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Il Abkirzungsverzeichnis

ALL
AMBP
AML
APL
Ara-C
ATRA
AZA
BAALC
Bcl-2
BRCAL
CBF
CEBPa
CIMP
CLL
CpG
CSF
DAC
DAPK
DNA
DNMT
ECM
ERG
EVIL
FAB
FLT3
HA
HAT
HDAC
HDACI
HDM
hMLH1
HMT

Akute lymphatische Leukamie
a1-microglobuline/bikunin precursor
Akute myeloische Leukamie
Akute Promyelozyten-Leuk&mie
Cytosin-Arabinosid

All-trans Retinséure
5-Azacytidin

Brain and leukemia, cytoplasmic
B-cell lymphoma 2

Breast cancer 1

Core binding factor

CCAAT / enhancer binding protein o
CpG island methylator phenotype
Chronische lymphatische Leukémie
Cytosine preceding Guanosin
Colony stimulating factor
5-Aza-2'-Deoxycytidin
Death-associated protein kinase
Deoxyribonucleic acid
DNA-Methyltransferase
Extrazellulare Matrix
ETS-related gene

Ecotropic virus integration-1
French-American-British
Fms-related tyrosine kinase 3
Hyaluronan acid
Histon-Acetyltransferase
Histon-Deacetylase
Histon-Deacetylase-Inhibitor
Histon-Demethylase

Human mutL homolog 1

Histon-Methyl-Transferase



Il Abkirzungsverzeichnis

ITD
ITI
ITIH
IVD
KM
LOH
LOI

MBD
MDS
MGMT
MLL
MM
MPN
MRD
MSP
MTI
NF-xB
NPM1
pB
PGP
PTD
RAEB
RARP2
RNA
SAM
SAHA
SHAP
SZT
TNFAIP6
UTI
VEGF
WT1

Internal tandem duplication
Inter-a-Trypsin-Inhibitor

Inter- a-Trypsin-Inhibitor-Heavy chain

In vitro methylierte DNA

Knochenmark

Loss of heterozygosity

Loss of imprinting

5-Methylcytosin

Methyl-cytosine binding domain
Myelodysplastisches Syndrom
0O(6)-methylguanine DNA methyltransferase
Mixed leukemia lymphoma

Multiples Myelom

Myeloproliferative Neoplasie

Minimal residual disease
Methylierungsspezifische Polymerase-Ketten-Reaktion
(DNA-)Methyltransferase-Inhibitor
Nuclear factor kappa B

Nukleophosmin 1

Peripheres Blut
Protein-Glykosaminoglykan-Protein-Komplex
Partial tandem duplication

Refraktdre Andmie mit Blastenexzess
Retinoic acid receptor /2

Ribonucleic acid

S-Adenosyl-Methionin

Suberoylanilide hydroxamic acid
Serum-derived HA-associated protein
Stammzelltransplantation

Tumor necrosis factor a-induced protein 6
Urinary trypsin inhibitor

Vascular endothelial growth factor

Wilms-Tumor 1



1 Einleitung

1. Einleitung
1.1 Kanzerogenese

Die Kanzerogenese ist ein mehrstufiger Prozess mit Einbezug vieler verschiedener
Alterationen biologischer Funktionen und zellulérer Signalwege, die eine gesunde Zelle
erfahrt bevor sie maligne entartet (Hanahan & Weinberg, 2011). Hierbei fuhrt nicht ein
einzelner Gendefekt, sondern vielmehr die Interaktion verschiedener genetischer und
epigenetischer Veranderungen zur progressiven Transformation einer normalen Zelle zu
deren malignem Abkdmmling. Das Genom von Tumorzellen zeigt regelmaRig
Verénderungen multipler Gene durch Mutationen, Deletionen und Translokationen, die
wiederum mit einer Aktivierung von Onkogenen oder einem Funktionsverlust von
Tumorsuppressorgenen  einhergehen.  Durch  diese  Alterationen  zellularer
Signalkaskaden erhalten Tumorzellen einen Wachstums- und Uberlebensvorteil
(Hanahan & Weinberg, 2000; Feinberg & Tycko, 2004). Beispiele hierfur sind
Keimbahnmutationen des Retinoblastoma (RB)-Gens bei  Retinoblastomen
(Friend et al., 1986), aktivierende Punktmutationen in RAS-Onkogenen bei einer
Vielzahl solider und hamatologischer Neoplasien (Bos, 1989), inaktivierende
Deletionen  im  Tumorsuppressorgen  p16™<**  bei  soliden  Tumoren
(Liggett & Sidransky, 1998) oder das Fusionsgen bcr-abl durch die Translokation
t(9;22) bei chronischer myeloischer Leukdmie (CML) (Kurzrock et al., 1988).

Epigenetische Aberrationen stellen in der Tumorgenese komplementare Ereignisse zu
den multiplen genetischen Veranderungen dar und finden sich in malignen Zellen
mindestens genauso hdufig wie genetische Veranderungen (Baylin & Herman, 2000;
Jones & Baylin, 2002). Epigenetische Veranderungen kénnen durch Inaktivierung des
Wild-Typ-Allels von Tumorsuppressorgenen, bei zusatzlich auftretender intragener
Mutation oder chromosomalem Verlust (loss of heterozygosity, LOH) des zweiten
Allels, den zweiten Treffer nach Knudson’s two-hit hypothesis zur Malignomentstehung
darstellen (Robertson & Jones, 2000). Somit sind genetische und epigenetische
Aberrationen gleichbedeutend in der Genese maligner Erkrankungen. Ferner zeigen
viele Gene infolge epigenetischer Aberrationen, auch ohne das Auftreten nachweisbarer
Mutationen, eine veranderte Expressionsrate bei Neoplasien (Jones & Baylin, 2007).
Fur die o.g., bei hereditdren Tumoren auf DNA-Ebene alterierten Gene, konnte auch
eine epigenetische Inaktivierung bei entsprechenden sporadisch auftretenden Tumoren
nachgewiesen werden (Baylin et al., 2001).
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1.2 Epigenetik
1.2.1 Einfuhrung in die Epigenetik

Der Begriff Epigenetik beschreibt meiotisch und mitotisch stabile VVeranderungen der
Genexpression, die nicht auf einer Veradnderung der primdren Nukleotidsequenz der
DNA beruhen (Bird, 2002; Herman & Baylin, 2003). Es existieren vier verschiedene
Kategorien epigenetischer Mechanismen: DNA-Methylierung, kovalente
Histonmodifikationen, Nukleosome remodelling und nicht-kodierende RNAs (inklusive
microRNAs, miRNAs) (Sharma et al., 2010). Diese epigenetischen Prozesse
beeinflussen die Chromatinstruktur und induzieren und erhalten distinkte
Genexpressionsmuster, insb. durch DNA-Methylierung und Histonmodifikationen
(Esteller, 2008). Nukleosome remodelling und nicht-kodierende RNAs, v.a. miRNAs,
werden im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter beschrieben.

Seit ihrer Entdeckung vor mehr als 25 Jahren (Feinberg & Vogelstein, 1983) standen
epigenetische Prozesse in der Kanzerogenese lange im Schatten der Genetik. Jedoch
werden epigenetische Prozesse, wie Hypo- und Hypermethylierung, genomische
Pragung und Modifikationen der Chromatinstruktur sowie deren Bedeutung im Rahmen
von normaler  Entwicklung und  Kanzerogenese  zunehmend  erkannt
(Feinberg & Tycko, 2004). Zu den grundlegenden epigenetischen Faktoren in der
Atiologie maligner Neoplasien gehdren globale DNA-Hypomethylierung mit Induktion
einer genomischen Instabilitat, lokale DNA-Hypermethylierung mit konsekutiver
Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen und charakteristische

Histonmodifikationsmuster (Esteller, 2008).

Epigenetische Veranderungen sind potenziell reversibel und sind daher mdgliche
Ansatzpunkte neuer molekular zielgerichteter Therapiestrategien bei einer Vielzahl
neoplastischer Erkrankungen mit dem Ziel der Reaktivierung epigenetisch inaktivierter
Tumorsuppressorgene  (Feinberg &  Tycko, 2004). Mittlerweile sind die
DNA-demethylierend wirksamen Nukleosidanaloga 5-Azacytidin (AZA, Vidaza®) und
sein Derivat 5-Aza-2 ~deoxycytidin (DAC, Decitabine®) von der U.S. Food and Drug
Administration (FDA) fur die Behandlung von myelodysplastischen Syndromen (MDS)
der Hochrisikogruppe nach International prognostic scoring system (IPSS) zugelassen
(Kaminskas et al., 2005; Kantarjian et al., 2006).
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1.2.2 DNA-Methylierung

Vier Basen, Adenin (A), Guanin (G), Cytosin (C) und Thymin (T), bilden die primére
Nukleotidsequenz. Durch kovalente Modifikation der postreplikativen DNA entsteht
jedoch eine ,fiinfte Base‘. Spezifische Enzyme, DNA-Methyl-Transferasen (DNMTS),
katalysieren den Transfer von Methylgruppen des Methylgruppen-Donors S-Adenosyl-
Methionin (SAM) auf die Ringstruktur des Cytosins, sodass 5-Methylcytosin (m°C)
entstent (s. Abb. 1.2.1). Der Mensch besitzt drei verschiedene DNMTs: DNMT1,
DNMT3a und DNMT3b. DNMT3a und DNMT3b sind zustdndig fir die de novo
Methylierung der DNA zur Erstellung bestimmter embryonaler, gewebsspezifischer
Genexpressionsmuster wéhrend der Entwicklung. DNMT1 dient dem Erhalt der durch
DNMT3a/b induzierten Methylierungsmuster wahrend der Zellteilung, indem es das
Methylierungsmuster nach der DNA-Replikation vom parentalen DNA-Strang auf den
Tochterstrang kopiert. DNMT1 allein ist jedoch nicht in der Lage, unmethylierte

Cytosin-Basen de novo zu methylieren (Baylin & Herman, 2000).

