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1 Einleitung

1.1 Akute myeloische Leukamien

Leukamien wurden erstmals 1875 von Rudolf Virchow beschrieben und bezeichnen
eine bodsartige Erkrankung des blutbildenden Systems. Der sehr rasche Verlauf
akuter Leukamien kann innerhalb weniger Wochen und Monate zum Tode fiihren.
Bei regelrechter Differenzierung entstehen aus hamatopoetischen Stammzellen
Leukozyten, Erythrozyten und Thrombozyten. Durch Veréanderung im genetischen
Material entstehen funktionsuntlchtige Zellen, die ins periphere Blut
ausgeschwemmt werden; gesundes umliegendes Knochenmark wird durch
ungehemmtes Wachstum der entarteten Zellen verdrangt. Aufgrund des Mangels an
funktionsfahigen Granulozyten und Monozyten treten gehauft Infektionen auf; weitere
Symptome sind Leistungsschwache, Anamie, petechiale Blutungen, Epistaxis,
Lymphknotenschwellung, Splenomegalie oder Gingivahyperplasie. Manchmal
besteht eine B-Symptomatik mit Fieber, Nachtschweif3 und Gewichtsverlust.
Richtungweisend fir die Diagnose ist der GbermaBige Anteil unreifer Blasten im Blut-
oder Knochenmarksausstrich. Meist kann nach Anfarben schon eine Einteilung in
myeloische oder lymphatische Leukamien getroffen werden. Laut WHO-Klassifikation
muss fiur die Diagnose einer AML und als Abgrenzung zum MDS der Blastenanteil
mindestens 20% aller kernhaltigen Zellen betragen. Differentialdiagnostisch kommen
fir die Veranderung des peripheren Blutbilds unter anderem eine Agranulozytose,
eine Myelodysplasie, eine pernizibse Anamie, eine infektiose Mononukleose oder im
Falle einer Leukozytose auch eine leukdmoide Reaktion in Betracht.

Die Diagnose Leukamie bezeichnet keine einheitliche Erkrankung. Die Einteilung in
die verschiedenen Subtypen erfolgte lange Zeit nach der 1976 publizierten FAB-
Klassifikation. Ersetzt wurde diese durch neue Richtlinien der WHO, wonach sich die
Kriterien vor allem auf zyto- und molekulargenetische Befunde stitzen und
dysplastische Veranderungen als deskriptive Parameter verwendet werden
(Haferlach, Schoch et al. 2002). Diese Einteilung ist bis heute weltweit Standard fir
die Diagnostik und Klassifikation der AML.:
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Einteilung der AML nach WHO-Kriterien

1. AML mit spezifischen zytogenetischen Translokationen

mit t(8;21)(g22;022), AML1/ETO

akute Promyelozytenleukamie (AML M3 mit t(15;17)(g22;q11-12)
und Varianten, PML/RAROQ)

mit abnormen KM-Eosinophilen und (inv16)(p139g22) oder
t(16;16)(p13;022);CBFB/MYH11

mit 11923 (MLL)-Anomalien

2. AML mit multilinearer Dysplasie (2-3 Linien betroffen)

- mit vorausgegangenem MDS/MPS
- ohne vorausgegangenem MDS

3. Therapie-induzierte AML und MDS

- nach Alkylantien
- nach Epipodophyllotoxin
- andere Ausloser

4. AML ohne andere Einordnungsmaglichkeit

AML ohne Ausreifung (entspr. FAB MO0)

AML minimal differenziert (entspr. FAB M1)

AML mit Ausreifung (entspr. FAB M2)

Akute Promyelozytenleukamie (entspr. FAB M3)
Akute myelomonozytare Leukamie (entspr. FAB M4)
Akute monozytare Leukamie (entspr. FAB M5)
Akute Erythro-Leuka@mie (entspr. FAB M6)

Akute Megakaryoblasten-Leukamie (entspr. FAB M7)
Akute Basophilen-Leukamie

Akute Panmyelose mit Myelofibrose
Myelosarkom/Chlorom

Akute biphanotypische Leukamie

Tabelle 1. WHO-Klassifikation der AML. Die Einteilung beruht vor allem auf Berlicksichtigung
zytogenetischer Translokationen, dem Vorhandensein von Dysplasien in mehreren Zellreihen sowie
auf Induktion durch vorausgegangene Therapien. Als vierte Subpopulation wird eine Gruppe nicht
anders einteilbarer AML zusammengefasst. (Tabelle modifiziert nach Haferlach und Schoch 2002)

Als wichtigstes Kriterium gilt das Merkmal spezifischer Translokationen. Fir diese
vier genetisch definierten Gruppen (s. Tabelle 1) gilt die Bezeichnung AML auch
dann, wenn der Blastenanteil im Knochenmark unter 20% liegt (Haferlach, Schoch et
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al. 2002). Als zweites Kriterium gilt das Vorhandensein von Dysplasien in zwei oder
drei Zelllinien. Allerdings erbrachte der Nachweis von Dysplasien keine zuséatzliche
Information zur Diagnose und Prognose bei der AML (Haferlach, Schoch et al. 2003).
Als dritte AML-Subpopulation werden Therapie-induzierte MDS und AML klassifiziert.
Wichtig ist dabei eine weitere Einteilung entsprechend dem verwendeten
Therapeutikum. Erst als letzte Stufe der WHO-Einteilungskriterien bezieht man sich
auf die friiheren morphologischen bzw. immunphénotypischen Subgruppen der FAB-
Kriterien, die jedoch durch neue Subentitdten wie der akuten Panmyelose mit
Fibrose oder dem Myelosarkom bzw. Chlorom erweitert wurden.

Zur Diagnostik wird neben der konventionellen Zytogenetik unter anderem die
Immunphanotypisierung verwendet. Diese erlaubt beispielsweise die sichere
Klassifizierung der beiden Subtypen AML MO und M7, da hier morphologische
Kriterien alleine nicht ausreichend sind (Haferlach, Schoch et al. 2002). Weitere
diagnostische Methoden sind die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) an
Metaphase- und Interphase-Zellkernen sowie die komparative genomische
Hybridisierung (CGH) (Haferlach, Schoch et al. 2002). Uber die Real time PCR kann
in ca. 35% der AML-Patienten eine quantitative Aussage zum Therapieansprechen
getroffen werden.

Akute Leukamien kénnen in allen Altersstufen auftreten. Die ALL kommt zu 90% im
Kindesalter vor; einen zweiten Altersgipfel gibt es zwischen dem 30. und 40.
Lebensjahr. Akute myeloische Leukdmien dagegen treten hauptsachlich im
Erwachsenenalter auf. Die Inzidenz betragt dabei etwa 2,3 Neuerkrankungen pro
Jahr, wobei das mittlere Erkrankungsalter zwischen 62 und 64 Jahren liegt und
Manner 1,5mal haufiger betroffen sind als Frauen. Da in den letzten 20 Jahren eine
Zunahme der Inzidenz beobachtet werden konnte, vermutet man, dass Umweltgifte
einen Risikofaktor fir das Auftreten einer AML darstellen. Meist kann Kkein
auslésender Faktor eruiert werden, bekannte Stimuli sind jedoch radioaktive
Strahlung, bestimmte Chemikalien wie Benzol, Pestizide, industrielle Lésungsmittel
oder Zigarettenrauch. Vermehrt wird eine AML auch bei Trisomie 21 beobachtet.
Sekundéarleukamien, die auf dem Boden einer anderen myeloproliferativen
Erkrankung oder nach einer Chemo- bzw. Strahlentherapie auftreten, haben in der
Regel eine schlechte Prognose.
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Da eine unbehandelte AML in kurzer Zeit zum Tode flhren kann, sollte rasch nach
Diagnosestellung eine Therapie eingeleitet werden. Die Grundlage stellt eine
aggressive Chemotherapie dar, sofern der Patient therapiefahig ist. Oft werden
mehrere Zytostatika kombiniert, um an verschiedenen Angriffspunkten in der
Zellregulation anzusetzen. Abhéngig von Prognosefaktoren und Gesundheitszustand
kann zusatzlich eine Stammzelltransplantation induziert sein. Das primare Ziel ist das
Erreichen einer Vollremission mit einem Blastenanteil von unter 5%. Durch neuere
diagnostische Verfahren mit hdéherer Sensitivitdt werden darUber hinaus
zytogenetische und molekulare Remissionen definiert. Durch Fortschritte in der
Therapie ist heute oftmals eine Heilung mdglich geworden. Dennoch stirbt mehr als
die Halfte der Patienten an ihrer Erkrankung; neue Therapieverfahren werden daher
dringend bendtigt. Als neue Substanzgruppe wurden fir die Behandlung von
Leukamien, aber auch von soliden Tumoren, Histondeacetylase-Inhibitoren
eingefuihrt. Einige dieser Substanzen, u.a. Vorinostat (SAHA) stehen bereits
unmittelbar vor der klinischen Zulassung.

1.2 Chromatinstruktur und transkriptionelle Regulation

Die DNA einer eukaryoten Zelle liegt im Zellkern in geordneter, verdichteter Form
vor. Zusammen mit Histonen und Nichthistonproteinen bildet sie das Chromatin. Die
funktionelle und sich wiederholende Basiseinheit des Chromatins ist das Nukleosom
(Kornberg 1977). Ein Nukleosom besteht aus einer DNA-Doppelhelix aus 146
Basenpaaren, die sich in 1,65 Windungen einer linksgangigen Helix um einen
Nukleosomenkern (Core) windet. Dieser besteht aus einem Oktamer aus
Histonproteinen, die sich in je zwei H2A, H2B, H3 und H4 aufteilen.

Histone sind aufgrund ihres hohen Gehalts an den Aminosauren Lysin und Arginin
basische Proteine, deren C-terminale Doméne nach innen auf den Nukleosomenkern
gerichtet ist, wahrend die N-terminale Domé&ne mit ihren Lysinresten aus dem
Nukleosom herausragt (Finnin, Donigian et al. 1999; Monneret 2005). Diese N-
terminalen Domanen kdénnen durch zahlreiche posttranslationale Mechanismen wie
Phosphorylierung, Methylierung und Acetylierung modifiziert werden (Grunstein
1997; Monneret 2005).
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Abbildung 1. Aufbau eines Chromosoms. Die DNA-Doppelhelix ist um die Histone gewunden und
bildet ein Nukleosom. Die einzelnen Nukleosomen sind Uber Linker-DNA (10-80 bp) zu einer Art
Perlenkette mit einem Durchmesser von ca. 11 nm verbunden. Die nachst héhere Stufe bildet eine
Faser mit einem Durchmesser von 30 nm, welche Schleifen mit einer Lange von 50-300 kb bildet.
Uber einen weiteren ,Verpackungsschritt wird so letztendlich ein Chromosom gebildet. (Abbildung
aus Felsenfeld and Groudine 2003)
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Die am besten charakterisierte posttranslationale Modifikation stellt die Acetylierung
bzw. Deacetylierung dar, bei der die Enzyme Histonacetyltransferasen (HAT) und
Histondeacetylasen (HDAC) am e-Aminoende der Lysinketten reversibel eine
Acetylgruppe Ubertragen bzw. abspalten. Dies erfolgt Uber einen besonderen
Ladungsaustauschmechanismus; ein wesentliches Element stellt dabei ein Zn?*-lon

tief in der Enzymtasche der HDAC dar (Finnin, Donigian et al. 1999).
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Abbildung 2. Acetylierung und Deacetylierung der e-Aminogruppe einer Lysinkette eines
Histons. Die Steuerung des dynamischen Gleichgewichts erfolgt tiber HAT und HDAC. Durch HDAC-
Inhibitoren wird das Gleichgewicht zugunsten der hyperacetylierten Form verschoben.

Durch Acetylierung werden die positiv geladenen Lysinketten der Histone
neutralisiert, dies schwécht ihre Affinitdt zur DNA ab. Es folgt eine Dislozierung vom
Nukleosom und damit eine Entfaltung der DNA; dadurch wird das Anlagern von
Transkriptionsfaktoren an die Promoterregionen erleichtert (McGhee, Felsenfeld
1980; Gross, Garrard 1988). Die Aktivierung der Promotoren bewirkt eine gesteigerte
Expression bestimmter Gene. Im Gegenzug kann festgehalten werden, dass
deacetylierte Histone mit unzuganglichem Chromatin assoziiert sind, was eine
geringere Gentranskription bedeutet (McLaughlin, Finn et al. 2003). Somit wirken
HDAC als transkriptionelle Repressoren. Werden diese jedoch inhibiert, kann eine

Genexpression wieder aktiviert werden.
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Abbildung 3. Mechanismus der Wirkung von HDAC-Inhibitoren. Eine Deacetylierung fihrt zur
Kondensation des Chromatins, eine Acetylierung zur Dekondensation. HDAC-Inhibitoren blockieren
die Aktivitdt der HDAC und bedingen dadurch eine Zunahme des acetylierten und dekondensierten
Chromatins. (Modifizierte Abbildung nach Grunstein 1997)

Da Histone als erste als Substrate dieser Deacetylasen identifiziert wurden, waren
sie namengebend. Tatsachlich wurde inzwischen aber eine groBe Anzahl von
Nichthistonproteinen entdeckt, die ebenfalls von HDAC deacetyliert werden (Carey,
La Thangue 2006). Einige wenige Beispiele sind p53, E2F, Bcl-6 und Rb, Proteine,
die maBgeblich Einfluss auf Tumorsuppression, Transkription und Zellzyklus

nehmen.

1.3 Histondeacetylase-Inhibitoren

HDAC koénnen in vier Klassen und dariber hinaus in Zink-abh&ngige sowie Zink-
unabhangige NAD-abhangige Enzyme unterteilt werden. Aktuell sind 11 Zink-
abhangige HDAC bekannt (McLaughlin, La Thangue 2004; Pan, Lu et al. 2007). Zur
Klasse | gehéren die Enzyme HDAC 1, 2, 3 sowie 8; diese sind im Zellkern lokalisiert.
Die Enzyme der Klassen lla und llb liegen vor allem im Zytoplasma vor, kbnnen aber
in den Nukleus transferiert werden. Im Einzelnen sind dies HDAC 4, 5, 7 und 9 der
Klasse Ila und HDAC 6 und 10 der Klasse Ilb. HDAC 11 besitzt in seiner
katalytischen Region eine Domane, die von der Evolution unberihrt blieb, sie wird
der Klasse IV zugeordnet.
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Klasse Lokalisation Funktion
Zn®*-abhingig Klasse | HDAC 1 Nukleus Teil des Sin3, NuRD und Co-REST-Komplexes
HDAC 2 Nukleus
HDAC 3 Nukleus, Teil des SMRT und N-CoR-Komplexes
kaum im
Zytoplasma

HDAC 8 Nukleus

Klasse lla HDAC 4 Nukleus Interaktion mit SMRT/N-CoR, BcoR
Zytoplasma und CtBP
HDAC 5 Nukleus

Zytoplasma

HDAC 7 Nukleus
Zytoplasma

HDAC 9 Nukleus Differenzierung in Muskelgewebe
Zytoplasma

Klasse llb HDAC 6 Zytoplasma Tubulindeacetylase

HDAC 10  Nukleus Rekrutierung anderer HDACs
Zytoplasma
Klasse IV HDAC 11 Nukleus
Zytoplasma
Zn“-unabhéngig  Kiasse Ill SIRT1-7

Tabelle 2. Einteilung der HDAC in Klassen, Funktion und Lokalisation. Die derzeit 11 bekannten
HDACs werden in Zn2+-abhéngige Enzyme der Klassen |, lla, llbo und IV unterteilt, die Zn*-
unabhangigen Enzyme gehéren der Klasse Il an. (Abbildung nach Pan, Lu et al. 2007)

Genexpressionsanalysen ergaben, dass die Aktivitat von HAT und HDAC in vielen
Tumoren verandert ist (Timmermann, Lehrmann et al. 2001). Durch das
Ungleichgewicht dieser Enzyme werden die Regulierungsmechanismen von
Proliferation und Autolyse auBer Kraft gesetzt. Die Folge ist ein vermehrtes
Wachstum maligne veranderter Zellen. Durch Inhibition der HDAC kann das alte
Gleichgewicht wieder hergestellt werden. Die aktuell in der Tumortherapie
eingesetzten Substanzen richten sich dabei gegen Enzyme der Zink-abhangigen
Klassen | und Il (Pan, Lu et al. 2007). Die Klasse-I-Inhibitoren kénnen anhand ihrer
chemischen Substanzklassen weiter unterteilt werden in Hydroxaminséuren,
cyclische Peptide, kurzkettige Fettsduren und Benzamide (Miller, Witter et al. 2003).
Diese Arbeit fokusiert auf die Hydroxaminsauren TSA und SAHA. Beide inhibieren
sowohl Klasse | als auch Klasse llI-Enzyme (Kapustin, Fejér et al. 2003; Wegener,
Hildmann et al. 2003).
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Abbildung 4. Bindung von SAHA an das Zink-Atom im katalytischen Zentrum der Enzymtasche
eines HDAC-Proteins. Die Struktur des dargestellten katalytischen Zentrums beruht auf
Réntgenstrukturanalysen des HDAC-Homologs in Aquifex aeolicus. (Abbildung aus Finnin, Donigian
et al 1999)

Das katalytische Zentrum der HDAC wird von einer lipophilen Enzymtasche, in
dessen Grund ein Zinkatom lokalisiert ist, gebildet. HDAC-Inhibitoren wie SAHA und
TSA passen genau in diese Struktur. lhre Hydroxyaminsaure bildet mit dem
Zinkatom, das fir die Spaltung der Acetamidbindung essentiell ist, einen
Chelatkomplex, wahrend die Carbonringgruppe auBen auf der Oberflachentasche
des Proteins aufliegt (Marks, Richon et al. 2000; Kapustin, Fejér et al. 2003).

TSA wurde als Fungizid aus Streptomyces hygroscopicus (Tsuji, Kobayashi et al.
1976) isoliert und als einer der ersten HDAC-Inhibitoren identifiziert (McLaughlin, La
Thangue 2004). Gleichzeitig ist es auch der potenteste der bisher entdeckten HDAC-
Inhibitoren. Wegen seiner hohen Toxizitat und fehlenden Spezifitat ist TSA allerdings
fur die klinische Anwendung nicht geeignet (Yoshida, Kijima et al. 1990).

SAHA (Vorinostat) ist ein klnstlich hergestellter HDAC-Inhibitor und in der
Tumortherapie eine auBerst vielversprechende Substanz (Pan, Lu et al. 2007). Er
wird sowohl intravends als auch oral gut vertragen (McLaughlin, La Thangue 2004).
Derzeit wird er in klinischen Phase IlI-Studien getestet; seine Zulassung fir den
klinischen Einsatz wurde bereits bei der Europaischen Arzneimittelagentur beantragt
(Journal Onkologie 2008).
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Am Rande sei auch Scriptaid erwahnt, ebenfalls eine Hydroxaminsaure, die sich

jedoch im experimentellen Teil als unzureichend wirksam erwies und klinisch keine
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Abbildung 5. Molekiilstrukturen von HDAC-Inhibitoren. Abgebildete Strukturen der in dieser Arbeit
verwendeten HDAC-Inhibitoren TSA, Scriptaid und SAHA.

Eine weitere Substanz, die als HDAC-Inhibitor identifiziert wurde, ist das seit 30
Jahren verwendete Antiepileptikum Valproat. In einer Pilotstudie wurde der
therapeutische Benefit von Valproinsaure fir MDS-Patienten gezeigt. Mittlerweile
befindet es sich in klinischen Phase II- und Ill-Studien. Vorteile von Valproat sind die
Mdoglichkeit der oralen Applikation, das Erreichen stabiler Serumkonzentrationen
sowie ein niedriges toxisches Profil (Kuendgen, Strupp et al. 2004). Die HDAC-
inhibierende Wirkung von Valproat liegt dabei im millimolaren, bei SAHA im
mikromolaren und bei TSA schon im nanomolaren Bereich.

Anders als bei Zytostatika greifen HDAC-Inhibitoren selektiv in die Regulierung von
Tumorzellen ein, wohingegen normale Zellen weitgehend unbeeinflusst bleiben. Dies
erklart die niedrige Toxizitat im Vergleich zu anderen Chemotherapeutika (Marks,
Rifkind et al. 2001).
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Abbildung 6. Konzept epigenetischer Therapie. Durch Anlagerung von HDAC an den
Transkriptionsfaktor werden Gene fur Tumorsuppression, Differenzierung und Zellzyklusarrest
inaktiviert. Durch HDAC-Inhibitoren werden Proteine hyperacetyliert und die Expression von
wachstumskontrollierenden Zielgenen reaktiviert.

1.4 Zytostatika

Zytostatika sind Substanzen natlrlicher oder synthetischer Herkunft, die Uber
unterschiedliche Angriffspunkte das Wachstum proliferierender Zellen hemmen. Seit
etwa 1942 werden sie in der Tumortherapie eingesetzt.

Tumorzellen weisen eine erhdhte Teilungsrate auf, verflgen aber nur Gber
eingeschrénkte Reparaturmechanismen. Wahrend des Zellzyklus ergeben sich viele
unterschiedliche Angriffspunkte, an denen man eingreifen und die Proliferation der
Zelle unterbinden kann. Im Weiteren soll lediglich auf die in dieser Arbeit
eingesetzten Substanzen ndher eingegangen werden.

Topoisomerasen sind reversible Endonukleasen, die gezielt den DNA-Strang
unterbrechen und damit zu einer Relaxation der verdrillten DNA flhren. Die
topologische  Form der DNA  beeinflusst ganz  entscheidend  die
molekularbiologischen  Eigenschaften wie  Transkription, Replikation und
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Rekombination, die nur in der entspiralisierten Form maéglich sind. Topoisomerasen
der Klasse | schneiden dabei nur einen DNA-Strang und flihren zu einer Relaxation
der Superhelix. Topoisomerasen Il unterbrechen beide Halften des DNA-
Doppelstrangs, wodurch ein intakter DNA-Strang durch die Offnung der
geschnittenen Stelle hindurchtreten kann. Danach erfolgt die SchlieBung der DNA-
Licke durch die Ldsung kovalenter Protein-DNA-Bindungen. Das Zytostatikum
Etoposid hemmt die Topoisomerase Il und flhrt daher zu irreversiblen DNA-
Strangbrlichen. Eingesetzt wird Etoposid haufig in der Therapie von soliden
Tumoren, malignen Lymphomen, Hirntumoren und der AML.

Cytosinarabinosid gehoért zu den Desoxycytidinanaloga und unterscheidet sich von
dem physiologischen Nukleosid Desoxycytidin nur durch eine Hydroxygruppe. Durch
Phosphorylierung wird es im Koérper in die aktive zytozide Form Ara-CTP
umgewandelt und als Antimetabolit in die DNA eingebaut. Dadurch fihrt es zum
einen zu Strukturdefekten in der DNA, zum anderen hemmt es kompetitiv die DNA-
Polymerasen a und B, welche zu den prozessierenden Enzymen bzw. zu den
Reparaturenyzmen gehéren. Die Zytotoxizitdt hédngt dabei entscheidend von der
intrazellularen Ara-CTP-Konzentration ab. Gleichzeitig wirkt Ara C antiviral, wird aber
als Virustatikum nur selten eingesetzt.

Staurosporin ist ein Mycotoxin und wirkt als Proteinkinaseinhibitor mit breitem
Spektrum. Die apoptotische Wirkung beruht auf Aktivierung des mitochondrialen
intrinsischen  Apoptosewegs. Klinisch wird es nicht als Chemotherapeutikum
verwendet, dient jedoch in vitro als Modellsubstanz zur Induktion von Apoptose.

Alle Zytostatika schadigen immer auch gesunde Zellen mit schnellem Turnover, im
glnstigsten Fall handelt es sich um eine relative Spezifitdt, d.h. einer starkeren
Schadigung der Tumorzellen als gesunder Zellen. Nebenwirkungen wie
Myelosuppression, Nierenversagen, Nausea, Erbrechen und Haarausfall sind daher
haufig. Umso interessanter stellt sich daher die relativ hohe Selektivitat der HDAC-
Inhibitoren gegenltber maligne entarteten Zellen dar (Marks, Rifkind et al. 2001).



1 Einleitung 13

1.5 Zellzyklus

1.5.1 Allgemeines

Die Zelle als Grundbaustein komplexer biologischer Systeme unterliegt vielfaltigen
Kontrollmechanismen. Zellteilung, Zellwachstum, Differenzierung und nicht zuletzt
Zelltod miussen zum Zwecke der Ausbildung intakter Zellverbande streng reguliert
werden.

