend die Korrelationen mit zytogenetischen Adigonen die starksten HDAC Expressi-
onssteigerungen bei AML mit Standardrisiko aufzmigtergaben sich bei der Korrelation mit
dem Karyotyp entsprechend die starksten HDAC Expoassteigerungen bei AML mit nor-
malem Karyotyp, was erstere Analysen unterstitatdBr normale Karyotyp vergleichbar ist
mit der Gruppe von AML mit Standardrisiko ohne diberrationen, (die keinen Effekt auf
die Prognose haben,) kbnnte man des Weiteren fgldass speziell die AML ohne Aberrati-
onen gesteigerte HDAC Expressionslevel haben. Widhaéso HDACs in den meisten AML
mit zytogenetischen Aberrationen aufgrund von Feghllierung in Korepressokomplexen
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verstarkt aktiv sind, werden sie in AML ohne zytogitsche Aberrationen verstarkt expri-

miert, was wiederum die Bedeutung der HDACs inRethogenese von AML hervorhebt.

4.1.4 Aufdeckung weitere Korrelationen

4.1.4.1 Korrelation HDAC Expressionsmuster mit unerwiinschten Nebenwirkungen

Im Zusammenhang der Korrelation geringerer SIRTIJpr&ssionssteigerungen mit An-
tithrombin (ATIII), ware eine Uber den Acetylierssggad beeinflusste Regulation der An-
tithrombin Expression oder und Proteinfunktion deark wobei bekannt ist, dass die (konsti-
tutive) Expression des humanen Antithrombin Gensn vdusammenspiel aktivierender
(C/EBR. (CCAAT enhancer-binding protein), HNF4 (hepatocyweclear factor 4)) und
hemmender (TR (thyroid hormone receptar), HNF3) Transkriptionsfaktoren abhangt. Da
fur einige dieser Transkriptionsfaktoren ebenfallse Regulation durch HDACs bekannt ist,
wie z.B. fir HNF4 (Yamashiteet al 2003) und C/EB& (Zuo, et al 2006), welche die An-
tithrombin Expression aktivieren und durch tber HI¥*gehemmt werden, ist ein aktivieren-
der Einfluss der geringeren HDAC bzw. SIRT1 Expimssstarke auf die Antithrombin Kon-
zentration zu erklaren.

Fur die Korrelationen der gesteigerten HDAC6 Exgpieas mit verstarktem Auftreten von
Proteinurie sind in der Literatur bisher noch keirtérekten Studien bzw. Zusammenhange
bekannt, aber aufgrund der bekannten FunktionenHIDACs kdnnen folgende putativen
Zusammenhange bzw. Ursachen aufgefiihrt werden:

Im Zusammenhang mit Proteinurie ist bekannt, dasbdles ein Risikofaktor ist und dazu
fuhren kann, dass die Nephronen geschéadigt sindsioideine Proteinurie ausbilden kann.
Weiterhin ist bekannt, dass Modifikationen des éfistAcetylierungsgrads die Chromatin
regulierte Insulin Transkription beeinflussen komnend es gibt immer mehr Hinweise einer
Verbindung dieser Mechanismen mit der PathogeneseDiabetes (Gray and De Meyts
2005, Lawlesset al2009). Speziell fur SIRT1 und 4 (4.1.5.2) sind iBR#essungen der Insu-
linsensitivitat nachgewiesen (Haiget al2006, Stolzenberg-Solompet al 2005, Yoshizaki

et al2009). In diesem Kontext kbnnte die erhohte HDA®rEssion entsprechend (Uber Ver-
anderung des Acetylierungsgrads die Chromatin regelinsulin Transkription einen negati-
ven Einfluss auf die Nephronen haben und) die Ehtstg einer Proteinurie beglnstigen, was

eine mogliche Erklarung dieser Korrelation seinrién
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4.1.4.2 Korrelation HDAC Expressionsmuster mit kompletter Remission und Rezidiv
Auftreten

Obwohl die analysierten AML Patienten in der Studsne HDAC-Inhibitor Therapie erhiel-
ten, konnten statistisch signifikante Korrelatiorgasteigerter HDAC Expressionen mit ge-
steigerter kompletter Remission (besonders nacbkbahstherapie 2) aufgedeckt werden
(3.1.6), welche mit den zellularen KonsequenzenHIBAC Expressionsveranderungen in
den AML Zellen (4.1.5) und entsprechenden Korrelagn in anderen Tumoren mit Tumo-
rinvasivitat und Tumorangiogenese (Ashretfal 2006, Bradburyet al2005, Leeet al2008,
Marquard et al 2008, Osadaet al 2004, Saji et al 2005, Yang et al 2008) erklart werden
konnen, welche im Detail unter (4.1.5) aufgefihusammengefasst (Tabelle 18) und disku-
tiert werden. Unter 4.1.5.1.2 wird auch die ,dopgeKorrelation von gesteigerter HDAC6
Expression mit kompletter Remission (3.1.6), alehamit verstarktem Rezidivauftreten
(3.1.6) diskutiert.

4.1.5 Identifizierte HDACs mit Expressionsverdnderungen in Kontext physiolo-
gischer Funktionen und onkogenem Potential — wasrgl AML relevante
Ziele?

Die vorliegenden Ergebnisse der Genexpressionsserdangen der HDACs in AML ohne
Differenzierung der Subtypen kdénnen mit den Tenden@es kleinen Probenpools) von
Bradbury et al. 2005 verglichen werden, welcherdilgys keine Aussagen Uber das Ausmalf3
der Expressionsveranderungen lieferte, und bestitiliese, bis auf HDAC5 und HDACHO.
Wahrend HDACS nur verringerte Expression und HDASo®vohl verringerte, als auch ge-
steigerte Expression in der Studie von Bradburgl.e2005 zeigte, ergab die vorliegende Ar-
beit fur HDACS5 nicht nur verringerte, sondern agesteigerte Expressionen und fir HDAC9
nur gesteigerte Expressionslevel (mit starker Aagpng). Da das Probenkollektiv der vor-
liegenden Studie fast drei mal so grol3 ist, wie adrsStudie von Bradbury et al. 2005, sind
die Daten dieser Studie statistisch signifikantad ist es wahrscheinlich, dass in der damali-
gen Studie entsprechende Falle nicht erfasst wurden

Um die Bedeutung, Auswirkungen und maoglichen Foldeser identifizierten HDAC Ex-

pressionsanderungen, sowie daraus ableitbare thdrsghe Mdoglichkeiten zu offenbaren,

werden im Folgenden die einzelnen HDACSs, die irertiExpression in AML verandert wa-
ren, im Kontext ihrer bekannten onkogenen Potentjlorrelationen in anderen Tumoren)

im Einzelnen (4.1.5.1, 4.1.5.2) und in ihrer Gegeeitt(4.1.5.3) und soweit bekannt mit ihren

physiologischen Funktionen diskutiert.
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4.1.5.1 Klasse Il HDACs mit veranderter Expression in AML

Obwonhl der Fokus bisheriger Studien auf Korrelagamalysen von Klasse | HDACs lag, sind
auch fur Klasse 1l HDACs einige Korrelationen zwiso veranderter Expression und Tumo-
ren bekannt.

Klasse | HDACs wurden in den vorliegenden Analys@t beriicksichtigt, da sie keine Ge-
nexpressionsveranderungen in AML aufweisen (Braghetral 2005), was darauf hindeutet,

dass das onkogene Potential von Klasse | HDACs bre.Beteiligung an der Pathogenese
von AML hauptséachlich auf der Fehlregulierung duRékrutierung in Korepressorkomple-

xen basiert.

4.1.5.1.1 HDAC5

Die Feststellung, dass hohere HDAC5 Expressionkomtpletter Remission (nach Indukti-
onstherapie Il) bei AML korreliert, wird durch Efgasse von Studien bei Lungenkrebs un-
terstitzt, in denen eine reduzierte HDAC5 Exprasgioch signifikant (P = 0,0006) mit
schlechterer Prognose korrelierte und HDACS5 alsbhéagiger Marker fur Kurzzeitiberle-
ben hervorgehoben wurde (Osadéa al 2004). In der Studie von Osada et al. 2004 wurden
neben HDACS5 auch die anderen Mitglieder der KIdsBEDACs mit der Stérung der Regula-
tion der Differenzierung und Proliferation von Lamgpithelzellen und Krebsentstehung (U-
ber Transkriptionsfaktoren, die durch verringertetession von Klasse Il HDACs in ihrer
Aktivitat gesteigert werden,) in Verbindung gebrach

Weiterhin wurden verringerte Expressionen in Nieramd Blasentumoren und eine gesteiger-
te HDACS5 Expression in kolorektalen Tumoren aufigizgzdag et al2006).

Zur Funktion von HDACS ist bekannt, dass es mit demrankriptionsfaktor GATA-1 inter-
agiert und eine Funktion bei der erythroiden Dgfezierung spielen kénnte (Watamoéb al
2003).

Die Veranderungen von HDACS5 waren bei unseren Asslyzum einen nicht besonders aus-
gepragt und zum anderen traten sowohl gesteigaldeauch verringerte Expressionen auf,
was unter anderem auch ein Grund sein konnte,lke@ss weiteren signifikanten Korrelatio-

nen auftraten.

4.1.5.1.2 HDAC6

Besonders interessant ist die in den AML Zellemidizierte Expressionssteigerung von
HDACSG6 (speziell in AML M1 und AML mit Standardrisi, da vorherige Studien eine signi-
fikante Verbindung zwischen Prognose und HDACG6 Egpion in verschiedenen Tumoren,

speziell auch in hdmatologischen Krankheiten nademekonnten, in dem gezeigt wurde,
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dass eine erhohte HDAC6 Expression mit erhohtenrlefbenszeiten korrelierte und zwar
unabhangig von der Tumoraggressivitat in kutanefell-fLymphomen (CTCL) (Marquatd
et al 2008), der ersten Tumorart fur die HDACIis zur Epee zugelassen wurden (Marks and
Breslow 2007, Marquarcet al2008, Weichert 2009).

Weiterhin wurden Veranderungen der HDAC6 Expressmohungenkarzinomen (Osadat

al 2004) und Ostrogenrezeptor-positivem Brustkrelsgi,(8t al 2005, Zhanget al 2004)
nachgewiesen, wobei hthere HDAC6 Expressionen eindéten Tumoren und geringeren
histologischen Schweregraden auftraten und gesteig#DAC6 Expression immer signifi-
kant mit verbesserter Prognose und Uberleben kerte

In diesem Kontext war die HDAC6 Expressionssteiggrin den AML Zellen ein viel ver-
sprechender Kandidat im Hinblick auf Korrelationerit Prognose und Uberleben, wobei
unsere Korrelationsergebnisse zwar eine signifikdfdrrelation zu gesteigerter kompletter
Remission (besonders nach 1T2) zeigten, aber amehsggnifikante Korrelation zu Rezidi-
vauftreten und keine Korrelation zu Uberleben eegab

Eine mdgliche Erklarung fir die Korrelation mit kphatter Remission, (in unserem Fall be-
sonders nach IT2) (obwohl im Rahmen dieser Studah ikeine HDACI eingesetzt wurden)
konnte darin bestehen, dass HDACG6 ein positiveruReégr der Zellzyklusprogression ist
(Wickstrom et al2009), was die Zellen besonders anféllig machtfiostatische AML The-
rapien, wie Daunorubizin und Ara-C, welche durchiaiu in die DNA wahrend der Replika-
tion Zellzyklustopp und Apoptose induziert (vgl2B.2).

Die zusatzliche Korrelation von HDACG6 mit starker&wazidivauftreten kann zumindest zum
Teil dadurch erklart werden, dass HDACG6 die erssdi-Deacetylase war, die als einzelne
HDAC fur die onkogene Transformation und Tumorbiidunétig ist (Leeet al2008).

Folglich lassen sich somit sowohl die Korrelatiordar gesteigerten HDAC Expression mit
gesteigertem Rezidivauftreten, welche im Zusammaglsaeht mit der durch HDACG6 indu-
zierten onkogenen Transformation und Tumorbildwaig,auch die Korrelation mit besserem
Ansprechen auf Zytostatikatherapie (besonders Id@xh die aufgrund der Stimulierung des
Zellzyklus gesteigerten Anfalligkeit fur den Einba&u die DNA wahrend der Replikation,
erklaren.