NH, NH,

I l
2%t 2C~ CHs

T i DNA-Methyltransferase i
2o AR L R E
(o] N o N H
! S-Adenosyl- !
: Methionin )

Cytosin 5-Methylcytosin

Abbildung (Abb.) 1.2.1: Enzymatische Konversion von Cytosin zu 5-Methylcytosin (m°C). Proteine
der Familie der DNA-Methyltransferasen (DNMTSs) katalysieren die Methylierung des Cytosin an
Position 5 der Ringstruktur, wobei S-Adenosyl-Methionin (SAM) als Donor der Methylgruppe (-CHs)
fungiert. Abbildung modifiziert nach (Herman & Baylin, 2003).

Methylierung tritt bei Sdugern vorwiegend an Cytosinbasen auf, welche in 5°-Richtung
einer Guanosinbase direkt folgen, sog. Cytosine-preceding-Guanosin (CpG)-
Dinukleotide. Die Base m°C ist hochgradig mutagen, weil durch spontane
Deaminierung des m°C Thymidin entstehen und daraus C-zu-T-Punktmutationen
resultieren konnen. Durch diesen Mechanismus wurden CpG-Dinukleotide im Laufe der

Evolution im Genom rarefiziert (Herman & Baylin, 2003; Egger et al., 2004).

Bei Saugern sind ca. 1% aller DNA-Basen m°C und insgesamt 60-90% aller
CpG-Dinukleotide des Genoms methyliert. Die hdchste Dichte von CpG-Dinukleotiden
im Genom findet sich in sog. CpG-Inseln. Dies sind CpG-reiche DNA-Abschnitte mit
einer Lange von 0,5-2 kb und einem relativen GC-Anteil von mehr als 55%, die h&ufig
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Promotorregionen und andere regulatorische DNA-Abschnitte enthalten. CpG-Inseln
finden sich in ungefahr 60% aller Promotorregionen, davon sind in der Regel 85-90%
unmethyliert. Sofern entsprechende Transkriptionsfaktoren présent sind und die
Chromatinstruktur euchromatisch ist, sind solche Gene transkriptional aktiv. Die
verbleibenden 40% der Gene ohne CpG-Inseln  zeigen  mosaikartige
Cytosinmethylierungen in Abhéangigkeit vom Zellzyklus (Bird & Wolffe, 1999;
Ehrlich, 2002; Esteller, 2002; Egger et al., 2004). CpG-Inseln, welche in normalen und
malignen Zellen unmethyliert bleiben, besitzen bestimmte Basensequenzmotive, die
identisch sind mit Bindungssequenzen flr ubiquitdre Transkriptionsfaktoren. Eine
stabile Bindung dieser Transkriptionsfaktoren flhrt in gesunden Zellen zu einer
Resistenz gegen aberrante de novo DNA-Methylierung. CpG-Inseln mit einer
Prédisposition fir aberrante Methylierung besitzen dagegen oft Bindungssequenzen fiir
gewebsspezifische Transkriptionsfaktoren und sind assoziiert mit funktionell
bedeutenden Genregionen fir Zellentwicklung, -differenzierung und -kommunikation
(Gebhard et al., 2010).

DNA-Methylierung ist eine physiologische epigenetische Modifikation, welche die
Genexpression in Sduger-Zellen kontrolliert und damit sowohl in der normalen
embryonalen Entwicklung, als auch bei maligner Transformation eine wichtige Rolle
spielt (Herman & Baylin, 2003). Ein individuelles Methylierungsmuster wird wahrend

der Entwicklung angelegt und in der Regel lebenslang erhalten (Yoo & Jones, 2006).

DNA-Methylierung bewirkt eine stabile Formation Nuklease-resistenten Chromatins
und folglich die transkriptionale Inaktivierung einer Vielzahl von Genen durch
Hemmung der Bindung von Transkriptionsfaktoren oder Rekrutierung bestimmter
m°C-bindender Proteine und deren assoziierter Chromatin-modulierender Faktoren
(Keshet et al., 1986; Robertson & Jones, 2000). Der grofite Teil des menschlichen
Genoms ist stark methyliert und liegt daher in geschlossener, also inaktiver
Chromatinstruktur als sog. Heterochromatin vor (Jones & Baylin, 2002).
Promotorhypermethylierung ist ein progredienter Prozess, in welchem das Ausmal des
Transkriptionsverlustes eines Gens positiv. mit der Methylierungsdichte der
Promotorregion korreliert (Baylin et al., 2001). DNA-Hypermethylierung ist der
grundlegende Mechanismus der Inaktivierung des X-Chromosoms, der genomischen
Pragung, gewebsspezifischer Genexpressionsmuster und ein Abwehrmechanismus
gegen  endoparasitire = DNA-Sequenzen  (Robertson &  Wolffe,  2000;
Robertson & Jones, 2000; Esteller, 2002). Zudem verleiht die physiologische

4



1 Einleitung

Methylierung repetitiver DNA-Sequenzen und Introns chromosomale Stabilitat
(Lopez-Serra & Esteller, 2008).

(1)

Posp il el e Lo e

T > RNA- Transkription

Promotorregion

) l

commelifItly o T 9o I

—| Transkription gehemmt

Abb. 1.2.2 DNA-Methylierungsstatus eines Tumorsuppressorgens in (1) einer normalen
(unmethylierte CpG-Insel) und (2) einer Tumorzelle (hypermethylierte CpG-Insel). Das Vorhandensein
einer dichten Hypermethylierung in der Promotorregion der Tumorzelle veréndert die lokale
Chromatinstruktur und hemmt die Transkription. Weille Kreise = unmethylierte CpGs, schwarze Kreise =
methylierte CpGs. Graue Késten = Exon 1-3. Abbildung modifiziert nach (Esteller, 2002).

Bei nahezu jeder Tumorentitat sind aberrante DNA-Methylierungsmuster zu finden
(Esteller, 2002). Diese zeigen sich sowohl als regionsspezifische Hypermethylierung,
als auch als globale Hypomethylierung (Robertson & Jones, 2000). Aberrante de novo
DNA-Methylierung von CpG-Inseln in Promotorregionen von Tumorsuppressorgenen
flhrt zu deren Inaktivierung (s. hierzu Abb. 1.2.2) und ist daher ein wichtiger Faktor in
der humanen Kanzerogenese (Herman & Baylin, 2003). Methylierungsbedingte Gen-
Inaktivierung betrifft eine Vielzahl von Genen und damit verschiedene zellulédre
Signalwege von Zellzyklus, DNA-Reparatur, Karzinogen-Metabolismus, Zelladhdsion
und Zellinteraktion, Angiogenese, etc. (Herman & Baylin, 2003).

Tabelle (Tab.) 1.2.1 Epigenetisch alterierte zellulare Signalwege

Signalweg Gene

Zell-Zyklus-Kontrolle RB, p16, p15, p14, p73
DNA-Reparatur hMLH1, MGMT, BRCA1, GSTP
Apoptose DAPK, Caspase 8, TMS-1

Zelladhasion und —invasion E-cadherin, VHL, APC, TIMP-2, TIMP-3
Wachstumsfaktorenregulation ER, RARB2, SOCS-1, HIC-1

Tabelle modifiziert nach (Esteller, 2002; Herman & Baylin, 2003).

Auch im Rahmen der Genese hamatologischer Neoplasien spielt der
Methylierungsstatus verschiedener Gene é&tiologisch eine tragende Rolle (s. hierzu
Tab. 1.2.2) (Galm et al., 2006). Zudem zeigen z.B. leukamische Zellen bei akuter
myeloischer Leukdmie (AML) und auch chronischer myeloischer Leukdmie (CML) in
Akzeleration eine typ- und stadienspezifisch deutlich vermehrte Expression der drei
DNMTs. Dies mag zu einem vermehrten Auftreten aberranter Methylierungsmuster
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wéhrend der Leukdmogenese beitragen (Mizuno et al., 2001). So ist die aberrante
DNA-Methylierung mit konsekutiver Tumorsuppressorgen-Inaktivierung einer der

Hauptmechanismen der Entwicklung einer AML aus einem MDS (Jiang et al., 2009).

Tab. 1.2.2 Hypermethylierte Gene bei hdmatologischen Neoplasien

Hématologische Neoplasie Gene

Non-Hodgkin Lymphome (NHL) DAPK, p57, p16, MGMT, GSTP, RARB2, CRBP1

Multiples Myelom (MM) pl6, SOCS-1, E-cadherin, p73, DAPK

Chronisch myeloische Leukdamie (CML) pl5, abl

Akute lymphatische Leukdamie (ALL) E-cadherin, p16, p15, DAPK, MGMT

Akute myeloische Leukdmie (AML) pl5, E-cadherin, SOCS-1, p73, DAPK, HIC-1, RARB2, CRBP1

Tabelle modifiziert nach (Galm et al., 2006).