Voraussetzung fur das Wachsen eines Organismus ist die Zellteilung. Der Zellzyklus
bezeichnet dabei die zyklische Abfolge von einer Zellteilung zur nachsten und kann
in vier Phasen eingeteilt werden. In der G1-Phase beginnt die Zelle nach einer
Teilung zu wachsen, Zellorganellen zu erganzen und sich durch Produktion
entsprechender Enzyme auf die sich anschlieBende S(ynthese)-Phase
vorzubereiten. Wahrend der S-Phase werden die DNA dupliziert und Histone
produziert. In der pramitotischen G2-Phase bereitet sich die Zelle auf die Mitose vor.
Zellkontakte zu den Nachbarzellen werden aufgeldst, die Zelle vergréBert sich und
rundet sich ab. Wahrend der Mitose finden die Teilung der Chromosomen, des

Zellkerns und die Aufteilung auf zwei Tochterzellen statt.

1.5.2 Regulationsmechanismen

Reguliert wird dieses komplexe Zusammenspiel durch Cycline und Cyclin-abhéngige
Kinasen. Cycline selbst besitzen keine intrinsische enzymatische Aktivitat, sie
regulieren jedoch die Aktivitdt der Cdks. Durch Bildung eines Cdk/Cyclin-Komplexes
werden wesentliche Anderungen in der Cdk-Struktur induziert, welche die Kinase in
eine aktive Konformation versetzen. In jeder Phase des Zellzyklus werden nur
bestimmte Cycline bendtigt, daher werden sie flur die einzelnen Phasen speziell
exprimiert und Uber das Ubiquitin-System proteolytisch wieder abgebaut. Die Cdks
sind Serin-/Threonin-Kinasen, die andere Proteine phosphorylieren und dadurch
aktivieren oder inaktivieren. lhre Menge bleibt wahrend des Zellzyklus gleich.
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Cip/Kip-Familie Ink-4-Familie

Abbildung 7. Zellzyklusphasen mit jeweiligen Cyclinen und cyclinabhéngigen Kinasen. In der
G1-Phase wird der Cyclin D-Cdk4/Cdk6-Komplex gebildet. Am Ubergang zur S-Phase spielt der
Cyclin E-Cdk2-Komplex eine entscheidende Rolle, der Cyclin A-Cdk2-Komplex reguliert die S-Phase.
In G2 wird Cyclin A durch Cdk1 aktiviert, am Ubergang zur M-Phase bildet Cdk1 mit Cyclin B einen
Komplex. Die Mitglieder der Ink-4-Familie kénnen Uber Inhibierung des Cyclin D-Komplexes einen
G1-Arrest induzieren, die Mitglieder der Cip/Kip-Familie inhibieren nicht nur Komplexe mit Cdk4 oder
Cdks6, sondern auch Cdk2-Komplexe. (Abbildung modifiziert nach Mdiller Esterl, Biochemie 2004)

Waéhrend der G1-Phase nimmt die Menge an D-Cyclinen zu. Dabei werden die
Cycline D1, D2 und D3 jeweils Zellarten-typisch exprimiert werden (Sherr 1993).
Aufgrund technischer Probleme in der Darstellung von Cyclin D1 und D2 beschrankt
sich diese Arbeit lediglich auf die Expression von Cyclin D3.

Die D-Cycline assoziieren mit Cdk4 und Cdk6, welche dadurch aktiviert werden
(Matsushime, Quelle et al. 1994). Hauptsubstrat dieser aktivierten Komplexe, die vor
allem als Wachstumsfaktoren wirken, ist das Retinoblastoma-Protein (Rb). Durch
Phosphorylierung entlasst Rb den Transkriptionsfaktor E2F aus seiner Bindung,
woraufhin E2F die Expression von Proteinen, die flir die néachste Zellphase

notwendig sind, induziert.
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Abbildung 8. Freilassung des Transkriptiosfaktors E2F aus der Bindung mit Rb. Nach
Phosphorylisierung von Rb durch den Cyclin D-Cdk4/Cdk6-Komplex wird E2F frei und kann als
Transkriptionsfaktor wirken.

So nimmt die Menge an Cyclin E und weiteren am G1/S-Ubergang beteiligten
Substanzen zu. Durch die zunehmende Bildung von Cyclin E bildet sich der Cyclin E-
Cdk2-Komplex, welcher ebenfalls Rb phosphorylisiert und E2F dadurch noch starker
aktiviert wird. Aufgrund dieser positiven Rickkoppelung Uberschreitet die Zelle den
Restriktionspunkt und gelangt in die S-Phase. Zu Beginn der S-Phase wird Cyclin E
rasch proteolytisch gespalten und Cyclin A durch Cdk2 aktiviert. Der Cyclin A-Cdk2-
Komplex inhibiert E2F und aktiviert verschiedene an der DNA-Synthese beteiligte
Proteine. In der spaten S- und in der G2-Phase bildet sich durch Zunahme der
Cyclin B-Expression der Cyclin B-Cdk1-Komplex. Dieser Komplex bewirkt zum einen
eine globale Inhibierung der Proteinbiosynthese, DNA-Replikation und DNA-
Transkription, zum anderen werden Strukturproteine aktiviert, die fir die spatere
Mitosephase bendtigt werden.

Um zu verhindern, dass bei der Replikation mdgliche entstandene DNA-Fehler auf
die Tochterzellen weitergegeben werden, gibt es am Ubergang von der G1- zur S-
Phase sowie von der G2- zur M-Phase sogenannte Kontrollpunkte. An diesen
Kontrollpunkten wird geprift, ob die Bedingungen fir die Proliferation gunstig sind.
Am Checkpoint zwischen G1 und S fungiert vor allem das Rb als
Tumorsuppressorgen. Liegt ein fur die Zelle bzw. Proliferation ungtinstiges Ereignis
wie Hypoxie, Zellschaden oder virale Infektion vor, wird Rb inaktiviert. Dies ist ein
kritischer Schritt, der zum S-Phasen-Stopp am G1-Checkpoint fiihrt. Bei Deletion
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oder Funktionsverlust von Rb kommt es zur Deregulierung der Zellteilung, dadurch
wird die Tumorbildung begtinstigt (Sung, Kim et al. 2007).

Die Hemmung der Cdks und damit Regulierung des Zellzyklus kann Uber zwei
Inhibitor-Familien, die sich in ihrer Struktur und Spezifitdt unterscheiden, geschehen
(Martins, Berns 2002): die INK4-Familie bindet spezifisch an die monomerische Form
von Cdk4 sowie Cdk6 und inhibiert die Cyclin D-Cdk-Aktivitdt. Zu dieser Familie
gehdren die Proteine p15, p16, p18 und p19.

Die andere Gruppe ist die Cip/Kip-Familie, bestehend aus p21, p27 und p57. Diese
Proteine binden an eine Vielzahl von Cyclin/Cdk-Komplexen einschlieBlich
Cyclin D/Cdk4, Cyclin D/Cdk6 und Cyclin E/Cdk2 wahrend der G1-Phase sowie
Cyclin A/Cdk2 wahrend des G1/S-Ubergangs und wahrend der gesamten S-Phase
(Pines 1995). p27 zeigt Kinase-inhibierende Effekte auch auf B-Cycline (Toyoshima,
Hunter 1994). Die Folge ist ein Zellzyklusarrest in der G1- oder G2-Phase. Die
Regulierung der Cdk-Inhibitoren ihrerseits geschieht durch weitere Proteine,
beispielsweise durch p53.

Durch die Behandlung von Zellen mit HDAC-Inhibitoren kénnen Proteinlevel variiert
werden. So steigert SAHA die Expression der Proteine p16, p21 und p27
(McLaughlin, La Thangue 2004). p27 wird zusétzlich stabilisiert (Moradei, Maroun et
al. 2005). Die Folge ist ein hypophosphorylisiertes Rb mit verhindertem Eintritt in die
S-Phase und ein G1-Arrest (Sandor, Senderowicz et al. 2000). Eine verminderte
Expression durch SAHA erfahren die Cycline A und B1 (Fournel 2002) sowie Cyclin
D1 (Kumagai, Wakimoto et al. 2007).

1.5.2.1 p53

p53 ist ein wichtiges Tumorsuppressorgen. In normalen Zellen wird p53 nur in
geringer Konzentration gebildet und hat eine kurze Halbwertszeit (el-Deiry 1998).
DNA-Schaden oder andere Stressoren triggern jedoch die Bildung und Stabilisierung
von p53 (el-Deiry 1998), welches wiederum zahlreiche Zielgene aktiviert. Die Anzahl
wird auf 200 bis 400 geschatzt (el-Deiry, Kern et al. 1992).

p53 und pRb regulieren sich gegenseitig in einem kompliziertem Netzwerk: bei
funktionsfahigem pRb induziert p53 Zellzyklusarrest, bei defektem pRb aktiviert p53
Apoptose (Godefroy, Lemaire et al. 2006). Beispielsweise inaktiviert p53 im Falle
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eines DNA-Schadens die Cyclin-Cdk-Komplexe und induziert dadurch indirekt einen
Zellzyklusarrest. Dadurch wird Zeit gewonnen, die DNA zu reparieren. Gelingt dies,
wird am Checkpoint der Zellzyklusprogress in die nachste Phase freigegeben;
gelingen dies nicht, werden weitere Targetgene wie Bax (Miyashita, Krajewski et al.
1994) und Fas/Apo1 (Nagata 1997), die beide Uber unterschiedliche Wege Apoptose
auslésen, induziert. Uber Aktivierung seiner Zielgene reguliert p53 dadurch neben
Zellzyklusarrest und Apoptose auch Differenzierung oder Antiangiogenese (el-Deiry
1998). Welches Ereignis eintritt, hangt sowohl vom Zelltyp als auch von der Art des
auslésenden Ereignisses ab.

Eine Mutation des p53-Gens fiuhrt zum Ausfall der Tumorsuppressorfunktion; ein
mutiertes p53 kann umgekehrt die Funktion eines Onkogens annehmen. In etwa
60% aller humanen Tumore wurden Mutationen im p53-Gen nachgewiesen
(Hollstein, Sidransky et al. 1991), damit ist es das am haufigsten mutierte Gen

humaner Krebszellen (el-Deiry 1998).

1.5.2.2 c-myc

c-myc gehért zur Familie der Transkriptionsfaktoren und spielt eine Schltsselrolle in
zellularen Prozessen wie der Apoptose (Martins, Berns 2002). Seine Expression wird
durch p53 herunterreguliert (Prochownik 2004; Ho, Ma et al. 2005), wahrend es
selbst die Expression von p27 reguliert (Martins, Berns 2002). Haufig ist c-myc als
Ergebnis von Genamplifizierung, Translokation, Uberexpression oder Mutation in

vielen Tumoren dereguliert (He, Sparks et al. 1998; Martins, Berns 2002).

1.6 Apoptose

1.6.1 Biologie des programmierten Zelltods

Die Apoptose als physiologische Form des Zelltods ist essentiell fiir die Homdostase
und Differenzierung von Geweben (Desagher, Martinou 2000). Apoptose findet in
unterschiedlichem AusmaB wahrend des gesamten Lebens statt. So ist sie wahrend
der Ontogenese an der Rickbildung der Schwimmhéute zwischen den Fingern und
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Zehen beteiligt, spater an der Eliminierung funktionsunttichtiger oder maligner Zellen.
Apoptose auslésende Ereignisse wie Stimulierung bestimmter Oberflachen-
rezeptoren auf der Zelle, Entzug von Wachstumsfaktoren, DNA-Schaden oder
Stérungen im Zellmetabolismus setzen eine fest vorgegebene Maschinerie in Gang,
die in dem gemeinsamen Endweg der Apoptose mindet. Die Zelle schrumpft,
zerstort sich selbst und stirbt ab.

K

., Apoptose | _10uM

Nekrose

Abbildung 9. Elektronenmikroskopisch dargestellte Abbildungen einer nekrotischen und einer
apoptotischen Zelle. Bei der nekrotischen Zelle rupturiert die Zellmembran, der Zellinhalt gelangt
dabei in das umliegende Gewebe und |6st dort eine Entziindungsreaktion aus. Im Gegensatz dazu
finden bei der Apoptose Chromatinkondensation, Kernfragmentierung und Abschnirung des
Zellinhalts in Form von Vesikeln statt. Phagozyten nehmen diese ,apoptotic bodies” auf und die Zelle
I6st sich so Stuck fur Stick auf. (Abbildung modifiziert nach www.pathologie.uk-
erlangen.de/e1848/e603/e638/inhalt678/5.Sem_05a-Apoptose.pdf)

Entscheidend ist, dass der Zellinhalt dabei nicht unkontrolliert an die Umgebung
abgegeben wird, sondern sich die zytoplasmatischen Bestandteile Gber Vesikel vom
Zellrest abschniren, die dann von Phagozyten aufgenommen werden.

Nicht so bei der pathologischen Form des Zelltods. Durch physikalische oder
chemische Noxen bricht das Aktionspotential der Zelle zusammen, es kommt zu
unkontrollierten lonenstrdbmen und damit zum osmotisch bedingten Platzen der Zelle.
Dabei gelangen die Zellorganellen ins umliegende Gewebe und verursachen dort

eine Entziindungsreaktion.
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Wie wichtig der kontrollierte Ablauf der Apoptose ist, zeigt sich, wenn sich Fehler in
diese fest vorgegebene Maschinerie einschleichen. UberméBige Apoptose wird in
Zusammenhang gebracht mit Morbus Alzheimer, Chorea Huntington oder spinaler
Muskelatrophie, = verminderte =~ Apoptose  fihrt zu  Autoimmun-  oder

neurodegenerativen Erkrankungen und vor allem zu Tumorentstehung.

1.6.2 Regulationsmechanismen

1.6.2.1 Extrinsischer Weg

Apoptose kann auf zwei unterschiedliche Wege induziert werden: AuBere Stimuli
aktivieren den extrinsischen, intrazellulare Ereignisse den intrinsischen Weg.

Der extrinsische Weg wird Uber die Interaktion von Rezeptoren auf der Zelloberflache
mit seinen entsprechenden Liganden vermittelt. Intensiv untersucht wurden vor allem
die Cytokine TNF-a und Fas-L (Synonyme: CD95, APO1) und ihre jeweiligen
Rezeptoren TNF-R1 und Fas-Rezeptor.

Der Fas-Rezeptor gehért zur TNF-Rezeptor-Familie und besitzt an der
transmembrandren Innenseite eine Todesdomane (DD), die bei Anlagerung des
Liganden das Apoptosesignal nach innen weiterleitet. Ahnlich funktioniert die
Apoptoseauslésung tber den Liganden TRAIL, der an die Rezeptoren DR4 und DR5
bindet. Dies bewirkt eine Trimerisierung und Aktivierung der intrazellularen Domane
(Huang, Eberstadt et al. 1996) mit Anlagerung von FADD. FADD selbst enthalt
ebenfalls eine Effektor-Todesdoméane (DED) (Chinnaiyan, O'Rourke et al. 1995), die
die Bindung und autokatalytische Aktivierung von Procaspase 8 und Procaspase 10
erleichtert (Fandy, Shankar et al. 2005). Nach Aktivierung von TNFR1 lagert sich das
intrazellulare TRADD an, welches Uber seine eigene DED ebenfalls Caspase 8

aktivieren kann.

1.6.2.2 Caspase-Kaskade

Die Aktivierung von Caspasen ist der entscheidende Schritt auf dem gemeinsamen
Endweg der Apoptose. Extrinsisch induzierte Apoptose wird Uber Caspase 8
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vermittelt, intrinsische Apoptose tber Caspase 9. Caspasen sind Cystein-Aspartat-
Proteasen, die als Proenzyme existieren und durch Autoaktivierung, spezifische
Proteolyse oder durch Assoziation mit Cofaktoren aktiviert werden. Die Initiator-
Caspasen 8, 9 und 10 aktivieren bei ihrer Aktivierung die Effektor-Caspasen 3, 6 und
7. Diese aktivieren ihrerseits wiederum sekundare Zielproteine wie die DNAse, sind
aber auch selbst am Abbau des Zytoskeletts (Lamin und Actin) beteiligt. Ein Substrat
der Proteasen ist unter anderem auch PARP. PARP spielt eine Rolle bei der DNA-
Reparatur. Das Enzym wird durch DNA-Strangbriiche aktiviert und aktiviert
seinerseits DNA-Reparaturenzyme. Wahrend der Apoptose wird PARP schnell
gespalten, damit es die DNA-Reparatur nicht weiter unterstiitzen kann.

Ein charakteristisches Apoptosemerkmal ist die Kondensation des sich im Zellkern
befindenden Chromatins. Es folgt ein kontrollierter schrittweiser Abbau der DNA
zuerst in 50-300 kbp- und spater in 180 bp-Fragmente (Oberhammer, Wilson et al.
1993). Dieser Mechanismus wird auch als ,DNA-laddering” bezeichnet. So wird die
Zelle Stick fur Stick abgebaut und in Vesikeln abgeschnirt. Diese apoptotischen
Zellreste werden schlieBlich von Makrophagen phagozytiert.

1.6.2.3 Intrinsischer Weg

Der intrinsische Weg ist zum einen die Fortsetzung des extrinsischen Wegs, zum
anderen kann er auch durch Schaden im Zellinneren ausgelést werden. Im Zuge der
Apoptose kommt es zu einem irreversiblen Zusammenbruch des mitochondrialen
Membranpotentials (Kroemer, Zamzami et al. 1997). Bei Schéadigung der
mitochondrialen Membran wird Cytochrom c freigesetzt, welches zusammen mit
Apafit und Caspase 9 das Apoptosom bildet, wodurch Caspase 9 aktiviert wird
(Scorrano, Korsmeyer 2003).
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Abbildung 10. In- und extrinsisch induzierte Apoptosewege einer Zelle. Uber Aktivierung der
Oberflachenrezeptoren Fas/APO1 oder TNFR durch ihre entsprechenden Liganden Fas-L bzw. TNF-a
kommt es zu einer intrazellularen Konformationsanderung der Rezeptoren mit Anlagerung von FADD
bzw. TRADD, welche Caspase 8 durch Proteolyse aktivieren. Caspase 8 aktiviert sowohl Bid als auch
die Effektorcaspase 3, die weitere Apoptosesignale initiiert. Durch intrazellulare Schadigung oder
Vermittlung durch Bid und Bax wird Cytochrom ¢ aus dem Mitochondrium freigesetzt. Dies flhrt Gber
Aktivierung der Initiatorcaspase 9 zur Aktivierung von Caspase 3. Bcl-2 kontrolliert die Cytochrom c-
Freisetzung negativ und kann durch p53 gehemmt werden. XIAP kann die Caspasen 9 und 3
inhibieren und Apoptose damit verhindern.

Die Freisetzung von mitochondrialen Proteinen wird v.a. durch die Bcl-2-Familie
reguliert, deren Mitglieder teils pro- als auch antiapoptotische Funktion haben
(Martin, Reutelingsperger et al. 1995). Bcl-2, das bekannteste Antiapoptose-Mitglied
der Bcl-2-Familie, bildet Uber seine BH1-BH2-BH3-Doméne eine Tasche, die
proapoptotische Proteine wie Bax bindet und dadurch inhibiert. Weitere
antiapoptotisch wirkende Proteine sind Bcl-x. und Mcl-1, proapoptotische Funktion
haben Bax, Bad, Bid und Bcl-xs. Allen gemeinsam ist, dass sie mindestens eine der
vier Bcl-2-homologen Sequenzen BH1, BH2, BH3 oder BH4 besitzen (Adams, Cory
1998). Die meisten antiapoptotisch wirksamen Mitglieder wie Bcl-2, Bcl-x. und Mcl-1
besitzen mindestens die Domanen BH1 und BH2, wahrend die proapoptotischen
Proteine Bax und Bad mindestens Uber die BH3 Domane verfigen. Dies lasst darauf
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schlieBen, dass BH3 die essentielle Domane fir die proapoptotische Funktion
darstellt (Adams, Cory 1998).

Zusatzlich besitzen fast alle Bcl-2-Mitglieder im Bereich des C-terminalen Endes eine
Sequenz mit hydrophoben Aminosauren, die eine Bindung an die intrazellulare
Mitochondrienmembran ermdglicht. Vermutlich kbnnen bestimmte Proteine der Bcl-2-
Familie Porenkomplexe bilden, tber die wahrend der Apoptose das Cytochrom c ins
Zytosol strdmt. Insgesamt hemmen die antiapoptotischen Mitglieder die Freilassung
von mitochondrialen Apoptosefaktoren, wahrend die proapoptotischen Mitglieder wie
Bax das Freilassen solcher Faktoren triggern (Yang, Liu et al. 1997; Rossé, Olivier et
al. 1998; Desagher, Martinou 2000).

Ein weiteres in dieser Arbeit untersuchtes Protein ist XIAP. Seine Expression ist von
prognostischer Bedeutung (Tamm, Kornblau et al. 2000). Es gehért der IAP-Familie
an und ist der potenteste Caspase-Inhibitor. XIAP spielt eine tragende Rolle in vielen
zellularen Funktionen (Holcik, Gibson et al. 2001). Es kann die aktivierten Caspasen
9 und 3 inhibieren, wodurch Apoptose noch ,auf den letzten Metern“ verhindert wird
(Facchetti, Previdi et al. 2004).

1.7 AML1/ETO- und PML/RARa-Fusionsgen

Reziproke Translokationen mit der Folge pathologischer Genfusionen sind ein
h&aufiger Mechanismus in der Entstehung einer AML. Das am h&ufigsten von
chromosomalen Translokationen betroffene Gen in der AML ist der
Transkriptionsfaktor AML1 (Nucifora, Rowley 1995; Hiebert, Downing et al. 1996).
Das normale AML1-Protein vermittelt drei wesentliche Funktionen: Bindung an die
DNA durch die a-Untereinheit, Heterodimerisierung mit CBFB und Interaktion mit
Transkriptionsfaktoren. Der Transkriptionskomplex AML1-CBF wirkt als Aktivator far
hamatopoesespezifische Gene und ist daher fir die normale Hamatopoese essentiell
(Lbwenberg, Downing et al 1999). Hierflr ist allerdings noch das Zusammenwirken
mit anderen Transkriptionsfaktoren notwendig: Die beiden Co-Aktivatoren p300 und
CBP lagern sich an die Transaktivierungsdomane von AML1 an. Da diese Co-
Aktivatoren intrinsische HAT-Aktivitat besitzen (Ogryzko, Schiltz et al. 1996), werden
die Lysinketten der Histone acetyliert, durch das nachfolgende Chromatinremodelling
wird eine Transkription aktiviert.
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In ca. 6-8% aller AML wird das AML1/ETO-Fusionsgen exprimiert, in 96% der Falle
liegt dabei die Translokation t(8;21) zugrunde (Urioste, Martinez-Ramirez et al.
2001). Dabei wird die carboxyterminale Transaktivierungsdoméane durch ETO ersetzt,
mit der Folge, dass sich ein Multiproteinkomplex an die DNA anlagert: die
Zinkfingerregion des AML1-ETO-Fusionsgens interagiert dabei mit den Domanen der
Co-Repressoren N-CoR, SMRT und Sin3. An diese Co-Repressoren lagern sich
wiederum HDAC-Komplexe an. Durch die aberrante Rekrutierung der HDAC an die
Co-Aktivatoren, die eine intrinsische HAT-Aktivitat besitzen, kommt es zu einer
transkriptionellen Repression von Targetgenen. Wahrscheinlich sind Zielgene wie die
Myeloperoxidase, neutrophile Elastase, IL-3, GM-CSF und der T-Zell-Rezeptor
betroffen (Nucifora, Rowley, 1995). Dadurch wird die Differenzierung in
h&amatopoetischen Vorlduferzellen verhindert (Gelmetti, Zhang et al. 1998). Durch
den Einsatz von HDAC-Inhibitoren kann in diesen Leukadmien das onkogene
Potential der Fusionsproteine vermindert und die Differenzierung vorangetrieben
werden.