Demgegeniiber offenbarte die Analyse (einer Unt@mgubestehend aus) Ostrogenrezeptor
positiver Brustkrebspatienten, welche mit dem Qgtrmezeptor-Antagonisten Tamoxifen
behandelt wurden, eine Korrelation von HDAC6 Expr@s mit gesteigerter Rezidiv-freier
Zeit und Gesamtuberleben, wobei HDACG6 als unabfygngdrognostischer Faktor identifi-

ziert wurde, wobei die zu der Korrelation bei AMatRenten gegenlaufige Korrelation einer
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verringerten Rezidivrate bei gesteigerter HDACG6 fespion bei dstrogenpositiven Brust-
krebspatienten wohl auf Interaktion von HDAC6 nena Ostrogenrezeptor basiert. So konnte
gezeigt werden, dass HDACG6 ein Ostrogen reguligdiess ist (Ostrogen stimuliert HDAC6
Expression) und dass Tamoxifen die HDAC6 induziéeacetylierung von Tubulin (s.f.)
und die damit verbundene Erh6hung der Motilitathuedert (Saji et al 2005), was eine Er-
klarung fur geringeres Rezidivauftreten bei diegmziellen Patientengruppe sein kdnnte.
Die Deacetylierung von-Tubulin, welche zur Destabilisierung von dynamischen Mikibotu

li (Matsuyama et al 2002) und gesteigerter Motilitat und Migration ftjhst eine wichtige
Funktion von HDAC6 (Haggartyet al 2003, Parmigianiet al 2008, Saji et al 2005)
(Abbildung 40, Abbildung 41). In diesem Kontext wwarauch eine Beteiligung von HDAC6
an der Metastasierung von Lungenkreios \(itro) Uber Beeinflussung der TGFSMAD3
Kaskade nachgewiesen (Shahal2008).

Im Zusammenhang mit Brustkrebs wurde gesteigertd E¥DExpression, die besonders aus-
gepragt in dstrogen- und Progesteronrezeptor-genitifumoren auftrat, mit verbessertem
Ansprechen auf endokrine Behandlung korreliert,hattss HDAC6 auch als prognostischer
Indikator fur Ansprechen auf endokrine Behandlungl @ir Brustkrebsprogression angese-
hen wird (Zhanget al2004).

HDACEG6 spielt ebenfalls bei der Tumorangiogenese &nblle, da es die transkriptionale Ak-
tivitat von HIF-1o, welcher die Transkription von in die Tumorangingse involvierten Ge-
nen anschaltet, reguliert bzw. aktiviert und dudaiekte Interaktion den Abbau von Hik:1
hemmt und somit die Tumorangiogenese fordert (Qigin al 2006a) (Abbildung 40,
Abbildung 41). AuRerdem fihrt HDAC6 Knockout zu Ahbvon VEGFR1 und 2 und kdnnte
auch Uber HSP vermittelten proteosomalen AbbauMEBGFRs an der Angiogenese beteiligt
sein (Parket al2008).

In diesem Zusammenhang ist eine weitere wichtigetien von HDAC6 hervorzuheben, die
in der Deacetylierung und Aktivierung der Chapeuomiktion von Hsp90 besteht, dessen Inak-
tivierung durch HDCAG Inhibierung zum Abbau von Watumsférdernden und Uberlebens-
fordernden Proteinen wie Bcr-Abl Onkoproteinen, alsh Rezeptor Tyrosinkinasen (FLT3)
in leukdmischen Zellen (K562) fuihrt (Balet al 2005, Whitesell and Lindquist 2005)
(Abbildung 40, Abbildung 41). In diesem Zusammerth&st ein besonderer synergistischer
Therapieerfolg zu erwarten bei Kombination von HDESY Inhibitoren mit FLT3 Inhibitoren
bei Tumoren, die durch amplifizierte oder mutiefygosin Kinasen angetrieben werden, wie
es bei vielen (30-35 % (Gilliland and Griffin 200 ML Patienten (schlechte Prognose) der
Fall ist (Lane and Chabner 2009, Whitesell and guist 2005).
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HDACEG ist aul3erdem eine spezifische DeacetylaseRamoxiredoxinen und dartber an der
Regulation des Redox-Zustands der Zelle beteiligtem es Peroxiredoxine (Prx | und II)
Uber Deacetylierung inhibiert und somit deren amtiative Wirkung hemmt (Parmigignet

al 2008) (Abbildung 40, Abbildung 41). Obwohl HDACA diesem Fall die antioxidative
Abwehr zu schwachen scheint, wurde ebenso gezizigs, HDAC6 knockout dazu fuhrt, dass
die Zellen sich nicht von oxidativem Stress erhd@lkéwon, et al2007).

Weiterhin bindet und fihrt HDAC6 poly-ubiquitylierfehlgefaltete Proteine zu Aggresomen
(Kawaguchj et al2003) und eine Hemmung von HDACG6 macht Zellenmethend sensiti-
ver fur Stress durch fehlgefaltete Proteine bzwistthe Mikroaggregate in der Zelle, was
zum Zelltod fuhren kann (Hideshimet al2005).

Entsprechend der beschriebenen HDAC6 FunktionearhBDAC6 knockout Mause in vie-
len Organen hyperacetyliertes Tubulin, gesteig@xtetylierung und verminderte Aktivitat
von Hsp90 (Zhanget al 2008) und erholen sich nicht von oxidativem Strgéson, et al
2007) und es ist nicht verwunderlich, dass HDAGS e@liste spezifische Histon-Deacetylase
ist, die als einzelne HDAC fiir eine effiziente ogkae Transformation und Tumorbildung
notig ist (Lee et al2008). Die herausragende Rolle von HDACG6 in Zusanimang der Tu-
morbiologie und speziell mit Ver&nderungen in Zéllen Vorgéngen in AML Zellen (im
Vergleich zu den anderen HDACs mit identifizierteharakteristischen Genexpressions-
veranderungen in AML Zellen) wird in den zusammesémnden Ubersichten (Abbildung 40,
Abbildung 41) und Tabellen (Tabelle 18) noch eintmagonders deutlich. Aufgrund der mul-
tiplen tumorrelevanten zellbiologischen FunktiomgmHDACG6 ein gutes Beispiel fur die (zu-

satzlichen) HDAC-Effekte nicht epigenetischer Natur

4.1.5.1.3 HDAC9

Auch HDACS interagiert mit transkriptionalen Remeen und Korepressoren, welche in die
Pathogenese von hamatologischen Neoplasien invobiiel, wie z.B. N-CoR (Amanret al
2001, Wang et al 1998b) und es wurde entsprechend vorgeschlages, HBACYO an der
Hamatopoese beteiligt sein konnte und dass seih&egelierte Expression mit manchen
Tumoren in Verbindung stehen konnte (Peteieal 2003). Dabei bindet HDAC9 an N-CoR,
welches Teil eines Korepressorkomplexes mit mSim3 HDAC1 ist und mit ETO in AML
t(8;21) interagiert (Abbildung 40). Die t(8;21) Tdokation zwischen AML1 und ETO tritt
in 12% der AML auf uns stellt damit die zweith&sfig genetische Veranderung der AML dar
(Look 1997). Interessanterweise zeigten unsere Haigee, dass t(8;21) die geringsten
HDAC9 Expressionssteigerungen aller analysiertenp@en zytogenetischer Aberrationen

aufwies. Dies konnte damit erklart werden, dassveistarkte Interaktion von HDAC9 im
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Korepressorkomplex eventuell eine stabilisierendekivig ausiben kénnte, was aufgrund
einer negativen feedback Regulation (HDAC9 hemmgeme Expression (Haberlgnet al
2007)) zu einer geringeren HDAC9 Expression fllké&mte.

Im Zusammenhang mit den unterschiedlichen Kor@stnalysen war bei der Korrelation
der HDAC9 Expression mit AML M2 eine ahnliche Kdattoon zu erwarten, wie bei Korrela-
tion mit Zytogenetik, d.h. geringere Expression,t(#21) meistens bei AML M2 auftritt
(nach der French-American-British (FAB) Klassifikat in ca. einem Drittel karyotypisch
abnormaler M2), was sich bei den vorliegenden Aselyauch zeigte (mit leicht signifikant
niedrigerer Expression gegeniuber anderen Subtypen).

Da HDACS trotz der so extrem stark ausgepragterrdsgonssteigerungen in AML Zellen
keinen Einfluss auf Prognose und Uberleben zedgatet darauf hin, dass HDAC9 im Ver-
gleich zu den anderen HDACs jedoch nur eine untedyete Rolle bzw. einen geringeren

Einfluss hat.

Migration / Invasivitat

j %@5 Proliferation

/ ’ Y
. ‘@
Resistenz gegen ; 5‘ Differenzierung
oXxidativen Stress A
Apoptose

Abbildung 40: Einfluss der HDACs mit veranderter Expression in AML auf Tumorbiologie.

Dargestellt sind diduswirkungen der gesteigerten HDAC ExpressionenfAagfiogenese, Migration, Prolifera-
tion, Differenzierung, Apoptose und Resistenz gemddativen Stress. Aktivierender Effekt ist durdite Pfei-
le, inhibierender Effekt durch griine Balken darghst(weitere Erlauterungen und Referenzen sielies4.
4.1.5.3, eigene Abbildung).
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4.1.5.2 SIRTUINE mit veranderter Expression in AML

4.1.5.2.1 SIRT1 und SIRT3

SIRT1 und SIRT3, welche in fast allen AML Proberchi@guliert waren, sind besonders
interessant, da sie zusammen alle Zellkompartimebtiecken und u.a. zentrale Funktionen
bei der Regulation der Apoptose, Stressantwort,derd zellularen Energiestoffwechsel be-
sitzen (1.1.3.2, (Dransfel@t a)) und sich zum Teil dabei erganzen und ahnlicHeki (-
ber unterschiedliche Pfade) haben (3.3.4.2)! Weiitesind von den Sirtuinen, welche allge-
mein schon mit Krebspathogenese in Verbindung gabraurden (Johnstone 2002, Marks
et al 2001a), Neumeisteret al 2002), speziell SIRT1 und SIRT3 (gesteigerte Esgim)
korreliert mit der Tumorprogression bei Brustkrelsebei besonders SIRT3 Expression mit
fortgeschrittener Metastasierung korrelierte, watsos zur Diskussion einer moglichen Nut-
zung von Sirtuin Expressionsmustern in Diagnostiid lPPrognostik fuhrte (Ashrafet al
2006).

In diesem Zusammenhang ist ebenfalls hervorzuhetsss speziell das SIRT1 Proteinlevel
nicht nur in AML Zellen konstitutiv hoch regulierst, sondern generell in Krebszellen und
auch in vielen Krebszelllinien héher ist als ingeden Zellen (Huffmaret al2007, Stunkel

et al 2007) und es wurde gezeigt, dass SIRT1 auch abispezifischer Uberlebensfaktor
fungieren kann (Fordet al 2005). Es wird angenommen, dass abnormal hohe ISLRVel
eine wichtige Rolle bei dem Uberleben von Krebsrekpielen, indem SIRT1 Promotoren
von Tumor Suppressor Genen stilllegt (wobei SIRAHIBition dabei sogar die stillgelegten
Gene reaktivieren kann, obwohl Promotor-Hyperméghyhg erhalten bleibt) (Prujtet al
2006). Generell scheint SIRT1 das Zelliberleben dirdZellteilung zu stimulieren als Ant-
wort auf Umwelt-Signale oder Signale zur terminal@ifferenzierung (Cohenet al 2004,
Fulca et al2003). Auch SIRT3 wirkt stressinduziert antiapaistth Uber Deacetylierung von
Ku70 (Sundaresaret al 2008), wodurch die Interaktion von Ku70 mit Baxuziert wird,
welche die Bax induzierte Apoptose blockiert.

Die Hochregulation in Krebszellen mit den bescleiedn Korrelationen und die beschriebe-
nen protektiven Funktionen von SIRT1 und SIRT3 dewutarauf hin, dass ihre Uberexpressi-
on auch in AML durch eine Steigerung des Energiabwismus bzw. ATP-Produktion, bei
gleichzeitiger Verringerung der ROS Konzentratisnwie durch Inhibition der Apoptose
(1.1.3.2) zu Uberlebensvorteilen fiihrt (da nachgewiesendejudass (Uberexpression von),
wobei speziell SIRT3 (Uber verschiedene MechanigrdenAbwehr von ROS steigert (Kim
et al, Schlicker et al 2008, Shi et al 2005) und Uberexpression SIRT1 iiber Deacetylierung
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zur Inhibition von p53- (Vaziriet al2001) und Forkhead- abhangiger Apoptose fuhrtKihra

et al2004, Brunetet al2004, Mottaet al2004).)