Die Methylierungsmuster von Tumoren sind charakteristisch fiir eine Tumorentitét,
sodass Tumore, so auch die AML, nach ihrem Methylierungsprofil klassifiziert werden
konnen (Costello et al., 2000; Esteller et al., 2001, Figueroa et al., 2010b). Ein
distinktes Methylierungsprofil kann Tumorzellen einen selektiven Wachstums- und
Uberlebensvorteil in der jeweiligen gewebsspezifischen Umgebung verleihen
(Lopez-Serra & Esteller, 2008). Zwar ist eine Vielzahl von Genen, welche in Tumoren
methyliert sind, auch in Zellen des normalen Gewebes methyliert, jedoch gibt es z.B.
bei kolorektalen Tumoren eine Reihe tumorspezifisch methylierter Gene. Demzufolge
konnte ein sog. CpG island methylator phenotype (CIMP), ein distinktes,
tumorspezifisches Methylierungsmuster, einen grundlegenden Beitrag zur Pathogenese
verschiedener Tumoren leisten (Toyota et al., 1999). Auch bei verschiedenen
AML-Subtypen zeigen sich Unterschiede im Methylierungsmuster und es lassen sich
dariiber hinaus distinkte Subtypen aufgrund eines spezifischen Methylierungsmusters
abgrenzen (Figueroa et al., 2010b). So zeigen blastére Zellen bei MDS oder sekundérer
AML (s-AML) im Vergleich zur normalen Myelopoese oder zur De novo AML
quantitativ vermehrte Hypermethylierung mit regelmaRiger Involvierung einer Vielzahl
von Genen der WNT- und Mitogen-activated protein kinase (MAPK)-Signalwege
(Figueroa et al., 2009).

Neben der vermehrten Hypermethylierung von  Promotor-CpG-Inseln in
Tumorsuppressorgenen zeigt sich bei einer Vielzahl von Tumoren auch ein globaler
genomischer Verlust von m°C, vor allem in repetitiven DNA-Sequenzen,
Retrotransposonen, CpG-armen Promotoren und Intron-Sequenzen
(Feinberg & Vogelstein, 1983; Sharma et al., 2010). Diese Hypomethylierung stellt
einen eigenstandigen Mechanismus der malignen Transformation dar und fihrt zu

Pragungsverlusten sowie zu einer Reaktivierung endoparasitarer DNA-Sequenzen
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(Robertson & Wolffe, 2000; Ehrlich, 2002). Die Demethylierung repetitiver Sequenzen
bedingt eine vermehrte chromosomale Instabilitit mit geh&uftem Auftreten von
Translokationen und Rekombinationen von Satellitensequenzen, Deletionen und LOH
(Jones & Baylin, 2002; Bestor, 2005). Eine DNA-Demethylierung kann sowohl aktiv
durch die DNMTs3a/b, welche fahig sind m°C zu T und C zu U umzuwandeln, als auch
passiv durch Bindung von Transkriptionsfaktoren an Promotor- und Nicht-Promotor-

Sequenzen vermittelt sein (Ooi & Bestor, 2008).

1.2.3 Histonmodifikationen

In eukaryotischen Zellen liegt die Erbsubstanz organisiert im Zellkern als Chromatin in
sog. Nukleosomen vor. Dies sind die grundlegenden strukturellen Untereinheiten des
Chromatins, bestehend aus dem DNA-Doppelstrang und Histonproteinen
(Jones & Baylin, 2002). Ein Nukleosom besteht aus einem Histon-Oktamer aus je vier
Histon-Dimeren H2A, H2B, H3 und H4, um das sich ein 147 bp langer DNA-Abschnitt
windet (Ballestar & Esteller, 2002; Kouzarides, 2007). Histone sind kleine basische
Proteine aus einer zentral im Nukleosom lokalisierten globulédren und einer geladenen
N-terminalen Doméne, welche aus dem Nukleosom-Komplex herausragt
(Jenuwein & Allis, 2001). Die Chromatinstruktur hat bedeutenden Einfluss auf die
Regulation der Genexpression. Strukturell wird unterschieden zwischen dicht
gepacktem, inaktivem Heterochromatin und aufgelockertem, genreichem Euchromatin.
Die dichte, heterochromatische Chromatinstruktur verhindert den Zugang von
Transkriptionsaktivatoren und des Transkriptionskomplexes zur DNA. Dagegen ist eine
lockere, euchromatische Formation charakteristisch fur transkriptional aktive
DNA-Abschnitte, in denen Gene an- oder abgeschaltet und DNA repliziert oder
repariert werden kann (Felsenfeld, 1996; Kouzarides, 2007).

Veranderungen der Chromatinstruktur haben entscheidenden Einfluss auf grundlegende
zellulére Prozesse wie Zellzyklus, DNA-Replikation und —Reparatur, chromosomale
Rekombination und Stabilitat (Jenuwein & Allis, 2001). Posttranslationale
Histonmodifikationen sind diesbeztiglich ein wichtiger epigenetischer Einflussfaktor auf
die Chromatinstruktur und damit die transkriptionale Aktivierung oder Inaktivierung
abhéngig von der Art der Modifikation und der modifizierten Struktur
(Sharma et al., 2010). Die drei wichtigsten Modifikationen sind Acetylierung von
Lysin-Resten, Methylierung von Lysin- und Arginin-Resten, sowie Phosphorylierung

von Serin-Resten der N-terminalen Domanen der oktameren Proteine
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(Egger et al., 2004; Kouzarides, 2007). Diese Modifikationen sind dynamisch und
werden durch verschiedene Proteine enzymatisch katalysiert. Dazu gehéren Histon-
Acetyl-Transferasen (HATs) und Histon-Deacetylasen (HDACs), Histon-Methyl-
Transferasen (HMTs) und Histon-Demethylasen (HDMs), sowie verschiedene Kinasen

und Phosphorylasen (Kouzarides, 2007).

Histonmodifikationen verandern den Kontakt zwischen DNA und Histonen sowie den
Kontakt von Histonen benachbarter Nukleosomen untereinander, &ndern so die
Chromatinstruktur und rekrutieren verschiedene Nicht-Histon-Proteine mit weiteren
Chromatin-modifizierenden und —remodellierenden Eigenschaften. Die Regulation der
Genexpression in euchromatischen Regionen bedarf einer Rekrutierung der
0.0. Chromatin-modifizierenden Proteine durch DNA-gebundene
Transkriptionsfaktoren. Auf einen Stimulus hin binden solche Transkriptionsfaktoren
ihre spezifischen DNA-Sequenzen und initiieren eine Histonmodifikations-Kaskade mit

entsprechender Expression oder Inaktivierung jeweiliger Gene (Kouzarides, 2007).

Das sequentielle oder kombinatorische Zusammenspiel distinkter posttranslationaler
Modifikationen eines oder mehrerer Histonfortsatze initiiert verschiedene lokale und
globale Chromatin-Modifikationsmuster mit spezifischen Downstream-Funktionen und
beschreibt damit den sog. Histon-Code (Fischle et al., 2003). Die Formation von Eu-
oder Heterochromatin beruht auf spezifischen Kombinationen unterschiedlicher
Histonmodifikationen und deren Interaktion mit weiteren Chromatin-assoziierten
Proteinen. So reflektiert sich der Histon-Code in transkriptionaler Aktivitat oder
Hemmung (Jenuwein & Allis, 2001). Generell haben Histon-Acetylierung und
-Methylierung direkten Einfluss auf viele nukledre Prozesse wie Gentranskription,
DNA-Reparatur und -Replikation und chromosomale Organisation (Esteller, 2008).
Eine Acetylierung von Lysinresten der Histonproteine neutralisiert die positive Ladung
der Aminoséure und verringert so deren Affinitat zur negativ geladenen DNA. In der
Folge kommt es zur Entfaltung von Nukleosomen und somit zu einer Dekondensation
des Chromatins mit einer verbesserten Zugénglichkeit der DNA fur
Transkriptionsfaktoren und andere regulatorische Proteine (Lee et al., 1993).

Viele der histonmodifizierenden Enzyme zeigen geringe Substratspezifitdt und haben
durchaus Nicht-Histon-Substrate. Ferner werden bestimmte Histonmodifikationen durch
mehrere Enzyme gleichermalRen katalysiert (Kouzarides, 2007). HATs und HDACS sind
jeweils Teil groBer Co-Aktivator- (SAGA, etc.) bzw. Co-Repressor-Komplexe
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(Sin3a, Mi-2/NURD, etc.) und wirken gegensatzlich auf die zellulare Genexpression
durch Modifikation der N-terminalen Histondoménen (Ballestar & Esteller, 2002).
HDAC-vermittelte Deacetylierung der Histone H3 und H4 fuhrt zur Formation einer
transkriptionshemmenden Chromatinstruktur, HAT-vermittelte H3-Acetylierung ist
wiederum typisch fiir Bereiche aktiver Genexpression (Nguyen et al., 2001). Der Effekt
HMT-vermittelter Methylierungen ist abhéngig von der modifizierten Aminoséure,
sowie deren Position in der Aminosduresequenz des Histonfortsatzes
(Lachner & Jenuwein, 2002; Kouzarides, 2007). Inaktive Gene sind insb. im Bereich
von Lysin 9 des H3 methyliert (H3K9me3), aktive dagegen im Bereich von Lysin 4 des
H3 (Herman & Baylin, 2003). Es gibt AML-spezifische H3K9me3-Verteilungsmuster,
die unabhéngig vom zytogenetischen Befund (s. Kap. 1.3.6.2) prognostischen Wert
besitzen (Miller-Tidow et al., 2010). Eine Ubersicht charakteristischer eu- bzw.
heterochromatischer Histonmodifikationen zeigt Tab. 1.2.3.

Tab. 1.2.3 Kovalente Histon- und DNA-Modifikationen der verschiedenen Chromatinformationen

Euchromatin (aktiv) Heterochromatin (inaktiv)

H3-K4-Methylierung H3-K27-Methylierung
H3-K9-Methylierung
H4-K20-Methylierung

H3/H4-Acetylierung H3/H4-Deacetylierung

Cytosin-Hypomethylierung Cytosin-Hypermethylierung

Tabelle modifiziert nach (Lachner & Jenuwein, 2002; Kouzarides, 2007).