Ein weiterer gut charakterisierter Untertyp der AML ist die APL. Sie entsteht durch
Translokationen, die das Chromosom 17 betreffen. In 95% liegt die Translokation
t(15;17) zugrunde, in 2-3% liegt t(11923;17) vor. Andere das Chromosom 17
betreffende Translokationen sind selten. Bei beiden genannten Translokationen
fusioniert das RARa-Gen mit den jeweiligen Translokationspartnern, im Falle von
t(15;17) ist es das Gen fir das PML-Protein, bei t(11923;17) ist es das Gen flr das
PLZF-Protein. Unter physiologischen Bedingungen ist RARa ein ligandenabhangiger
Transkriptionsfaktor, der durch ATRA stimuliert wird. Das Fusionsgen inhibiert jedoch
die normale Funktion von RARa. Uber Interaktion mit nukledren Co-Repressor-
Komplexen kommt es auch hier zu einer aberranten Anlagerung von HDAC-
Komplexen, welche als Repressoren fungieren (Grignani, De Matteis et al. 1998; Lin,
Nagy et al. 1998). Die Folge ist ein Differenzierungsstopp und Ausbildung des APL-
Phéanotyps (Grignani, Ferrucci et al. 1993). Therapeutische ATRA-Dosen hingegen
bewirken eine Uberwindung des Differenzierungsstopps mit Ausdifferenzierung der
promyelozytaren Blasten sowie eine verstarkte Apoptose (Grignani, Ferrucci et al.
1993). Daher wird ATRA heute standardmaBig in der Primartherapie der APL
eingesetzt. Im Gegensatz dazu weist jedoch das PLZF-RARa-Fusionsgen eine
Resistenz gegenitiber ATRA auf. Die Behandlung dieser Leukdmien kann jedoch
durch den kombinierten Einsatz von ATRA und HDAC-Inhibitoren wie TSA oder
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SAHA eine Differenzierung und signifikante Apoptose induzieren (He, Grayson et al.
2001).

1.8 Differenzierung

Wéhrend der Hamatopoese durchlaufen die Zellen mehrere Reifungsstadien. Durch
Bestimmung von Oberflachenmarkern, die als cluster of differentiation bezeichnet
werden, kénnen die Zellen den jeweiligen Reifungsstadien zugeordnet werden. Die
CD-Molekiile sind meist membrangebundene Glykoproteine, die teilweise
zellspezifisch exprimiert werden und verschiedene Funktionen haben kénnen. Einige
CDs haben Rezeptor- oder Signalfunktion, wahrend bei anderen eine enzymatische
Aktivitdt nachgewiesen werden konnte. Nach der letzten Human Leukocyte
Differentiation Antigens-Konferenz im Jahr 2004 umfasst die CD-Nomenklatur Uber
300 Cluster.

Ein Merkmal hamatopoetischer Stammzellen und friher Progenitorzellen ist die
Expression von CD34. Es ist ein transmembranes Glykoprotein, das auf
GefaBendothelzellen exprimiert wird und als Ligand fur L-Selektin fungiert. L-Selektin
ist ein leukozytares Adhasionsmolekil und vermittelt den ersten Schritt der Adhasion
von Leukozyten an Endothelzellen bei der Extravasion in ein entziindetes Gewebe
und in Lymphknoten. Mit zunehmender Reifung bildet sich die Expression von CD34
zurick. Ein weiteres Antigen auf h&dmatopoetische Vorlauferzellen ist CD117, ein
Tyrosinkinase-Rezeptor fir SCF. Auch dieser bildet sich mit zunehmender
Ausreifung zurtick, wahrend andere spezifische Oberflachenantigene ausgebildet
werden.

Die Differenzierung einer Stammzelle in die myeloische Reihe ist an der Expression
des Markers CD33 zu erkennen. Fir die weitere Differenzierung in die granulozytére
Reihe ist die Expression der Marker CD11b und CD16 charakteristisch. Bei dem
Antigen CD11b handelt es sich um die a-Untereinheit des Integrins CR3. Sie spielt
eine Rolle in der Vermittlung von Phagozytose. CD16 ist ein niedrig-affiner Fc-y-IlI-
Rezeptor, der sowohl Phagozytose als auch antikbrperabhangige Zytotoxizitat
vermittelt. Die immunphanotypische Unterscheidung der Monozyten von den
Granulozyten ist anhand der Expression von CD14 mdglich. Das CD14-Antigen ist
das entscheidende Ziel- und Effektormolekil in der Erkennung von Bakterien. Es
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bindet Lipopolysaccharide, dadurch wird die Freisetzung proinflammatorischer
Enzyme wie TNF-a und IL-1B aus der CD14 tragenden Zelle provoziert. Zusatzlich
exprimieren Monozyten und Makrophagen das CD64-Molekil, einen hoch-affinen
Rezeptor flr IgG, tGber den es Phagozytose vermittelt.

FiOr die Entwicklung von Erythrozyten aus der myeloischen Stammzelle ist die
vorlbergehende Expression von CD71 charakteristisch. Es handelt sich um den
Transferrinrezeptor, der auch als Marker flir Zellproliferation fungiert, da sich teilende
Zellen Eisen benétigen und wahrenddessen diesen Rezeptor exprimieren.
Thrombozyten bilden wahrend ihrer Reifung unter anderem den Rezeptor CD41 aus.
CD41 bindet Fibrinogen, Fibronectin, den von-Willebrand-Faktor sowie
Thrombospondin und ist ein Mediator flir Thrombozytenadhasion und -aggregation.
CD36 wird von unterschiedlichen Zellreihen exprimiert. Bisher wurde eine Vielzahl
von Funktionen beschrieben: es vermittelt die Bindung zwischen Thrombozyten und
Kollagen, auf Erythroblasten verhindert es vermutlich das Nicht-Ausschwemmen aus
dem Knochenmark. Zusatzlich ist es im Rahmen der Phagozytose von apoptotischen
Neutrophilen und T-Lymphozyten durch Makrophagen beteiligt.

Als CD123 wird die a-Untereinheit des IL3-Rezeptors bezeichnet. Dieses Antigen
wird schon auf hAmatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen exprimiert, dort ist es
an Proliferation und Differenzierung beteiligt. Seine Expression nimmt mit dem
Reifungsgrad zu und ist auf Granulozyten, Monozyten und Megakaryozyten zu
finden.

CD45, friher auch als leukozytenspezifisches Antigen bezeichnet, wird speziell auf
hamatopoetischen Zellen exprimiert. Dieses Antigen ist beteiligt an Prozessen, die
fur Differenzierung und Zellwachstum sowie fir die T- und B-Zell-Signalwege wichtig

sind. Es kommen mehrere Isoformen vor.
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Abbildung 11. Myeloische Differenzierung aus CD34" Stammazellen. Durch immunphé&notypische
Bestimmung der Oberflachenmarker kénnen die unterschiedlichen Reifungsstadien bestimmt werden.
Die stammzelltypische Expression von CD34 bildet sich im Verlauf zuriick, wahrend als
Charakteristika der granulozytdren Reihe CD11b, CD13 und CD16 exprimiert werden. Monozyten
tragen die Antigene CD13, CD14 und CD33. Erythrozyten zeichnen sich durch die passagere
Ausbildung von CD71 aus. Thrombozyten tragen die Oberlachenantigene CD41, CD42b, CD61 und

CD62P. (Abbildung modifiziert nach einer Folie aus http:www.medizin.uni-koeln.de/institute/kchemie/
Lehre/Vorlesung/C Leukopoese/Leukopoese.pdf)
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1.9 Resistenzgene

Ein groBes Problem in der Behandlung von Tumorerkrankungen ist die Entwicklung
von Resistenzen. Als Multiresistenz bezeichnet man dabei das Fehlen einer
Apoptoseinduktion durch eine Vielzahl von Substanzen, die sich sowohl in ihrer
Struktur als auch beziglich ihres Wirkmechanismus unterscheiden. Die Entwicklung
von Multiresistenzen erklart, warum Therapieregime mit mehreren Substanzen an
Effektivitat einbtBen (Gottesmann, Fojo et al. 2002).

Insgesamt kdnnen dabei mehrere Mechanismen zugrunde liegen: Eine Méglichkeit
ist die verminderte Aufnahme der zytotoxischen Stoffe in die Zelle — sei es Uber
Endozytose oder Uber Transportsysteme. Dies ist der Fall bei Methotrexat, Cisplatin
oder Nukleotid-Analoga. Ein anderer Mechanismus, der durch jede Substanz
hervorgerufen werden kann, ist die Aktivierung von DNA-Reparatur-Systemen oder
Induktion entgiftender Systeme wie das Cytochrom-P450-System. Eine weiterer
Grund fir eine Resistenzentwicklung kénnen Defekte oder Mutationen in Genen
sein, die Apoptose oder Zellzyklus regulieren. Ein vierter Mechanismus ist die
Expression ATP-abhangiger Proteine, die in die Zelle gelangte zytotoxische
Substanzen wieder nach auBen schleusen und dadurch die intrazellulare
Ansammlung Apoptose-induzierender Substanzen verhindern.

Das am besten charakterisierte Protein dieser Art ist P-gp. Es ist in der Lage,
lipophile Substanzen wie Antracycline, Vincaalkaloide und Taxane, die alltaglichen
Einsatz in der Tumortherapie finden, durch die Zellmembran nach aufBlen zu
schleusen (Ferrao, Sincock et al. 2001). P-gp wird durch das MDR1/ABCB1-Gen
codiert und besitzt neben 12 transmembranaren Regionen zwei ATP-
Bindungsstellen. Die transmembrandre Region bindet hydrophobe Substanzen, die
entweder neutral oder positiv geladen sind. Diese Bindung verursacht eine
Konformationsénderung, woraufhin die Substanz nach auBen geschleust und dort
abgegeben werden kann. Pro Substrat werden dafir zwei ATP-Molektle verbraucht.
In etwa einem Drittel der Patienten mit Leukdmien sowie bei mehr als 50% der
Patienten mit Rezidiven unterschiedlicher Tumorkrankheiten wurde die Expression
von P-gp entdeckt (Gottesmann, Fojo et al, 2002). Die Uberexpression von P-gp in
AML-Zellen ist mit einem verminderten Ansprechen gegeniber einer Therapie
assoziiert (van der Kolk, de Vries et al. 2002).
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Da jedoch nicht alle resistenten Zellen P-gp exprimieren, hatte man nach weiteren
Proteinen dieser Art gesucht. Man stieB dabei auf das Multiresistenz-assoziierte
Protein 1 MRP1 oder ABCC1. MRP1 funktioniert &hnlich wie P-gp, es besitzt jedoch
zusatzlich am Aminoende weitere finf transmembrandre Regionen (Gottesmann,
Fojo et al. 2002). MPR1 bindet neutrale und anionische hydrophobe Substanzen und
schleust Gluthation und seine Konjugate nach extrazellular. So sind MRP1-
exprimierende Zellen resistent gegeniber Daunorubicin, Mitoxantron, Etoposid und
6-Mercaptopurin - ebenfalls haufig eingesetzte Substanzen in der Tumortherapie
(van der Kolk, de Vries et al. 2002). Acht weitere Mitglieder der ABCC-Familie
wurden inzwischen identifiziert. MRP1 wird stark exprimiert in Leukamien,
Osophaguscarzinomen und Nicht-kleinzelligen Bronchialcarzinomen (Nooter,
Westermann et al. 1995).

Ein weiterer Transporter in Mitoxantron-resistenten Zellen ist MXR oder BCRP.
Dieser besteht aus einem Homodimer aus zwei Transporterhélften, die je eine ATP-
Domane am Aminoende sowie sechs transmembrandre Segmente besitzen. In
Leuk&mien wurden jedoch nur geringe Expressionsraten von BCRP beobachtet
(Ross, Karp et al. 2000), wahrend Sekundarleukdmien eine Assoziation mit hohen

BCRP-mRNA-Spiegeln aufweisen (van den Heuvel-Eibrink, van der Holt et al. 2007).

1.10 Zielsetzung

HDAC-Inhibitoren erweisen sich als vielversprechende neue Substanzgruppe in der
Behandlung von Tumorerkrankungen. In der vorliegenden Arbeit wurde daher die
Wirkung von HDAC-Inhibitoren auf myeloischen Leuk&miezellen untersucht. Um die
Heterogenitat der verschiedenen Subtypen der AML widerzuspiegeln, wurde ein
Panel aus 12 Zelllinien ausgewahlt. Dabei waren alle Differenzierungsgrade der AML
von FAB M1 bis M7 vertreten, darunter auch Modelle mit molekularen
Translokationen und den daraus resultierenden Fusionsgenen AML1/ETO und
PML/RARa, wie sie beispielsweise in KASUMI-1 bzw. NB-4 vorliegen.

Zum Einsatz kamen die drei HDAC-Inhibitoren SAHA, TSA und Scriptaid, wovon
SAHA in klinischen Phase IlI-Studien getestet wird und in den USA unter dem
Handelsnamen ZOLINZA® berteis eingesetzt wird (Journal Onkologie 2008).
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Zunachst sollte das Verhalten der Zelllinien gegeniber diesen drei Substanzen
getestet und im Vergleich zu den in der Tumortherapie eingesetzten zytotoxischen
Substanzen wie Etoposid und Cytosinarabinosid analysiert werden.

Um die Zytotoxizitat der HDAC-Inhibitoren gegeniber gesunden Zellen zu testen,
wurden auch CD34" hamatopoetische Vorlauferzellen mit HDAC-Inhibitoren
behandelt und in ihrem Sensibilitatsverhalten mit dem von malignen myeloischen
Zellen verglichen.

Der Kernteil dieser Arbeit befasst sich mit den Effekten von SAHA auf den Zellzyklus
und die Induktion von Apoptose. Die Expression von Zellzyklus- und Apoptose-
assoziierten Proteinen als pradiktive Voraussetzung wurde mittels Western Blot
untersucht.

Erganzend wurden am Rande weitere durch SAHA beschriebene Effekte wie

Differenzierung und Expression von Resistenzgenen betrachtet.
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2 Material

2 Material

2.1 Chemikalien

Acrylamid/bis-Acrylamid Gel 30
Aqua destillata
Ammoniumpersulfat (APS)
Annexin-V-binding Buffer, 10-fach
Annexin-FITC

Biocoll (Ficoll) Separating Solution
BSA

Dimethylsufoxid (DMSQO)

3,3 -Dihexyloxacarbocyaninjodid
D-PBS, 10-fach, steril

Ethanol

Ethylendiaminitetraessigsaure (EDTA)

FCS Gold

Glycin

Iscove’s mod. Dulbecco’s Medium
Methanol

Natriumdodecylsufat (SDS)
Natrium-Orthovanadate
L-Glutamin, 200 mM, 100-fach, steril
Penicillin-Streptomycin
Propidium-Jodid
Protease-Inhibitor-Tabletten
RNAse

RPMI 1640 Zellmedium

Slim Milk Powder

Super Signal® West Luminol/Enhancer L&sung

Super Signal® West Peroxid Puffer
TEMED

Trypanblau

Tween 20

Roth, Karlsruhe

Delta Select GbmH, Pfullingen
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Pharmingen, Heidelberg

Pharmingen, Heidelberg

Biochrom AG, Berlin

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Serva Electrophoresis, Heidelberg
Molecular Probes, Leiden, Niederlande
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich

Roth, Karlsruhe

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

J.T.Baker, USA

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz
Pierce, Rockford, USA

Pierce, Rockford, USA

Promega, Madison, USA

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz
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2.2 HDAC-Inhibitoren

SAHA
Scriptaid
TSA

Biomol, Plymouth Meeting, USA
Biomol, Plymouth Meeting, USA
Biomol, Plymouth Meeting, USA

2.3 Zytostatika

Arabinofuranosid Cytosin Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Etoposid

Staurosporin

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

2.4 Zelllinien

Verwendet wurden 12 unterschiedliche Leukamielinien, alle weisen komplexe zytogenetische

Aberrationen auf:

KG-1a

HL-60

KASUMI-1

NB-4

humane AML, M1, diploider Karyotyp mit 5% polyploiden Zellen, 46(44-
47)<2n>X/XY, +8, +11, -12, -17, -20, der(5;17)(q10;910)del(5) (q?11g?13),
del(7)(g2235), i(8q), der(8)t(8;12)(p11;q13) add(8)(g24), i(11q), add(16)(q13/21),
der(19)t(14;19)(q11;q13), add(20)(p13)

humane AML, M2, hypotetraploider Karyotyp mit einer hypodiploiden Seitenlinie und
1.5% Polyploidie, 82-88<4n>XX, -X, -X, -8, -8, -16, -17, -17, +18, +22, +2matr,
ins(1;8)(p?31;g924hsr)x2, der(5)t(5;17) (q11;911)x2, add(6)(g27)x2,
der(9)del(9)(p13)t(9;14) (q?722;q722)x2, der(14)t(9;14)(q?22;q722)x2,
der(16)t(16;17) (922;922)x1-2, add(18)(g21), Seitenlinie mit: -2, -5, -15,
del(11)(g23.1923.2), c-myc Amplicons vorhanden in der(1) und in beiden Markern
humane AML, M2, hypodiploider Karyotyp - 45<2n>X, -Y, -9, -13, -16, +3mar,
1(8;21)(922;022), der(9)t(9;7?)(p22;?), der(15)t(?9;15)((?q11;?p11) — besitzt beide
Partner der 8;21 Translokation (ETO/AML1 Fusionsgen)

humane AML, M3, PML/RARa Fusionsgen, hypertriploider Karyotyp mit 3%
Polyploidie,78(71-81)<3n>XX, -X, +2, +6, +7, +7, +11, +12, +13, +14, +17, -19, +20,
+4mar, der(8)t(8;7)(g24;7?), der(11)t(11;?)(?->::11p15->11922.1::11g13->22.13),
der(12)t(12;?)(p11;?), 14p+, 1(15;17)(922;q11-12.1), der(19)t(10;19)(q21.1;p13.3)x2
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ML-2 humane AML, M4, tetraploider Karyotyp - 92(84-94)<4n>XX, -Y, -Y, -7, -9, -10, -10,
+11, +12, 412, +13, +13, -15, -16, -17, -17, +18, +18, -20, -20, +4mar,
der(1)t(1;?)(p21;?)x2, del(6)(q23)x2, der(6)t(6;11)(q27;?923)x2,
?der(11)t(6;11)(g27;?7923)/ del(11)(g23)x2, der(11)t(11;?)(?->11p11->11923:)x2,
der(11)t(11;?)(q11-13;?), dup(13)(g32->qter)x2, der(18)t(5;?;18)(g21;?;911)x2,
komplexe Chromosom 11-Veranderung (inkl. 11923, typisch fir M4 und M5 AML)
verschleiert das zytogenetische Bild, méglicherweise ist die seltene Translokation
t(6;11) vorhanden

MONO-MAC-6  humane AML, M5, hypotetraploider Karyotyp mit Diploidie (8%) und polyploiden
(17%) Seitenlinien, 84-90<4n>XX/XXX, -Y, +6, +7,-12, -13, -13, -16, -16, +2mar,
1(9;11)(p22;923)x2, add(10)(p11)x2, add(12)(g21), del(13)(q13q14)der(13)
t(13;14)(p11;q12)x2, der(17)t(13;17)(g21;p11)x2, die erste Zelllinie, an der die fur
AML M5 charakteristische Translokation t(9;11) gefunden wurde

U-937 humane AML, M5, hypotriploider Karyotyp, 63(58-69)<3n>XXY, -2, -4, -6, +7, -9, -
20, -21, +3mar, t(1;12)(gq21;p13), der(5)t(1;5) p22;935), add(9)(p22),
t(10;11)(p14;923), i(11q), i(12p), add(16)(g22), add(19)(q13) — besitzt t(10;11) -
t(1;5) &hnelt der Variante von t(2;5) (Histiozytenlymphom)

HEL humane AML, M6, hypotriploider Karyotyp mit 2.3% Polyploidie, 63(60-
64)<3n>XYY, -2, -9, -10, -10, -11, -14, -16, -16, -17, -19, +20, +21, +2mar,
del(2)(g932), 1(3;6)(p13;q16), der(5)t(5;17) (q10;q10), der(6)t(1;6)(p13;p21),
der(7)add(7)(p14;932), add(8)(p21), der(9)t(9;?)(?;11)(p24;?)(?;q13), del(11)(q13),
add(15)(p11), del(20)(g13), r(20)(p11g11), dup(21)(q11922.3-gter), psu
dic(22;9)1(9;7)(?;22)(p24;7)(?;p11-13)

K-562 humane Erythroleukdmie/CML, Philadelphiachromosom mit b3-a2 Fusionsgen,
hypotriploider Karyotyp, 61-68<3n>XX, -X, -3, +7, -13, -18, +3mar, del(9)(p11/13),
der(14)t(14;?)(p11;?), der(17)t(17;?) (p11/13;7?), der(?18)t(15;?18)(g21;?q12),
del(X)(p22)

TF-1 humane AML, M6, stark translozierter hyperdiploider Karyotyp mit 12% Polyploidie -
52-57<2n>XY/XXY, +3, +5, 46, -8, +12, +15, +19, +19, +20, +20, +3matr,
der(1)?dup(1)(p21p31) t(1;8)(p36;911), t(2;12)(q32;q14), 1(3;12)(p13-14;p12-13),
add(3)(g21), add(5)(q11-13), der(8)t(1;8)(p36;q11), der(12)t(3;12)(p13-14;p12-
13)t(1;12)gq31-32;924), add(14)(p12), iso(17)(q10)add(17)(g21), add(19)(q13),
trp(19)(q12;913.3),
der(21)t(19;21)(q13.1;922)dup(19)(q13.1g13.3)t(11;19)(q13;q13),
der(22)t(19;22)(q11;p11)

M-07e humane AML, M7, diploider Karyotyp - 46(45-46)<2n>XX, t(11;21)(p11;p13),
add(13)(p13), add(22)(p13)
CMK humane AML, M7, 1(5;11), hypotetraploider Karyotyp mit 8% Polyploidie, 85-

90<4n>XY, -X, -Y, -2, -3, +5, -6, -6, -8, +11, -15, -15, +16, -17, -19, +21, +22, +7-
11mar, add(1)(q31), add(1)(p36), add(3)(q11), del(3)(p14)x2-3, add(5)(q11),
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add(5)(q13), dup(8)(q11g21), add(8)(q13-21), del(8)(q11), del(9)(p21)x2,
11)

(
add(9)(q
)

x2, del(10)(g22g24), der(11;17)(q10;q10),

der(11)dup(11)(p13p15)t(5;11)(q11;p15)x1-2, del(11)(g23), add(12)(p13)x2,

add(17
add(22

p1?