Zu dem positiven, steigernden Effekt von SIRT1 @RT3 auf die ROS-Abwehr sind meh-

rere Ursachen bekannt (1.1.3.5).

Speziell die Uberexpression von SIRT1 und SIRT3nkérentsprechend ein wichtiger Faktor
bei der Uberlebensfahigkeit von AML Zellen gegenitiogischen oder differenzierungsindu-
zierenden Chemostatika sein, da die UberexpressiorSIRT1 und speziell SIRT3 der ab-
schwachenden Wirkung von HDACG6 auf die antioxidatAbwehr (siehe 4.1.5.1.2). entgegen
wirkt und diese ausgleicht bzw. insgesamt eineg8teing der antioxidativen Abwehr bewirkt
(Abbildung 40, Abbildung 41). Die protektive Rollen SIRT1, welche bei unseren Analysen
neben HDAC9 die hdchsten Expressionssteigerungizeigte, wird anhand der Studie von
Bradbury et al. 2005 verdeutlicht, da sie zeigtkrss AML Blasten mit den geringsten SIRT1
Leveln (bei ansonsten gleich hohen HDAC Expressipaen sensitivsten waren fur HDAC-

inhibitor (VPA) induzierte Apoptose (Bradbyrgt al2005).

Die Zytostatikatherapie der AML beinhaltet auch Bauubicin, welches neben Einbau in die
DNA auch als ROS agiert und den ROS Stress in Teellen erhdht, welcher tGber die durch
SIRT1 und SIRT3 erhohte ROS Abwehr gesenkt werdemte, was wiederum fur eine Ein-

beziehung von Sirtl und 3 Inhibitoren in die AML AD-Inhibitortherapie spricht.

4.1.5.2.2 SIRT4 und SIRT5

Uber die ADP-Ribosyltransferasen SIRT4 und SIRT6,ainzigen mitochondrialen Sirtuine
neben SIRTS3, ist noch nicht viel bekannt.

SIRT4 zeigt keine Deacetylaseaktivitat (Norét al 2003) und ribosyliert das metabolische
Enzym Glutamat-Dehydroganese (GDH), wodurch desdevitat inhibiert wird, was wie-
derum die ATP Produktion reduziert, da die GlutaDahydrogenase Glutamat in-
Ketoglutarat umwandelt, welches fur die ATP Produktbendtigt wird (Haigiset al 2006,
Kelly and Stanley 2001)Entsprechend wirkt SIRT4 antagonistisch zu SIRTBdass als
Folge der starken Reduktion der SIRT4 ExpressiolNiL Zellen die aktivierende Wirkung
von SIRT3 auf den Energiemetabolismus (ATP Produakthoch verstarkt wird.

In diesem Kontext konnte man die Korrelation vonirggerem Abfall der SIRT4 Expression
mit vermehrter kompletter Remission (nach IT2) Zheil damit erklaren, dass ein geringerer
Abfall der SIRT4 Expression zu einer starkeren gomgstischen Wirkung zu SIRT3 fiuihren
konnte und entsprechend eventuell etwas mehr digreshden Wirkung auf den Energieme-

tabolismus entgegengewirkt werden konnte.
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Zusammenhange mit Tumoren sind fir SIRT4 bisherbmirBauchspeicheldriisenkrebs be-
kannt, wobei SIRT4 die Insulinsekretion hemmt uedeaigt wurde, dass hohere Insulinlevel
mit erh6htem Bauchspeicheldriisenkrebsrisiko kareh (Haigis et al 2006, Stolzenberg-
Solomon et al2005).

SIRTS5 ist wie SIRT3 ein mitochondriales Matrix Raot und deacetyliert und aktiviert die
Carbomyl-Phosphat-Synthetase 1 (CPS1, mitochoedriBrotein) (Nakagawaet al 2009,
Ogura et a), welche wiederum den initialen Schritt des Haofigyklus fur die Ammoniak-
Detoxifikation und Beseitigung (wichtig beim Fasté&atalysiert (Jacksqret al1986).
Interessanterweise deacetyliert SIRT5 Cytochromi& Protein des Intermembranraums mit
zentralen Funktionen im oxidativen Metabolismuselflonentransfer von Komplex 1l zu
V) und Apoptose Induktion (Aktivierung Apoptosekasle tber Komplexbildung mit Apaf-
1) (Schlicker et al2008). Dabei muss die physiologische Signifikaozmgeklart werden.
Wie fur SIRT3 wird auch fur SIRT5 eine mogliche Detlierung von p53 diskutiert
(Michishita, et al 2005), aber es gibt keine nachgewiesenen Koroekti zwischen SIRT5
und Krebs. Aus diesem Grund und auch aufgrund deinteitlichen, d.h. sowohl leicht ge-
steigerten und reduzierten Expression, fallt SIR€bder Diskussion mdglicher Auswirkun-

gen auf die Tumorbiologie und als Ziel neuer HDAGErapien nicht ins Gewicht.

Tabelle 18: Ubersicht tber HDAC Expressionsanalysennd Korrelationen mit Tumoren und AML (in
der Literatur inklusive der Daten der vorliegendenArbeit).
CTCL = kutanes T-Zell Lymphom, LK = Lungenkrebs, BK Bkusbs, BSP = Bauchspeicheldriisenkrebs

HDAC Expressions- Tumor- Korrelation mit Tumor Referenz
veranderung art -Entwicklung, -Progression, -Prognose
HDAC5  Abnahme LK unabhéangiger Marker fir Kurzzeitiiberleben  Osada et al. 2004
Steigerung/ AML geringere Level korrelieren mit geringerer eigene Ergebnisse
Abnahme kompletter Remission
HDAC6  Steigerung CTCL verbesserte Uberlebenszeit unabhéngig Marquard, et al
von Tumoraggressivitat 2008
Steigerung LK verbesserte Prognose / Uberleben Osada, et al 2004
) Saji, et al 2005
Steigerung BK verbesserte Prognose / Uberleben Zhang, et al. 2004
besonders in besseres Ansprechen endokriner
Progesteron- Behandlung Zhang, et al. 2004
Rezeptor-pos.
Steigerung  in vitro verringerte Tumorzellinvasivitat (in vitro) Yang, et al 2008
bendtigt fur effiziente onkogene Trans- Lee, et al 2008
formation und Tumorbildung
Aktivierung der Tumorangiogenese Qian, et al 2006
Steigerung AML gesteigerte komplette Remission nach IT2 eigene Ergebnisse
gesteigertes Rezidivauftreten
HDAC9  Steigerung AML keine eigene Ergebnisse
SIRT1  Steigerung BK Korrelation mit Tumorprogression Ashraf, et al 2006
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Steigerung AML gesteigertes Uberleben toxischer oder Bradbury et al. 2005
differenzierungsinduzierender Substanzen
(in vitro)
Steigerung AML gesteigerte komplette Remission eigene Ergebnisse
(besonders nach 1T2)
SIRT3  Steigerung BK mit fortgeschrittener Metastasierung Ashraf, et al 2006
Steigerung AML gesteigerte komplette Remission eigene Ergebnisse

(besonders nach 1T2)

SIRT4  Steigerung BSK gesteigerte Insulinresistenz und Stolzenberger-Solo-
positive Assoziation mit Bauchspeichel- mon et al. 2005,
driisenkrebs Haigis, et al 2006
Abnahme AML gesteigerte komplette Remission eigene Ergebnisse
(besonders nach 1T2)
SIRT5
Steigerung/ AML gesteigerte komplette Remission eigene Ergebnisse
Abnahme (besonders nach 1T2)

4.1.5.3 Auswirkungen und mogliche Folgen identifizierter HDAC Expressionsverande-
rungen

4.1.5.3.1 HDAC Expressionsveranderungen in AML und gesteggB®S Abwehr
Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten darauf hineleutlass sich Krebszellen bzw. in diesem
Fall speziell AML Zellen durch die UberexpressioonvSIRT1 und SIRT3 eine gesteigerte
ROS Abwehr sicherstellen und dadurch eine ErholdendrOS Produktion durch die erhdhte
Respiration verhindern bzw. ausgleichen kénnterl. (¢gL.5.2.1) (wobei der ohnehin in
Krebszellen gesteigerte Energieumsatz durch didicle® Reduktion von SIRT4 in fast allen
AML Proben noch mal gesteigert wird (4.1.5.2.2))n BVegfall dieses Schutzmechanismus
kommt bei AML / Krebszellen bei dem Einsatz von HDiAentsprechend viel mehr zum Tra-
gen, als bei gesunden Zellen mit einem geringerafkddnmen von ROS, so dass es in
Krebszellen zum starken Anstieg der ROS und Ap@ptasnmt. Die entscheidende Rolle
von ROS bei der HDACI Therapie bzw. Wirkung auf Bseellen wird auch dadurch verdeut-
licht, dass Resistenz von Krebszellen gegen HDAICiemer erhéhten Kapazitat der Krebs-
zellen gegeniiber ROS (z.B. durch gesteigerte A#tiwion Thioredoxin und Peroxiredoxie-
nen und Redoxproteinen die beim Schutz vor ROS Rwoike spielen) assoziiert ist (Marks
and Xu 2009).
Die Feststellung, dass bei AML neben HDAC9 ganabders SIRT1, SIRT3 und HDACG6
signifikant hochreguliert sind, was zu einer starkéhten ROS Abwehr der AML Zellen
fahrt, weist in diesem Zusammenhang auf eine Koatmnsbehandlung aus spezifischen
HDACI gegen SIRT1, 3 und HDACG6 hin, mit dem Ziehei Aufhebung bzw. Reduktion der
erhohten ROS-Abwehr als Schutz der Krebszellendesr negativen Folgen von ROS, als
besonders viel versprechend.
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4.1.5.3.2 Zusammenfassende Ubersicht der gemeinsamen magliasigen der HDAC Ex-
pressionssteigerungen in AML — UberlebensvortgileAML Zellen und Ansatz-
punkt fir neue HDAC-Inhibitor-Cocktails?

Verdanderungen der HDAC Expression in AML Zelleni®aten sind (wie beschrieben
(4.1.5)) in unterschiedliche Mechanismen mit Efégkuf die Tumorbiologie (Tumorangio-
genese, -Migration / -Invasivitat, -Proliferaticjfferenzierung, Apoptose und ROS Abwehr
(4.1.5), Abbildung 40, Abbildung 41) involviert undrken dabei auch tGber chromatinunab-
hangige Pfade.

HDACSs, die in den Analysen in allen AML Proben &lsch reguliert identifiziert wurden,
waren SIRT1, SIRT3 und HDAC9 und bis auf wenige malsmen HDACG6, welche alle auch
spezifische Interaktionen mit nicht-Histon-Prot@inkesitzen und alle einzeln und syner-
gistisch, kummulativ tber ihre zellularen Funktioneu einem Uberlebensvorteil der AML
Zelle fihren kénnen (Abbildung 41).