Alle humanen Tumoren zeigen einen Verlust an monoacetyliertem H4K16 und
trimethyliertem H4K20 im Bereich repetitiver DNA-Sequenzen, welche wiederum in
Tumorzellen regelmaRig hypomethyliert sind. Beide Mechanismen fuhren zu
vermehrter chromosomaler Instabilitdt mit den in Kap. 1.2.2 genannten Folgen. Beide
Alterationen sind, ebenso wie die CpG-Hypermethylierung, universale epigenetische

Marker einer malignen Transformation (Fraga et al., 2005).

1.2.4 Interaktion epigenetischer Mechanismen

Die Interaktion von CpG-Hypermethylierung und Histon-Deacetylierung fuhrt zur
Formation einer transkriptionshemmenden Chromatinstruktur (s. hierzu auch
Abb. 1.2.3). Dies resultiert in einer Inaktivierung multipler Gene, so auch insh. von
Tumorsuppressorgenen, und ist damit generell ein bedeutender Eingriff in das zellulare
Genexpressionsmuster (Jones et al., 1998; Bird & Wolffe, 1999). Diese Interaktion
beruht auf verschiedenen nukledren Faktoren. Eine Schlusselrolle spielt hier eine

Familie von Proteinen mit einer Methylcytosin-Bindungsdomane (MBDs), welche
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einzelne methylierte CpG-Dinukleotide erkennen, spezifisch binden und anschliel3end
histonmodifizierende (insb. HDACSs) und Chromatin-remodellierende Proteinkomplexe
rekrutieren (Hendrich & Bird, 1998).

Transkriptionsfaktoren
RNA-Polymerase

O Histon-
Acetylierung

DNMTs ——> }/‘ 5‘-Methylcytosin

MBDs und assoziierte

Co-Repressoren
OO Histon- Deacetyllerung

LM@%

Abb. 1.2.3 Kooperation kovalenter Chromatin-Modifikationen in Bezug auf Chromatinstruktur
und transkriptionale Aktivitat an einem schematischen Tumorsuppressorgen. Transkriptional aktive
Regionen zeigen generell eine vermehrte HAT-vermittelte Acetylierung der H3- und H4-Proteine und
eine lockere Chromatinstruktur. Im Rahmen der epigenetischen Inaktivierung erfolgt zundchst eine
DNA-Hypermethylierung, gefolgt von einer MBD-assoziierten HDAC-Rekrutierung mit konsekutiver
Histon-Hypoacetylierung und Formation einer transkriptional repressiven Chromatinstruktur. DNMT =
DNA-Methyl-Transferase; MBD = 5‘Methylcytosin-bindende Proteine; HDAC = Histon-Deacetylase.
Blaue Scheiben = Histonoktamere; schwarze Linie = DNA-Doppelstrang. Abbildung modifiziert nach
(Robertson & Wolffe, 2000).

Transkription

O HDAC

Die folgende Abbildung (s. Abb. 1.2.4) gibt einen Uberblick tiber die Interaktion
epigenetischer Regulationsmechanismen unter Einbezug von MBDs, DNMTs und
HDACs in einer schematischen Genpromotorregion. Es sind die Prozesse in einer

gesunden und einer maligne entarteten Zelle vergleichend dargestellt.
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Abb. 1.2.4 Epigenetische Regulation der Transkription normaler (1) und maligner Zellen (2).
(1) Typische Konfiguration eines aktiv transkribierten (Pfeil an Exon 1) 3-Exon-Gens (graue Késten 1-3)
mit unmethylierter CpG-Insel der Promotorregion, reich an unmethylierten CpG-Dinukleotiden (weifle
Kreise). Downstream im Gen-Zentrum und weiter in 3°-Richtung zeigt sich ein CpG-Verlust und nur
noch wenige, hier methylierte CpG-Dinukleotide (schwarze Kreise). Die Nukleosomen in der
Promotorregion sind locker gepackt und enthalten acetylierte Histone (blaue Ovale an der DNA). Das
Chromatin downstream der CpG-Insel besteht aus kompakt gelagerten Nukleosomen mit deacetylierten
Histonen (grine Ovale an der DNA). Im Bereich der CpG-Insel liegt ein typischer Transkriptions-
Komplex bestehend aus Histon-Acetyltransferase (HAT), Co-Aktivator (CA) und basalen
Transkriptionsfaktoren (TF), welcher nicht mit DNA-Methyltransferasen (DNMTSs) interagiert.
Methylierte Downstream-Regionen sind zuganglich fir DNMTs und interagieren mit Methyl-Cytosin
bindenden Proteinen (MBDs) und Histon-Deacetylasen (HDACS).

(2) Das Gen der Tumorzelle ist aberrant methyliert und transkriptional inaktiviert. Die Promotor-CpG-
Insel ist dicht methyliert (schwarze Kreise), zuganglich fir DNMTs und die Nukleosomen sind dichter
gepackt (griine Ovale an der DNA) und enthalten deacetylierte Histone. Die CpG-Dinukleotide der
CpG-Insel interagieren mit MBD-HDAC-Komplexen, der Transkriptions-Komplex wird dagegen an einer
Interaktion gehindert. Die Downstream-Region zeigt die typische Hypomethylierung einer Tumorzelle
mit nur schwacher DNMT-Interaktion, aufgelockerter Chromatinstruktur und verminderter Zahl an
MBD-HDAC-Komplexen. Abbildung modifiziert nach (Baylin & Herman, 2000).

(2)

Derzeit sind finf Mitglieder der MBD-Familie bekannt: MeCP2, MBD1, MBD2,
MBD3 und MBD4 (Hendrich & Bird, 1998). Drei der fiinf MBDs rekrutieren
HDAC-enthaltende Co-Repressor-Komplexe (z.B. Sin3a/HDAC oder Mi-2/NuRD) an
methylierten CpG-Inseln, welche daraufhin eine transkriptional repressive
Chromatinstruktur herstellen und dadurch die Expression betroffener Gene effektiv
hemmen (s. Kap. 1.2.3) (Jones et al., 1998; Lopez-Serra & Esteller, 2008). Die DNA im
Bereich inaktiver Promotoren ist daher typischerweise hochgradig methyliert, jeweilige
lokale Histone deacetyliert und H3-K9-methyliert (Nguyen et al., 2001;
Lachner & Jenuwein, 2002). Downstream von Promotorregionen gebundene MBDs
haben bei aktiviertem Upstream-Promotor aber keinen Einfluss auf die transkriptionale
Elongation und damit auf die Expression betroffener Gene (Nguyen et al., 2001).

11
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DNA-Methylierung ist auch direkt mit Histonmodifikationen assoziiert, da DNMT1 in
der Lage ist HDACs zu rekrutieren und so wéhrend der DNA-Replikation sowohl das
DNA-Methylierungsmuster, als auch eine transkriptionshemmende Chromatinformation
zu erhalten (Baylin et al., 2001; Ballestar & Esteller, 2002). Andererseits werden tber
H3K9me in heterochromatischen DNA-Regionen DNMTSs rekrutiert und die repressive

Chromatinstruktur stabilisiert (Lachner & Jenuwein, 2002).

Rekrutierung ﬁ DNA Hyper-
von DNMTs methylierung

/ \

Rekrutierung Bindung

von HP1 Eplgenetlscher von MBPs
Zyklus

H3KS Rekrutierung
Methylierung von HDACs

~ Rekrutierung .

von HMTs

Abb. 125  Zusammenspiel  epigenetischer ~ Modifikation ~ zur  Regulation  des
transkriptionshemmenden Heterochromatins (modifiziert nach lIssa J.P., The cancer epigenome,
Préasentation bei der AACR-Jahrestagung 2011).

So wirken DNA-Methylierung und Histon-Deacetylierung synergistisch auf die

Inaktivierung von Genen durch Formation von Heterochromatin (s. Abb. 1.2.5 und
Abb. 1.2.6), wobei die CpG-Hypermethylierung dominiert (Ballestar & Esteller, 2002).

DN vViBD HDA

_._-..__ P

-.___

-
.,_ -

Aktivatoren

Abb. 1.2.6 Zusammenhang zwischen Chromatinstruktur und transkriptionalen Regulatoren.
Die transkriptionale Aktivitat des Chromatins wird durch die Interaktion verschiedener aktivierender und
hemmender Faktoren dynamisch reguliert. Stérungen dieser Regulatoren beeinflussen die Balance
zwischen aktivem und inaktivem Chromatin und verdndern so das Transkriptionsmuster.
DNMTs = DNA-Methyl-Transferasen. MBDs = Methyl-Cytosin bindende Proteine. HDACs =
Histon-Deacetylasen. TFs = Transkriptionsfaktoren. HATs = Histon-Acetyl-Transferasen. Abbildung
modifiziert nach (Jaenisch & Bird, 2003).
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1.2.5 Klinische Bedeutung epigenetischer Veranderungen

Struktur und Funktion des menschlichen Genoms werden durch epigenetische Prozesse
reguliert. Im Gegensatz zur DNA-Sequenz unterliegt das Epigenom dem Einfluss von
Umweltfaktoren und verandert sich sowohl mit fortschreitendem Alter, als auch im

Prozess einer malignen Entartung (Jones & Martienssen, 2005).