)(p17?)
)(@13)

2.5 Antikorper

2.5.1 Antikorper fir Western Blots

Anti-Bad, polyklonal, Hase

Anti-Bcl-X, monoklonal, Maus 1gG2a

Anti-BID, polyclonal, Ziege

Anti-Cdk4, polyklonal, Hase

Anti-Cdk6, polyklonal, Hase

Anti-c-Myc, polyklonal, Hase

Anti-Cyclin A, polyklonal, Hase

Anti-Cyclin B1, polyklonal, Hase

Anti-Cyclin E, monoklonal, Maus 1gG2b
Anti-FAS, monoklonal, Maus, 1gG1

Anti-FAS-L, polyklonal, Hase

Anti-Human Bax, polyklonal, Hase

Anti-Human Bcl-2, monoklonal, Maus 1gG1
Anti-Human Cyclin D1, monoklonal, Maus 1gG2a
Anti-Human Cyclin D1, monoklonal, Maus IgG2a
Anti-Human Cyclin D2, monoklonal, Maus 1gG
Anti-Human Cyclin D3, monoklonal, Maus 1gG1

Anti-Human p16™<*

, monoclonal, Maus 1gG1
Anti-Human p53, monoklonal, Maus IgG2b
Anti-Human Rb, monoklonal, Maus 1gG1
Anti-Kip1/p27, Maus 1gG1

Anti-Mcl-1, polyclonal, Hase

Anti-mouse IgG

Anti-p27, polyklonal, Hase

Anit-rabbit IgG

Anti-TNF-R1, monoklonal, Maus 1gG2b
Anti-XIAP, polyklonal, Hase

, add(18)(q23)x2-3, add(19)(p13), der(20)t(1;20)(q2?5:q122)x2,

Cell Signaling, USA

BD Biosciences, USA

Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg
Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg
Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg
Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg
Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg
Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg
Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg
Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg
Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg

BD Biosciences, USA

PharMingen International, San Diego, USA
BD Biosciences, USA

PharMingen International, San Diego, USA
PharMingen International, San Diego, USA
PharMingen International, San Diego, USA
PharMingen International, San Diego, USA
PharMingen International, San Diego, USA
BD Biosciences, USA

BD Biosciences, USA

Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg
Amersham Biosciences, Buchinghamshire, UK
Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg
Amersham Biosciences, Buchinghamshire, UK
Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg
Cell Signaling, USA
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2.5.2 gelabelte Antikorper fiir FACS

Anti BRCP-1, FITC Cymbus Biotechnologie

Anti Caspase-3-FITC (aktiv) Pharmingen, Heidelberg

Anti CD11b-PE Immunotech, Marseille, Frankreich
Anti CD123-PE Becton Dickinson, San Jose, USA
Anti CD14-PE Immunotech, Marseille, Frankreich
Anti CD15-PE Immunotech, Marseille, Frankreich
Anti CD25-PE Becton Dickinson, San Jose, USA
Anti CD33-PE Immunotech, Marseille, Frankreich
Anti CD34-PE Immunotech, Marseille, Frankreich
Anti CD41-PE Immunotech, Marseille, Frankreich
Anti CD45-FITC Immunotech, Marseille, Frankreich
Anti CD64-FITC Immunotech, Marseille, Frankreich
Anti CD71-PE Immunotech, Marseille, Frankreich
Anti Human P-Glycoprotein (MDR) Pharmingen, Heidelberg

Anti IgG1-FITC Pharmingen, Heidelberg

Anti IgG1-PE Immunotech, Marseille, Frankreich
Anti IgG2a-PE Pharmingen, Heidelberg

2.6 Molekularbiologische Kits

Apo-Direct-Kit Pharmingen, Heidelberg

CD 34 Progenitor Cell Isolation Kit Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Cell Proliferation Assay Promega, Mannheim

CellTiter® Aqueous Non-Radioactive Promega, Mannheim

DC Protein Assay Bio-Rad, Miinchen

FIX & PERM Caltag, Burlingame, USA

2.7 Standardgerate

Blood Tube Rotator SB1 Stuart Scientific

Centrifuge 5810 R Eppendorf, Hamburg

CO,-Inkubator NUNC Nalge Nunc International, Wiesbaden-Biebrich
Digitalwaage BP 221 S Sartorius, Géttingen

Digitalwaage LC 1200 S Sartorius, Géttingen

Elisa Reader ELX 800 Biotek, Vermont, USA

Facs EPICS® XL Beckman-Coulter, Krefeld
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Kihlzentrifuge Centrifuge 5417R
Magnetic Cell Separator Vario MACS
Megafuge 1.0R

Mikroskop Axiovert 25

Multi Gel Long Elektrophorese Kammer
pH-Meter inoLab

Schuttler WT 12

Sterile Werkbank, HERA safe
Thermomixer comfort

Thermomixer compact
Tischzentrifuge 5415D

Vortex REAX top

Wasserbad GFL

Eppendorf, Hamburg

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Heraeus Instruments, Langenselbold
Zeiss, Gottingen

Biometra, Géttingen

WTW, Weilheim

Biometra, Géttingen

Heraeus, Langenselbold
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Heidolph, Nlrnberg

C-Lab, Ebersberg

2.8 Haufig verwendete Losungen, Puffer, Kulturmedien

Amidoschwarz-Entfarbelésung:

Annexin-Puffer:

Blocking-Puffer:

CD34-Isolationspuffer:

FACS-Puffer:

Iscove’s Kulturmedium:

Lysis-Puffer:

25% Isopropanol

10% Essigsaure

10% Annexin-V-binding-Buffer (10fach)
90 % PBS

PBS mit 10% Trockenmilchpulver
0,1% Tween

PBS, pH 7,2
0,5% BSA
2 mM EDTA

10% PBS
1% BSA

5% Penicillin/Streptomycin
5% Glutamin
20% FCS

Iscove’s mod. Dulbecco’s Medium ad 11 A.d.

10 mM Tris/HCI, pH 7,5
130 mM NaCl, 5 mM EDTA, pH 8,0
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Paraformaldehyd-Ldsung (1%):

PBS-Tween-Puffer:

PI-Staining-Solution:
10% RNAse

SDS-Elektrophoresepuffer:

SDS-Probenpuffer (2-fach)

Transferpuffer:

Trenngelpuffer fir SDS-Gele (4-fach):

Sammelgelpuffer fiir SDS-Gele (4-fach):

0,5 % Triton X-100

20 mM Na,HPO,/NaH,PO,

10 mM Natriumpyrophosphat, pH 7

1 mM Natriumorthovanadate

20 mM Natriumfluorid

1 mM Glycerol-2-Phosphat

1 mM PMSF

1 x Protease-Inhibitor Cocktail Tablette/10 ml A.d.

1% PFA in A.d.
10% PBS (10fach)
pH 7,4

PBS

0,1% Tween

PBS

0,1% PI

25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1% SDS in A.d.

M Tris/HCI, pH 6,8

200 MM DTT

4% SDS

0,2% Bromphenol-Blau
20% Glycin

25 mM Tris

192 mM Glycin

0,1% SDS in A.d.
20% Methanol in A.d.

1,5 M Tris, pH 8,8
0,4% SDS

0,5 M Tris, pH 6,8
0,4% SDS
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3 Methoden

3.1 Arbeiten mit eukaryoten Zelllinien

3.1.1 Kultivierung der Zelllinien

RPMI-Kultur-Medium: RPMI 1640, 10% bzw. 20% FCS, 2mM Glutamin, 1% antibiotische/
antimykotische Lésung

Alle AML-Zelllinien bis auf KG-1a wurden im oben angegebenen RPMI-Kulturmedium
mit 10% FCS gehalten. Die Zelllinie KG-1a bendétigte 20% FCS. Die optimale
Zelldichte betrug zwischen 0,4-0,8 x 10° Zellen/ml Medium. Je nach individueller
Verdoppelungszeit, die zwischen zwei und drei Tagen lag, wurde altes Medium
abgenommen und durch entsprechend viel frisches Medium ersetzt. Den Zelllinien
TF 1 und M-07e wurde zusatzlich der Wachstumsfaktor IL3 in der Konzentration 5
bzw. 10 ng/ml Medium zugegeben. Die Inkubation der Zellen erfolgte im Brutschrank
bei 37 °C, 95% relativer Luftfeuchtigkeit und 5% CO..

3.1.2 Bestimmung der Zellzahl

Hierzu wurde ein Aliquot der Zellsuspension mit einer 0,5%igen Trypanblaulésung im
Verhaltnis 1:1 verdinnt. Da Trypanblau nur durch die Zellmembran toter Zellen
diffundiert und diese im Zytoplasma blau anfarbt, kénnen diese unter dem Mikroskop
von viablen Zellen unterschieden werden. Der Zahl viabler Zellen pro ml Medium
berechnete sich aus der durchschnittlichen Zellzahl der vier Quadranten einer Neu-
bauer-Zahlkammer multipliziert mit dem Verdiinnungsfaktor sowie dem Faktor 10%.

3.1.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen
RPMI-Kulturmedium, 20% FCS, 10% DMSO
Durch langsames Tieffrieren in DMSO-haltigem Einfriermedium kdnnen Zellen

langere Zeit im Flissigstickstoff gelagert werden. DMSO verhindert die intrazellulare

Kristallbildung und schitzt die Zellen wahrend des Einfrierens.
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Nach Waschen der Zellen mit PBS wurden sie mit einer Konzentration von 5x10° bis
1x10” Zellen pro ml in frischem Medium aufgenommen. 700 pl dieser Suspension
wurden mit 200 pul FCS und 100 pl DMSO in ein Kryordhrchen pipettiert, in eine
vorgekuihlte Einfrierbox Uberfihrt und bei -80 °C zwischengelagert. Um das Platzen
der Zellen zu verhindern, wurde das Einfriermaterial erst zwei bis drei Tage spater in
die FlUssigstickstofftanks Gberflhrt.

Zum Auftauen der Zellen wurden die Kryoréhrchen im Wasserbad bei 37°C erwarmt
und rasch in Medium aufgenommen. Das toxische DMSO wurde durch Zentrifugieren

entfernt. In frischem Medium konnten die Zellen wieder hochgezogen werden.

3.1.4 Reinigung der Zellen mit Ficoll

Ficoll

Die Reinigung einer Suspensionslésung von Zell- und Mediumresten erfolgte Uber
einen Ficoll-Gradienten. Die Dichte von FICOLL als ungeladenem Sucrose-Polymer
ist so eingestellt, dass Zellreste oder kleinere Partikel die Ficollschicht passieren,
wahrend viables Zellmaterial Gber dieser Schicht verbleibt und abgenommen werden
kann.

Nach Waschen der Zellen mit PBS wurden diese im Verhéltnis 2:1 ohne Vermischen
der beiden Phasen auf Ficoll pipettiert. Nach Zentrifugieren bei 2100 rpm flr 17 min
konnte die sich gebildete Interphase aus viablen Zellen abgenommen und nach

einem erneuten Waschschritt in frischem Medium aufgenommen werden.

3.2 Proliferationsassay

3.2.1 Bestimmung der Stoffwechselaktivitat am ELISA-Reader

CellTiter® Aqueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay, RPMI-Kulturmedium und darin angesetzte
verschiedene Konzentrationen mit HDAC-Inhibitoren und Zytostatika

Mit diesem Assay kann der Anteil von viablen, stoffwechselaktiven Zellen in einer
Population bestimmt werden. Die mitochondriale Succinatdehydrogenase intakter
Zellen wandelt den Stoff MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
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carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium] in braunes Formazan um,
wobei die Absorption im Elisa Reader bei 490 nm gemessen werden kann.

OCH,COOH SOz OCH,COOH SO
A "y
/

N\
N CHa N CHg,

MTS Formazan

v

Abbildung 12. Molekiilstruktur von MTS und Formazan. (Abbildung aus Technical Bulletin CellTiter
96@®AQ,c0us Non-Radioactive Cell Proliferation Assay, Promega)

FUr die Versuchsreihen wurden die Zellen auf eine Konzentration von 400.000 Zellen
pro ml Medium eingestellt. Um systemische Fehler durch Verdunstung im Inkubator
maoglichst gering zu halten, wurden die auBeren Reihen der 96-Well-Platten jeweils
mit 100 pul PBS gefiillt. In die zweite Reihe wurden zur Bestimmung des Leerwerts
jeweils 50 pl Medium gegeben. Die restlichen Wells wurden mit je 50 ul
Zellsuspension (20.000 Zellen) befillt. Am Folgetag wurden weitere 50ul Medium zur
.Leerwertreihe“ pipettiert, in die Ubrigen Wells wurde das gleiche Volumen der
unterschiedlich konzentrierten HDAC-Inhibitoren bzw. Zytostatika gegeben. Nach
72h Inkubation wurde zu den Wells 20 pul MTS gegeben und nach Sichtbarwerden
eines deutlich braunen Farbumschlags, spatestens aber nach vier Stunden, wurde
die Absorption bei 490 nm im ELISA-Reader gemessen.
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3.2.2 Auswertung der Daten und Erstellung von Approximationskurven

Microsoft Excel

Zur Auswertung der Daten im ELISA-Reader gemessenen Daten wurde das
Computerprogramm Microsoft Excel verwendet. Die Werte wurden tabellarisch
Ubertragen und aus den Dreifachbestimmungen pro Konzentration ein Mittelwert
sowie die Standardabweichung ermittelt. Von diesen Werten wurde der Wert der
optischen Dichte des Mediums subtrahiert. Der Betrag der unbehandelten kultivierten
Zellen wurde mit 100% gleichgesetzt und die Werte der behandelten Zellen in
Relation dazu gesetzt. Diese Zahlenwerte wurden in ein Diagramm Ubernommen,
wobei die eingesetzten Konzentrationen der jeweiligen Substanz gegen die
Stoffwechselaktivitdt in  100% aufgetragen wurden. Das Einflgen einer
Verbindungslinie zwischen den Diagrammpunkten ergab die Approximationskurve.
Die Konzentration, bei der die Stoffwechselaktivitdt 50% betrug, wurde als ICsg
festgelegt.

3.3 Durchflusszytometrische Methoden

3.3.1 AnnexinV-/Propidiumjodid-Messung
Annexin-Puffer, AnnexinV-FITC, 50 pg/ml Propidium-lodid

Ein frihes Apoptoseereignis stellt das Flipping der Phosphatidylserine auf der
Zelloberflache dar. In viablen Zellen befinden sich diese auf der Innenseite der
Zellmembran, werden aber nach Apoptoseinduktion auf die AuBenseite transloziert.
Dort kann sich zugegebenes AnnexinV-FITC spezifisch an die PS anlagern. Durch
ihre Markierung mit dem Fluoreszenzfarbstoff kénnen apoptotische Zellen in einem
Durchflusszytometer dargestellt werden.

Beim Fortschreiten der Apoptose werden Zell- und Kernmembran pords. Dadurch
kann der zweite zugegebene Fluoreszenzfarbstoff Pl in die Zelle eindringen und an
die DNA anlagern. Die Gegenfarbung mit Pl ermdglicht somit die Unterscheidung
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von apoptotischen (Annexin-V-positiv, Pl-negativ) von nekrotischen (Annexin-V-
positiv, Pl-positiv) Zellen.

Fir den Assay wurden 200.000 Zellen pro Messung und Ansatz in ein
Durchflusszytometer-Réhrchen Gberflhrt, zentrifugiert (1300 rpm, 5min) und mit PBS
gewaschen. Nach Zugabe von 500 pl Annexin-Puffer, 10 pl AnnexinV-FITC, 5 pl PI
und Inkubieren (+4°C, 20 min) erfolgte die Messung am Durchflusszytometer.

3.3.2 Zellzyklusanalyse

PI-Staining-Solution, 70% Ethanol

Abhangig von der Zellzyklusphase besitzen Zellen einen unterschiedlichen DNA-
Gehalt. Durch Anfarbung der DNA mit Pl kann durch die unterschiedlich starke PI-
Anreicherung auf die Zellzyklusphase riickgeschlossen werden.

Pro Messung und Ansatz wurden 200.000 Zellen verwendet. Nach Alkoholfixierung
mit -20°C gekihltem Ethanol und Resuspension in 500 pl PI-Staining-Solution
erfolgte die Zellzyklusanalyse am Durchflusszytometer nach 30 minatiger
Inkubationszeit im Dunkeln bei RT.

3.3.3 Bestimmung von Oberflachenantigenen

Fluoreszenzmarkierte Antikdrper

Die Anwendung fluoreszenzmarkierter Antikérper erméglicht durch ihre spezifische
Bindung an entsprechende Oberflachenstrukturen eine genaue Zellcharakterisierung.
Pro Ansatz wurden zu 250 000 Zellen 10 pl der FITC- bzw. PE-gelabelten Antikdrper
zugegeben, gut gemischt und fir 20 min bei +4°C inkubiert. Gleichzeitig erfolgte ein
zweiter Ansatz fUr die Isotypenkontrolle. Nach einer Inkubationszeit und

Resuspension in frisches PBS erfolgte die Messung am Durchflusszytometer.
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3.4 Proteinbiochemische Methoden

3.4.1 Herstellung von Zelllysaten und Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Lysis-Puffer, DC Protein Assay (BioRad, Miinchen), SDS-Probenpuffer

Ein Zellpellet wurde in Lysepuffer resuspendiert und auf Eis gelegt. Nach 20 min
konnten die Zellbestandteile abzentrifugiert und das Lysat im Uberstand
abgenommen werden. Nach Zugabe von zweifach-konzentriertem SDS-Probenpuffer
im Verhaltnis 1:1 wurde das Lysat bei -20°C tiefgefroren.

Zur Proteinkonzentrationsbestimmung wurde eine geringe Lysatmenge in 96-Well-
Platten Gberfihrt und mit unterschiedlichen Standardproteinkonzentrationen sowie
den entsprechenden Reagentien (s. DC Protein Assay) versetzt. Der zu
beobachtende Farbumschlag wurde im ELISA-Reader bei 750 nm gemessen. Die
Proteinkonzentration der Lysate berechnete sich aus dem im ELISA-Reader
gemessenen Wert, multipliziert mit dem Verdinnungsfaktor sowie dem Faktor 0,5.

3.4.2 SDS- Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

SDS-Probenpuffer, SDS-Gelelekrtrophoresepuffer, Sammelgel-Puffer, Trenngel-Puffer, Marker:
Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (BioRad, Minchen)

Der Western Blot dient der elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen. Nach
Ubertragen der Proteine auf einen Filter bleibt ihre Immunreaktivitat erhalten und
kann mittels Antikérper qualitativ und quantitativ dargestellt werden.

Bei der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) werden hitzedenaturierte
Proteine nach ihrer Masse aufgetrennt. Das SDS, ein amphiphatisches Detergenz,
lagert sich mit seiner hydrophoben Seite an die Proteinketten an, wobei sich die
Anzahl der SDS-Molekiile nach der ProteingréBe richtet. Auf der nicht angelagerten
Seite sind die Proteine negativ geladen und kénnen daher durch Anlegen einer
Spannung getrennt werden.

Je nach GréBe der Proteine bot es sich an, verschieden Kkonzentrierte
Polyacrylamidgele herzustellen. Die Acrylpolymere bilden lange Kettenmolekile, die
durch Bisacrylamid quervernetzt werden. Je kleiner das Protein, desto gréBer wurde
der Anteil des Bisacrylamids gewahlt.
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Das hergestellte Trenngel wurde zwischen zwei Glasplatten gegossen, nach
ausreichender Polymerisierung wurde das Sammelgel, welches der Konzentrierung
der zu trennenden Proteine in einer schmalen Bande dient, dazugegeben. Das
Einbringen von Kammen diente der Ausbildung von Geltaschen, in die spater die
gleichen Mengen an hitzedenaturierten Proteinlysate pipettiert wurden. Das
entsprechende Volumen war abhangig von der jeweiligen Proteinkonzentration. Ein
zusatzlich verwendeter Marker diente durch Ausbildung von Banden der spéteren
GrdBenbestimmung der Proteine.

Die Glasplatten wurden in eine Kammer gespannt und mit SDS-Elektrodenpuffer
geflllt. Die Proteinauftrennung erfolgte zwischen 30-180 mA und 200 V.

3.4.3 Transfer von Proteinen auf eine PVDF-Membran

Transferpuffer, 20 % (V/V) Methanol, 3mm Whatman-Papier, PVDF Membran (Millipore)

Beim Transfer werden die Proteine aus dem SDS-Gel mittels eines elektrischen
Feldes auf eine Membran transferiert. Die durch SDS negativ geladenen Proteine
wandern innerhalb des elektrischen Feldes zur Anode. Vor der Anode befindet sich
die Nitrozellulosemembran, so dass die Proteine aus dem Gel auf der Kathodenseite
auf die Membran wandern.

Das Gel zwischen den Glasplatten wurde abgeldst und auf eine vorher in Methanol
getrankte PVDF-Membran gelegt. Membran und Gel wurden zwischen je zwei
Whatman-Papiere gelegt und in eine mit Schwammchen gepolsterte Plastikkassette
eingespannt, diese wurde zwischen die Elektroden-Platten der mit Transferpuffer
geflllten Blotkammer gehangt. Je nach Proteingr6Be wurde eine Stromstarke von
0,8-1 mA angelegt und fir standige Kihlung gesorgt. Nach dem Transfer wurden die
auf der Membran geférbten Banden mit einem Kugelschreiber markiert, das Gel

wurde verworfen.
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3.4.4 Immunchemische Darstellung von transferierten Proteinen

Blocking-Puffer, PBS-Tween-Puffer, Lumineszenz-Reagenzien, Hyperfilm™ ECL

Nach dem Transfer der Proteine wurde die Membran zuné&chst bei 37°C auf dem
Schuttler mit 10%igem Blocking-Puffer geblockt, was der Sattigung unspezifischer
Proteinbindungsstellen diente und dadurch spatere Hintergrundféarbung vermieden
wurde. Nach anschlieBendem Waschen mit PBS-Tween wurde ein spezifischer
Antikérper hinzugegeben. Nach entsprechend langer Bindungsdauer wurde der
Antikérper durch Waschen wieder entfernt und ein Sekundar-Antikérper
hinzugegeben. Dieser war mit Peroxidase gekoppelt und band an den Fc-Teil des
Primarantikérpers. Die Membran wurde mit der Entwicklungslésung benetzt und nach
Auflegen eines Films entwickelt.

Die Peroxidase des Antikérpers oxidiert den Farbstoff Luminol. Dieser emittiert durch
den ,Ruckfall“ auf sein energiedrmeres Ursprungsenergieniveau ein Lichtsignal,
welches zur Schwarzung auf dem Entwicklungsfilm fihrt.

Durch Anfertigen einer Ladungskontrolle - in dieser Arbeit wurde (3-Aktin verwendet,
da es von allen Zellen in etwa gleichem MaBe exprimiert wird — konnte sichergestellt
werden, dass in die Geltaschen immer gleiche Proteinmengen pipettiert wurden.

Fir die mehrmalige Verwendung einer Membran wurde diese mit Amidoschwarz-
Entfarbelésung gestrippt. Nach mehrmaligem Waschen und anschlieBendem
Blocken konnte nach dem oben beschriebenen Prinzip mit einem neuen Priméar-
Antikdrper verfahren werden. Auf diese Weise wurden Membranen je nach Gite des

Antikdrpers bis zu viermal wiederverwendet.

3.5 Separation von CD34*-Zellen

CD 34 Progenitor Cell Isolation Kit (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach), CD34-Isolationspuffer,
Iscove’s Medium, IL3, IL6, SCF

Patienten mit nicht myeloischen Neoplasien erklarten sich bereit, einen Teil der
gesammelten Stammzellen fir Forschungszwecke zur Verflgung zu stellen. Zur
Mobilisierung von CD34" Zellen aus dem Knochenmark ins periphere Blut wurden
diese 24 bis 48 Stunden nach Verabreichung einer Chemotherapie mit IEV oder R-
IEV durch Faktorgabe (G-CSF) stimuliert. Diese Applikation wurde bis zum Ende der
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geplanten Leukapheresen fortgefihrt. Ab einem Wert von mehr als 20 CD34%-
Zellen/ul Blut wurde die Sammlung der Blutstammzellen veranlasst. Die
Leukapherese wurde mit dem Blutzellseparator Cobe Spectra in der jeweilig
aktuellen Softwareversion durchgeftihrt. Die Leukapherese wurde als erfolgreich
betrachtet, wenn die Mindestzahl der benétigten Stammzellen von 4x10° CD34*-
Zellen gesammelt worden ist. Zur Pravention einer Gerinnung des Blutes im
Schlauchsystem des Leukapheresegerates wurde als Antikoagulanz eine Mischung
aus Citrat und Dextrose zugegeben. Die maximale Leukapheresedauer betrug 5
Stunden. Es folgte eine Kryokonservierung der Blutstammzellen in tiefkaltem
Stickstoff.

Zur Verwendung fur Forschungszwecke wurden die Leukapheresepraparate
aufgetaut und gewaschen. Die durch freigesetzte DNAse entstandenen Zellklumpen
wurden mittels Filtration durch einen 40 um groBen Nylonfilters entfernt.

Je 1x10® Zellen wurden in Puffer aufgenommen, die Zugabe eines PcR-Blocking
Reagents diente dem unspezifischen Blocken. AnschlieBend wurde der Hapten-
Antikdrper zugegeben. Wahrend einer 15 minltigen Inkubationszeit auf einem
Rotator bei +4°C konnte dieser an die CD34-Oberflachenstruktur binden. Zur
Entfernung der verbleibenden ungebundenen Antikdrper erfolgte ein Waschschritt.
Im Anschluss wurden die Anti-Hapten-MicroBeads zugegeben, nochmals inkubiert
und erneut von Uberschissigem Material befreit.

Vor Verwendung der MACS-Saule wurde diese mit Puffer befeuchtet. Die
Zellsuspension mit den magnetisch markierten CD34"-Zellen wurde eingeflllt und die
unter der Saule aufgefangene Negativfraktion verworfen.

Zur Gewinnung der Stammzellen wurde die Saule nach Zugeben von Puffer aus dem
Magnetfeld entfernt und die Zellen mittels eines Kolbens aus der Séule
herausgepresst. Um eine mdoglichst hohe Aufreinigung zu erzielen, wurde der
Separationsschritt Uber die Saule wiederholt. Der Reinheitsgrad und der Anteil
viabler Zellen konnten mittels einer durchflusszytometrischen Messung bestimmt
werden. Die separierten CD34"-Zellen wurden in Iscove’s Medium aufgenommen
und fir Versuche weiterverwendet. Dem Iscove’s Medium wurden verschiedene
Wachstumsfaktoren in folgenden Konzentrationen zugegeben: IL 3: 100 ng/ml; IL 6:
100 ng/ml; SCF: 20 ng/ml.