‘ spezifische HDAC-

AML Zelle Inhibitorcocktails

sRT4 | | ——conl — |ap | /
ROS /
—_— -
SIRT1 f| ycpst T [ ooaircinmee Uberlebens-
M1 ——> ROS Abwehr t | APOPTOSE vorteil
SIRT3 1| [<DHZI _—r '
@ N 1 Pro-Uberleben: t \
> HSPSOT —> Akt FLT-3, Ber-Abl,...
HDACE | — Mikrotubuli- |~ ZelImigration ?
stabilitat Tumorinvasivitat
— ZelIzykIusT spezifischer HDAC-
Aktivatorcocktail

Abbildung 41: HDAC-Expressionsveranderungen in AML Zellen und deren zellularen Auswirkungen,
sowie ableitbare ergdnzende HDAC-Inhibitor und Aktivator-Therapie

Rote senkrechte Pfeile zeigen Steigerung, grireeReéduktion der Genexpression an und schwarze wedge
te zeigen den Mechanismus bzw. die sich ergebeAdswirkungen an. Reduktion der SIRT4 Expression, ei-
nem GDH Inhibitor, fuhrt zu gesteigerter GDH Aktéti, was gesteigerten Zitratzyklus und ATP Produktion
induziert (4.1.5.2.2). Anstieg der SIRT1 und 3 Exsgien bewirkt gesteigerte Respiration und ATP Pradok
gesteigerte ROS-Abwehr, Inhibierung von p53 undkHead Transkriptionsfaktoren und Apoptose Inhibition
(4.1.5.2.1). Anstieg von HDACSG aktiviert die Prelifition (Zellzyklus) und die Migration und hemmeefalls

die Apoptose (4.1.5.1.2). Waagerechte Pfeile aalBeder Zelle deuten eine mdgliche therapeutisctenfias-
sung an: 1) weitere Aktivierung von HDACG6 (gleichirp zu Zytostatika Therapie) kdnnte die AML Zellen
sensitiver fir Zytostatika Therapie machen, aufgrgedteigertem Zellzyklus (4.1.5.1.2); 2) Aktivierumgn
SIRT4 wirde GDH Aktivitat und ATP Produktion senk&y;Inhibition von SIRT1 und 4) SIRT3 wirde deren
positiven Effekt auf ATP Produktion und ROS Abwelrmen und die AML Zellen anfélliger fir ROS-Stress
(Daunorubizin agiert auch als ROS) und Apoptoséditidn durch die Zytostatika Therapie machen (4.115.3
(Referenzen siehe Text)
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Durch die Identifizierung dieser Klasse Il und HDACs mit Expressionsveranderungen in
AML und den sich daraus ergebenden AuswirkungendaufTumorbiologie und durch die
Entwicklung spezifischerer HDAC Inhibitoren konnergezielte neue HDAC-
Inhibitortherapien entwickelt werden. Dabei konntka Veranderungen in gezielter Inhibiti-
on und evtl. Aktivierung von Klasse Il und Ill HDAGn Ergénzung zu der Inhibierung der
Klasse | HDACs liegen, da Klasse | HDACs aufgruhcer Funktionen in der Pathogenese
von AML (Rekrutierung in fehlregulierten Korepredsamplexen und nicht auftretender sig-
nifikanter Expressionsunterschiede in AML Zellempmer (als Gruppe) in die Therapien
eingeschlossen werden.

Im Hinblick auf eine ableitbare Optimierungen dedALi Therapie ist zu analysieren, ob
trotz der vielfaltigen Effekte der HDAC6 Expressisteigerung auf Tumorinduktion, -
Progression und -Angiogenese ein Ausbleiben eiremmdung oder sogar eine gezielte zu-
satzliche Aktivierung der Expression oder Aktivitetin HDACG6 in Kombination mit Inhibi-
tion der Klasse | und 1l HDACs und Zytostatika rswoll ware, da eventuell aufgrund der
HDACSG6 induzierten Zellzyklussteigerung eine Steugey der Effektivitat der AML Zytosta-
tika-Therapie bewirkt werden kénnte, da die AML unforzellen durch einen (zusatzlich)
gesteigerten Zellzyklus noch anfalliger fur dieastatische Behandlung sein kénnten, was
auch eine Erklarung fur die identifizierte Korrédat von gesteigerter HDAC6 Expression mit
Therapieansprechen bzw. kompletter Remission s@imtk. Der kurzzeitige Effekt auf den
Zellzyklus und die damit einhergehende verstarktéligkeit fur die AML Therapie, konnte
dabei starker sein und eine eventuelle AuswirkuwrfgTfamorprogression tberwiegen. Dabei
sollte durch die Inhibierung von HDACG6 (gezielt darTubacin méglich) vor und nach Che-
motherapie, in Ergdnzung zu der stetigen Inhibitiien Klasse | und IIl HDACs (speziell
SIRT1 und 3), die Tumorprogression, -Angiogenelsigration und -Invasivitat der eventuell
verbleibenden AML Zellen inhibiert werden und eindmftreten von Rezidiven entgegen-
wirken.

Die durch HDAC6 gehemmte Abwehr der reaktiven Sstoéfispezies kdonnte aufgrund der
Inhibierung der Klasse Ill HDACSs, speziell SIRT1duSIRT3, nicht mehr oder zumindest
weniger ausgeglichen werden und der ROS Anstiegtetadadurch voll zum Tragen kommen
und zusatzlich zur Apoptose beitragen (vgl. 4.1.5).

Da eine geringere Expression von SIRT4 den positipeotektiven Effekt durch SIRT1 und
SIRTS3 verstarkt, sollte SIRT4 nicht durch Einsatzes HDAC Inhibitors gehemmt, sondern

eher aktiviert werden, um die ATP Produktion dembu bzw. AML Zellen zu hemmen.

109



4. Diskussion

Die identifizierten HDAC Genexpressionsveranderumge AML Zellen und dargelegten
putativen neuen Therapieansatzen verdeutlicherghwdPotentiale in der Einbeziehung der
bisher nicht bertcksichtigter Sirtuine (besondensHinblick auf ROS induzierte Apoptose
der Tumorzellen) und dem Einsatz HDAC-spezifisdhérbitoren liegen.

Im Zusammenhang mit dem identifizierten AML-Subtyii mit besonders hoch regulierten
Expressionsleveln der analysierten HDACs ist hewioeben, dass dieser Subtyp der einzige
ist, bei dem neben SIRT1 auch SIRT3 ohne Ausnahraéién Proben deutlich hoch reguliert
war. Entsprechend der Ergebnisse zum aktiviereidekt von SIRT1 und besonders SIRT3
auf den Energiemetabolismus (4.1.5.3.1, 4.3.3.5,35), sowie den gerade beschriebenen
Mechanismen, konnte dieser Subtyp einen besondsgepragten Uberlebensvorteil (durch
gesteigerte ATP / Energieproduktion bei gleichgeitiReduktion der schadlichen ROS besit-
zen) besitzen (Abbildung 41) und eine ausgepradi@hegkeit zum Uberleben von toxischen
oder Differenzierungsinduzierenden, chemotherapettin Agentien haben, was in zukunfti-

gen Studien analysiert werden misste.

4.1.5.4 In Richtung spezifischer, zielgerichteter AML Thergpie — Umsetzbarkeit puta-
tiver neuer spezifischer HDAC-Inhibitor Cocktails

Die Umsetzung der spezifischen Hemmung bestimmf@AE€s unterschiedlicher Klassen
und eventuell sogar gleichzeitige Aktivierung ardeviitglieder der HDAC Familie durch
die Entwicklung von HDAC-Inhibitor-Cocktails wirduggrund der Homologien der HDACs
erschwert und so sind bisher meist nur unspezdid¢BDAC Inhibitoren im Einsatz, welche
ganze HDAC Klassen (Klasse | und Il aufgrund ih#nk-Abhangigkeit, z.B. SAHA,
Valproat) zusammen hemmen (vgl. 1.1.5) und dabeir zuel versprechende Ergebnisse be-
sonders bei Leukamien zeigen, jedoch ebenfallggiahke Nebenwirkungen (1.1.5) aufwei-
sen (Bruserudet al 2007), was ebenso wie patientenspezifisches Aolpre (1.4.2) die
Notwendigkeit einer Therapieoptimierung wie z.B.sidanpassungen verdeutlicht.

Durch die Entwicklung von spezifischen HDACI (1. )JltBetet sich mit Bezug auf die darge-
stellten AML spezifischen HDAC Expressionsverandgen und die beschriebenen Auswir-
kungen auf die Tumorbiologie bei AML die Madoglichkeeinen spezifischen HDAC-
Inhibitorcocktail gegen HDACG6, SIRT1 und SIRT3, teg®end aus Tubacin (HDACG6 Inhibi-
tor (Haggarty et al2003) und z.B. Hexachlorophen (SIRT1-3 (Sandetrsl 2009)) zusam-
menzustellen und in Kombination (mit bisherigen rEpgen und Klasse | HDACIS) zu testen.
Dabei ist hervorzuheben, dass HDACIs, die spemfiiozelne Mitglieder der HDAC Klas-
sen (1.1.3) inhibieren, noch nicht besonders gataktierisiert und getestet sind, wobei der

HDACSG Inhibitor Tubacin am besten untersucht isd bekannt ist, dass er nicht direkt Apop-
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tose induziert, aber synergistisch mit anderen Ghleenapeutika in Tumorzelllinien wirkt
(Hideshima et al2005).

Der Mechanismus der bewirkt, dass Tumorzellen adutstarker und mit Apoptose auf
HDACI reagieren, wohingegen gesunde Zellen wenggroffen sind und eher nur im Zell-
zyklus stehen bleiben ist, wie unter 1.1.5 besblrie noch nicht eindeutig geklart, wobei
spekuliert wird, dass Krebszellen aufgrund ihreitipien Defekte die kritischen Effekte der
HDACI nicht so gut umkehren bzw. abfangen kénneig, gesunde Zellen (Marks and Xu
2009). Dieser Effekt sollte durch zusatzliche Hemgwon SIRT1 und SIRT3, welche bisher
nicht miteinbezogen wurden und wichtige protektRellen bei der Stressantwort spielen
(1.1.3.2), noch deutlich gesteigert werden unddeerlebensvorteil der Tumorzellen senken.
Der Einsatz eines HDAC-Inhibitor-Cocktails erlawd®t auch ganz spezifische Anpassungen
wahrend eines langeren Therapiezeitraums, wiediedBbeschriebene stetige Hemmung von
SIRT1 und SIRT3 und den kurzzeitigen Stopp der HBAghibierung kurz vor und wéhrend
der Zytostatika Therapie.

Nach der Entwicklung solcher HDAC-Inhibitor Coclt$aist die Frage nach der klinischen
Relevanz / Umsetzbarkeit durch entsprechemdgéro und klinische Studien zu analysieren.
Dabei sollte aufgrund der identifizierten starken uspragung der HDAC-
Expressionsunterschiede (Steigerungen) besondérdialEffekte bei AML M1 geachtet
werden. AML M1 ist zu einem geringen Anteil (2 %it mer prognostisch positiven Aberra-
tion t(8;21) (AML1/ETO) assoziiert (Klay®t al2004, Kohley et al1994),) und besitzt eine
durchschnittliche / mittlere Prognose (www.canag).aund es wére interessant in entspre-
chenden Studien zu analysieren, ob die aufgezelgteanders ausgepragten HDAC Expres-
sionen dazu beitragen und ob durch den beschriali¢DAC Inhibitor Einsatz besonders bei

diesem Subtyp die Prognose bzw. der Therapieepmgiv beeinflusst werden kann.

4.2 Klasse | HDAC SNP Analysen in gesunden Probanden drAML Pa-
tienten

Die Ergebnisse der Frequenzanalyse idesilico identifizierten putativen Klasse | HDAC
nsSNPs, welche weder in gesunden noch in AML Patienachgewiesen werden konnten,
deuten darauf hin, dass es sich bei den nichtiedieh Datenbankeintrdgen entweder um
Falschpositive handelt, oder dass diese SNPs zastimicht in der kaukasischen Bevolke-
rung vorkommen (Dransfeleét al2007). Entsprechend konnten keine Korrelationgaeatu
nsSNPs und Anfalligkeit fir AML durchgefihrt werdeNlit dem voélligen Fehlen von
nsSNPs liegen Klasse | HDACs deutlich unter demcBschnitt von zwei nsSNPs pro Gen
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(1.3), was wiederum verdeutlicht, dass die Klas$tDACs hoch konserviert sind (Ekwall

2005).

Nach Abschluss der Analysen wurden mittlerweiler {is11541185, rs1042903, rs467744,
rs34901743) der 10 putativen nsSNPs auch in Hapégefiihrt, wobei die Ergebnisse die-
ser Arbeit bestatigt werden, dass tatséchlichratibt in der kaukasischen Bevélkerung vor-
kommen, wobei nur letzterer zumindest in heteromgborm mit 13 % in der afrikanischen

Bevolkerung auftritt. In der aktuellen Version ddsSNP Datenbank (Build 130) sind nach
Abschluss der Analysen inzwischen zwei weitere niclidierte putative nsSNPs (HDAC1

rs1140673 und HDAC2 rs1126962) aufgefuhrt, die ger auch der putative HDAC1 SNP

rs1140658, der aufgrund nicht herstellbarer Somilemt analysiert werden konnte) wiederum
nicht in den anderen Datenbanken vorkommen, wa$ dafiricht, dass es sich auch hierbei

um Falschpositive handelt.