Epigenetische Aberrationen sind haufig in der Frihphase einer malignen
Transformation, oft schon vor genetischen Aberrationen, zu finden und sind teilweise
ursachlich fur nachfolgende Veranderungen auf genetischer Ebene (Baylin et al., 2001;
Feinberg & Tycko, 2004). Beispielsweise verandert eine bei verschiedenen Tumoren
auftretende epigenetische Inaktivierung der DNA-Reparatur-Gene Human mutL
homolog 1 (hMLH1), O(6)-methylguanine DNA methyltransferase (MGMT) oder Breast
cancer 1 (BRCAL) das gesamte zellulare DNA-Gefiige. Infolge der epigenetischen
Inaktivierung kommt es konsekutiv zu einem vermehrten Auftreten spezifischer
Punktmutationen bis hin zu komplexen genomischen Alterationen und damit zum
Progress der malignen Transformation (Herman & Baylin, 2003; Esteller, 2008).
Umgekehrt sind epigenetische Aberrationen, z.B. in der Atiologie akuter Leukamien,
genetisch getriggert. Abnorme, onkogene Transkriptionsfaktoren, z.B. PML-RARa,
kénnen DNMTs an Promotorregionen ihrer Zielgene rekrutieren und so deren

Inaktivierung mittels DNA-Hypermethylierung induzieren (Herman & Baylin, 2003).

Der klinisch bedeutendste Unterschied zwischen genetischen und epigenetischen
Alterationen besteht darin, dass DNA-Hypermethylierung und Histon-Acetylierung, im
Gegensatz zu Alterationen der DNA-Sequenz, potenziell reversibel sind. Die
Reversibilitat bietet neue Moglichkeiten fiir das klinische Management neoplastischer
Erkrankungen und einen Ansatzpunkt fur die Entwicklung neuer Therapiestrategien
(s. Kap. 1.2.6). AuBerdem konnten epigenetische Verénderungen als Marker fir
Diagnostik, Risiko- und Prognosebewertung oder fiir die Wahrscheinlichkeit eines
Therapieansprechens Bedeutung erlangen (Esteller, 2002; Herman & Baylin, 2003;
Esteller, 2008).

Ein positiver Methylierungsstatus von hMLH1 hat negativen, von MGMT dagegen
positiven Einfluss auf das Ansprechen auf eine chemotherapeutische Behandlung und
damit pradiktiven Wert fir den Therapieerfolg (Plumb et al., 2000;
Esteller et al., 2000a). Es ist auBerdem bekannt, dass eine Hypermethylierung

beispielsweise des p16™ “*-Gens bei kolorektalen Karzinomen oder des
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Inter-a-Trypsin-Inhibitor heavy chain 5 (ITIH5)-Gens bei Mammakarzinomen
signifikant mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist (Esteller et al., 2000b;
Veeck et al., 2008a).

1.2.6 Epigenetische Therapie

Epigenetisch inaktivierte Gene sind zwar transkriptional inaktiv, jedoch im Gegensatz
zu genetisch mutierten Genen in ihrer Struktur intakt. Daher ermdoglicht der Einsatz
pharmakologischer Substanzen, welche die DNA-Methylierung und Histon-
Deacetylierung hemmen, eine Reexpression von Genen (Esteller, 2002;
Gilbert et al.,, 2004). So kann, abh&ngig von den betroffenen Genen, die
Wiederherstellung der normalen Expression entweder die Tumorentstehung verhindern,
eine Erkrankung zum Stillstand bringen, das Auftreten von Metastasen hinauszégern
oder eine hypermethylierungsassoziierte Therapieresistenz aufheben (s. hierzu
Abb. 1.2.7) (Gilbert et al., 2004). Epigenetische Therapieansdtze haben den Vorteil,
bereits bei niedrigen Dosierungen und dementsprechend mit glinstigem Toxizitatsprofil

effektiv wirksam zu sein (Yoo & Jones, 2006).

| p16 4§ Tumorzellwachstum |,
| hMLH1 4 Chemosensitivitat 1

ﬁ _Demethylierung [ E-Cadherin ¢ | zelladhasion 4
ypermethylierung
| Transposons IFN-Sensitivitat 4

| Tumor-Antigen Immunogenitit 4

Abb. 1.2.7 Reaktivierung epigenetisch inaktivierter Gene durch DNMT-Inhibitoren (MTISs).
Der Einsatz von MTIs, wie AZA und DAC, initiiert eine genomweite Demethylierung der DNA, die eine
Reaktivierung zuvor hypermethylierter Gene ermdglicht. Reexpression von Zell-Zyklus-Regulatoren, z.B.
p16, wirkt hemmend auf das Tumorzellwachstum. Die Aktivierung von DNA-Reparaturgenen, wie z.B.
hMLH1, lassen Tumorzellen sensitiver gegentiber konventionellen Chemotherapeutika werden. Infolge
einer Reaktivierung des E-Cadherin-Gens wird die Zell-Zell-Adhésion gestérkt. Eine mogliche
Aktivierung von Transposonen kénnte sich durch verbesserte Antwort auf Interferone (IFN) beglinstigend
auf den Therapieerfolg auswirken. SchlieBlich kann eine Expression von Tumor-Antigenen die
Immunogenitét der malignen Zellen erhéhen. Abbildung modifiziert nach (Yoo & Jones, 2006).

Die Inaktivierung von DNMTs ist eine der effektivsten Optionen aberrante
DNA-Methylierung zu inhibieren und physiologische  Methylierungsmuster
wiederherzustellen. Es gibt zwei Klassen von DNMT-Inhibitoren (MTIs):
Nukleosidanaloga und Nicht-Nukleosidanaloga. Cytosin-Analoga wie AZA und DAC

(s. Abb. 1.2.8), werden in teilungsaktive Zellen inkorporiert und durch Kinasen von
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Nukleosiden zu Nukleotiden metabolisiert (Yoo & Jones, 2006). Diese werden dann
wahrend der Replikation in die DNA eingebaut und binden kovalent DNMTSs in einem
Komplex an die DNA. So fihren diese Agenzien zu einem progressiven Verlust an
DNMTs und folglich zu einer Verminderung der DNA-Methylierung mit jedem neuen
Zellzyklus, was letztendlich in einer globalen Hypomethylierung der DNA resultiert
(Egger et al., 2004; Issa, 2007).

NH, NH, NH, NH,
| I I |
Cc H Cc CH Cc Cc
N zZ N7 N Z N 77 N Z N N N Z N N
| I I I | I | I
éc NG N %C N N //C N N /C b S ol
(o) : H O I;l H o] N H O I;l H
1
Ribose Deoxyribose
Cytosin m>C AZA DAC

Abb. 1.2.8 Strukturformeln von Cytosin, 5-Methylcytosin  (m°C), 5-Azacytidin  und
5-Aza-2¢-deoxycytidin. Abbildung modifiziert nach (Santini et al., 2001).

Urspringlich wurde die chemotherapeutische Wirksamkeit von AZA bereits vor mehr
als 40 Jahren beschrieben, die demethylierende Wirkung der Nukleosidanaloga wurde
jedoch erst 1980 erkannt (Jones & Taylor, 1980). Im Vergleich zu hohen Dosen zeigen
AZA und DAC in niedrigeren, nicht-zytostatischen Dosen Klinisch effektivere
hypomethylierende, antitumordése Wirkung bei gleichzeitig verminderter Toxizitét
(Issa, 2007). Die Hemmung von DNMTs induziert zuerst eine Promotor-
Demethylierung gefolgt von einer Gen-Reexpression und zuletzt auch eine komplette
Rehabilitation des Histon-Codes (Fahrner et al., 2002). AZA und DAC sind nicht
spezifisch fur bestimmte Gene oder DNMTs. Diese mangelnde Spezifitat ist mitunter
verantwortlich fir die toxischen Nebenwirkungen. Die bedeutendsten Nebenwirkungen,
auch bei geringeren Dosen, sind schwere Ubelkeit und Erbrechen sowie Zytopenien.
Die Summe der multiplen Effekte auf die Zellphysiologie scheint jedoch insgesamt
einen therapeutisch gunstigen Einfluss zu haben (Gilbert et al., 2004; Issa, 2007). AZA
und DAC waren die ersten epigenetischen Pharmaka, welche von der FDA fiir die
Behandlung des MDS zugelassen wurden (Kaminskas et al., 2005;
Kantarjian et al., 2006). Beide Pharmaka induzieren Remissionen oder Klinische
Verbesserungen bei tber 50% der behandelten MDS-Patienten, vermindern das Risiko
einer Transformation in eine AML und verbessern signifikant die Lebensqualitét
(Silverman et al., 2002; Kantarjian et al., 2006). Zebularin ist ein, im Gegensatz zu

AZA und DAC, oral applizierbares Nukleosidanalogon, welches im Rahmen
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experimenteller Studien demethylierende Wirkung zeigt (Zhou et al., 2002). Klinisch
spielt Zebularin jedoch aktuell wegen erforderlicher hoher Dosierung, potenzieller

Mutagenitét und eingeschrankter Bioverfiigbarkeit keine Rolle (Yoo & Jones, 2006).

Nicht-Nukleosidanaloga sind molekulare MTIs, welche nicht in die DNA inkorporiert
werden, sondern DNMTs durch Bindung an die katalytische Doméne inhibieren
(Yoo & Jones, 2006). MG98 ist ein Antisense-Oligonukleotid und spezifischer Inhibitor
der DNMT1-mRNA. Die hohere Spezifitat bedingt ein glnstigeres Nebenwirkungsprofil
(Stewart et al., 2003). Procain und Hydralazin sind oral applizierbare Pharmaka mit nur
schwacher DNMT-hemmender Wirkung, die als MTI klinisch derzeit keine Rolle
spielen. Dafir jedoch ist Procain (Novocain®) als Lokalanasthetikum und
Antiarrhythmikum, Hydralazin als Antihypertensivum zugelassen (Mack, 2006;
Issa, 2007).