46 4 Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Bestimmung der Stoffwechselaktivitat von AML-Zellen im MTT-
Assay

4.1.1 Zytotoxizitat der HDAC-Inhibitoren auf AML-Zellen

Zur Darstellung von Sensibilitatsreinen wurden die Zellen der 12 AML-Modelllinien
mit HDAC-Inhibitoren in unterschiedlichen Konzentrationen behandelt. TSA wurde
dabei im nanomolaren, SAHA im mikromolaren Bereich eingesetzt. Die
Konzentrationsbereiche waren in Vorversuchen ermittelt worden. Scriptaid konnte
nur bis zu einer Konzentration von 40 uM eingesetzt werden, da sonst die kritische
Grenze von 5% des Lésungsmittelanteils von DMSO Uberschritten worden ware,
oberhalb derer zytotoxische Wirkungen auftreten.

Nach Zugabe der HDAC-Inhibitoren zu den Zellen und einer Inkubationszeit von 72h
wurde die verbleibende Stoffwechselaktivitat Gber den Farbumschlag im MTT-Assay
mittels eines ELISA-Readers ermittelt. Die so gewonnenen Daten wurden mit der
Programm-Routine ausgewertet. Die Dosis-Wirkungskurven der einzelnen AML-
Zelllinien sind in Abb. 13 dargestellt, Tabelle 3 gibt einen Uberblick Uber die
ermittelten 1Cso-Werte.

Als auffallig resistent gegentber allen drei eingesetzten Substanzen zeigten sich
K-562-Zellen. Bei Scriptaid konnte kein 1Cso-Wert ermittelt werden, da aus oben
genannten Grinden keine ausreichend hohe toxische Konzentration eingesetzt
werden konnte. Als ebenfalls resistent gegentiber TSA und SAHA konnten Zellen der
Linie HEL eingestuft werden. Auch ML-2-Zellen lagen bei TSA lber dem Medianwert,
bezlglich SAHA war ihr ICso-Wert noch héher als der der resistenten K-562-Zellen.
Sensibel waren die Zellen der Modelle M-07e, HL-60, CMK. Gegentber SAHA waren
auch Zellen der Linien KASUMI-1 und MONO-MAC-6 sehr empfindlich.
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Abbildung 13. Dosis-Wirkungs-Kurven der 12 AML-Zelllinien beziiglich SAHA und TSA. Nach
Inkubationszeit von 72h und Behandlung mit aufsteigenden Konzentrationen von SAHA (im
mikromolaren Bereich) und TSA (im nanomolaren Bereich) wurde der Farbumschlag im MTT-Assay
als Optische Dichte bei 490 nm im ELISA-Reader ermittelt und in Korrelation zu unbehandelten Zellen
gesetzt. Es handelt sich jeweils um Dreifachbestimmungen. Die Erstellung der Sensibilitatsreihen und
Ermittlung der 1Cso-Werte erfolgte mit der Programmroutine.
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Zelllinie TSA [nM] SAHA [uM] Scriptaid [aM]
MO0-7e 23,2 0,9 30,8
HL-60 24,8 0,4 14
CMK 59,5 0,55 30,8
KG-1a 66,1 1,23 32,3
U-937 67,8 1,1 31,2
KASUMI-1 77,7 0,5 13
TF-1 114 1,7 31,7
MONO-MAC-6 144 0,53 23,5
NB-4 289 1,2 27
ML-2 427 4,23 26,8
HEL 728 3,2 30,7
K-562 1571 3,85 > 40
Medianwerte 299 1,62 27,7
#1 CD 34" HPC 129 n.d. n.d.
#2CD 34" HPC 59,5 >5 19,5
# 3 CD 34" HPC 135 >5 12,5
#4CD 34" HPC 61,2 5,5 7,5

Tabelle 3. Mittels MTT-Assay ermittelte ICs,-Werte der AML-Zelllinien und CD34" HPC nach
Inkubation mit TSA, SAHA und Scriptaid fiir 72h. Zur Gewinnung von CD34*-Stammzellen wurden
Leukapherese-Praparate von vier verschiedenen Patienten aufgereinigt und ebenfalls mit den HDAC-
Inhibitoren behandelt (# 1 bis # 4).

Um die Toxizitdt der HDAC-Inhibitoren auf normale CD34" Progenitorzellen zu
ermitteln, wurden diese Zellen aus Leukapherese-Praparaten von insgesamt vier
verschiedenen Patienten aufgereinigt und mit den ausgewahlten HDAC-Inhibitoren
behandelt. Auffallig war, dass die |Cso-Werte der Vorlauferzellen bei TSA und
Scriptaid deutlich unter den jeweiligen Medianwerten lagen, wahrend von der
Substanz SAHA mehr als das Dreifache der medianen Konzentration eingesetzt
werden musste, um einen ICso-Wert zu ermitteln. Damit zeigten sich die CD34"
Progenitorzellen deutlich weniger empfindlich als Zellen der Linien ML-2 und K-562.
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4.1.2 Korrelation der ICso-Werte von TSA und SAHA

Waéhrend bei Scriptaid viele 1Cso-Werte um den Konzentrationsbereich von 30 yM
kumulierten, streuten die Werte bei TSA und SAHA in einem wesentlich gréBeren
AusmasB. In der Auflistung der Werte fiel eine Ahnlichkeit der relativen Sensibilitaten
zwischen TSA und SAHA auf. So zeigten sich Zellen der Linien M-07e, HL-60 und
CMK bei beiden Substanzen eher sensibel, wahrend bei K-562-Zellen zum Teil eine
20-fach héhere Konzentration eingesetzt werden musste, um eine Halbierung der
Stoffwechselaktivitat zu erzielen.

Zur Prifung eines signifikanten Zusammenhangs wurde der Spearman-Test
verwendet, in dem sich eine Korrelation zwischen SAHA und TSA bestatigte. Der
Korrelationskoeffizient betrug r=0,69 bei einer Wahrscheinlichkeit von p=0,014.
Damit ergab sich eine signifikante Korrelation zwischen diesen beiden HDAC-
Inhibitoren. Eine Korrelation mit Scriptaid wurde nicht nachgewiesen; allerdings sind
diese Ergebnisse technisch limitiert: Scriptaid erwies sich als wenig zytotoxisch; bei
den in Tabelle 3 angegebenen 1Cso-Werten ist zu berlcksichtigen, dass diese haufig
in Bereichen liegen, bei denen der DMSO-Gehalt des Kulturmediums schon toxische
Effekte auslbte. Aus diesem Grunde konnten auch die Dosis-Wirkungskurven nur
unvollstandig dargestellt werden.

500 ~

r=0,69 N
P= 0,014
400 -
E
S, 300 -
=
5 200 -
[
100 -
0 |
0 1 2 3 4 S)

SAHA [uM]

Abbildung 14. Gegeneinander aufgetragene ICs,-Werte der 12-AML-Zelllinien bei TSA und
SAHA mit eingetragener Korrelationsgeraden. Der mit dem Spearman-Test ermittelte
Korrelationskoeffizient betragt r=0,69 bei einer Wahrscheinlichkeit von p=0,014.
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4.1.3 Behandlung der Leukamiezellen mit Zytostatika

Um die Effekte von in der klinischen Behandlung eingesetzten Zytostatika auf die
Modelllinien zu testen, wurden diese Zellen fur einen MTT-Assay vorbereitet und fur
72h mit Ara C, Etoposid und Staurosporin behandelt. Wie schon in den Versuchen
mit HDAC-Inhibitoren wurden auch hier CD34" Progenitorzellen eingesetzt. Die 1Cso-
Werte wurden ebenfalls mittels Dosis-Wirkungskurven ermittelt. Tabelle 4 gibt einen
Uberblick tber diese Werte.

Zelllinie Ara C [ng/ml] Etoposid [ng/ml] Staurosporin [ng/ml]
MO-7e 8490 1070 5,5
HL-60 146 1017 124
CMK 363 5500 16,5
KG-1a 285 4160 11,5
U-937 18 382 19
KASUMI-1 116 1530 3
TF-1 937 8915 44
MONO-MAC-6 405 2470 1,5
NB-4 1200 757 23
ML-2 107,5 6560 22,5
HEL 66 1914 9,2
K-562 > 10000 > 10000 218
Medianwert 1844 3690 41
#1 CD 34" HPC n.d n.d n.d
#2 CD 34" HPC 16,5 467 7,5
# 3 CD 34" HPC 132 232 12,5
#4 CD 34" HPC 30 171 6,5

Tabelle 4. Mittels MTT-Assay ermittelte ICs,-Werte der AML-Zelllinien und CD34" HPC nach
Inkubation mit Ara C, Etoposid und Staurosporin fiir 72h. Die IC5-Werte wurden mittels Dosis-
Wirkungskurven, wie in der Legende zu Abb. 14 beschrieben, ermittelt. Zur Berechnung der
Medianwerte wurde fir K-562 der Wert 10 mg/ml festgesetzt.

Als auffallend chemoresistent zeigten sich auch hier wieder die Zellen der Linie
K-562. Sowohl gegeniiber Ara C als auch gegentiber Etoposid lag der ICso-Wert
jeweils Uber der hdchsten eingesetzten Konzentration von 10ug/ml. Einen &hnlich
hohen ICso-Wert zeigten bei Ara C nur Zellen des Modells M0-7e. Nach Berechnung

des Medianwerts, wozu flr die K-562-Zellen der Wert von 10ug/ml festgesetzt wurde,
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zeigte sich, dass die IC5o-Werte von K-562 und M-07e mindestens das Vierfache der
medianen Konzentration von 1844 ng/ml betrugen, wéahrend die 1Cso-Werte der
dbrigen Zelllinien deutlich unter dem Medianwert lagen. Als besonders sensibel fielen
hier Zellen der Modelle U-937 und HEL auf.

Bei Etoposid waren neben K-562-Zellen auch die Zellen des Modells TF-1 sehr
resistent. Ebenfalls Uiber der medianen Konzentration von 3690 ng/ml lagen die ICso-
Werte von ML-2, CMK und KG-1a. Zu den chemosensiblen Zellen zahlten hier die
der Modelle U-937 und NB-4.

Auch gegeniber Staurosporin stellten sich K-562-Zellen als am resistentesten
heraus. Der ICso-Wert lag 145-fach héher als der der sensiblen MONO-MAC-6-
Zellen. Als resistent konnten weiterhin HL-60-Zellen eingestuft werden, wahrend
neben MONO-MAC-6-Zellen auch die der Modelle HEL, KASUMI-1 und MO0-7e
hochempfindlich gegenlber Staurosporin reagierten.

Auffallig war, dass die ICsp-Werte der CD34" Progenitorzellen nach Behandlung mit
den Zytostatika jeweils deutlich unter den Medianwerten blieben. Bezlglich aller drei
Substanzen waren die Zellen der Modelllinien Uberwiegend resistenter als die
Vorlauferzellen, bei Etoposid waren sogar nur die Zellen einer Linie, U-937, sensibler
als die Vorlauferzellen. Demnach ergab sich hier ein divergentes Verhalten im
Vergleich zu den Ergebnissen, die die Behandlung mit dem HDAC-Inhibitor SAHA
lieferten. Dort waren die Uberwiegend resistenten Zellen der Linien K-562 und ML-2

deutlich sensibler als die Progenitorzellen.

4.1.4 Unterschiedliche Sensibilitat der AML-Zellen gegeniliber Zytostatika und
fehlende Korrelation zwischen Zytostatika und HDAC-Inhibitoren

Bei der Behandlung der AML-Zellen mit Etoposid, Ara C und Staurosporin fiel auf,
dass sich diese gegenitber den eingesetzten Substanzen unterschiedlich
chemosensibel bzw. -resistent verhielten. Zwar waren die Zellen der Linie K-562 im
Vergleich zu Zellen der anderen 11 Modelle am resistentesten, die Zellen der
anderen Linien zeigten aber ein véllig uneinheitliches Verhalten; eine Kreuzresistenz
war bei den meisten Leuk@miezelllinien nicht festzustellen. So war der 1Csp-Wert von
M-07e-Zellen bei Ara C sehr hoch, bei Etoposid lag er aber deutlich unter dem

Medianwert. Bei Staurosporin bewegten sich die 1Csp-Werte im Mittelfeld. Umgekehrt
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zeigten sich Zellen der Linien ML-2 und TF-1 resistent gegenlber Etoposid, bei
Ara C lagen die ICsp-Werte jeweils deutlich unter dem Medianwert. HL-60-Zellen
zeigten bei Staurosporin einen hohen ICso-Wert, bei Etoposid und Ara C lagen die
Werte im unteren Mittelfeld. Ausnahmen waren Zellen des Modells U-937, die sowohl
bei Ara C als auch bei Etoposid chemosensibel waren, sowie Zellen der Linie HEL,
die bei Ara C und Staurosporin ebenfalls zu den chemosensiblen Gruppen
zugeordnet werden mussten. Insgesamt konnte - im Gegensatz zum Vergleich von
SAHA und TSA - keine statistisch signifikante Korrelation der Zytostatika
untereinander nachgewiesen werden. Der Korrelationskoeffizient betrug zwischen
Staurosporin und Ara C 0,57, zwischen Staurosporin und Etoposid 0,51 und
zwischen Ara C und Etoposid 0,33.

Ebenso diskrepant im Sensibilitatsmuster war der Vergleich der Zytostatika mit den
HDAC-Inhibitoren. Bis auf die allseits resistenten K-562-Zellen fiel insgesamt ein
uneinheitliches Verteilungsmuster auf. Der ICso-Wert von M-07e-Zellen war bei
SAHA eher niedrig, wahrend er bei Ara C sehr hoch lag; Zellen der Linie ML-2 waren
sensibel bei Ara C und resistent gegeniiber SAHA. Ahnlich unterschiedlich sensibel
zeigten sich Zellen der Linien TF-1, CMK und KG-1a im Vergleich von Etoposid zu
SAHA. Die statistisch errechneten Koeffizienten betrugen zwischen SAHA und Ara C
0,28 bzw. zwischen SAHA und Etoposid 0,58. Zwischen TSA und Ara C lag der Wert
bei 0,57, zwischen TSA und Etoposid betrug der Wert 0,55. Somit besteht keine
Kreuzresistenz zwischen einerseits Ara C oder Etoposid und andererseits HDAC-

Inhibitoren.

AraC  Etoposid

AraC - 0,33
Etoposid 0,33 -

Staurosporin 0,57 0,51
SAHA 0,28 0,58
TSA 0,57 0,55

Tabelle 5. Korrelationskoeffizienten zwischen den Zytostatika untereinander bzw. zwischen den
Zytostatika und HDAC-Inhibitoren. Kein Korrelationskoeffizient zeigte eine statistische Signifikanz.
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4.2 Behandlung der Zelllinien mit SAHA

4.2.1 Induktion eines Zellzyklusarrests

Eine antiproliferative Wirkung eines Medikaments kann durch Apoptoseinduktion
oder Zellzyklusarrest vermittelt sein. Um die Effekte von SAHA auf den Zellzyklus der
Leuka@mielinien zu untersuchen, wurden diese mit SAHA inkubiert. Dabei orientierten
sich die ausgewahlten Konzentrationen an den ermittelten 1Cso-Werten.

In einer ersten Versuchsreihe wurden an drei aufeinander folgenden Tagen
Zellzyklusanalysen der behandelten bzw. unbehandelten Zellen mittels eines
Durchflusszytometers durchgefthrt. Fir die Definition eines Zellzyklusarrests wurde
eine Mindestzunahme von 10% in der G1- bzw. G2-Phase gefordert.

Zellen des Modells K-562 zeigtes bereits nach 24h eine deutliche Zunahme in der
G1-Phase. Mit aufsteigender Konzentration bis zu 2,5 yM SAHA nahm dabei der G1-
Anteil kontinuierlich zu. Bei 1 yM SAHA betrug die Zunahme 28% und konnte bei
2,5 uM SAHA auf 45% gesteigert werden. Nach 48h wurde ein Zuwachs-Maximum
von 49% erreicht. Die Zunahme der Zellen in G1 war auf Kosten der S-Phase zu
verzeichnen, geringfligig vermehrte sich auch der Anteil in der G2-Phase. Nach 24h
betrug die Zunahme hier 13%, zu spateren Zeitpunkten lag die Zuwachsrate in G2
jeweils unter 10%. Die Messung nach 72h zeigte eine deutliche Abnahme der Zellen
in G1 bei gleichzeitigem Anstieg des pra-G1-Anteils, also der apoptotischen Zellen.
Bei den Zellen der Ubrigen Linien zeigte die Induktion eines Zellzyklusarrests
ebenfalls eine Zeitabhangigkeit. So konnte nach 24h &hnlich wie bei K-562 ein
Zellzyklusarrest in NB-4-Zellen induziert werden. Bei der Konzentration von 2,5 yM
SAHA hatte nach 24h der G1-Anteil um 20% zugenommen. Nach 48h war jedoch
kein Arrest mehr erkennbar, wohingegen der Anteil der apoptotischen Zellen
zunahm. Bei Zellen der Linie CMK konnte erst nach 48h ein Zellzyklusarrest durch
SAHA induziert werden. Nach 24h betrug der Zuwachs in G1 lediglich 3%, nach 48h
konnte der Zuwachs auf 22% gesteigert werden. Allerdings nahm auch hier mit
zunehmender Inkubationsdauer der pra-G1-Anteil deutlich zu; nach 72h waren 32%
der Zellen apoptotisch. Der G1-Arrest in HL-60-Zellen fiel etwas geringer aus. Bei
drei Versuchen betrug der durchschnittliche G1-Zuwachs bei 1 yM SAHA nach 24h
8%, nach 48h 12%. Ein weiterer Zellzyklusarrest konnte auch fir HEL-Zellen gezeigt

werden. Bei vier Versuchsansatzen betrug der Zuwachs bei 1 yM SAHA im Mittel
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16%.

Bei den Zellen der Gbrigen Zelllinien fielen die Zuwachsraten in G1 deutlich geringer
aus oder waren sogar negativ. Abbildung 15 zeigt dabei repréasentativ die Darstellung
der durch SAHA induzierten Effekte, Abbildung 16 gibt einen Uberblick iiber die
Zellzyklusveranderungen nach Inkubation mit 1 yM SAHA f(ir 24h.
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Abbildung 15. Beobachtete Effekte auf den Zellzyklus unter SAHA-Behandlung. Induktion eines
G1-Zellzyklusarrest in K-562-Zellen nach Inkubation mit 2 uM SAHA, G2-Arrest in KG-1a-Zellen nach
Inkubation mit 1 uM SAHA, Induktion von Apoptose in TF-1-Zellen nach Inkubation mit 1 pM SAHA
jeweils nach 48h Inkubationszeit.

In Zellen zweier Linien konnte ein G2-Arrest provoziert werden. In KG-1a-Zellen
wurde dabei nach 24h und 1 yM SAHA bei insgesamt zwei Versuchsanséatzen eine
durchschnittliche Zunahme von 20% erzielt, bei 2 yM SAHA betrug der Zuwachs
33%. In K-562-Zellen konnte bei 2,5 uM nach 24h ein Zuwachs von 13% in der G2-
Phase beobachtet werden. In Zellen der Ubrigen Linien wurde unter den gewahlten
Bedingungen kein G2-Arrest nachgewiesen.
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Abbildung 16. Darstellung der Zellzyklusveranderungen nach Inkubation mit 1 yM SAHA fiir
24h in den Zellen der 12 Zelllinien. In dieser Versuchsreihe konnte fiir die Zellen der Modelle K-562,
HL-60 und HEL ein Zellzyklusarrest induziert werden.

In einer zweiten Versuchsreihe sollte nicht die Zeit- sondern die
Konzentrationsabhangigkeit eines Zellzklusarrests untersucht werden. Dazu wurden
SAHA-Konzentrationen bis 20 uM eingesetzt, jedoch nur noch zu einem Zeitpunkt,
namlich nach 48h-Inkubationsdauer, gemessen. In dieser Versuchsreihe zeigte sich
ein Zellzyklusarrest flur Zellen weiterer Linien. Abbildung 17 zeigt die Zuwachsraten
in der G1-Phase nach 48h bei 2 yM SAHA.
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Abbildung 17. Zunahme des G1-Anteils in den Zellen der Modelllinien U-937, ML-2, HL-60, TF-1,
K-562 und MONO-MAC-6. Die Inkubationsdauer betrug 48h mit 2 yM SAHA.

Aufgrund hoher Spontanapoptoseraten insbesondere bei Zellen der Linie KASUMI-1
war die Durchfihrung der Versuche zum Teil sehr schwierig. In der zweiten
Versuchsreihe konnte jedoch auch hier bei der Konzentration von 0,5 yM SAHA nach
48h ein Zuwachs von 10% in der G1-Phase verzeichnet werden. In der ersten
Versuchsreihe zeigten ebenfalls Zellen der Modelle U-937, MONO-MAC-6 und
M-07e eher Apoptose als Arrest, in der zweiten Versuchsreihe wurde jedoch auch
hier ein Zellzyklusarrest induziert, siehe hierzu Abbildung 17. Im Wesentlichen
wurden jedoch die Ergebnisse der ersten Versuchsreihe bestatigt.

Die Gesamtschau der Ergebnisse zeigte, dass durch die Behandlung mit SAHA zu
den in dieser Arbeit ausgewahlten Zeitpunkten und eingesetzten Konzentrationen in
elf von zwolf Zelllinien ein Zellzyklusarrest induziert wurde. In 10 Linien handelte es
sich dabei um einen G1-Arrest, wahrend sich ein G2-Arrest nur in KG-1a- und K-562-
Zellen zeigte. Die Linie K-562 war dabei die einzige, deren Zellen sowohl in G1 als
auch in G2 arretierten. Einzig in Zellen der Linie M-07e war kein Arrest zu
beobachten.



4 Ergebnisse 57

4.2.2 Induktion von Apoptose

Zur Darstellung der Apoptoseinduktion durch SAHA wurde ein AnnexinV-Assay
verwendet. Als apoptotisch wurden bereits Zellen gewertet, die AnnexinV-positiv,
aber noch Pl-negativ waren. Die eingesetzte SAHA-Konzentration orientierte sich
dabei wieder an den ICs-Werten. Eine Ubersicht tiber die Abnahme des viablen
Zellanteils bei 1 yM SAHA nach 48h gibt die Abbildung 18.
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Abbildung 18. Induktion von Apoptose durch SAHA im AnnexinV-Assay. Dargestellte
Veranderung des AnnexinV-negativen Anteils in den Zellen der 12 Zelllinien nach 48h Inkubation mit
1 uM SAHA.

Schon bei den Zellzyklusanalysen war aufgefallen, dass die Zunahme von Apoptose
konzentrationsabhangig ist, d.h. mit zunehmender SAHA-Konzentration nahm auch
der apoptotische Zellanteil deutlich zu. Uber den Zeitverlauf von 72h konnte in allen
Zellen Apoptose induziert werden.

In einem Time-course-Experiment mit Zellen von drei ausgewahlten Linien konnte
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dabei auch eine Zeitabhangigkeit der Apoptoseinduktion beobachtet werden. Flr
diese Versuchsreihe wurden Zellen der Myeloblastenleukamielinie KASUMI-1 sowie
die der beiden Erythroleuk&mien TF-1 und HEL ausgewahlt und zu mehreren
Zeitpunkten mittels AnnexinV-Assay gemessen. Eine kontinuierliche Zunahme des

Apoptoseanteils wurde vor allem Uber die ersten 24h beobachtet.
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Abbildung 19. Zeitabhédngige Apoptoseinduktion durch Behandlung mit SAHA. Zellen der Linien
TF-1, HEL und KASUMI-1 wurden mit 2 yM SAHA inkubiert und fir einen AnnexinV-Assay vorbereitet.
Es folgte eine durchflusszytometrische Messung zu den Zeitpunkten Oh, 6h, 12h, 24h und 48h.

4.3 Charakterisierung von Zellzyklus-regulierenden und Apoptose-
induzierenden Proteinen mittels Western Blot

4.3.1 Zellzyklusassoziierte Proteine

Weiterhin sollte geprift werden, ob die konstitutive Expression von Proteinen in
Zellen eine Aussage Uber die Art bzw. den Mechanismus der Zytotoxizitat zulasst. Es

wurde die Expression von Zellzyklus- und Apoptose-assoziierten Proteinen als
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pradiktive Voraussetzung flir die oben beschriebenen Effekte durch HDAC-
Inhibitoren untersucht. Dazu wurden unbehandelte Zellen lysiert und mittels Western
Blot analysiert. Es wurde parallel eine Ladungskontrolle mit 3-Aktin angefertigt.