4.3 SIRT3 SNPs — Identifikation, Validierung, funktionelle Analyse

Mitochondriale Fehlfunktionen sind mit einer Vietdavron metabolischen und degenerativen
Krankheiten und Krebs verbunden (zusammengefag§ti@czenik and Neustadt 2007, Wal-
lace 2005)). Basierend auf den zentralen, viefféitibekannten und (durch den Anteil von 20
% acetylierter Proteine in Mitochondrien (Kimt al2006)) wahrscheinlichen Funktionen von
der mitochondrialen Hauptdeacetylase SIRT3 konritgrktionelle SIRT3 SNPs eine pa-
thophysiologische Signifikanz in diesem Kontextitzes. Zusatzlich sollte speziell SIRT3
auch auf nsSNPs und deren funktionelle Auswirkunigenuntersucht werden, da SIRT3
nicht nur bei den AML-subtypspezifischen Genexpmssanalysen in fast allen AML Proben
hoch reguliert war, sondern auch als einziges iSingben SIRT7 eine nachgewiesene signi-
fikante Korrelation mit Brustkrebs zeigte (Ashrat al2006) und weil es im Verlauf dieser
Arbeit immer mehr Publikationen zu diesem Sirtuabgwelche viele zentrale Rollen von
SIRT3 aufdeckten, wodurch es mehr und mehr aus®gmatten von SIRT1, dem am besten
analysierten Sirtuin hervortrat. Bisherige StudienSIRT3 SNPs gaben nur ein unvollstandi-
ges und widerspruchliches Bild zu der Existenz Wickung von SIRT3 SNPs, speziell im
Bezug auf aging (Lescaet al 2009). So postulierten Rose et al. einen Einfms einem
SIRT3 SNP G477T auf Uberleben im Alter (Roseal 2003), wobei dieser SNP zu gar kei-
ner Verdnderung auf Proteinebene fuhrt (S159S)dimd\utoren zeigten selber durch nach-
folgende Analysen, dass der angenommene EinflesesliSNPs auf einer gemeinsam auftre-
tenden VNTR (variablen Anzahl von Tandem-Wiederhgkn) allelspezifischen Enhancer in
Intron 5 basierte (Bellizziet al 2005). Da sich die Analysen der vorliegenden Arlagif
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nicht-synonyme SNPs konzentrierten und weil aucte éinalyse von 2.461 Proben durch
Lescai et al. weder den SNP noch den VNTR alleifpelzen Enhancer bestéatigen konnten
(Lescaj et al2009), wurden sie nicht in die Analysen eingese$do. In dieser Studie wurde
ein neuer SIRT3 SNP (rs939915) angegeben, derhedmt uns durch Sequenzanalysen als
ein SNP des benachbarten Gens psmd13 aufgedealke wur

Mit der Identifikation und Validierung von den bem SIRT3 SNPs R80W und V208l und
der Aufdeckung der anderen SNPs als nicht exisientler kaukasischen Bevélkerung
(Dransfeld et a) entstand ein klareres Bild der SIRT3 SNPs, wazukiinftigen Assoziati-
onsstudien, welche Verbindungen der Sirtuinbiologié metabolischen und degenerativen
Krankheiten und Krebs weiter aufklaren, bertcksgtiwerden sollte. Dabei zeigten die funk-
tionellen Analysen, dass sich diese beiden SNRgr@and nicht signifikantem funktionellen
Einfluss nicht fir Assoziationsstudien eignen.

Die Ergebnisse der Identifikation, Validierung whet Analyse des Einflusses der beiden bes-
tatigten SNPs auf die Aktivitdt und die Stabilitétn SIRT3, welche (trotz der Vielzahl an
SIRT3 Publikationen in jungster Zeit) bisher niamalysiert wurde, ist im Folgenden disku-

tiert.

4.3.1 Identifikation und Validierung putativer SIRT3 SNPs

Wahrend zum Zeitpunkt der Analysen die Allel-Fresgenalysen der kaukasischen Bevdlke-
rung nur fir einen der beiden bestatigten SIRT3SNR08I) vorlag, welche leichte Abwei-
chungen (um bis zu 12 %) aufwiesen, liegen mittklevauch Allel-Frequenzen (HapMap)
der kaukasischen Bevolkerung fir den bestatigt®TSISNP R80W vor, welche mit 71,7 %
wt, 26,5 % heterozygot und 1,8% homozygot fur vaga Allel, sehr nahe an den hier ermit-
telten Werten (maximal 3,7 % Abweichung) liegenn&ell sind die in dieser Arbeit ermit-
telten Allel-Frequenzen aufgrund der deutlich héhelProbenanzahl von 640 im Vergleich zu
120 bei HapMap verlasslicher bzw. statistisch sikgunter. Die Angaben zu den nicht besta-
tigten SIRT3 SNPs wurden mittlerweile in den Damteintragen aktualisiert und bestatigen
nun dass 100 % homozygote Vorkommen der WildtyfmalBis auf SNP G369S, der in der
afrikanischen Bevolkerung zumindest in der hetegozsgn Form (C/T 0,17 %) vorkommit,
handelte es sich bei den anderen putativen SN&&ctdich um Falschpositive, da sie auch in
den anderen Bevolkerungsgruppen nicht auftratepNtéa).

Die Analysen zeigten entsprechend, dass besonaedb8NP Datenbank Falschpositive Ein-
trdge aufweist, da sie auch nicht validierte Ddiemhaltet, wohingegen die Daten der Hap-

Map Datenbank immer validiert sind.
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Mittlerweile sind in der dbSNP Datenbank (build 13fiei neue nicht validierte nsSNPs
(rs61748606, rs61744899 and rs551570) aufgefidobei letzterer schon in der HapMap
Datenbank als Falschpositiver aufgezeigt wurde-HiappMap-Consortium 2003, Smigielski
et al 2000). Es ist anzunehmen, dass die beiden andébnvalidierten nsSNPs ebenfalls
Falschpositive sind, da sie nicht in HapMap gdlisied, obwohl dieser Lokus in HapMap
schon in verschiedenen Populationen untersuchtevundl weil die Analysen dieser Arbeit
aufdeckten, dass alle SNPs, die nur als nicht iestel SNPs in der dbSNP Datenbank enthal-

ten waren, nicht bestatigt werden konnten.

4.3.2 SIRT3 nsSNPs haben keinen Einfluss auf SIRT3 Stalitht und Aktivitat

Bei den Analysen putativer funktioneller Einflusder SIRT3 nsSNPS auf Aktivitat und Sta-
bilitéat, welche keine signifikanten Einflisse aufgen, waren die Stabilitatsanalysen beson-
ders interessant, da Computeranalysen von kramskiezibgenen SNPs angaben, dass ca. 75
% der Mutationen das Protein destabilisieren und/nt% direkt die biochemische Funktion
beeinflussen. Im Zusammenhang mit SNPs in krandberiogenen Genen wurde gefolgert,
dass Veranderungen der Proteinstabilitdt zu dehtiggten Mechanismen monogenetischer
Krankheiten gehdren (Wang and Moult 2001, Yetal 2005, Yue and Moult 2006). Diese
Computeranalyse gaben fur nsSSNPs ohne bekannterkiaitisbezug eine (geringere) ca. 30
%ige Wahrscheinlichkeit fur Verringerung der Staéilan, was durch jingste Studien besta-
tigt wurde (Allali-Hassaniet al2009).

Das Hauptziel unserer Stabilitatsanalysen bestamgi Aufdeckung potentieller Unterschie-
de zwischen wtSIRT3 und den SNP-Mutanten, welcdege keinen signifikanten Einfluss
auf die Stabilitat aufzeigten (Dransfett a)).

Trotz zahlreicher Publikationen gibt es bisher keinteraturangaben zu der Stabilitat von
SIRT3, so dass diese Analysen die ersten Hinweikdia SIRT3 Stabilitat darstellen.
Wahrend die durchschnittliche Halbwertszeit vonogtiondrialen Proteinen (bei Saugern)
zwischen 3,5 bis 5 Tagen liegt, gibt es auch miiadniale Proteine mit sehr kurzen Halb-
wertszeiten von 20 bis 80 min (Russeit al 1982). Aufgrund der zentralen regulatorischen
Funktionen von SIRT3 erwartet man eine eher kurakWertszeit und es ist hervorzuheben,
dass die hier ermittelte Halbwertszeit von 2-2,9érazwar schon unter dem Durchschnitt,
aber evtl. noch Uber der tatsachlichen Halbwertdsgjt, da SIRT3 ein zentrales Protein der
Stressantwort ist, wie z.B. auch SIRT1 und p53cheldurch Stress, der auch durch CHX
induziert wird (Aparnaet al 2003), stabilisiert werden. So ist z.B. SIRT1 beka dass

stressinduzierte Phosphorylierung fur die Staleiligng verantwortlich ist. SIRT1 besitzt un-

114



4. Diskussion

ter normalen Bedingungen eine Halbwertszeit voeath, wohingegen durch Phosphorylie-
rung (an S27) stabilisiertes SIRT1 auch nach Uherazh stabil ist (Fordet al2008). In die-
sem Zusammenhang konnte ebenfalls eine durch Gydloid ausgeldsten stressinduzierte
Phosphorylierung bei SIRT3 ausgelost worden segichve das Ergebnis der Halbwertszeit
verfalscht.

Es ist festzuhalten, dass die von uns verwendetadde eine vergleichende (grobe) Analyse
zwischen wt und SNP Varianten erméglichte und emaximale Halbwertszeit von SIRT3
von 2 bis 2,5 Tagen aufzeigte, keine sichere Besting der tatsachlichen SIRT3 Stabilitat
unter ,normalen®, stressfreien Bedingungen erlautbéssen genaue Bestimmung jedoch auch

nicht Ziel der vorliegenden Arbeit war.

4.3.3 Monitoring der SIRT3 Bioaktivitat

Um die Ergebnisse der Analyse des funktionellerflisses der SIRT3 nsSNPs auf Aktivitat
und Stabilitdt zu verifizieren und zusétzlich dentrale Rolle von SIRT3 im Energiemetabo-
lismus in lebenden Zellen zu visualisieren, wurdedar Kombination von transienter Trans-
fektion und Biosensor-Chip-Analysen eine Methodsbk¢rt, die eine Erfassung und online
monitoring der Effekte von SIRT3 und dessen nsSNRalten auf den zellularen Energie-
metabolismus in einem System ermdglicht, dass bgsi@ogische Milieu nachahmt und den
zellularen Energiemetabolismus tUber Messung degrSaffverbrauchs und der Anséue-
rungsrate erfassen kann. Ein besonderer VorteiMi#hode besteht darin, dass es nicht um
Endpunktanalysen von Zellmaterial handelt, weldlieslie Analysen durch Detektionsmar-
ker oder Fixierungsschritte geschéadigt oder zdrstdrde, sondern um Analysen in lebenden

Zellen mit der Méglichkeit langfristige Veranderwrgzu dokumentieren.

4.3.3.1 Erfolgreiche Etablierung der Kombination transienter Transfektion und Bio-
sensor-Chip-System zum online monitoring des Einfleses einzelner Uber-
exprimierter Proteine auf den Energiemetabolismus

SIRT3 war fur die Messungen in diesem System undegsen Etablierung aufgrund seiner
zentralen direkten und indirekten Funktionen im igr@metabolismus (1.1.3.5) besonders gut
geeignet, was in folgendem Schema (Abbildung 48)zd#lularen Energiemetabolismus mit
den wichtigsten Einflusspunkten von SIRT3 sowie desammenhangenden Messparametern
der Biosensor-Chips verdeutlicht werden soll.

Die SIRT3 Uberexpression fiihrt zum einen Uber dedkteraktion tber verstarkte Aktivie-
rung von Acetyl-CoA-Synthetase Il und Glutamatdebgenase zu Bereitstellung von mehr
Acetyl-CoA unda-Ketoglutarat fur den Zitratzyklus und somit zu maiADH (1.1.3.2).
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Zum anderen fuhrt SIRT3 Uberexpression (ber Aktivig von Komplex | und Il der mito-
chondrialen Atmungskette zu einem Respirationsagstnd entsprechend erhéhtem Sauer-
stoffverbrauch, der Uber die ,Clark-Typ* Elektrodéer Biosensor-Chips erfasst wurde.