Unter den Histonmodifikationen ist die verminderte Histon-Acetylierung gegenuber
Alterationen der Histon-Methylierung der dominierende Faktor im Prozess der
malignen Transformation. Daher sind die derzeit bekannten elf verschiedenen HDACs
die primdren Zielstrukturen epigenetischer Therapieansatze gegen Histonmodifikationen
(Yoo & Jones, 2006; Jost et al., 2006). Histon-Deacetylase-Inhibitoren (HDACIS)
stellen eine biochemisch und biologisch heterogene Gruppe von Agenzien dar. Es gibt
vier Wirkstoffklassen: kurzkettige Fettsauren (z.B. Phenylbutyrat, Valproat),
Hydroxamséure-Derivate (z.B. Trichostatin A, SAHA), zyklische Tetrapeptide
(z.B. Depsipeptid) und Benzamide (z.B. MS-275, CI-994) (Yoo & Jones, 2006). Alle
induzieren einheitlich eine Hyperacetylierung von Histonen und dartiber eine
aufgelockerte Chromatinstruktur mit der Madglichkeit aktiver Genexpression
(Gilbert et al., 2004). Experimentell hat der Einsatz von HDACIs pleiotrope Effekte,
z.B. die Induktion von Zell-Zyklus-Arrest, zellularer Differenzierung oder Apoptose
sowie die Inhibition von Angiogenese und Metastasierung
(Villar-Garea & Esteller, 2004).

Ferner flhrt eine Behandlung von Zelllinien mit HDACIs in vitro zu einer erhéhten
Sensibilitdt dieser Zellen gegeniiber der zytotoxischen Wirkung verschiedener
Zytostatika, moglicherweise da diese Substanzen besseren Zugang zur DNA finden
(Kim et al., 2003). Valproat (VPA) ist bisher nur als Antikonvulsivum in klinischem
Gebrauch, zeigt aber, z.B. in klinischen Studien, gute Erfolge in Kombination mit
ATRA bei AML des alteren Patienten oder in vitro kombiniert mit AZA bei
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verschiedenen Leukamie-Zelllinien (Mack, 2006; Yoo & Jones, 2006). Das synthetische
Hydroxamsaure-Derivat Suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA, Vorinostat®)
induziert vor allem eine vorrubergehende H3-Acetylierung und wurde als erster HDACI
von der FDA fur die Behandlung des kutanen T-Zell-Lymphoms zugelassen. AuRerdem
induziert SAHA in vitro Zell-Zyklus-Arrest und Apoptose in leukdmischen Zellen
(Issa, 2007; Jain et al., 2009). Depsipeptide (FK228, Romidepsin®), ein zyklisches
Tetrapeptid, zeigt vor allem bei kutanen T-Zell-Lymphommanifestationen gute
antitumordse Wirksamkeit im Rahmen klinischer Studien (Jain et al., 2009). MS-275
(Entinostat®) ist ein synthetischer Aktivator des Retinoic acid receptor f2 (RARB2) mit
erwiesener  Wirksamkeit bei  Nierenzell- und Prostatakarzinomen, sowie
wachstumshemmender Wirkung auf Leuk&miezelllinien und leukdmische Blasten in
vitro (Wang et al.,, 2005; Jain et al.,, 2009). Das Zimtsaure-Derivat LBH 589
(Panobinostat®) ist eines der potentesten HDACIS, zeigt als Monotherapie in klinischen
Studien jedoch, wie alle anderen HDACIs, nur unzureichende Wirksamkeit
(Jain et al., 2009).

Deacetylierende Agenzien haben als Monotherapie aufgrund der dominierenden Rolle
der DNA-Methylierung nur begrenzt Einfluss auf die Wiederherstellung der Expression
epigenetisch inaktivierter Gene (Bird & Wolffe, 1999; Cameron et al., 1999). Eine
partielle Demethylierung der DNA ist Voraussetzung flr die Reexpression eines Gens
und far die Umkehr anderer Chromatin- und  Histonmodifikationen
(Cameron et al., 1999). Allerdings beschreibt eine aktuelle Studie die Induktion einer
Reexpression der Tumorsuppressorgene p15™K*° und E-cadherin bei AML in vitro
durch direkte Inhibition der HMT SUV39H1 auch ohne vorhergehende Promotor-
Demethylierung (Lakshmikuttyamma et al., 2010).

Der kombinierte Einsatz DNA-demethylierender und Histon-deacetylierender Agenzien
hat in vitro und in vivo im Tiermodell einen synergistischen Effekt auf die
Reaktivierung einer Vielzahl epigenetisch inaktivierter Tumorsuppressorgene, die
Hemmung des Tumorzellwachstums und auf eine Resensibilisierung von Tumorzellen
gegenliber  zytotoxischer Chemotherapie, insb. bei priméarer Resistenz von
Tumorstammzellen (Cameron et al., 1999; Steele et al., 2009, Sharma et al., 2010).
Auch eine Kombination von HDACIs mit Bortezomib (Velcade®), einem
Proteasominhibitor, hat synergistische Wirkung auf eine Apoptoseinduktion, z.B. in
leuké&mischen Blasten der AML oder ALL (Dai et al., 2011). Beruhend auf dem diesen

Synergismen sind therapeutische Kombinationen, sowohl von epigenetischen Therapien
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miteinander, als auch zusammen mit konventionellen Chemotherapeutika, derzeit
Gegenstand klinischer Studien. Jedoch ist bisher noch keine Kombination von MTIs

und HDACIs fiir den klinischen Einsatz zugelassen.

Auch die Kombination epigenetischer Therapeutika mit konventionellen
Chemotherapeutika kénnte von Vorteil sein, da demethylierende Agenzien nur einen
voribergehenden  Einfluss auf die behandelten Zellen haben. Abnorme
Methylierungsmuster  regenerieren sich nadmlich nach Absetzen der MTIs
(Yoo & Jones, 2006).

Abb. 1.2.9 gibt einen Uberblick wber aktuell in experimenteller und Kklinischer

Erprobung befindliche epigenetisch wirksame Substanzen.

- Gen-Promotor-

Methylierung

Histon-Deacetylierung

“~

Transkriptions-
Hemmung

)

AZA Valproat
DAC SAHA
Zebularin Depsipeptide
MG98 Histon-Methylierung MS-275
LBH589
PXD101

Abb. 1.2.9 Epigenetische Regulationsmechanismen der Transkription und der Einfluss
verschiedener Substanzen auf die verantwortlichen Proteine. Die epigenetische Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen ist ein fundamentaler und zugleich reversibler Mechanismus der Tumorgenese.
DNMTs katalysieren die Hypermethylierung von Promotorregionen und werden gehemmt durch
verschiedene AZA-Analoga (AZA, DAC, Zebularin) oder das Antisense-Nukleosid MG98. Verschiedene
HDAC-Hemmstoffe, wie Valproat, SAHA, Depsipeptide, MS-275, LBH 589 oder PXD101 inhibieren die
Histon-Deacetylierung und fuhren dariiber zu einer aufgelockerten Chromatinstruktur durch vermehrte
Histon-Acetylierung. Abbildung modifiziert nach (Jost & Galm, 2007; Jain et al., 2009).

Der groBte Nachteil der verfligbaren epigenetisch wirksamen Substanzen ist deren
mangelnde Substrat- bzw. Gen-Spezifitdt. Problematisch ist eine durch verstérkte
DNA-Hypomethylierung hervorgerufene unspezifische Reaktivierung repetitiver
Sequenzen. Diese birgt ein mutagenes Risiko durch Aktivierung von Onkogenen und
Transposonen im Genom gesunder Zellen (Egger et al., 2004; Yoo & Jones, 2006).
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1.3 Akute myeloische Leukamie
1.3.1 Definition

Die AML ist eine sehr heterogene Erkrankung durch eine maligne klonale Vermehrung
unreifer myeloischer Vorlauferzellen, sog. Blasten, in Knochenmark (KM), peripherem
Blut (pB) oder anderen Geweben und Organen. Sie ist gekennzeichnet durch eine
Dysregulation von Differenzierung und Proliferation der unreifen Vorléuferzellen der
H&matopoese und einer Verdrangung der normalen H&matopoese durch ungehemmte
Expansion des malignen Zellklons (Lowenberg et al., 1999; Estey & Déhner, 2006).

1.3.2 Hamatopoese und Leukdmogenese

Sowohl fir die normale Differenzierung der ha&matopoetischen Stammzellen des
Knochenmarks zu Vorlaufern und reifen Zellen des Blutes, als auch fir die Entstehung
einer Differenzierungsblockade bei AML sind spezifische hamatopoetische

Transkriptionsfaktoren von entscheidender Bedeutung (s. Abb. 1.3.1) (Tenen, 2003).

Lymphatische Differenzierung

CLP
A PU.IT

] % Monozyt
0 A “
HSC GMP PU.1
C c
A EBPQT EBQI\ Granulozyt
@)
cmp GATA]J/ Megakaryozyt
MEP Erythrozyt

Myeloische Differenzierung

Abb. 1.3.1 Die Rolle von Transkriptionsfaktoren in der Hdmatopoese. Pluripotente hdmatopoetische
Stammzellen (hematopoietic stem cells; HSCs) des Knochenmarks erneuern sich entweder selbst oder
differenzieren sich zu unreifen Vorlaufern der erythroiden, myeloischen, lymphatischen oder
megakaryozytaren Reihe (common myeloid progenitor, CMP oder common lymphoid progenitor, CLP).
Waéhrend der Differenzierung exprimieren die multipotenten Vorlauferzellen durch die Wirkung
hamatopoetischer Transkriptionsfaktoren Rezeptoren fir spezifische Wachstumsfaktoren, die colony
stimulating factors (CSFs). Dies ermdglicht die gerichtete Proliferation und Differenzierung als Antwort
auf einen extrazelluldren Stimulus. GATAL bewirkt die Differenzierung der CMPs zu erythroiden
Vorstufen (macrophage/erythroid progenitor; MEP). PU.1 und CEBPa induzieren die Differenzierung
der myeloischen Zellreihe. Der Verlust von CEBPa fihrt selektiv zu einem Expressionsverlust des
G-CSF-Rezeptors und dadurch zur Blockade der Differenzierung allein der neutrophilen Granulozyten.
Abbildung modifiziert nach (Tenen, 2003).
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AuBerdem ist die mangelhafte Hdmatopoese bei AML Folge einer Dysregulation der
Interaktion von leukdmischen Blasten und umgebendem Microenvironment im KM,
insb. aus Stromazellen und deren Produkten, v.a. Zytokinen und Strukturen der
extrazelluldaren Matrix (extracellular matrix, ECM) (Mayani, 1996). Dieses
Microenvironment unterstitzt und reguliert die Proliferation und Differenzierung der

hédmatopoetischen Stammzellen (hematopoietic stem cells, HSCs) (Bhatia et al., 1993).