Im Einzelnen wurde die Expression der Cycline A, B1, D3 und E sowie die Kinasen
Cdk4 und Cdk6 analysiert.

Das wahrend der G1-Phase exprimierte Cyclin D3 war in den Zellen von 10 Zelllinien
positiv, lediglich in ML-2- und KASUMI-1-Zellen konnte es nicht nachgewiesen
werden. Cdk4 war in den Zellen aller 12 Modelle vorhanden. Normalerweise werden
die Kinasen nicht zellzyklusspezifisch exprimiert, ihre Menge bleibt wahrend der
Zellzyklusphasen immer gleich. Cdk6 war jedoch nur in den Zellen von 11 Linien
positiv, einzig in KASUMI-1-Zellen konnte sie nicht nachgewiesen werden.

Das fur den Eintritt der S-Phase wichtige Cyclin E fehlte in den Zellen der Modelle
CMK und KASUMI-1 bzw. wurde nur sehr schwach ausgebildet. Stark exprimiert
wurde Cyclin E dagegen in Zellen der Linien K-562, HL-60, KG-1a, U-937, TF-1 und
NB-4. Cyclin A konnte in allen untersuchten Linien nachgewiesen werden. Das flr
die Regulation der M-Phase essentielle Cyclin B1 war auBer in ML-2-Zellen ebenfalls
in allen anderen 11 Linien vorhanden. Aufgrund des Uberwiegend positiven
Expressionsmusters der Cycline ist eine Aussage zum Verhalten des Zellzyklus
durch SAHA-Exposition nicht mdglich.
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Abbildung 20. Darstellung der Cycline D3, E und A in den Zellen der 12 Modelllinien. Die
Analyse erfolgte mittels Western Blot.
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Ausgewdhlte Blots sind in Abbildung 20 zu sehen. Tabelle 6 enthalt eine
Zusammenfassung der Expressionsmuster der untersuchten Kinasen und Cycline.

Zelllinie Cdk 4 Cdk 6 Cyclin D3 Cyclin E  Cyclin A Cyclin B1
CMK ++ ++ ++ - ++ ++
HEL ++ + ++ + ++ ++
K-562 ++ + + ++ ++ ++
HL-60 ++ + + ++ ++ +
KG-1a + ++ + ++ ++ ++
U-937 ++ + + + ++ ++
TF-1 ++ + ++ ++ + ++
MONO-MAC-6 ++ ++ + + + +
ML-2 ++ + - + + -
MO-7e ++ ++ ++ + ++ ++
NB-4 ++ ++ ++ + ++ ++
KASUMI-1 ++ - - - + +

Tabelle 6. Expressionsmuster der Zellzyklus-regulierenden Proteine Cdk4, Cdk6, Cyclin D3,
Cyclin E, Cyclin A und Cyclin B1 in den Zellen der 12 AML-Linien. Die Analyse erfolgte mittels
Western Blot.

4.3.2 An den Ubergingen der Zellzyklusphasen beteiligte Proteine

Des Weiteren wurde die Expression ausgewahlter Proteine, die maBgeblich an den
Kontrollpunkten des Zellzyklus beteiligt sind, mittels Western Blot untersucht. Im
speziellen waren dies die Cdk-Inhibitoren p16 und p27, die Tumorsuppressorgene
p53 und Rb sowie das Protoonkogen c-myc.

Als Vertreter der INK4-Familie wurde p16 analysiert. Dieses Protein inhibiert die
Cyclin D-Cdk-Aktivitdt und kann so zu einem Zellzyklusarrest in der G1-Phase
fihren. Es wurde in Zellen von drei Zelllinien nachgewiesen: in KG-1a, TF-1 und
MONO-MAC-6. In TF-1- und MONO-MAC-6-Zellen konnte durch SAHA ein Arrest in
der G1-Phase induziert werden, viele andere Proteine mit gréBeren Zuwachsraten in
der G1-Phase wie CMK-, K-562- oder NB-4-Zellen waren jedoch p16-negativ, so
dass die Expression dieses Proteins unter nativen Bedingungen keine Aussage Uber
die SAHA-induzierten Effekte zuldsst. In KG-1a-Zellen wurde p16 ebenfalls
nachgewiesen, bei diesen Zellen konnte jedoch nur ein G2-Phase ein Arrest
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provoziert werden.

Der Inhibitor der Cip/Kip-Familie p27 war in den Zellen der meisten Linien
vorhanden, so dass hier eine differenzierte Aussage zu SAHA-induzierten Effekten
nicht maéglich ist. p27-negativ waren nur MONO-MAC-6- und ML-2-Zellen.

Von den Tumorsuppressorgenen wurden p53 und Rb untersucht. p53 war in der
Halfte der Linien vorhanden; auffallig war, dass die SAHA-resistenten Zellen der
Modelle K-562 und ML-2 dieses Protein nicht exprimierten; dagegen besaBen es die
SAHA-empfindlichen Zellen der Modelle MONO-MAC-6, KASUMI-1 und M-07e. Rb
wurde in neun der zwoélf untersuchten Modelle exprimiert, es fehlte in Zellen der
Linien K-562, TF-1 und MONO-MAC-6, Zelllinien, die sich gegenlber den
ausgewahlten Substanzen sehr unterschiedlich verhielten. Das Protoonkogen c-myc
war ebenfalls Uberwiegend vorhanden, es fehlte in MONO-MAC-6-, ML-2- und
KASUMI-1-Zellen. Auch hier war die Empfindlichkeit gegentiber SAHA sehr
unterschiedlich.

Zelllinie p16 p27 p 53 Rb c-myc
CMK - ++ ++ ++ ++
HEL - ++ ++ ++ +
K-562 - + - - ++
HL-60 - ++ - ++ ++
KG-1a + ++ - ++ +
U-937 - ++ - ++ +
TF-1 ++ ++ ; ; +
MONO-MAC-6  ++ - + - -
ML-2 - - - ++ -
M-07e - + + ++ +
NB-4 - + ++ + +
KASUMI-1 - + ++ + -

Tabelle 7. Expressionsmuster der Cdk-Inhibitoren p16, p27, der Tumorsuppressorproteine p53
und Rb sowie des Protoonkogens c-myc in den Zellen der 12 Modelllinien. Die Analyse erfolgte
mittels Western Blot.
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4.3.3 Apoptose-assoziierte Proteine

Es wurden Proteine des in- als auch extrinsischen Apoptosewegs analysiert. Als
Vertreter des intrinsischen Systems wurden vor allem Mitglieder der Bcl-2-Familie
untersucht; insbesondere waren dies die antiapoptotisch wirkenden Proteine Bcl-2,
Bcl-x. und Mcl-1 sowie die proapoptotisch wirkenden Proteine Bax, Bid und Bad.
Bcl-2 wurde dabei in Zellen von 50% der untersuchten Linien exprimiert, es zeigten
sich sowohl die in den Sensibilitdtsversuchen gegeniber HDAC-Inhibitoren
resistenten Zellen wie die der Linie ML-2 positiv fir Bcl-2 als auch HDAC-Inhibitoren-
sensible Zellen wie die der Modelle M-07e und HL-60. Bei der Expression von Bcl-xi
verhielt es sich ahnlich: Dieses Protein wurde sowohl in den SAHA-resistenten Zellen
der Modelle K-562 und HEL ausgebildet als auch in den empfindlichen der Linie
CMK.

Auch die Analyse der Proteinexpression in den Zellen, die gegenlber den
klassischen Apoptoseauslésern wie Ara C und Etoposid resistent sind, zeigte keine
koharenten Zusammenhange. Resistent gegenlber Ara C waren M-07e- und K-562-
Zellen, sensibel waren U-937- und HEL-Zellen. Bcl-2 wurde sowohl in Zellen der
Linie M-07e als auch denen der Linie U-937 ausgebildet, nicht jedoch in Zellen der
Modelle HEL und K-562. Bcl-x. war positiv in Zellen von K-562 und M-07e sowie in
den sensibleren Zellen der Linien HEL, HL-60 und CMK. Bei Etoposid verhielt es sich
ahnlich: die gegenlber dem Topoisomerase-Hemmer resistenten Zellen der Modelle
K-562 und TF-1 waren Bcl-2 negativ, positiv waren jedoch die sensiblen Zellen der
Linien NB-4 und U-937. Die Expression von Bcl-x. war positiv in den Etoposid
sensiblen Zellen der Linien M-07e und HEL, es wurde jedoch auch in den resistenten
K-562- und TF-1-Zellen ausgebildet. Aufgrund dieser divergenten Expression
scheinen Bcl-2 und Bcl-x. daher nicht fir die Apoptoseregulation verantwortlich zu
sein.

Bezlglich Mcl-1 konnte keine genauere Aussage bezlglich Apoptoseregulation
erfolgen, da dieses Protein in den Zellen der meisten Linien ausgebildet wurde. Nicht
nachweisbar war es in MONO-MAC-6- und ML-2-Zellen. Ebenso verhielt es sich mit
der Expression des antiapoptotischen Proteins XIAP; dieser Caspase-Inhibitor war in
elf der zwdlf untersuchten Modelle nachweisbar.

Die proapoptotischen Proteine Bax und Bid wurden in allen untersuchten Zellen

ausgebildet. Die Expression von Bad war Uberwiegend positiv, konnte jedoch in den
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Zellen der Linien MONO-MAC-6, ML-2 und KASUMI-1 nicht nachgewiesen werden.
Die Zellen dieser drei Modelle verhielten sich gegenlber den eingesetzten

Substanzen zum Teil ebenfalls divergent.
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Abbildung 21. Darstellung der antiapopto- Abbildung 22. Darstellung des proapopto-
tischen Proteine Bcl-2 und XIAP in den tischen Proteins Bad in den Zellen der 12
Zellen der 12 AML-Zelllinien. AML-Zelllinien.

Als Vertreter des extrinsischen Wegs wurde die Expression der Rezeptoren der TNF-
Familie TNF-R1 und FAS sowie DR3 und DR4 und die zugehérigen Liganden FAS-L
und TRAIL untersucht. Als intrazellulares Vermittlungsmolekil des extrinsischen
Wegs wurde zudem FADD untersucht, welches sich nach Aktivierung der
Rezeptoren durch seine Liganden an die intrazelluldare Doméane der Rezeptoren
anlagert. Auch hier ergaben sich véllig unterschiedliche Expressionsmuster: TNF-R1,
FAS und DR4 wurde sowohl in den allseits resistenten Zellen der Linie K-562 als
auch in den sensiblen HL-60- und U-937-Zellen exprimiert. Auch FAS-L und FADD
wurden in K-562- sowie in U-937- bzw. in HL-60-Zellen ausgebildet. Bei TRAIL
konnte  ebenfalls kein  Zusammenhang zwischen Expression und
Sensibilitatsverhalten festgestellt werden. DR3 wurde in den Zellen aller Linien
nachgewiesen. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Expression eines pro-
oder antiapoptotischen Proteins keine pradiktive Voraussetzung flr das
Sensibilitatsverhalten gegenlber der Behandlung mit einem HDAC-Inhibitor oder
klassischen Apoptoseauslésern wie Ara C oder Etoposid ist. Tabelle 8 gibt einen
Uberblick Uiber das Expressionsmuster der untersuchten Proteine in unbehandelten

Zellen.

KASUMI-1
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Zelllinie Bcl-2 Bel-x. Mcl-1 XIAP Bax Bad Bid TNF-R1 FAS FAS-L DR3 DR4 TRAIL FADD
CMK = ++ 4+t o+ o+ 4 + + + + + - +
HEL - ++ o+ o+ 4+ o+ o+ ++  ++ + ++ - +
K-562 = ++ o+ + +H+ + 4+ + + ++ + 4+ = +
HL-60 ++ - + + o+ o+ 4+ ++ ++ - ++  ++ +
KG-1a + + + - 4+ 4 - ++ = + + + +
U-937 ++ - ++ o+ ++ o+ ++ + + + + -
TF-1 - ++ 4+ -+t 4 ++ + + + = + +
MONO-MAC-6 - - - -+ -+ - - + - - +
ML-2 + - -+ -+ - = S + S + =
M-07e + ++ + + o+ o+ - + - ++ o+ ++ +
KASUMI-1 - = + ++ + ++ - + - - +
NB-4 + - + -+ o+ o+ + - - ++ +H+ ++ +

Tabelle 8. Expressionsmuster der apoptoseassoziierten Proteine des in- und extrinsischen
Wegs bei den Zellen der 12 AML-Zelllinien. Abgebildet sind Vertreter der antiapoptotischen Bcl-2
Familie mit Bcl-2, Bcl-x., Mcl-1 sowie XIAP und die proapoptotischen Vertreter Bax, Bad und Bid. Als
Mediatoren des extrinsischen Wegs sind TNF-R, FAS, FAS-L, DR3, DR4, TRAIL und FADD
abgebildet.

4.4 Korrelationen zwischen nativen Proteinexpressionen und
Induktion von Apoptose oder Zellzyklusarrest durch SAHA

4.4.1 Apoptoseinduktion und Expression von FAS, DR4 und Bad

Wie bereits beschrieben, war die Expression eines pro- oder antiapoptotischen
Proteins nicht pradiktiv fiir das Sensibilitatsverhalten einer Zelle im MTT-Versuch. Die
Analyse des durch SAHA provozierten Apoptosegrads und der Vergleich mit der
Expression eines dieser pro- oder antiapoptotischen Proteine zeigte jedoch flr einige
Proteine eine statistisch signifikante inverse Korrelation: zum einen war dies Bad; ein
Apoptosevermittler des intrinsischen Systems, zum anderen waren dies FAS und
DR4, Mediatoren des extrinsischen Systems. Zellen mit hohen Apoptoseraten wie
die der Linien ML-2, KASUMI-1 und MONO-MAC-6 bildeten gerade diese
proapototischen Proteine nicht aus.

Die Expression anderer proapototischen Proteine des extrinsischen Systems wie
TNF-R1, FAS-L und TRAIL zeigte keine Korrelation mit der Héhe des induzierten
Apoptosegrads.



4 Ergebnisse

65

Protein P

FAS 0,018
DR4 0,001
Bad 0,001

Tabelle 9. Dargestellte p-Werte (2-seitig) mit
signifikanter inverser Korrelation. Ein
Zusammenhang besteht zwischen dem
AusmaB der Apoptoseinduktion durch SAHA
und der fehlenden Expression der Proteine
FAS, DR4 und Bad in unbehandelten Zellen.

Protein P

TNF-R1 0,599
FAS-L 0,422
TRAIL 0,649

Tabelle 10. Dargestellte p-Werte (2-seitig)
ohne signifikante Korrelation. Es besteht
kein Zusammenhang zwischen dem AusmafB
der Apoptoseinduktion durch SAHA und der
Expression der Proteine TNF-R1, FAS-L und
TRAIL in unbehandelten Zellen.

4.4.2 p53 und Rb bzw. p53 und Bcl-2

Da in der Literatur eine gegenseitige Regulation von p53 und Rb beschrieben wird
(Godefroy, Lemaire et al. 2006), wurde untersucht, ob in den unbehandelten Zellen
ein Zusammenhang zwischen der Expression dieser beiden Proteine besteht. Dazu
wurde der Fisher-Exact-Test verwendet. Hier zeigte sich keine inverse Korrelation
zwischen der Ausbildung von p53 und Rb (r=0,696, p=0,214).

Bei der Betrachtung der Proteinexpressionen bestand der Verdacht, dass fur die
Proteine Bcl-2 und p53 eine inverse Korrelation besteht. Eine statistische Signifikanz
konnte jedoch nicht erreicht werden (r=-0,333, p=0,567).

4.4.3 p53 und Zellzyklus- bzw. Apoptoseinduktion

Die statistische Auswertung der Ergebnisse zeigte im Mann-Whitney-Test keine
signifikante Korrelation zwischen p53 und dem AusmaB des induzierten
Zellzyklusarrests (p=0,267). Zur Berechnung wurden dabei die Zuwachsraten in G1
bzw. G2 bei individuell unterschiedlichen Konzentrationen und Inkubationzeiten
verwendet. Ebenfalls nicht statistisch signifikant korrelierend war die p53-Expression
in unbehandelten Zellen und das durch SAHA induzierte Apoptoseausmaf
(p=0,155). Diese Berechnungen fuBen auf den Apoptoseraten, die nach Inkubation
mit 1 uM SAHA fiir 48 h erzielt wurden.
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4.5 Bestimmung von Oberflachenstrukturen auf AML-Zelllinien

4.5.1 Die Zelllinie CMK

4.5.1.1 Induktion von Differenzierung in CMK

Durch Inkubation der Zellen mit SAHA konnte beobachtet werden, dass sich bei der
megakaryoblastischen Linie CMK das Adhéasionsverhalten der Zellen anderte. Ein
Teil der Zellen heftete sich an die Béden der Inkubationsflaschen an, wahrend der
andere Teil in Suspension verblieb. Bei den Adhasionszellen konnten mikroskopisch
deutliche spindelférmige Zellauslaufer bzw. Podophyten erkannt werden. Aufgrund
dieser Tatsache wurde diese Zelllinie gesondert betrachtet und ausfihrlicher
hinsichtlich der Expression von Oberflachenmarkern, die wahrend der Hamatopoese
ausgebildet werden, analysiert. Nach Exposition gegeniber 2 pyM SAHA fur 48h
wurde die Expression von CD41, CD64 und CD123 auf den drei Populationsgruppen
native Zellen, nach SAHA-Zugabe adhdrent gewordene sowie in Suspension
verbliebene Zellen bestimmt. Durch die Behandlung mit SAHA konnte eine Zunahme
der Expression des Fibronectinrezeptors CD41 beobachtet werden. Auf
unbehandelten Zellen exprimierte bereits ein Anteil von 22% der Zellen dieses
Antigen. Bei den Suspensionszellen zeigten schon knapp doppelt so viele Zellen den
Oberflachenrezeptor, bei den adharent gewordenen Zellen nahm der Anteil der
Zellen auf 60% zu. Weiterhin konnte eine Zunahme der Expression des
Phagozytose-vermittelnden Rezeptors CD64 beobachtet werden. Es verdoppelte
sich die CD64-Population von 5% bei unbehandelten Zellen auf 10% bei den
adhéarent gewordenen Zellen. Auch bei CD123 wurde eine zunehmende Expression
unter SAHA-Behandlung beobachtet: es zeigte sich knapp eine Verdreifachung des
CD123-tragenden  Anteils. Abbildung 23 gibt die Verdnderung des

Expressionsmusters wieder:



4 Ergebnisse 67

80% O unbehandelt
B Suspensionszellen unter SAHA

Lo o,
® 60% 80% O adhérente Zellen unter SAHA
@
c
9
® 40% -
o
o
n

20%

0%
CD 41 CD 64 CD 123

Abbildung 23. Zunahme der Expression der Oberflichenmarker CD41, CD64 und CD123 auf
CMK-Zellen unter Behandlung mit SAHA. Verglichen wurden unbehandelte CMK-Zellen mit CMK-
Zellen, die nach Inkubation mit 2 uM SAHA fiir 48h in Suspension verblieben bzw. adharent wurden.
Die Bestimmung der Oberflachenmarker erfolgte mittels Durchflusszytometer.

Ebenfalls eine zunehmende Expression konnte flr den Marker CD16 festgestellt
werden; ausgewertet wurden Suspensionszellen von CMK. Dieser Marker ist nicht
nur an Phagozytose beteiligt, sondern auch an antikdrperabhangiger Zytotoxizitat.
Hier konnte eine Zunahme von 4% bei unbehandelten Zellen auf 20% durch SAHA-
Behandlung erreicht werden. Die Untersuchung anderer Oberflachenmarker blieb
dagegen durch SAHA-Behandlung relativ unbeeinflusst. Nach Inkubation mit 2 uM
fir 48h war die Expression von CD11b, CD33, CD34, CD71 und CD117 in etwa
unverandert. Der Monozyten-Marker CD14 wurde weder auf nativen noch auf
behandelten FAB M7 CMK-Zellen ausgebildet. In Tabelle 11 sind die
Expressionsgrade von CD11b, CD14, CD33, CD34, CD71 und CD117 aufgeflhrt:
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Oberflachenmarker Medium Suspensionszellen
CD 11b 98% 99%
CD 14 0% 0%
CD 33 99% 94%
CD 34 41% 43%
CD 71 100% 100%
CD 117 100% 100%

Tabelle 11. Expression weiterer Oberflichenmarker auf nativen und SAHA-behandelten CMK-
Zellen. Verglichen wurden native Zellen im Vergleich zu SAHA-behandelten CMK-Zellen (2uM, 48h).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass SAHA die myeloische und
megakaryozytare Differenzierung der Hamatopoese induzierte. Dies beeinflusste
auch das Adhésionsverhalten der Zellen.

4.5.1.2 Bestimmung der Resistenzgene auf CMK

Zusatzlich zu den oben beschriebenen Oberflachenmarkern wurden ausgewahlte
Zytostatika-Resistenzgene untersucht. Verglichen wurden unbehandelte Zellen mit
den Suspensionszellen bzw. den adharent gewordenen Zellen nach SAHA-
Behandlung. Die Zellen wurden nach Inkubation mit 2 uM SAHA fir 48h am
Durchflusszytometer analysiert.

Bei MRPr1 konnte durch die Behandlung mit SAHA eine Expressionszunahme erzielt
werden, der Anteil der flr dieses Resistenzgen positiven Zellen vervierfachte sich
von 2% bei unbehandelten Zellen auf 8% in der adharent gewordenen Population.
Die Expression von P-gp anderte sich durch SAHA-Behandlung kaum und lag bei
etwa 8%. BCRP wurde zu nahezu 100% in den drei Populationen exprimiert.

Resistenzgen Medium Suspensionszellen adhéarente Zellen
MRPr1 2% 3% 8%
P-GP 9% 8% 8%
BCRP 99% 99% 98%

Tabelle 12. Expression der Resistenzgene P-GP, MRPr1 und BCRP in CMK-Zellen. Verglichen
wurden native CMK-Zellen sowie Suspensionszellen und adhdrent gewordene Zellen nach
Behandlung mit 2uM SAHA fir 48h.
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4.5.2 Expression von Oberflaichenmarkern auf den Erythroleukamien TF-1 und
HEL

Die Zelllinien TF-1 und HEL werden beide als Erythroleukdmien klassifiziert, sie
zeigten in den vorliegenden Versuchsreihen jedoch unterschiedliche
Verhaltensweisen. Gegeniber den HDAC-Inhibitoren TSA und SAHA waren die
Zellen des Modells HEL resistenter als die von TF-1, bei den Zytostatika Ara C,
Etoposid sowie dem Apoptoseinduktor Staurosporin verhielten sich die TF-1-Zellen
deutlich resistenter. Daher wurde die Expression ausgewahlter Oberflachenmarker
auf diesen beiden Modellen analysiert. Ubereinstimmung zeigte sich in der
Expression von CD33 und CD45, beide Marker waren zu fast 100% vorhanden.
Unterschiedliche Expressionsmuster fielen jedoch fir CD11b, CD123 und CD36 auf.
Letzterer wurde zu fast 100% auf HEL-Zellen ausgebildet, wahrend bei TF-1 nur
etwa /3 der Zellen diesen Rezeptor ausbildeten. Auffallend war, dass CD11b kaum
und CD123 gar nicht auf HEL-Zellen zu finden war, wahrend beide Antigene auf fast
der gesamten TF-1 Population exprimiert wurden.
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Abbildung 24. Bestimmung der Oberflichenmarker CD11b, CD33, CD36, CD45 und CD123 auf
unbehandelten Zellen der Linien TF-1 und HEL.
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4.5.3 Expression von Resistenzgenen in AML-Zellen

Die Expression von BCRP und P-gp wurde auch in den Zellen der Ubrigen AML-
Linien untersucht. Aufgrund von Problemen wahrend der Kultivierung und
unzureichender Generierung konnten die Zellen der beiden Modelle M-07e und
KASUMI-1 in diesem Versuch nicht analysiert werden.

Das AusmafB der Expression von BCRP stellte sich in den Zelllinien unterschiedlich
dar. Wie auch in CMK wurde dieses Resistenzgen in einem Uberwiegenden Teil der
Zellen der Linien U-937, MONO-MAC-6, ML-2 und NB-4 ausgebildet. Weniger stark,
aber dennoch in einem GroBteil der Population vorhanden war BCRP in den Zellen
der Modelle K-562, HEL, HL-60, KG-1a und TF-1.