Die zusatzlichen indirekten Effekte wie z.B. diei§erung des Energiemetabolismus durch
Steigerung der Mitochondrienbiogenese uber dieviddiing der PGC-d (Shi, et al 2005),
sind in diesem Schema nicht enthalten, verdeutli@ieer zusatzlich den groRen Einfluss von
SIRT3 und dass SIRT3 besonders fiur die Etabliedieser Methode geeignet war.

Transiente Transfektion -> SIRT3 Uberexpression

«—

|
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Detektion: Biosensor — Chip - Messungen
Abbildung 42: Monitoring von SIRT3 Bioaktivitat im zellularen Energiemetabolismus mittels Biosensor-
Chip System.

Durch SIRT3 Uberexpression kommt es, neben einentiggnder Konzentration voa-Ketoglutarat und Ace-
tyl-CoA in den TCA Zyklus, zu einer verstarkten diexk Aktivierung der mitochondrialen Atmungsketteetib
Deacetylierung von Komplex | und Il, sowie indirekB. durch Steigerung der Expression von Komplex V

(Sternchen) und entsprechend zu einem erhohterrsaiffieerbrauch, welcher tber ,Clark-Typ* Sauerssefi-
soren detektiert wird. (Referenzen siehe Text)

Durch den Nachweis der Korrelation des AnstiegsREspiration mit dem Anstieg des zellu-
laren SIRT3 Levels durch die kinetischen Analys&hhbjldung 30) konnte entsprechend die
erfolgreiche Etablierung des Systems nachgewiesedem.
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4.3.3.2 Vorteile und Einschrankungen der Methode

Die Vorteile der Kombination von transienter Traidion und den Biosensor-Chip Analysen
bestehen neben der Ermdglichung der Analyse deBugses einzelner Proteine auf den
Zellmetabolismus in lebenden Zellen Gber langeligaeme, in der Mdglichkeit den Einfluss
von Mutanten zu erfassen, wobei dabei nicht nurAspekt wie Aktivitat oder Stabilitat,
sondern viele Aspekte auf einmal erfasst werdeh @ugrh 4.3.3.3). Entsprechend kann die
Methode entweder dazu genutzt werden, um genahétleungen abzuschatzen, um bei vor-
handenem Effekt in weiteren Analysen nach dem gamdffekt zu suchen, oder um ab-
schlieBend jedweden Effekt auszuschliel3en bzwemrtfiaieren.

Des Weiteren konnte diese Methode zur Analyse ddhiEses von einzelnen, oder mehreren
Expressionsveranderungen (Uberexpression und oglemkerregulation) spezifischer Protei-
ne auf die Behandlung mit unterschiedlichen Stoliew. Therapeutika (welche tber die an-
geschlossenen Mediumsbehélter und Pumpen zugegelsdan kénnen) genutzt werden, um
z.B. den Effekt von SNPs auf Therapieansprechechditzen zu konnen.

Generell sollte in Zusammenhang mit der Nutzungetidethode zur Analyse des Einflusses
einzelner Uberexprimierter (oder auch ausgeschalt&ene auf den Energiemetabolismus
hervorgehoben werden, dass aufgrund der durchiatiren Standardabweichungen von 10
% das Protein von Interesse einen deutlichen Effektiiber 10 % haben muss, um zu signi-

fikanten Ergebnissen zu fuihren.

4.3.3.3 SIRT3 SNPs haben keinen Einfluss auf SIRT3 Bioaktitéat

Die Ergebnisse der abschlieBenden Analysen dedivamaEinflusses der SIRT3 SNP-

Mutanten auf die Bioaktivitat bzw. Funktionalitadry SIRT3 im zellularen Metabolismus mit
dem Biosensor-Chip-System stehen im Einklang mit Aealysen zur Stabilitdt und Deace-
tylierungsaktivitat, da in allen Analysen kein siganter Unterschied zwischen wtSIRT3
und SIRT3 SNP-Mutanten zu erkennen war, so dassigmifikanter Effekt ausgeschlossen
werden kann.

Es ist hervorzuheben, dass mit dieser Methode thigjeralle mdglichen Einflisse der

nsSNPs auf SIRT3 erfasst werden muissten; So misisen der Aktivitat und Stabilitdt auch
putative Unterschiede in der Lokalisierung erfasstden, da SIRT3 nur dann aktiv ist, wenn
es in der mitochondrialen Matrix prozessiert wug8ehwer et al2002) und als aktives Pro-

tein mit Untereinheiten des Komplexes | der mitoditalen Atmungskette interagieren
(Ahn, et al2008) und die Respiration steigern kann.
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Die Biosensor-Chip-Analysen bestéatigen also nialnt die Ergebnisse der Aktivitats- und
Stabilitatsanalysen, sondern zeigen auRerdem,dis&NPs keinen Einfluss auf die ,Bioak-
tivitat“ bzw. Funktionalitdt von SIRT3 im zellul&meEnergiemetabolismus haben und deuten
darauf hin, dass die beiden nsSNPs ebenfalls kesiigarfikanten Einfluss auf die SIRT3 Lo-

kalisierung haben.

4.3.3.4 Erklarung des fehlenden Einflusses der SIRT3 SNPS

Trotz der Lokalisierung in der konservierten Degleestedoméne von SIRT3 und der Identifi-
kation einer potenziellen Glykosylierungsstellefaninosaureposition 207-210 (Onyanggi

al 2002), war es nicht besonders wahrscheinlich, dassSIRT3 SNP V208l einen signifi-
kanten Effekt auf Proteinebene hat, da der hervafgee Aminosaureaustausch zwischen
zwei Aminoséauren der gleichen biochemischen Grigtattfand (Valin zu Isoleucin (alipha-
tisch)).

Die Lage des SNPs in einer potentiellen Glykosylgsstelle war dabei besonders interes-
sant, da Glykosylierung Einfluss auf Stabilitat éatkann (Vegarud and Christnsen 1975),
allerdings erfolgt die Glykosylierung nur an Asggira Serin oder Threonin.

Bei dem SIRT3 SNP R80W kommt es zu einem Austaasudr positiv geladenen, hoch ba-
sischen Aminosaure (Arginin) in eine aromatischeytrale Aminosaure (Tryptophan), was
gute Voraussetzungen fur einen Effekt auf Proteanebdarstellt. Das Fehlen einer Auswir-
kung dieses SNPs konnte durch die N-terminale lisikaling erklart werden, da diese Regi-
on nach dem Import in Mitochondrien abgeschnittérd wnd somit bei dem aktiven SIRT3

nicht mehr vorliegt und scheinbar keinen Einflussden Import und die Prozessierung hat.

4.3.3.5 SIRT3 hat gréReren steigernden Effekt auf Respirabn als SIRT1

In der Literatur gibt es zahlreiche Hinweise futiakrende Effekte von SIRT1 (SIRT1 und
UCP2 (Bordonget al 2006), UCP3 (Amatet al 2007), PGC1 (Rodger®t al 2008)) und
SIRT3 (Shj et al 2005) auf den Energiemetabolismus, aber die vielgdaden Biosensor-
Chip Analysen stellen die ersten direkten vergleiden, quantitativen Analysen von
WtSIRT3 mit wtSIRT1 im Zusammenhang mit dem zelefaMetabolismus dar.

Der starkere steigernde Effekt auf die zellularesgRation von SIRT3 beruht wohl darauf,
dass SIRT3 im Gegensatz zu SIRT1 sowohl indireiadldws et al 2006, Shi et al 2005),
als auch direkte aktivierende Effekte auf den Eieengtabolismus, speziell die Respiration
besitzt ((Ahn et al2008), Abbildung 42). So kann SIRT1 den zellulakgtabolismus indi-

rekt beeinflussen Uber die Regulation der Genesgpresmitochondrialer Gene (1.1.3.5).
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SIRT3 hingegen besitzt wie unter 1.1.3.5 beschned®enfalls diese indirekten Regulations-
wege und zusatzlich direkte aktivierende Effektedie Atmungskette, sowie weiterhin akti-
vierende Mechanismen im Energiemetabolismus tbetyACoA-Synthetase und GDH.

Alle diese Daten (vgl. 4.1.5.2.1) helfen den stark&eigernden Einfluss von SIRT3 auf die
Respiration zu verstehen und unterstreichen diee@®edg von SIRT3 im zellularen Ener-
giemetabolismus.

Unter Berlcksichtigung der Transfektionseffiziermn\b0 — 60 % stellen die gemessenen 40
bzw. 15 % Respirationssteigerung durch SIRT3 bzMRTS$ nicht das volle Potential dar,
welches bei einer 100 % Transfektionseffizienzdai80 % fir SIRT3 und 30% fur SIRT1
liegen konnte. Eine 80-%tige Respirationssteigerdumgh SIRT3 stimmt mit in vitro Daten
Uberein, welche eine 80 % RespirationssteigerunglB1B Zellen zeigten, die murines
SIRT3 Uberexprimierten (Shet al2005).

Die in lebenden Zellen nachgewiesenen starkenesteign Effekte von SIRT3 auf die zellu-
lare Respiration verdeutlichten neben den andee&arinten Funktionen (1.1.3.4) die immer
deutlicher werdende Rolle von SIRT3 im Kontext deflliberlebens, Zellmetabolismus, de-
generativen Krankheiten und Krebs (neben SIRT1)werdeutlichen weiterhin, dass die er-
staunlichen Funktionen von Sir2 in Modellorganisnjere Hefe, Caenorhabditis elegans und
Drosophila Melanogaster) beim Menschen nur auseeithbeurteilt werden kénnen durch
Kombinationsanalysen, die alle oder zumindest d@mmmentesten humanen Vertreter, zu
denen neben SIRT1 auch SIRT3 gehdrt, berlcksiehtige

4.4 AML Pharmakogenetik — SNPs in Ara-C metabolisierenén Enzy-
men
Bis heute ist auch die AML Therapie mit Ara-C deffeleivsten Standardtherapeutikum mit
dem Problem immer wieder auftretenden der patispiezifischer Unterschiede bei Thera-
pieansprechen und auftretenden Nebenwirkungen datiért und es ist schon lange bekannt,
dass diese zum Teil auf Unterschieden in der Arsl€abolisierung beruhen (Harris and
Grahame-Smith 1982) und dass die beschriebenenisSelténzyme der Ara-C Aktivierung
und Inaktivierung (1.2.5.2) dabei eine besonderéeRpielen (vgl. 1.2.5.4).
Da SNPs, speziell nicht synonyme SNPs (nsSNPs)Riachotor-SNPs, eine Hauptursache
fur genetisch bedingte Unterschiede der Genexmmessid Proteinaktivitat darstellen (1.3),
wurden im Rahmen der pharmakogenomischen Analyseweiteren Aufklarung der patien-

tenspezifischen Unterschiede beim Ansprechen uritted@n von Nebenwirkungen bei der
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Ara-C Therapie entsprechende SNP Kandidaten idaetif, validiert und auf entsprechende

Korrelationen analysiert (Mahlkneglat al2009).

Es ist hervorzuheben, dass zwar schon Korrelati@aigsen von SNPs in Genen von Protei-
nen mit Funktionen im Ara-C Metabolismus und Therapsprechen durchgefiihrt wurden,

aber dabei handelte es sich meist um Studien,ichensit wenigen SNPs und einzelnen Ge-
nen und meist in anderen Bevélkerungsgruppen (nasisttischen Populationen) in einer

deutlich geringeren Probenanzahl und meist im Zosammang mit anderen Tumoren und
mit anderen Antimetaboliten (z.B. Gemcitabin) bégtgten (vgl.1.3.1).

Die hervorzuhebenden Vorteile dieser Analysen bestalso sowohl in der statistisch signi-

fikanten grof3en Probenanzahl von 360 AML Patiersénauch darin, dass sie Informationen
in der kaukasischen (européaischen) Bevolkerungriefund dass mehrere SNPs in Kombina-

tion analysiert wurden.