HSCs sind charakterisiert durch die Fahigkeit zur Selbsterneuerung sowie zur
multilinedren Differenzierung und Ausreifung. Leukdmische Stammzellen (leukemic
stem cells, LSCs) hingegen erscheinen als kleine Population transformierter HSCs mit
unkontrollierter Proliferation und Ausreifung durch eine Akkumulation genetischer und
epigenetischer Aberrationen. LSCs sind gekennzeichnet durch einen distinkten
Immunphénotyp (CD34°CD387) (Huntly & Gilliland, 2005; Bonnet, 2005). In der
Leukdamogenese fuhren somit zytogenetische Aberrationen und molekulargenetische
Veranderungen zur Blockierung der Ausreifung der blastdren Zellen durch eine
Dysregulation von Proliferation, Ausdifferenzierung und Apoptose des malignen
Zellklons (Lowenberg, 2008). Die leuk&mischen Blasten sind nicht dazu féhig,
funktionstuchtige Erythrozyten, Leukozyten, Monozyten oder Thrombozyten zu bilden.
AuBerdem behindert der maligne blastare Zellklon noch vorhandene normale Blasten in
ihrer Ausreifung. Dies flihrt regelméRig zu einer (Pan-)Zytopenie. Jedoch besteht keine
Korrelation zwischen dem Ausmafl der Zytopenie und der Blastenzahl im KM
(Estey & Dohner, 2006). Ferner ist die Proliferationsrate der leuk&mischen Stammzellen
nicht zwangslaufig hoher als die von Zellen der gesunden Hamatopoese, wenngleich im

malignen Klon oft eine Dysregulation der Zell-Zyklus-Kontrolle auftritt (Tenen, 2003).

Die auftretenden genetischen oder epigenetischen Verénderungen begriinden die
Aktivierung von Onkogenen oder den Verlust der Aktivitat von Tumorsuppressorgenen
(Hanahan & Weinberg, 2000). Diese Verdnderungen betreffen die Funktion von
Signalmolekilen, Transkriptionsfaktoren und Wachstumsfaktoren, bestimmen dariiber
hinaus den leukamischen Phénotyp und nehmen Einfluss auf die Therapieantwort.
Aulerdem spiegeln die oftmals koexistierenden multiplen genomischen Veranderungen
in einer einzigen leukdmischen Zelle den Transformationsprozess hin zum
leukdmischen Blasten in der Entstehung der AML wider (Lowenberg, 2008). Diese
Entstehung leukdmischer Blasten aus einer normalen Blastenpopulation griindet auf
zwei verschiedenen Klassen genetischer Veranderungen. Die Klasse I-Veranderungen

induzieren eine dauerhafte Aktivierung von Rezeptoren an der Zelloberfl&che,
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z.B. Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (FLT3, RAS, cKIT, JAK2), mit konsekutiv dauerhafter
Aktivierung zelluldrer Signalwege und einem daraus resultierenden Wachstums- und
Uberlebensvorteil der betroffenen hamatopoetischen Vorlauferzelle. Klasse 11 umfasst
Verénderungen, die durch alterierte Transkriptionsfaktoren oder Teile des
Transkriptions-Coaktivator-Komplexes einen Reifungsblock induzieren, so z.B. die
Expression von Fusionsgenen (z.B. AML1-ETO (RUNX1-RUNX1T1) bei t(8;21) oder
CBFB-MYH11 bei inv(16)) oder Mutationen des CEBPa-, MLL- oder NPM1-Gens
(Estey & Dohner, 2006; Schlenk et al., 2008). In vivo treten Veranderungen beider
Klassen regelmaRig kombiniert auf, so z.B. cKIT-Mutationen zusammen mit einer
t(8;21) oder inv(16) (Estey & Déhner, 2006). DNA-Methylierung ist ein weiterer Faktor
im mehrstufigen Transformationsprozess der Leukd&mogenese. So konnten bisher
zahlreiche Gene mit Einfluss auf Zell-Zyklus, DNA-Reparatur, Apoptoseinduktion,
Tumorinvasion oder Wachstumsfaktor-Antwort identifiziert werden, die bei AML
epigenetisch inaktiviert sind (Galm et al., 2006).

1.3.3 Kilassifikation

Urspringlich diente die 1976 eingefuhrte French-American-British-Klassifikation
(FAB) zur Unterteilung der AML anhand von Zytomorphologie und Zytochemie in
zehn verschiedene Subtypen, MO0-M7 (inklusive M3v und M4Eo). Nach den
FAB-Kriterien muss der Blastenanteil an allen kernhaltigen Zellen mindestens 30%
betragen, um die Diagnose AML stellen zu konnen (Bennett et al., 1976). Einige

FAB-Subtypen zeigen distinkte zytogenetische Aberrationen (s. auch Tab. 1.3.1).

Tab. 1.3.1 FAB-Klassifikation der AML

FAB Name Haufigkeit (%) Zytogenetik Molekulargenetik

MO AML mit rmmmaler 3% i EVIL
Differenzierung

M1 AML ohne Ausreifung 15-20% (8;21) AMLI1-ETO (RUNX1-RUNX1T1)

M2 AML mit Ausreifung 25-30% (8;21) AML1-ETO (RUNX1-RUNX1T1)
Akute Promyelozyten- o )

m3 Leukamie (APL) 5-10% t(15;17) PML-RARa

M3v APL-Variante (vgl. M3) t(15;17) PML-RARa

Ma Akut? myelomonozytare 0%
Leukdamie
Akute myelomonozytare

Md4eo Leukdmie mit abnormen 5-10% inv(16), t(16;16) CBF-MYH11
Eosinophilen
Akute monozytare .

M5 .. 2-9% 11923 MLL-Aberration
Leukdmie

M6 Erythroleukdamie 3-5%

M7 Akut? megakaryozytare 3-12%
Leukdamie

Tabelle modifiziert nach (Léwenberg et al., 1999).
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Die WHO-KIassifikation der AML von 1999 (s. Tab. 1.3.2) kombiniert die Merkmale
der FAB-Klassifikation mit immunphanotypischen, genetischen und Klinischen
Parametern zur Unterteilung biologisch homogener AML-Subgruppen mit klinischer
und prognostischer Relevanz (Swerdlow et al., 2008). Eine wichtige Neuerung zur
FAB-Klassifikation ist die Empfehlung, eine AML bereits ab einem Blastenanteil von
>20% in KM oder pB zu diagnostizieren (Cheson et al., 2003; Vardiman et al., 2009).

Tab. 1.3.2 WHO-KIassifikation akuter myeloischer Leukémien

AML-Klasse Subtypen
AML mit £(8;21)(q22;G22); (RUNX1-RUNX1T1)
AML mit abnormen Knochenmarkseosinophilen und
inv(16)(p13.1922) oder t(16;16)(p13;q22); (CBFB-MYH11)
APL mit t(15;17)(922;912); (PML-RARa)

AML mit rekurrenten zyto- AML mit t(9;11)(p22;923); (MLLT3-MLL)

genetischen Aberrationen AML mit t(6;9)(p23;934); (DEK-NUP214)
AML mit inv(3)(q21q26.2) oder t(3;3)(q21;q26.2); (RPN1-EVI1)
AML (megakaryoblastisch) mit t(1;22)(p13;q13); (RBM15-MKL1)
(vorlaufig) AML mit mutiertem NPM1
(vorlaufig) AML mit mutiertem CEBPa

AML mit Myelodysplasie- AML mit vorangegangenem MDS

assoziierten Verdanderungen AML ohne vorangegangenes MDS
Therapieassoziierte myeloische  t-AML/t-MDS

Neoplasie t-AML/t-MDS/Myeloproliferative Neoplasie (MPN)

Minimal differenzierte AML

AML ohne Ausreifung (MO)

AML mit Ausreifung (M1)

Akute myelomonozytdre Leukdmie (M4)

Akute monoblastische/monozytare Leukdmie (M5)
Akute erythroide Leukdmie (M6)

Akute megakaryoblastische Leukdmie (M7)

Akute basophile Leukdamie

Akute Panmyelose mit Markfibrose

AML ohne weitere
Spezifizierung

Myeloisches Sarkom, Chlorom
Blastisch plasmozytoide Neoplasie der dendritischen Zellen

AML unklarer Akute undifferenzierte AML

Linienzugehorigkeit Gemischt-phdnotypische akute Leukamie

Myeloische Proliferation bei Transient abnorme Myelopoese

Down-Syndrom AML assoziiert mit Down-Syndrom (insb. mit GATA1-Mutationen)

Tabelle modifiziert nach (Swerdlow et al., 2008; Vardiman et al., 2009).