P-gp wurde weit weniger stark exprimiert. Von den 10 getesteten Linien waren nur
HEL- und HL-60-Zellen Uberwiegend positiv flr dieses Resistenzgen. Tabelle 13

zeigt die Auflistung der Expressionsgrade von P-gp und BCRP:

Zelllinie P-gp BCRP
CMK 9% 99%
K-562 0% 45%
HEL 91% 49%
HL-60 94% 32%
KG-1a 4% 31%
U-937 0% 66%
TF-1 1% 29%
MONO-MAC-6 0% 97%
ML-2 1% 79%
NB-4 0% 59%
KASUMI-1 n.e. n.e.
M-07e n.e. n.e.

Tabelle 13. Expression der Resistenzgene P-gp und BCRP in den Zellen der Leukadmielinien.
Aufgrund von ungeniigender Generierung von Zellmaterial war die Bestimmung in den Zellen der
Linien KASUMI-1 und M-07e nicht méglich.

Beim Vergleich der Expressionsgrade der Resistenzgene in den unbehandelten
Zellen mit dem Sensibilitadtsverhalten gegeniber den verwendeten Zytostatika fallt
auf, dass die Resistenzgen-tragenden Zellen keineswegs resistenter sind als die
Zellen, die P-gp oder BCRP nicht ausbilden: HEL- und HL-60-Zellen exprimieren

P-gp in starkem MaBe, reagieren aber gegenlber Ara C und Etoptosid eher sensibel.
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Bei Staurosporin verhalten sich die beiden Modelle unterschiedlich: HL-60-Zellen
reagieren eher resistent, HEL-Zellen dagegen eher sensibel. Im Gegensatz dazu ist
P-gp in den allseits resistenten K-562-Zellen nicht nachweisber. Das Vorhandensein
von P-gp scheint daher in diesen Leukamiezellen nicht pradiktiv fir die Resistenz
gegentber den verwendeten Zytostatika zu spielen.

Ebenso verhélt es sich mit der Expression von BCRP. Auch hier schitzt seine
Expression nicht vor der zytotoxischen Wirkung der verwendeten Zytostatika. BCRP
wird in allen untersuchten Zellen in unterschiedlichem AusmaB exprimiert. Dabei
kann nicht darauf geschlossen werden, dass die resistentesten Zellen auch die
héchsten Expressionsgrade haben; so wird in den Populationen von K-562 und TF-1
das Resistenzgen BCRP nur zu etwa der Halfte bzw. einem Drittel der Zellen
exprimiert, die Zellen der Modelle CMK oder MONO-MAC-6 bilden es zu fast 100%
aus. Weiterhin scheinen die beiden Resistenzgene P-gp und BCRP auch nicht
entscheidend flr das Sensibilitdtsverhalten der Zellen gegentber den verwendeten
HDAC-Inhibitoren zu sein. Bei den beiden P-gp positiven Populationen reagierten
HL-60-Zellen sensibel, wahrend HEL-Zellen eher resistent gegentber TSA oder
SAHA waren. Auch fir BCRP kann keine pradiktive Aussage bezlglich des

Sensibilitatsverhaltens gegentber HDAC-Inhibitoren getroffen werden.
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5 Diskussion

Krebs ist eine genetisch bedingte Erkrankung, bei der es durch Deletionen,
Mutationen oder epigenetische Veranderungen zu einer gestdrten Signaltransduktion
in der Zelle kommt. Im Unterschied zu normalen Zellen ist die Regulation in
Tumorzellen bezlglich Proliferation, Zellzyklus, Apoptose und Angiogenese
verandert. Maligne Tumorzellen besitzen darlber hinaus die Fahigkeit zur Invasion
und Metastasierung. Eine haufig an der Tumorentstehung beteiligte Ursache ist ein
verandertes Gleichgewicht der DNA-modifizierenden Enzyme HAT und HDAC
(Timmermann, Lehrmann et al. 2001). HDAC-Inhibitoren, die dieses Gleichgewicht
wiederherstellen kdénnen, waren in den letzten Jahren Gegenstand intensiver
Forschungsarbeiten.

Expressionsanalysen zufolge werden nur etwa 2-10% aller Gene durch HDAC-
Inhibitoren moduliert (Van Lint, Emiliani et al. 1996; Chambers, Banerjee et al. 2003;
McLaughlin, La Thangue 2004), jedoch nehmen sie Uber Regulierung der
Chromatinkondensation Einfluss auf die Transkriptionsaktivitdt (Jenuwein, Allis
2001). Sie steigern die Expression bestimmter Gene, die Zellzyklusarrest, Apoptose
und Differenzierung einer Zelle induzieren (Marks, Rifkind et al. 2001). In deren
Folge kann Tumorwachstum gehemmt werden. HDAC-Inhibitoren wie SAHA oder
Valproat befinden sich bereits in klinischen Phase Il und lll-Studien (Krug, Curley et
al. 2006; Imre, Gekeler et al. 2006; Oki et Issa, 2006).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von HDAC-Inhibitoren auf AML-Zellen
getestet. Zwar ist die Aussagekraft von Modelllinien den Ergebnissen von Versuchen
mit Primarmaterial unterlegen, die Gewinnung einer flar die Experimente
ausreichenden Zahl von Patienten-Zellen ware jedoch ohne unzumutbare Belastung
nicht mdglich gewesen. Um eine gewisse Reprasentativitat der vielen verschiedenen
Subtypen der AML zu erreichen, wurde fiir diese Arbeit daher ein breites Panel von
AML-Zelllinien ausgewahlt. Alle Subtypen der Leukdmien FAB M1 bis M7 sind
vertreten, darunter ebenso Leuk@mien mit den Translokationen t(8;21) und t(15;17).
Der vergleichsweise kleinen Fallzahl von 12 Zelllinien sowie ihrer Heterogenitat muss
bei der Interpretation der Ergebnisse Rechnung getragen werden. Insbesondere bei
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der Analyse der statistischen Werte ist zu beachten, dass die Auswahl der Modelle

keiner Zufallsstichprobe gleichkommt.

5.1 Sensibilitat von AML-Zellen gegentliber HDAC-Inhibitoren und Zytostatika

Um die Wirkung von HDAC-Inhibitoren auf AML-Zellen zu testen, wurden TSA und
SAHA aus der Vielzahl der inzwischen als HDAC-Inhibitoren identifizierten
Substanzen ausgewahlt. Ebenso wurde als experimentelle, nicht aber klinisch
genutzte Substanz Scriptaid verwendet; aufgrund seiner ungeniigenden Zytotoxizitat
blieben die Versuche jedoch auf die Erstellung von Sensibilitatskurven beschrankt.
Im Vergleich der beiden Substanzen TSA und SAHA fiel eine einheitliche Sensibilitat
der Zelllinien gegeniber den HDAC-Inhibitoren auf; statistisch bestatigte sich eine
signifikante Korrelation. Die Verwandtschaft ihrer Strukturformeln zeigt, dass beide
Substanzen ahnlich gut an das Zn?*-lon in der Enzymtasche einer HDAC binden
kébnnen. Scriptaid ist wie die beiden anderen Substanzen ebenfalls eine
Hydroxaminsaure und gehért der Klasse | der HDAC-Inhibitoren an, aufgrund des
trizyklischen Carbonrings ist Scriptaid in seiner Molekilstruktur jedoch etwas
sperriger. Die Substratbindung scheint hier schwéacher auszufallen; das
Sensibilitatsverhalten der Zellen gegendber Scriptaid wich deutlich von dem
gegenlber TSA oder SAHA ab.

Die Inhibierung der HDAC durch TSA oder SAHA hat zur Folge, dass durch das
Uberwiegen von Histonen in acetylierter Form eine transkriptionelle Aktivierung
erfolgt. Dieser Wirkmechanismus unterscheidet sich grundlegend von dem der
eingesetzten Zytostatika. Die Hemmung der Topoisomerase I, die reversibel beide
DNA-Strange unterbrechen und wieder zusammenfihren kann, hat DNA-
Strangbrlche zur Folge. Im Falle von Etoposid ist dies irreversibel. Der Einsatz von
Ara C fuhrt durch Einbau in die DNA als Ara-CTP zum einen zu Strukturdefekten in
der DNA, zum anderen hemmt es die Polymerasen a und 3, wodurch prozessierende
und reparierende Enzyme gehemmt werden. Staurosporin aktiviert als
Proteinkinaseinhibitor mit breitem Spektrum den mitochondrialen intrinsischen
Apoptoseweg und I6st dadurch den Zelltod aus.

Aufgrund dieser verschiedenen Wirkmechanismen lassen sich die unterschiedlichen
Sensibilitatsmuster der Zelllinien sowohl gegenlber den Zytostatika als auch



74 5 Diskussion

gegenlber den HDAC-Inhibitoren erklaren. Weder zwischen den Zytostatika
untereinander, noch zwischen Zytostatikum und HDAC-Inhibitor war eine
korrelierende Sensibilitat der Zellen der einzelnen Modelle erkennbar.

Durch den andersartigen Wirkmechanismus der HDAC-Inhibitoren stellt der Einsatz
dieser Substanzen eine Erfolg versprechende Option dar, wenn Tumorzellen auf die
Behandlung mit herkbmmlichen Zytostatika nicht gentigend ansprechen. Derzeit gibt
es klinische Phase lll-Studien, in denen Patienten, die nach einer first-line-Therapie
mit Pemetrexed progredient waren, in der zweiten Linie oral mit SAHA behandelt
werden (Krug, Curley et al. 2006). Des Weiteren ist die EU-Zulassung fiir Vorinostat
(SAHA) zur Behandlung des fortgeschrittenen refraktaren kutanen T-Zelllymphoms
bereits beantragt, in den USA ist dieses Medikament bereits als Kapsel unter dem
Handeslnamen ZOLINZA® auf dem Markt (Journal Onkologie 2008).

5.2 Sensibilitdit von CD34" hamatopoetischen Vorlauferzellen gegeniiber
HDAC-Inhibitoren und Zytostatika

Fur eine klinisch gute Vertraglichkeit ist eine Voraussetzung, dass die eingesetzten
Substanzen relativ spezifisch auf Tumorzellen wirken. In dieser Arbeit wurde die
Wirkung von HDAC-Inhibitoren und Zytostatika sowohl auf Zelllinien als auch auf
normale CD34" hamatogene Vorlauferzellen untersucht.

Nach der Behandlung der CD34" Zellen mit den HDAC-Inhibitoren TSA und Scriptaid
zeigten sich die Progenitorzellen eher sensibel oder im mittleren Bereich, ebenso
waren sie gegentber den Zytostatika Ara C, Etoposid und Staurosporin sehr
empfindlich. In der Behandlung mit SAHA erwiesen sich die Vorlauferzellen jedoch
als vergleichsweise resistent, es musste eine ausgesprochen hohe Konzentration
eingesetzt werden, um eine wirksame Zytotoxizitdt zu erreichen. Auch in
(pré)klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass HDAC-Inhibitoren eine starke
Aktivitdt gegen Tumorzellen bei zugleich geringer Toxizitat entwickeln (Joseph,
Wajapeyee et al. 2005).

Die relative Resistenz von CD34" Zellen gegeniiber Apoptose durch Zytostatika
wurde auch schon in anderen Arbeiten gezeigt. In der Regel sind CD34" positive
Leukamien chemoresistenter als CD34 negative Leukdmien (van Stijn, van der Pol et
al. 2003). Eine Ursache der relativen Resistenz der CD34" Vorlauferzellen mag die
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Ausbildung des Resistenzgens P-gp sein. Es wurde eine positive Korrelation
zwischen der Expression von P-gp und CD34 beschrieben (Turkina, Baryshnikov et
al. 1996). Dadurch werden die unreifen Stammzellen vor Zytotoxizitat geschiitzt
(Smeets, Raymakers et al. 1997). Der Anteil von CD34" Zellen bei einer Leukamie ist
somit von prognostischer Bedeutung (Campos, Guyotat et al. 1989; Porwit-
MacDonald, Janossy et al. 1996).

5.3 Induktion von Zellzyklusarrest

Ein charakteristisches Merkmal von Tumorzellen ist das unkontrollierte Wachstum
aufgrund fehlerhafter Regulation Zellzyklus-kontrollierender und -assoziierter
Proteine. Durch die Behandlung mit HDAC-Inhibitoren kann ein antiproliferatives
Gleichgewicht wiederhergestellt werden. In dieser Arbeit zeigte sich die
antiproliferative Wirkung von SAHA unter anderem durch Induktion eines
Zellzyklusarrests. Es wurde daher untersucht, ob die Expression von Zellzyklus-
regulierenden Proteinen pradiktiv fir den zugrunde liegenden antiproliferativen
Mechanismus sind.

In Gberwiegendem MaBe fand der Arrest dabei in der G1-Phase statt. In elf der zwdlf
untersuchten Modelle konnten unterschiedlich starke Zuwachsraten in G1
beobachtet werden. Einzig die Zellen der Linie KG-1a entwickelten keinen G1-
sondern einen G2-Arrest. Zellen des Modells K-562 arretierten in beiden Phasen,
auch wenn der Zuwachs in G1 deutlich gr6Ber ausfiel und langer anhielt als der in
der G2-Phase. Auch in anderen Arbeiten wurde der wesentlich seltenere G2-Arrest
durch SAHA gezeigt (Peart, Tainton et al. 2003; Kumagai, Wakimoto et al. 2007). Die
Ursache der Arrestinduktion ist die gesteigerte Expression der Zellzyklus-Inhibitoren
p16 und p27 durch SAHA (McLaughlin, La Thangue 2004), p27 wird dabei zusatzlich
stabilisiert (Moradei, Maroun et al. 2005). Die Folge ist ein hypophosphoryliertes Rb,
welches den Eintritt in die S-Phase verhindert und so den G1-Arrest induziert
(Sandor, Senderowicz et al. 2000).

Die in dieser Arbeit beobachtete Arrestinduktion war sowohl zeit- als auch
konzentrationsabhangig. Die Zellen einiger Modelle wie K-562 oder NB-4 zeigten
bereits nach 24h einen Arrest, die Zellen anderer Linien wie CMK oder HL-60
arretierten erst nach 48h. Nach 72h wurde jedoch haufig eine deutliche Zunahme der
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apoptotischen Zellen beobachtet. Generell war zu beobachten, dass der
Zellzyklusarrest friher als der apoptotische Zelltod einsetzte. AuBerdem zeigte sich
ein unterschiedlich hohes AusmaB des induzierten Arrests. In K-562- oder CMK-
Zellen konnten Zuwachsraten von tber 30%, zum Teil sogar 49%, erreicht werden,
wahrend in den Zellen der tbrigen Linien der Zuwachs unter 20% blieb. Im Weiteren
wurde untersucht, ob die native Expression Zellzyklus-assoziierter Proteine eine
pradiktive Voraussetzung flr die spéater induzierten Effekte darstellte. Die Cycline, die
ja wahrend der Zellzyklusphasen spezifisch gebildet werden, sowie die Cdks, deren
Level wahrend des Zellzyklus gleich bleiben, konnten in den Zellen fast aller Linien
nachgewiesen werden. Dagegen fiel das Expressionsmuster der Cdk-Inhibitoren p16
und p27 sehr unterschiedlich aus: Der Cdk-Inhibitor mit breiterem Spektrum, p27,
wurde in den AML-Zellen in Uberwiegendem MaBe exprimiert, wahrend p16 nur in
wenigen Zellen nachgewiesen werden konnte. Dabei fiel jedoch auf, dass Modelle
mit auBerordentlich hohen Zuwachsraten in der G1-Phase p16-negativ waren, wie
z.B. K-562, CMK oder NB-4. Dies zeigt, dass p16 nicht zwangslaufig fir die Induktion
eines Arrests erforderlich zu sein scheint. Auch konnte kein Zusammenhang
zwischen der Art des Cdk-Inhibitors und der Art des induzierten Arrests hergestellt
werden. Die Zellen der Modelle KG-1a und TF-1, die sowohl p16 als auch p27
exprimierten, zeigten einen Zellzyklusarrest in unterschiedlichen Phasen: TF-1-Zellen
in G1, KG-1a-Zellen in der G2-Phase. Die Zellen der Linie K-562, wo ein Arrest
sowohl in G1 als auch in G2 induziert werden konnte, waren positiv flr p27, nicht
aber nicht fir p16. Eine Zuordnung zwischen der Expression eines Cdk-Inhibitors
und der Art des spater induzierten Arrests war demnach nicht méglich.

In vielen Tumoren, inklusive Lymphomen und Leuk&mien, konnte eine Korrelation
zwischen niedriger Expression von p27 und schlechter Prognose gefunden werden
(Chiarle, Budel et al. 2000). In der vorliegenden Arbeit wiesen die p27
exprimierenden Zellen groBe Sensibilitdtsunterschiede auf. Auch die Zellen der zwei
p27-negativen Modelle MONO-MAC-6 und ML-2 waren in ihrer Chemosensibilitat
auBerst diskrepant: ML-2-Zellen waren gegeniber SAHA deutlich resistenter als
MONO-MAC-6-Zellen. Die Zellen beider Linien unterschieden sich jedoch auch
bezliglich ihrer Expression von p53 und Rb. MONO-MAC-6-Zellen bildeten p53, aber
nicht Rb aus, ML-2-Zellen exprimierten Rb, jedoch kein p53. Es ist bekannt, dass
p53 Zellzyklusarrest und Apoptose auslésen kann, die native Expression zeigte
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jedoch keine statistisch signifikante Korrelation mit dem AusmafB des durch SAHA
induzierten Zellzyklusarrests bzw. dem AusmafB der induzierten Apoptose.

Die Auswertung der Ergebnisse zeigte weiterhin, dass alle Zelllinien, die das
Onkogen c-myc exprimierten, auch positiv fir p27 waren. In der Literatur dagegen
wird beschrieben, dass in vielen Lymphomen eine Kombination aus Uberexpression
des Protoonkogens c-myc und dem Verlust seines Zielgens p27 besteht (Martins,
Berns 2002). Die inverse Korrelation konnte in dieser Arbeit demnach nicht bestéatigt
werden.

Die Bedeutung der HDAC-Inhibitoren auf die Zellzyklusregulation zeigt sich auch
darin, dass onkogene Proteine wie c-myc herunterreguliert werden kénnen
(Kumagai, Wakimoto et al. 2007). Weitere Proteine, die durch SAHA vermindert
exprimiert werden, sind die Cycline A und B1 (Fournel 2002) sowie Cyclin D1
(Kumagai, Wakimoto et al. 2007). In nativen Zellen waren die Cycline jedoch nahezu

Uberall nachweisbar.

Zwar ist die Induktion eines Zellzyklusarrests ein antiproliferativer Effekt, jedoch sind
proliferierende Zellen in der Regel empfindlicher gegeniber zytotoxischen
Substanzen als arretierte Zellen. Daher kdnnte ein Zellzyklusarrest eine Zelle
prinzipiell auch vor den zytotoxischen Effekten der HDAC-Inhibitoren schitzen
(Burgess, Pavey et al. 2001; Peart, Tainton et al. 2003). Da jedoch HDAC-Inhibitoren
auch die Genexpression in nicht proliferierenden Zellen regulieren, ist das
Transkriptionsverhalten nicht von bestimmten Zellzyklusphasen abhangig. Auf diese
Weise kann auch in arretierten Zellen Apoptose ausgeldst werden.

Obwohl HDAC Uberall im Chromatin vorkommen, wirken Inhibitoren wie SAHA relativ
spezifisch auf Tumorzellen. Normale Zellen sind dabei etwa 10-fach resistenter
gegenlber SAHA als transformierte Zellen (Kelly, Marks, 2005). Die Ursache der
selektiven Toxizitat auf Tumorzellen bleibt unklar; méglicherweise liegt die Ursache
der erhdhten Sensibilitdt der Tumorzellen gegeniber HDAC-Inhibitoren in der
Fehlregulation am G1-Kontrollpunkt, ein haufiger Pathomechanismus in Tumorzellen
(Johnstone, Licht, 2003). Weiterhin bleibt auch unklar, welche Faktoren entscheidend
sind, ob eine Zelle nach Kontakt mit HDAC-Inhibitoren in Zellzyklusarrest, Apoptose
oder Differenzierung geht (Johnstone, Licht, 2003). Am Ende ist es das
Zusammenspiel vieler Faktoren, das Uber das weitere Verhalten bestimmt.
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5.4 Induktion von Apoptose

Der fur die klinische Anwendung bedeutendere Effekt der HDAC-Inhibitoren ist die
Induktion von Apoptose. Dabei kénnen HDAC-Inhibitoren grundsatzlich sowohl den
extrinsischen als auch den intrinsischen Apoptoseweg vermitteln (Monneret 2005). In
dieser Arbeit konnte in allen Modellen eine Apoptoseinduktion erreicht werden, die
beobachteten Effekte waren dabei sowohl zeit- als auch konzentrationsabhangig. Bei
genauerer Betrachtung der Proteine des intrinsischen Systems fiel auf, dass die
SAHA-sensiblen Zellen der Linien MONO-MAC-6 und KASUMI-1 keines der
antiapoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-x. exprimierten. Die Apoptoseinduktion
durch SAHA war in den Zellen dieser Modelle mit am héchsten. In den Zellen der
anderen Modelle wurde jeweils mindestens eines der antiapoptotischen Proteine
Bcl-2 oder Bcl-x. nachgewiesen. So auch in HL-60-Zellen, deren SAHA-Sensiblilitat
jedoch héher einzustufen war als bei Zellen der Modelle KASUMI-1 oder
MONO-MAC-6. Also lasst die Sensibilitat einer Zelle gegenliber SAHA nicht
unbedingt einen Rickschluss auf das Ausmaf der induzierten Apoptose zu.

Das antiapoptotische Protein Bcl-2 wurde in der vorliegenden Arbeit in der Halfte der
Falle nachgewiesen; in der Literatur wird beschrieben, dass die meisten Leukamien
eine hohe Expression von Bcl-2 aufweisen (Zhou, Chen et al. 1998). Es kann die
mitochondriale Depolarisation mit Freilassung von Cytochrom c blocken (Peart,
Tainton et al. 2003). Ein signifikanter inverser Zusammenhang zwischen Expression
von Bcl-2 oder Bcl-x. und dem induzierten Apoptoseausmal bestand in nativem
Zellmaterial jedoch nicht.

Da p53 die Fahigkeit besitzt, Bcl-2 inhibieren zu kénnen, wurden die Expression
dieser Proteine auf eine inverse Korrelation gepruft. Auch wenn eine statistische
Signifikanz nicht erreicht werden konnte, zeichnete sich zumindest ein Trend ab. So
besaBen die Zellen der Modelle CMK, HEL, MONO-MAC-6 und KASUMI-1 p53, nicht
aber Bcl-2.

Das dritte untersuchte antiapoptotische Protein, Mcl-1, wurde in Uberwiegendem
MaBe in den Zelllinien nachgewiesen, eine differenzierte Aussage bezlglich eines
SAHA-spezifischen Effekts war daher nicht méglich. Ahnliches galt fiir den Caspase-
Inhibitor XIAP.
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Auch fir die proapoptotischen Proteine Bax und Bid konnten keine Rulckschlisse
gezogen werden, denn diese Proteine wurden in den Zellen aller Zelllinien
nachgewiesen. Aufféllig war jedoch, dass sich fir die Expression von Bad eine
inverse Korrelation zeigte: Die Zellen der Modelle mit hohem Apoptoseausmalf nach
SAHA-Exposition, KASUMI-1, MONO-MAC-6 und ML-2, exprimierten dieses
proapototische Protein nicht. Ob die fehlende Expression von Bad alleine fiir die
Apoptoseinduktion verantwortlich ist, bleibt eher fraglich. Immerhin fielen die Zellen
von KASUMI-1 ohnehin durch ein hohes MaB an Spontanapoptose auf und die
Zellen von MONO-MAC-6 waren auch im Sensibilitatsverhalten gegeniiber SAHA
sehr empfindlich. ML-2-Zellen zeichneten sich in den Sensibilititsversuchen durch
eine relative Resistenz gegentber SAHA aus. Es fiel auf, dass die Zellen von ML-2
neben denen von NB-4 die einzigen waren, die das antiapoptotische Protein Bcl-2,
nicht aber den Apoptose-assoziierten Rezeptor Fas ausbildeten. Diese Konstellation
aus hohem Bcl-2 Spiegel und niedriger Expression von Fas/Apo1l gilt als
prognostisch unglnstiges Indiz (Zhou, Chen et al. 1998; Scorrano, Korsmeyer 2003).