4.4.1 Identifikation und Validierung von Promotor- und nsSNPs in Enzymen des
Ara-C Metabolismus
Die Validierung der Ubein silico Analyse und Literatur Recherche identifiziertengpiven
SNPs der drei analysierten Schlisselenzyme desCAkéetabolismus (1.2.5.2) konnte 4
SNPs nicht bestéatigen, was darauf hindeutet, dassich bei diesen SNPs entweder um
.Falsch-Positive” Datenbankeintrdge darstellen lgmnioder dass diese SNPs zumindest in
der kaukasischen Bevélkerung zu selten bzw. gdnt miaftreten. Letzteres trifft auf den SNP
G208A zu, der in der japanischen Bevolkerung vonkarmit Frequenzen von 4,3 %) und
sogar zu einer signifikante Reduktion der Aktivitktr CDA fuhrt (Yue et al 2003) und in
neuen Studien mit langsamerem Abbau der Gemcitabizentration im Plasma (Clearence)
nachgewiesen wurde (Sugiyane al 2007, Uenpet al 2009). SNP G208A wurde auch in
einer anderen Studie in der kaukasischen Bevolgeamalysiert und konnte dabei ebenfalls
nicht bestatigt werden (Fitzgeraldt al 2006). Des Weiteren wurde er mittlerweile auch in
der Datenbank dbSNP aufgeflihrt, wobei bestatigtl wdiass er nicht in der kaukasischen,
sondern nur in der asiatischen Bevolkerung auftih %), wodurch unsere Analysen besta-
tigt werden. Der DCTD SNP Al172G (Asn58Asp), welcirerdieser Studie nicht bestatigt
werden konnte, zeigte auch in einer anderen Stndiaukasischer, Amerikanischer Bevolke-
rung nur eine Frequenz von unter 1 %, wobei fir 8B ein stark inhibierender Effekt auf
die DCTD Aktivitat (11 % des WT) gezeigt werden ktg weshalb der SNP in die Analysen
aufgenommen wurde (Gilbeet al2006).
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Das identifizierte Kopplungsungleichgewicht (Linlkagdisequlibrium) von SNP A79C, A-
92G und C-451T, welche in hoher und ahnlicher Feeguauftreten, steht in Einklang mit
friheren Studien (Sugiyameat al2007) und untersttitzt die Richtigkeit unserer Asah.

Es ist noch zu hervorzuheben, dass die statistisébswertungen unserer Korrelationsanaly-
sen nur signifikante Korrelationen fiir den CDA SRRI51T ergaben, obwohl auch fir den
SNP A79C ein reduzierender Effekt auf die CDA Akt gezeigt wurde (Giovannettt al
2008, Kirch et al 1998) Dies kénnte darauf hindeuten, dass der reduzieré&figkt (1,3-3
fachin vitro) auf CDA Aktivitat durch den CDA SNP A79C nichtsmepragt genug ist bzw.
alleine nicht ausreicht, um eine signifikante Kéaten mit Uberleben hervorzurufen, son-
dern dass der die CDA Expression verringernde Eftekch SNP C-451T (vgl. 4.4.3
(Fitzgerald et al 2006)) eine deutlich starkere Auswirkungen bzweestarkere klinische
Relevanz hat, als die Verringerung der AktivitatadtuA79C. Ein weitere Punkt der dafur
spricht, dass der Effekt von C-451T die eigentlithrsache ist, stellt eine vergleichenden
Studie zu dem Effekt von CDA SNPs A79C und G208Adie Plasma-Aktivitat von CDA
da, welche zeigte, dass (im Gegensatz zu G208MTAC kein Effekt nachgewiesen werden
konnte (Sugiyameet al2007).

In diesem Zusammenhang ist eine Korrelationsstedierwahnen, in welcher der CDA SNP
A79C mit einer erhdhten therapiebedingten Sterkidhkorreliert wurde (Bhatleet al2009),
wobei die Autoren schon selber diskutierten, dasdege, nicht bericksichtigte, Poly-
morphismen einen Einfluss haben kdnnten. Da iredi8tudie nur der A79C SNP angeschaut
wurde, welcher jedoch meist gemeinsam mit C-451ffrituund C-451T den Effekt von
A79C scheinbar Uberwiegt, ist anzunehmen, dass1d-4ite eigentliche Ursache dieses Ef-
fektes war. Das wird entsprechend durch die invogiegenden Studie durchgefiihrten Mul-
tivarianzanalysen verdeutlicht, die zeigten, dasskarrelationen nur fir C-451T signifikant
sind.

Nach Abschluss unserer Analysen wurden noch wens&NPs in der dbSNP Datenbank
hinzugefugt. Bei der CDA wurde rs17854868 (Lys26Azngeflgt, welcher jedoch nicht
validiert wurde und nicht in HapMap aufgefihrt widih. es handelt sich wohl um einen
Falsch-Positiven SNP.

Bei der Desoxycytidin Kinase (DCK) erscheinen in NE€BI Datenbank (dbSNP, (Shermst

al 2001)) mittlerweile 5 nsSNPs, wobei es sich bdadon tatsachlich nur um 2 verschiedene
SNPs handelt. So sind sowohl rs66878317 und rs@3®B7/8le24VAl), als auch rs67437265
und rs67437266 (Prol22Ser) identisch. Bei letztdnandelt es sich um den in dieser Studie

analysierten SNP C364T, welcher in der Datenbartk-neiquenzen von 1,1 — 3,8 % in unbe-
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kannter Population angegeben sind, was etwas (eindlieser Studie (3.4.1) ermittelten
Frequenz von unter 2 % in der kaukasischen Bewifigetiegt. Neben diesem analysierten
SNP sind also nur 2 weitere nsSNPs lle24Val sowsl POGly (rs66472932) hinzugekom-
men, wobei fur diese beiden neuen nsSNPs schomgjeaede, dass sie nur in der afrikani-
schen Bevolkerung (mit geringer Frequenz von 2,28 1,7%) auftreten (Lambpat al
2007) und entsprechend nicht im vorliegenden Pnobelrzu beriicksichtigen sind.

Auch bei der Deoxycytidylat Deaminase (DCTD) simcezneue nsSNP Eintrage vorhanden,
wobei wiederum beide nicht in HapMap aufgefihrdsimd einer (rs35932500, Asp69Asn)
mit einer sehr geringen Frequenz von 2,8 % ayftsittbei die Population nicht genau defi-
niert ist, was daflr spricht ihn in zuklnftigen Aysen zu bericksichtigen. Der zweite
(rs17849458) weist keine Validierung auf und igsprechend eher ein weiterer Falschpositi-
ver SNP.

Zusammenfassend fiuhrte die Aufdeckung der DCK u@d@'D SNPs als Falsch-Positive bzw.
das Fehlen der varianten Form in der europaisclexdlBerung zu einer Beschrankung der
Analysen auf 3 SNPs der Cytidin Deaminase und estkozwar kein Markerset, aber CDA
SNP C-451T als unabhangiger prognostischer Markdentifiziert werden (4.4.2,
(Mahlknecht et al2009)).

4.4.2 CDA SNP C-451T - ein neuer prognostischer Marker

Mit der durch Multivaranzanalysen statistisch algfesrten Identifizierung von CDA SNP C-
451T als neuen unabhéangigen prognostischen Mailkemh 50 % verringertes Gesamtuber-
leben (bei homozygot varianten Genotyp) und erl®Risiko von Nebenwirkungen der Ara-
C Therapie (Augentoxizitat) konnte durch die vagéade Arbeit ein Beitrag in Richtung ver-
besserter Prognose und patientenspezifischer Tieesgeziell im Hinblick auf Dosisanpas-
sung der Ara-C Standardtherapiedosis (bei Patiemiemem CDA SNP C-451T), geleistet
werden. Durch gemeinsame Bericksichtigung dieseB 8hd aller bisher identifizierten
SNPs mit Einfluss auf den Ara-C Metabolismus (1.2isammengefasst in (Roumier and
Cheok 2009)) konnte eine Art SNP-Markerset und etsprechendes ,Test-Kit* (SNP-
Assay-Sammlung) entwickelt werden, um vor einer-Brdherapie all diese bekannten Ein-
flussfaktoren zu erfassen und bei der Therapieipas bertcksichtigen (vgl. 4.4.6).

Die Studie, welche die auftretende Korrelation ethiohter (therapiebedingter) Sterblichkeit
mit A79C statt C-451T verband (Bhatkt al2009), unterstitzt die vorliegenden Ergebnisse,
da wie zuvor beschrieben C-451T, welcher in dedi8tnicht berticksichtigt wurde und meist
mit A79C gemeinsam auftritt, die eigentliche Ursades Effekts darstellt (4.4.1).
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Neben dem zugrunde liegenden Mechanismus (4.4S8)C@BA SNP C-451T sind auch die
Korrelationen mit erhéhtem Auftreten von Nebenwitgan (4.4.4) und verringertem Ge-

samtiberleben (4.4.5) noch zu diskutieren bzw.rlaueern.

4.4.3 Mechanismus hinter der prognostischen Funktion vorCDA SNP C-451T

Nach der Identifikation von CDA SNP C-451T als nauygrognostischem Marker stellte sich
natirlich die Frage nach dem dahinter liegendenhélieismus.

Die Wirkung von C-451T wurde schon von Fitzgeral@le 2006 analysiert und beschrieben,
dass es durch C-451T, in der varianten Form zu staeken (75 %) Inhibition der CDA Ex-
pression kommt (Fitzgeralét al2006).

Die nahe liegende Ursache dieser Wirkung ist eiagiNderung der Transkriptionsfaktorbin-
destelle durch den Austausch von C zu T an Positibfh. Es ist auch schon in der Literatur
beschrieben, dass der proximale Promotor des CDAs Geehrere Transkriptionsfaktoren
enthalt, welche die CDA Expressianvivo regulieren undn vitro Promotoraktivitat zeigten
(Demontis et al1998, Fitzgeraldet al2006, Geet al2004, Watanabe and Uchida 1996).

FUr den SNP C-451T wurde von Fitzgerald et al. 2006rin silico Analysen mittels der
TRANSFAC Datenbank (http://www.gene-regulation.conttp://www.genomatrix.de) eine
Veranderung einer ETS1 Bindestelle zu einer LYFidBstelle beschrieben. Dabei ist ETS1
ein (angiogenese stimulierender) Transkriptionsakbr (Sharrockset al 1997) wahrend
LYF1 (alias IKZF1) als starker Transkriptionsreg@swirken kann, der u.a. in Korepressor-
komplexen mit HDACs agiert (Koipallyet al1999), was die Verringerung der CDA Expres-
sion durch die variante Form erklaren wirde.

Die neueren Studien haben Bindestellen und einelRign Gber GATA-1 Bindestellen (z.B.
-475 bis -478) nachgewiesen (&t al2004, Geet al2005, Munteanet al2006) und disku-
tierten, dass eine Verringerung der GATA-1 Transakungsaktivitdt zu verringerter CDA
Expression und erhdhter Ara-C Sensitivitat fihrénrke.

Interessanterweise ergab eine eigéenesilico Analyse mittels dem Programm TF Search
(3.4.2.2) eine GATA-1 Bindestelle (91,4 %) an Fositdes SNPs C-451T, welche durch den
Basenaustausch von Cytosin zu Thymin nicht mehnarmien ware (Abbildung 38), wodurch
der Enhancer Effekt entfallen wiirde, was den elsschriebenen Effekt einer Verringerung
der CDA Expression zur Folge hatte und somit eiegere Erklarung der Wirkung des C-
451T SNPs darstellt.
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4.4.4 Erklarung fur Korrelation CDA SNP C-451T mit Grad | 1l/IV Augentoxi-
zitat
Es ist schon lange bekannt, dass AugentoxizitaNalsenwirkung von Ara-C Therapie von
der Dosis und Dauer der Ara-C Therapie abhangigristh, et al1983).
Aufgrund des nachgewiesenen hemmenden EinflusseSME C-451T auf die CDA Expres-
sion wurde entsprechend schon von Fitzgerald efiralAnstieg der Toxizitat und Nebenwir-
kungen unter Standard Dosis Ara-C angenommen @i et al2006), was durch die vor-
liegenden Ergebnisse der Korrelationen von C-451TGrad III/IV Augentoxizitat bestatigt
wurde. Diese Korrelation kann dadurch erklart wardgass es durch Reduktion der CDA
Expression zur Reduktion des Levels von aktivem Cidalches Ara-C irreversibel inakti-
vieren wurde und somit zu einem Anstieg der intiaZgen Ara-C Konzentration kommt.
Eine entsprechende Korrelation eines Anstiegs meazellularen Ara-C Konzentration und
erhohter Ara-C Sensitivitat aufgrund verringert@ACExpression (Chabnget al 1979, Ge
et al 2004, Geet al2005, Lamba 2009, Munteaet al2006) bzw. Aktivitat (z.B. durch SNP
(Yue, et al2003)) wurde schon mehrfach beschrieben (diskutier
Da CDA durch die irreversible Inaktivierung von Atamafgeblich an der kurzen Halb-
wertszeit von Ara-C von 2-6 h verantwortlich istA5.3), kommt es durch die SNP bedingte
Reduktion des CDA Levels neben der erhhten Arae@zéntration wohl auch zu einer lan-
geren Halbwertszeit von Ara-C und zu einer langé&neposition mit aktivem Ara-C, was eine
weitere Erklarung fur eine starkere Auswirkung Aagentoxizitat sein kbnnte.
Es ist dabei hervorzuheben, dass als Hauptursaamh@uwbentoxizitat ein signifikanter An-
stieg der Ara-C Konzentration in der Zerebrospitiafigkeit angesehen wird (Sleyiet al
1983), in welcher Ara-C langsamer abgebaut wird @idd Frei 1971) und eine deutlich ver-
langerte Halbwertszeit hat (mit bis zu 24h zytodcken Ara-C Leveln) als im Plasma
(Kwong, et al2009, Lopezet al 1985, Slevinet al1983). Dass die Ara-C Toxizitat nur bei
der Augentoxizitat signifikante Korrelationen zeigkénnte daher dadurch erklart werden,
dass die Auswirkungen durch den C-451T SNP, eineingerung der CDA Expression und
der Effekt eines zusatzlich verlangsamten Ara-CaAlsbdort starker zum Tragen kommt. Die
verdeutlicht wiederum, dass nicht die Plasmakomagaohen von Ara-C, sondern die intrazel-
lularen Ara-C Konzentrationen mit den zytotoxisch&ffekten assoziiert sind (Milanet al
2002).
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4.4.5 Erklarung fir Korrelation C-451T mit verringerter G esamtiberlebensrate

Die durch C-451T erhohte intrazellulare Ara-C Kamization und vor allem die langere
Halbwertszeit konnten auch dazu fuhren, dass Ama<tarkerem Ausmald auch gesunde Zel-
len schadigt, welche bei normalem Ara-C Abbau dieser kurz ausgesetzt wéaren, was auf-
grund der geringere Teilungsrate gegeniber densgedlen geringeren Schaden anrichtet, da
Ara-C speziell bei der Replikation schadigend bapoptoseinduzierend wirkt (1.2.5.1).
Eventuell entstehen vermehrt Schaden (Einbau Ana-@le DNA) in gesunden Zellen, die
jedoch aufgrund geringeren Ausmal3es nicht sofdekid zeigen (aufgrund geringeren Aus-
males Uberleben die Zellen), sondern erst mit @#r zu sich akkumulierenden weiteren
Schéaden fiihren, die sich negativ auf die Gesundiizeit die Uberlebensfahigkeit auswirken
und evtl. andere Krankheiten (z.B. Immunschwéclegydrrufen; was eine Erklarung fur den
negativen Einfluss des CDA SNP C-451T auf die Selmlsesamtiberlebensrate darstellen
konnte.

Ein Ahnlicher Effekt, der diese mogliche Erklarumgterstiitzt ist das ,Ara-C Phanomen®. So
ist bekannt, dass eine kurze Verabreichung von@\m-mittlerer (0,1-1g/rhalle 12h, 6 Do-
sen) bis hoher Konzentration (2-3d/aile 12h fiir 5-6 Tage) zu optimaler Wirkung (Sdhad
gung der Krebszellen und komplette Remission) bangeren Nebenwirkungen fuhrt (Early
et al 1982, Harousseaet al1989), wahrend eine lang anhaltende Verabreiclkeimg gerin-
gen Konzentration (0,005-0,01¢fralle 12 h fiir 10-21 Tage) zu extrem verstarktetédwe
wirkungen fuhrt (Winter et al 1985). In diesem Zusammenhang kénnte der durchb1d-4
angenommene langsamere Ara-C Abbau bzw. langeitanta toxische intrazellulare Ara-C
Konzentration (4.4.3) dem Effekt einer langer atdralen Therapie mit geringerer Ara-C
Konzentration ahneln und entsprechend wie obenhbieben Schaden hervorrufen, die das

Gesamtuberleben negativ beeinflussen.

4.4.6 Mit CDA SNP C-451T in Richtung SNP-Markerset

Es ist hervorzuheben, dass es immer mehrere Deiantein bei der Vorhersage des Thera-
pieansprechens und den Nebenwirkungen gibt, wasssbbn von Evans et al. 2003 verdeut-
licht wurde, als er die ,polygenetische KomponenteEr Medikamenten-Antwort“ durch
zwei sich beeinflussende genetische Polymorphisreeamschaulichte und illustrierte wie die
Medikamentenwirkung durch unterschiedliche Ausprig(Hetero- oder Homozygotie der
Varianten Form) von SNPs in einem Medikamenten-b@isierenden Enzym (Abbau) und
in einem Medikamentenrezeptor (Effizienz) beeirgtuéverstarkt oder ausgeglichen) wird
(Evans and McLeod 2003).
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Auch im Ara-C Metabolismus gibt es, wie schon bestien (1.2.5.2), viele Komponenten
durch viele beteiligte Ara-C metabolisierende Eneyond Transporter, fur die zum Teil
schon einige SNPs mit Einfluss auf deren Aktivitatiktionalitat (Kinetik) oder Expressions-
starke nachgewiesen wurden. Das heil3t, der vornidemsifizierte CDA SNP C-451T muss
mit den anderen bekannten SNPs zusammen betraefrigén, um die ,gesamte” Wirkung
abschatzen zu kénnen. So kénnten sich z.B. beirétaft von Cytidine Deaminase (CDA)
SNP C-451T, welcher zu erhohter intrazellularen-8r&onzentration fihren wirde, ge-
meinsam mit den Desoxizytidine Kinase (DCK) SNP36BDG und C-201T, welche uber ge-
ringere DCK Expression zu reduzierter Ara-C Aktrvieg fihren (Shiet al2004), die Effek-
te gegenseitig aufheben.

Nach der vollstandigen Identifizierung aller SNPi$ kiinischer Relevanz werden also noch
weitere Analysen notwendig sein, bis ein vollstgedi SNP-Marker-Set zur ,vollstandigen®
prognostischen Beurteilung bzw. Abschatzung evdletu@/echselwirkungen zur Verfigung
steht. In diesem Zusammenhang ist zu erwahnen,ldasser Ara-C Therapie noch andere
Medikamente wie z.B. Anthrazykline eingesetzt werd dass in Hinblick auf ein vollstan-
diges Markerset entsprechend auch SNPs in metarehslen Enzymen und Transportern
dieser Stoffe, fur die ebenfalls schon einige klhi relevante SNPs bekannt sind (z.B. MDR1
Polymorphismen (llimeret al2002)), mit einbezogen werden sollten.

Nichtsdestoweniger bleibt festzuhalten, dass ddrehdentifizierung des CDA SNPs C-451T
als neuen prognostischen Markers im Ara-C Metabuls (bzw. AML Therapie)
(Mahlknecht et al2009) eine weitere polygenetische Komponente dar@Antwort aufge-
deckt wurde und auch schon in aktuelle ReviewsPharmakogenomik in AML (Roumier
and Cheok 2009) und genetischen EinflussfaktorerAde C Therapie (Lamba 2009) aufge-
nommen wurde und somit einen Teil zur Weiterentiieg§ im Bereich Pharmakogenomik
und patientenspezifischer AML Therapie und dem @l Erstellung eines SNP Markersets

beigetragen wurde.
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5 Zusammenfassung

Fehlregulationen von Histondeacetylasen (HDACSs) &ntscheidende Ereignisse der Patho-
genese deakuten myeloischen Leukamie (AMlyd die Basis fur innovative, epigenetische
Behandlungsstrategien, zu denen besonders dertEwvma HDAC-Inhibitoren z&hlt. Durch
die AML-Subtypspezifischen Genexpressionsanalysennten Unterschiede im EXxpressi-
onsmuster der HDACs aufgedeckt und AML M1 als Spbtyit signifikant hoheren HDAC
Expressionen identifiziert werden, was Einfluss aig# Wirkung und Anwendung von
HDAC-Inhibitoren haben kénnte und einen zusatzlicligagnostischen Marker darstellen
konnte (eingereicht: Dransfelet al. 2010).

Die Analyse nicht synonymer SNPs (nsSNPS) in Kla$$BACs mit putativer Funktion bei
Anfalligkeit fur AML deckte nsSNPs als Falschposgtiauf und zeigten, dass sie in den hoch
konservierten HDACs in Kaukasiern nicht existie(Bmnansfeld et al2007). Die Analyse der
zwei validierten nsSNPs von SIRT3, welches in aflaalysierten AML Proben als hochregu-
liert aufgedeckt wurde, zeigte, dass sie keineffilSs auf Aktivitat, zellulare Funktionen im
Energiemetabolismus oder die SIRT3 Stabilitat, déaren Halbwertszeit diese Studie erste
Hinweise lieferte, aufweisen (Dransfekt a).

Im Kontext der Optimierung und IndividualisierungrdAra-C Therapie konnte mit dem Cy-
tidin Deaminase SNP C-451T ein neuer, signifikani@abhangiger prognostischer Uberle-
bens-Marker fur AML Patienten aufgedeckt werden I{Maecht et al2009).
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Abstract

Missregulation of Histone deacetylases (HDACs)assidered as a crucial event in acute
myeloid leukemia AML) pathogenesisand therefore the basis for innovative epigenetic
treatment strategies, whereby HDAC-inhibitors tagag of these new therapeutic strategies.
With our AML subtype specific gene expression asaesyof HDACs we could reveal subtype
specific HDAC expression patterns, with AML M1 repenting a subtype with significant
higher HDAC expression levels, which could hardfget the impact of HDACi-therapy and
present an additional diagnostic marker of AML gpbt (submitted: Dransfeldf al. 2010).
Concerning putative functions of class | HDAC nsSNHiPsusceptibility to AML our analyses
showed that there actually do not exist any clad®AC nsSNPs in Kaukasians (Dransfeld
et al 2007). By analysing two nsSNPs of SIRT3, which waer expressed in all analysed
AML probes, it was shown that they had no influenoeSIRT3 activity, cellular functions in
energy metabolism or stability, which was definedthe first time in this study (Dransfeld,
et al).

Finally, in the context of optimization of Ara-Casitdard therapy, this work leads to the iden-
tification of cytidine deaminase SNP C-451T as &,ngignificant, independent prognostic
factor for survival of AML patient treated with A@, which further prompts the need for
individualized adjusted chemotherapy in patient® &re being given Ara-C or other nucleo-
side analogs (Mahlknecghdt al2009).
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8.1 Abbildungen
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Abbildung 43: Korrelation der einzelnen HDAC Expressionen mit AML Gruppen mit bestimmten zyto-
genetischen Aberrationen.
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Abbildung 44: Korrelation der HDAC6 Expression mit AML Gruppen mit bestimmten zytogenetischen
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Tabelle 19: Signifikanzen (P-Werte) der AML-Subtyppezifischen HDAC ExpressionsunterschiedeDie
statistische Auswertung erfolgte nach dem Man-Wyitd-Test (fiir nicht-parametrische Ergebnisse) uaddi
Werte entsprechen der exakten, zweiseitigen Skamfi.

AML M1 | AML M2 |AML M4  AML M4/EQ AML Mb5a
SIRT1 0,000 0,141 0,087 0,473 0,173
SIRT3 0,005 0,084 0,436 0,263 0,945
SIRT4 0,054 0,86 0,386 0,463 0,221
SIRTS5 0,019 0,04 0,923 0,815 0,133
HDACS5 0,08 0,145 1 0,791 0,73
HDACG6 0,003 0,312 0,416 0,014 0,774
HDAC9 0,418 0,002 0,169 0,128 0,197

Tabelle 20: Signifikanzen (p-Werte) der Korrelation von HDAC Expressionsleveln und zytogenetischen
Aberrationen.

Mono
Inv(16) t(8;21) 7/del(7q) Standard Risiko
SIRT1 0,131 0,892 0,256 0,993
SIRT3 0,99 0,713 0,331 0,009
SIRT4 0,302 0,877 0,62 0,823
SIRT5 0,825 0,626 0,406 0,318
HDACS5 0,776 0,205 0,502 0,651
HDACG6 0,002 0,54 0,633 0,001
HDAC9 0,058 0,000 0,136 0,642
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