Zwar wurde in dieser Arbeit nicht die Verédnderung der Expressionslevel von
Proteinen unter SAHA-Behandlung untersucht, es wird jedoch beschrieben, dass
proapoptotische Proteine durch SAHA hochreguliert werden, wahrend die Expression
von antiapoptotischen Proteinen abnimmt (Fandy, Shankar et al. 2005; Peart, Smyth
et al. 2005). So werden Bcl-2, Bcl-x. und Mcl-1 durch SAHA negativ reguliert (Cory,
Adams 2002; Peart, Smyth et al. 2005). Eine Aktivierung erfolgt flir proapoptotische
Proteine wie Bid (Peart, Tainton et al. 2003). Die Aktivierung erfolgt dabei Caspase-
unabhangig (Ruefli, Ausserlechner et al. 2001). Generell scheinen Caspasen nicht
zwingend notwendig for SAHA-vermittelte Apoptose zu sein, denn der
Polycaspaseninhibitor Zvad-fmk konnte SAHA-induzierte Apoptose nicht regelmaBig
verhindern (Ruefli, Ausserlechner et al. 2001).

Auch der Caspasen-Inhibitor XIAP wird in einer zeitabhdngigen Weise durch SAHA
herunterreguliert. Dies ist ein wichtiger Angriffspunkt der HDAC-Inhibitoren, denn
hohe XIAP-Expressionen korrelieren mit einer schlechten Prognose (Tamm, Richter
et al. 2004). Da jedoch auch XIAP in einem GroBteil der Modelle nachweisbar war,
konnte eine Aussage zu SAHA-spezifischen Effekten nicht gemacht werden.
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Neben den Proteinen des intrinsischen Systems wurden auch Proteine des
extrinsischen Systems untersucht. Uberraschenderweise zeigte sich auch hier eine
inverse Korrelation der Proteine DR4 und FAS/APO/CD95. Diese Apoptose-
assoziierten Proteine wurden in nativem Zustand eher auf den Zellen der Modelle
ausgebildet, in denen durch SAHA geringere Apoptoseraten erzielt wurden. Die
Expressionsmuster der anderen ausgewahlten Proteine wie TRAIL, TNF-R1, FAS-L
und FADD waren nicht pradiktiv fir das Ausmalf der Apoptoseinduktion.

Die Apoptoseinduktion durch HDAC-Inhibitoren Uber den extrinsichen Weg erfolgt
Uber Modulation der Gene, die die TNF-Familie und ihre Liganden codieren. SAHA
steigert die Expression des Rezeptors DR4 (Fandy, Shankar et al. 2005), sowie den
dazugehéringen Liganden TRAIL. Wichtig ist, dass TRAIL die Apoptose in AML-
Zellen tumorselektiv triggert, wohingegen normale CD34" Vorlauferzellen verschont
bleiben (Nebbioso, Clarke et al. 2005).

5.5 Chromosomale Translokationen

Ein weiterer wichtiger Angriffspunkt von HDAC-Inhibitoren mit antiproliferativer
Wirkung sind chromosomale Translokationen. Durch die entstehenden
Fusionsprodukte AML1/ETO bzw. PML-RARa kommt es zu einer UbermaBigen
Anlagerung von HDAC an die Co-Repressor-Komplexe. Die Folge ist ein
Differenzierungsstopp und tGbermaBige Proliferation.

Leukamien mit der Translokation t(8;21) haben eine relativ glinstige Prognose. Zu
den ungunstigen Aberrationen gehéren vor allem Verdnderungen an den
Chromosomen 5 und 7 sowie komplex veranderte Karyotypen.

Die Zelllinie KASUMI-1, in der das AML1/ETO-Fusionsgen vorliegt, war auBerst
schwierig zu kultivieren, da haufig ein hohes MaB an Spontanapoptose auftrat. Die
Behandlung mit dem HDAC-Inhibitor SAHA zeigte, dass oft schon geringe Mengen
ausreichten, um Apoptose auszulésen bzw. die Stoffwechselaktivitat deutlich zu
reduzieren. Aufgrund der schlechten Kultivierbarkeit war eine Verlaufsbeobachtung
der Oberflachenexpression unter SAHA leider nicht méglich.

Die Leukamie-Subpopulation mit dem PML-RARa-Fusionsprodukt war durch das
Modell NB-4 vertreten. Die Zellen dieser Linie waren gegentber den HDAC-
Inhibitoren deutlich weniger empfindlich als die Zellen von KASUMI-1. Es konnte
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durch SAHA ein deutlicher Zellzyklusarrest induziert werden, jedoch war auch hier
Apoptoseinduktion mit zunehmender Konzentration und Inkubationsdauer erkennbar.
Aufféllig war, dass sich NB-4-Zellen beziiglich des Topoisomerase-ll-Hemmers
deutlich empfindlicher zeigten als die sonst so sensiblen Zellen der Linie KASUMI-1.

5.6 Differenzierung

Durch die mikroskopischen Beobachtungen der Zellen wahrend der Experimente mit
SAHA konnte eine Veranderung der Morphologie in CMK-Zellen verfolgt werden.
Deutlich war die Entwicklung dendritischer Podophyten zu sehen. CMK zahlt nach
FAB-Einteilung zu den megakaryozytaren Leukdmien, und so konnte bereits in
nativem Zustand eine deutliche Expression des Megakaryozytenmarkers CD41
festgestellt werden. Nach Behandlung mit SAHA war eine eindeutige Zunahme von
CD41 zu erkennen. Eine weitere Expressionszunahme konnte fir die Marker CD16
und CD64 beobachtet werden. Diese Antigene spielen eine entscheidende Rolle im
Rahmen der Phagozytose. Auch CD123, ein Antigen, das an Proliferation und
Differenzierung beteiligt ist, nahm wahrend SAHA-Exposition zu. Diese
Beobachtungen decken sich mit Beschreibungen in der Literatur, wo beschrieben
wird, dass HDAC-Inhibitoren eine terminale Differenzierung provozieren kénnen
(Marks, Richon et al. 2000; Humphrey, Wang et al. 2007). CD14, ein Marker flr
monozytare Zellen, wurde erwartungsgeman nicht auf den megakaryozytaren CMK-
Zellen ausgebidet. Viele andere Oberflachenmarker anderten sich in ihrem
ExpressionsausmaB unter SAHA-Behandlung nicht. So blieben die Level von
CD11b, ebenfalls an Vermittlung von Phagozytose beteiligt und Kennzeichner der
granulozytaren Reihe, die Stammzellmarker CD33 und CD34, sowie der
Transferrinrezeptor CD71 in ihrem Expressionslevel relativ unbeeinflusst.

5.7 Resistenzgene

Ein Problem klinischer Resistenz einer AML gegeniiber Chemotherapeutika ist die
Expression von Multiresistenzgenen wie P-gp und BCRP. In dieser Arbeit wurde das
Expressionslevel dieser beiden Resistenzgene untersucht. Dabei zeigte sich, dass
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BCRP in den zehn untersuchten Linien in unterschiedlicher Expressionshéhe
nachweisbar war; bei den Modellen KASUMI-1 und M-07e war eine Generierung in
ausreichendem MaBe aufgrund der schlechten Kultivierbarkeit leider nicht méglich.
Die Expression von BCRP war weder pradiktiv fir die Resistenz gegenlber
Etoposid, Ara C oder Staurosporin, noch gegeniber einem HDAC-Inhibitor.
Weiterhin zeigte sich BCRP wenig spezifisch fir eine bestimmte Subpopulation. In
der Literatur werden eher geringe Expressionsraten in Leukamien beschrieben
(Ross, Karp et al. 2000). Dagegen wird P-gp bei einem Drittel der Patienten mit
Leukamien sowie bei mehr als 50% der Patienten mit Rezidiv gefunden
(Gottesmann, Fojo et al, 2002). In der vorliegenden Arbeit konnte nur in zwei
Modellen eine nennenswerte P-gp-Expression gefunden werden. Jedoch war auch
hier die Expression nicht pradiktiv fir das Sensibilitdtsverhalten gegeniber den
eingesetzten Substanzen. CMK-Zellen trugen nur zu einem geringen Prozentsatz
dieses Resistenzgen, sein Expressionslevel war auch nach SAHA-Behandlung
konstant. Im Gegensatz dazu konnte eine Zunahme der Expression des
Resistenzgens MRPr1 in den Leukdmiezellen nach SAHA-Exposition beobachtet
werden, die MRPr1-tragende Population vervierfachte sich.

Die Wirkung von P-gp wird unter anderem in der Inhibition Caspase-vermittelter
Apoptose beschrieben (Smyth, Krasovskis et al. 1998), seine Expression gilt als ein
unabhéangiger ungulnstiger prognostischer Faktor fir das Ansprechen einer Therapie
und das Uberleben (Willman 1997). Es wird jedoch beschrieben, dass HDAC-
Inhibitoren das Resistenzverhalten in P-gp exprimierenden Zellen Uberwinden
kénnen. SAHA kann auf P-gp exprimierenden Zellen Apoptose Caspase-unabhangig
ausldésen; dies geschieht Uber Freisetzung von Cytochrom ¢ und Spaltung von Bid
(Ruefli, Bernhard et al. 2002). Die Apoptosevermittlung unabhangig von Caspasen ist
daher der entscheidende Schritt zur Umgehung MDR-bedingter Resistenz - HDAC-
Inhibitoren stellen daher eine Alternative in der Therapie MDR-exprimierender

Tumorzellen dar.

5.8 Klinischer Einsatz von HDAC-Inhibitoren

Histondeacetylasen zéhlen zu den Erfolg versprechenden neuen Zielstrukturen in der
molekularen Tumortherapie. Durch posttranslationale Chromatinmodifikation nehmen
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sie Einfluss auf die Genregulation und -transkription. Zunehmend wird deutlich, dass
die Dysregulation epigenetischer Prozesse mit transkriptioneller Repression von
Zielgenen mit molekularer Onkogenese in Zusammenhang steht. Durch Inhibition der
HDAC kann die Transkriptionsaktivitdt gesteigert werden, die Folge sind ein
vermehrter Zellzyklusarrest, Differenzierung und Apoptose.

Viele HDAC-Inhibitoren befinden sich derzeit in klinischen Studien. Dabei werden
unterschiedliche Substanzklassen eingesetzt, Beispiele sind kurzkettige Fettsduren
wie VPA, cyclische Peptide wie Depsipeptid und nicht zuletzt Hydroxaminséauren wie
SAHA.

VPA wird derzeit in mehreren klinischen Studien getestet, beispielsweise in der
Behandlung von Gliomen, Coloncarzinomen, MDS und AML. Die Ergebnisse deuten
auf einen partiellen Behandlungserfolg durch VPA hin (Blaheta, Michaelis et al.
2005). Depsipeptid konnte erfolgreich in einer Phase Il Studie an 20 Patienten mit
resistenten T-Zell-Lymphomen getestet werden (Marks, Richon et al. 2004). Die
Therapie wurde relativ gut vertragen und die Nebenwirkungen waren reversibel.
Auch SAHA wird von Tumorpatienten gut toleriert (Kelly, Marks, 2005). Die maximal
eingesetzten Dosen lagen bei 900 mg/m? taglich (Kelly, Richon et al. 2003). In
Phase | wird es derzeit bei therapierefraktarem Multiplem Myelom getestet. Von 10
Patienten sprach einer an, wahrend bei 9 Patienten ein stabiler Krankheitsverlauf zu
beobachten war (Richardson, Mitsiades et al. 2008). In anderen Phase | und Il
Studien mit SAHA wurde eine objektive Rickbildung diverser Karzinome sowie B-
und T-Zell-Lymphome beobachtet (Kelly, Richon et al. 2003; Marks, Richon et al.
2004). Alle aufgetretenen Nebenwirkungen waren reversibel. Auch in soliden
Tumoren wie bei Prostata- oder Mammacarzinomen konnte SAHA einen
Proliferationsarrest und eine Reversion der transformierten Morphologie erreichen
(Butler, Agus et al. 2000). In der Behandlung des Retinoblastoms zeigte SAHA eine
dosisabhangige Verminderung des Wachstums der Retinoblastoma-Zellen (Dalgard
et al. 2008). Phase Ill Studien mit SAHA laufen derzeit bei fortgeschrittenen
Pleuramesotheliomen (ClinicalTrials.gov ldentifier: NCT00128102, Merck, Update
vom 17. Mai 2006) und fir kutane T-Zell-Lymphome (CliniclaTrials.gov Identifier:
NCT00419367, Merck, Update vom 29. Mai 2008).

HDAC-Inhibitoren weisen zwar in der Monotherapie klinische Erfolge auf, man geht
jedoch davon aus, dass der klinische Nutzen wesentlich gréBer ist, wenn man die

Substanzen mit weiteren Chemotherapeutika kombiniert (Carey, La Thangue 2006).
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Beispielsweise werden Imatinib-resistente Bcr/Abl CML-Zellen durch begleitende
SAHA-Behandlung fir Imatinib sensibilisiert (Yu, Rahmani et al. 2003). In vitro-
Studien zeigten eine Sensibilisierung von Tumorzellen gegentber Topoisomerase-II-
Hemmern (Marchion, Bicaku et al. 2004; Marchion, Bicaku et al. 2005). Der Grund
liegt in der Auflockerung der Chromatinstruktur durch HDAC-Inhibitoren. Wurden die
Tumorzellen zuerst mit einem Topoisomerase-ll-Hemmer und erst danach mit
HDAC-Inhibitoren behandelt wurden, waren die Sensibilisierungseffekte nicht
reproduzierbar (Kim, Blake et al. 2003). Auch in der Therapie von Leukdmien mit
dem PLZF/RARa-Fusionsgen gibt es durch den Einsatz von HDAC-Inhibitoren im
Vergleich zur Monotherapie mit Retinolsaure eine Wirkungsverstarkung (Petti, Fazi et
al. 2002). Beachtenswert ist, dass die Toxizitdt durch die zusatzliche Gabe eines
HDAC-Inhibitors dabei nicht erhéht ist (Marchion, Bicaku et al. 2005). Viele Beispiele
zeigen einen Benefit durch den Einsatz von HDAC-Inhibitoren in der Behandlung von

Tumorerkrankungen und rechtfertigen ihren klinischen Einsatz.

5.9 Schlussfolgerung und Ausblick

Trotz der bereits erzielten Erfolge durch den Einsatz von HDAC-Inhibitoren sind noch
viele Fragen offen und weitere Forschungen notwendig. So kdnnten durch
Kristallstrukturanalysen von HDAC-Inhibitoren neue Inhibitoren, die noch besser an
das aktive Zentrum der HDAC angepasst werden, entwickelt werden. Dadurch wiirde
die Wirksamkeit dieser Hemmstoffe weiter verbessert und die Effizienz in der
Behandlung maligner Erkrankungen gesteigert werden. Die Ergebnisse der
vorgelegten Arbeit legen nahe, dass durch HDAC-Inhibitoren auch Leukdmien
behandelt werden kénnen, die auf Zytostatika wie Ara C oder Etoposid nur
unzureichend ansprechen. Allerdings muss geklart werden, ob die einseitige
Hemmung einer Enzymgruppe das feine Gleichgewicht zwischen HAT und HDAC
derart verschiebt, dass dies Uber einen langeren Zeitraum gesehen die Entstehung
anderer Erkrankungen beglnstigt. Weiterhin sollten die Effekte von HDAC-
Inhibitoren auch auf Nicht-Histonproteine weiter untersucht werden, da auch diese
als Substrate der Inhibitoren identifiziert wurden und ihre Modifikation eine

Veranderung der Zellregulation zur Folge haben kann.
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6 Zusammenfassung

HDAC-Inhibitoren werden seit einigen Jahren zunehmend in klinischen Studien als
neue Substanzen gegen Tumorerkrankungen eingesetzt. Uber die Modulation des
epigenetischen Codes werden ihnen antiproliferative Effekte auf vielen Ebenen
zugeschrieben. In dieser vorgelegten Arbeit wurde die Wirkung von einigen
ausgewahlten HDAC-Inhibitoren auf AML-Zellen getestet. Dazu wurde ein breites
Panel aus 12 AML-Zelllinien ausgewahlt, um die Heterogenitat der verschiedenen
Subtypen widerzuspiegeln.

Die AML-Zelllinien wurden mit den HDAC-Inhibitoren behandelt und bezlglich ihrer
Sensibilitat, Induktion von Zellzyklusarrest, Apoptose und Differenzierung untersucht.
Zur Erstellung von Sensibilitatskurven kamen die HDAC-Inhibitoren TSA, SAHA und
Scriptaid zum Einsatz. Dabei zeigte sich eine Korrelation der Ergebnisse bezlglich
der sich in ihrer Molekilstruktur &hnelnden Substanzen TSA und SAHA. Scriptaid
dagegen erwies sich bei den mdglichen einsetzbaren Konzentrationen als zu wenig
toxisch. Zusétzlich wurden die Leukamielinien mit herkémmlichen in der
Tumortherapie verwendeten Substanzen wie Ara C und Etoposid sowie mit dem
Apoptoseinduktor  Staurosporin  behandelt. Dabei zeigte sich, dass das
Sensibilitatsverhalten der Zellen gegenldber diesen Zytotstatika sowohl
untereinander, als auch im Vergleich zu den HDAC-Inhibitoren abwich. Weiterhin
wurden auch CD34" Progenitorzellen mit den HDAC-Inhibitoren behandelt. Dabei fiel
auf, dass die Vorlauferzellen bezliglich SAHA resistenter waren als die Zellen der
Modelllinien.

Durch die Behandlung der AML-Zelllinien mit HDAC-Inhibitoren konnte weiterhin
beobachtet werden, dass in 11 der 12 untersuchten Modelle ein Zellzyklusarrest
induziert werden konnte; in 10 Linien zeigte sich dabei ein G1-Arrest, wahrend die
Zelllinie KG-1a durch einen G2-Arrest auffiel. Die Zellen des Modells K-562
arretierten sowohl in der Gi- als auch in der G2-Phase. Mit zunehmender
Inkubationsdauer konnte in allen Zelllinien auch Apoptose ausgelést werden, wobei
dieser Effekt nicht nur zeit-, sondern auch konzentrationsabhangig war. Die
Expression von Zellzyklus- oder Apoptose-assoziierten Proteinen in unbehandelten
Zellen war dabei nicht pradiktiv fir die durch SAHA induzierten Effekte. Bei den drei
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Apoptose-assoziierten Proteinen Bad, DR4 und FAS zeigte sich dabei eine inverse
Korrelation.

Die Zelllinie CMK fiel dadurch auf, dass sich ihre Zellen unter SAHA-Behandlung
zellmorphologisch veranderten. Sie bildeten deutliche Podophyten aus. Durch die
Analyse der Oberflachenmarker konnte verfolgt werden, dass die SAHA-Behandlung
eine Differenzierung in diesen Zellen bewirkte. Einige Marker der myeloischen und
megakaryozytaren Reihe wurden durch SAHA-Gabe vermehrt exprimiert; dies fuhrte
auch zu dem veranderten Adhéasionsverhalten der Zellen. Weiterhin zeigte sich, dass
sich in CMK-Zellen durch SAHA-Behandlung der MRPr1-Resistenzgen-tragende
Anteil der Population vervierfachte. Andere Resistenzgene wie BCRP und P-gp
blieben in ihrem Expressionslevel durch SAHA-Behandlung unbeeinflusst. Insgesamt
hatte die Expression der Resistenzgene in den Leukamielinien keine préadiktive
Aussagekraft fir das entsprechende Sensibilitdtsverhalten einer Zelle, weder
gegenlber Zytostatika noch gegeniiber den HDAC-Inhibitoren.

HDAC-Inhibitoren stellen durch ihren andersartigen Wirkmechanismus eine Erfolg
versprechende Alternative in der Tumortherapie dar. Viele HDAC-Inhibitoren
befinden sich bereits in klinischen Phase I-lll Studien. Vorinostat wird relativ gut
vertragen und ist durch seine relative Spezifitdt wenig toxisch. Seine Zulassung fir
den européischen Markt wurde bereits beantragt.

Weitere Forschungen sind jedoch notwendig, um eine immer effizientere Therapie zu
ermdglichen. Da HDAC nicht die einzigen Substrate der HDAC-Inhibitoren sind,
sondern inzwischen auch viele andere Nicht-Histon-Proteine als Substrate
indentifiziert wurden, kénnen mdgliche Langzeitfolgen, die durch die Modifikation
dieser Nicht-Histon-Proteine entstehen, nicht ausgeschlossen werden.
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Enzymtasche eines HDAC-Proteins.

Molekdlstrukturen von HDAC-Inhibitoren.

Konzept epigenetischer Therapie.

Zellzyklusphasen mit jeweiligen Cyklinen und cyklinabhangigen Kinasen.
Freilassung des Transkriptiosfaktors E2F aus der Bindung mit Rb.
Elektronenmikroskopisch dargestellte Abbildungen einer nekrotischen
und einer apoptotischen Zelle.

In- und extrinsisch induzierte Apoptosewege einer Zelle.

Myeloische Differenzierung aus CD34" Stammzellen.

Molekdlstruktur von MTS und Formazan.

Dosis-Wirkungs-Kurven der 12 AML-Zelllinien beziglich SAHA und TSA.
Gegeneinander aufgetragene 1Csp-Werte von der 12-AML-Zelllinien bei
TSA und SAHA mit eingetragener Korrelationsgeraden.

Beobachtete Effekte auf den Zellzyklus unter SAHA-Behandlung.
Darstellung der Zellzyklusveranderungen nach Inkubation mit 1uM SAHA
fir 24h in den Zellen der 12 Zelllinien.

Zunahme des G1-Anteils in den Zellen der Modelllinien U-937, ML-2, HL-
60, TF-1, K-562 und MONO-MAC-6.

Induktion von Apoptose durch SAHA im AnnexinV-Assay.

Zeitabhangige Apoptoseinduktion durch Behandlung mit SAHA.
Darstellung der Cycline D3, E und A in den Zellen der 12 Modelllinien.
Darstellung der antiapoptotischen Proteine Bcl-2 und XIAP in den Zellen
12 AML-Zelllinien.

Darstellung des proapoptotischen Proteins Bad in den Zellen der 12
AML-Zelllinien.

Zunahme der Expression der Oberflachenmarker CD41, CD64 und
CD123 auf CMK-Zellen unter Behandlung mit SAHA.
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Abb. 24.

Tabelle 1.

Tabelle 2.

Tabelle 3.

Tabelle 4.

Tabelle 5.

Tabelle 6.

Tabelle 7.

Tabelle 8.

Tabelle 9.
Tabelle 10.
Tabelle 11.

Tabelle 12.
Tabelle 13.

Bestimmung der Oberflachenmarker CD11b, CD33, CD36, CD45 und
CD123 auf unbehandelten Zellen der Linien TF-1 und HEL.

WHO-Klassifikation der AML.

Einteilung der HDAC in Klassen, Funktion und Lokalisation.

Mittels MTT-Assay ermittelte 1Cso-Werte der AML-Zelllinien und CD34"
HPC nach Inkubation mit TSA, SAHA und Scriptaid fir 72h.

Mittels MTT-Assay ermittelte 1Cso-Werte der AML-Zelllinien und CD34"
HPC nach Inkubation mit Ara C, Etoposid und Staurosporin fir 72h.
Korrelationskeoffizienten zwischen den Zytostatika untereinander bzw.
zwischen den Zytostatika und HDAC-Inhibitoren.

Expressionsmuster der Zellzyklus-regulierenden Proteine Cdk4, Cdk6,
Cyclin D3, Cyclin E, Cyclin A und Cyclin B1 in den 12 AML-Zelllinien.
Expressionsmuster der Cdk-Inhibitoren p16, p27, der
Tumorsuppressorproteine p53 und Rb sowie des Protoonkogens c-myc
in den Zellen der 12 Modelllinien.

Expressionsmuster der apoptoseassoziierten Proteine des in- und
extrinsischen Wegs bei den Zellen der 12 AML-Zelllinien.

Dargestellte p-Werte (2-seitig) mit signifikanter inverser Korrelation.
Dargestellte p-Werte (2-seitig) ohne signifikante Korrelation.

Expression weiterer Oberflachenmarker auf nativen und SAHA-
behandelten CMK-Zellen.

Expression der Resistenzgene P-GP, MRPr1 und BCRP in CMK-Zellen.
Expression der Resistenzgene P-gp und BCRP in den Leukamielinien.
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