Die ersten drei Kategorien tragen der prognostischen Bedeutung einiger Faktoren fur
den Verlauf des leuk&mischen Prozesses, den Therapieerfolg und damit fir die
Uberlebensdauer Rechnung. AML mit den rekurrenten zytogenetischen Aberrationen
t(8;21)(q22;922), inv(16)(p13922)/t(16;16)(p13;q22) und die akute Promyelozyten-
Leuk&dmie (APL) mit t(15;17)(922;912) treten Uberwiegend bei Patienten jungeren
Alters auf und sind als prognostisch ginstig zu bewerten. Bei Vorliegen dieser
distinkten zytogenetischen Aberrationen sowie distinkter Félle einer Erythroleukdamie

ist die Diagnose AML unabhangig vom Blastenanteil in KM oder pB, also auch bei
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einem Blastenanteil <20%, zu stellen (Vardiman et al., 2009; Doéhner et al., 2009).
Auch die zytogenetischen Befunde einer t(6;9)(p23;q34),
inv3(g21q26.2)/t(3;3)(q21;926.2) und t(1;22)(p13;q13) sind mit charakteristischen
morphologischen und klinischen Erscheinungen assoziiert, wenngleich sie eher selten
sind (Vardiman et al., 2009).

Dagegen treten AML mit Myelodysplasie-assoziierten Veranderungen gehduft bei
alteren Patienten auf und zeigen regelmdRig ein prognostisch unginstiges
zytogenetisches Profil sowie eine ungunstige Therapieantwort. Eine AML dieser
Kategorie liegt vor, wenn sie aus einem vorbestehenden MDS oder einer
myeloproliferativen Neoplasie (MPN) entsteht, spezifische Myelodysplasie-assoziierte
zytogenetische Veranderungen vorliegen oder mindestens 50% der Zellen aus zwei oder
mehr myeloischen Zellreihen Dysplasiezeichen zeigen. Félle therapieassoziierter
myeloischer Neoplasien haben alle, abgesehen vom Blastenanteil, eine &hnliche
pathophysiologische und genetische Grundlage. Patienten mit myeloischen Neoplasien
dieser Kategorie zeigen klinisch einen signifikant schlechteren Verlauf im Vergleich zur
de novo AML mit den gleichen genetischen Aberrationen. Eine Unterscheidung nach
auslosendem Agens (Alkylanzien vs. Topoisomerase-II-Inhibitoren) wird nicht mehr
empfohlen. Die Kategorie der AML ohne weitere Spezifizierung umfasst Falle, die kein
Kriterium der anderen WHO-Subgruppen erflllen und griindet vornehmlich auf den

morphologischen Kriterien der FAB-KIassifikation (Vardiman et al., 2009).

1.3.4 Epidemiologie, Atiologie und Risikofaktoren

Weltweit liegt die Inzidenz der AML bei ungeféhr 3,7 Fallen pro 100.000 Einwohner im
Jahr. Die weltweit hoéchsten Inzidenzraten finden sich in den USA, Australien und
Westeuropa. Sie ist seit Jahren stabil und zeigt zwei Hohepunkte, im friihen Kindes-
und im hoéheren Erwachsenenalter. Mit einem Anteil von 70% der Félle ist die AML die
mit Abstand hdufigste maligne hdmatologische Erkrankung im Erwachsenenalter, die
akute lymphatische Leuk&mie (ALL) ist hingegen vorwiegend eine Erkrankung des
Kindesalters. Die Inzidenz der AML ist altersspezifisch und steigt mit zunehmendem
Alter deutlich an von jahrlich 2,4:100.000 Einwohner im Alter von unter 60 Jahren auf
jahrlich  12,6:100.000 Einwohner im Alter von 65 Jahren und dariber
(Léwenberg et al., 1999). Das mittlere Erkrankungsalter der AML liegt bei 70 Jahren,
das Geschlechterverhéltnis zwischen Mannern und Frauen betrégt 1,5:1. Unter den
Leukamien zeigen Patienten mit AML die geringsten Uberlebensraten. Obwohl sich die

23



1 Einleitung

Raten bei jungen Erwachsenen deutlich verbesserten, gilt die Prognose fur altere
Erwachsene weiterhin als sehr schlecht. Die Mortalitat steigt mit zunehmendem Alter
von 2,7 auf maximal 18 Todesfalle pro 100.000 Einwohner im Jahr
(Deschler & Liibbert, 2006). Prognostische Faktoren lassen sich unterscheiden in
Patientencharakteristika und den allgemeinen  Gesundheitszustand  sowie
charakteristische  molekulare ~ Veranderungen des leukamischen  Zellklons
(Dohner et al., 2009).

Atiologisch lassen sich insgesamt drei Gruppen unterscheiden: Die primére oder de
novo AML, die aus einem vorbestehenden MDS hervorgegangene
s-AML und die therapieassoziierten Félle (t-AML) nach zytotoxischer Chemotherapie,
insb. mit Alkylanzien oder Topoisomerase-Il-Inhibitoren. Als mdgliche ausldsende
Umweltfaktoren  gelten ionisierende  Strahlung  und Benzenexposition
(Lowenberg et al., 1999; Estey & Ddohner, 2006). Es lassen sich jedoch nur 1-2% aller
AML-Félle auf solche genotoxischen Einflisse zuriickfihren. Auch das Vorliegen
kongenitaler Stérungen der Hamatopoese birgt ein erhéhtes AML-Risiko, so z.B. die

Fanconi-Andmie oder die Trisomie 21 (Swerdlow et al., 2008).

1.35 Kilinik

Die Kklinischen Zeichen und Symptome der AML sind generell variabel und
unspezifisch, stehen jedoch regelméRig in direktem Zusammenhang mit einer
leukédmischen Infiltration des KM und der daraus resultierenden Zytopenie durch
zunehmende hamatopoetische Insuffizienz. Diese ist gleichzeitig die haufigste
Todesursache bei AML-Patienten (Estey & Dohner, 2006). Als Folge des Mangels an
Erythrozyten, Thrombozyten und/oder neutrophilen Granulozyten leiden Patienten mit
AML sehr hdufig unter Muidigkeit und Blasse, Blutungsneigung, Infektionen und
Fieber. Weitere Symptome beruhen auf einer im Erwachsenenalter eher selten
auftretenden leukamischen Infiltration anderer Gewebe, wie z.B. Leber, Milz,
Lymphknoten, Gingiva, Haut oder ZNS. Eine Leukozytose von mehr als 100.000/pl
kann eine Leukostase mit der Gefahr von retinalen und zerebralen Einblutungen,

Hypoxie und selten arteriellen Okklusionen induzieren (L6wenberg et al., 1999).

1.3.6 Diagnostik

Teil der Basisdiagnostik sind Differentialblutbild sowie die Bestimmung von
Retikulozytenzahl, Laktatdehydrogenase (LDH) und C-reaktivem Protein (CRP). Der
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Nachweis einer pathologischen Vermehrung blastarer Zellen im KM ist die
Hauptvoraussetzung, um die Diagnose AML zu verifizieren. Wichtig ist vor allem auch
die Abgrenzung zu ALL und MDS wegen der prognostischen Bedeutung und der
resultierenden Unterschiede in der jeweiligen Therapiestrategie. Die Diagnostik bei
Verdacht auf AML basiert auf der Untersuchung von pB, KM-Aspirat und
-Stanzbiopsien zur sicheren Zuordnung blastdrer Zellen zur entsprechenden
hamatopoetischen Reihe. Die AML zeigt aufgrund ihrer Heterogenitat ein grol3es
Spektrum morphologischer, immunph&notypischer, zyto- und molekulargenetischer
Verénderungen. Wegweisend fur die Subtypisierung sind daher die lichtmikroskopische
Beurteilung der Zytomorphologie in der Farbung nach Pappenheim, die
durchflusszytometrische Immunphanotypisierung, der zytochemische Nachweis der
Aktivitat der Myeloperoxidase (POX) und der nicht-spezifischen Esterase (NSE) sowie
zyto- und molekulargenetische Untersuchungen zum Nachweis bestimmter genetischer
Aberrationen des malignen Zellklons. Zudem sollte bei Patienten, fiir die eine allogene
Stammzell- (SZT) oder Knochenmarktransplantation (KMT) in Frage kommt, eine
frihzeitige Blutgruppenbestimmung, Virusserologie und HLA-Typisierung erfolgen
(Jaffe et al., 2001).

1.3.6.1 Immunphéanotypisierung

Die Immunphénotypisierung ist fir die Bestimmung der hamatopoetischen
Linienzugehorigkeit, die Unterscheidung zwischen minimal differenzierter AML und
akuter lymphatischer Leukamie (ALL), die Erkennung einer akuten megakaryozytaren
Leukamie und weiterhin zur Differenzierung zwischen B- und T-Zell-ALL von
zentraler Bedeutung (Cheson et al., 2003). Aulerdem finden sich in der
WHO-Klassifikation der AML verschiedene Subtypen, welche durch einen spezifischen
Immunphénotyp charakterisiert sind. Fir weitere Details wird an dieser Stelle auf die
ausfuhrliche Beschreibung der verschiedenen AML-Subtypen in der derzeit giltigen
WHO-Klassifikation verwiesen (Swerdlow et al., 2008). Die durchflusszytometrische
Immunphénotypisierung von Patientenproben erlaubt ein zlgiges Screening auf
h&matologische Neoplasien und spielt hierbei eine Schlisselrolle fir Diagnostik und
Klassifikation. Ausreifungsgestorte myeloische oder monozytare Zellen zeigen stets
aberrante Antigenexpressionsmuster oder abnorme Expressionsraten auch physiologisch
exprimierter Antigene (Craig & Foon, 2008). Tab. 1.3.3 zeigt typische Marker fir die
Klassifikation akuter Leukosen.
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Tab. 1.3.3 Panel monoklonaler Antikdrper zur Klassifikation akuter Leukamien

Zellreihe Zielantigene

Hamatopoetische Vorlduferzellen CD34, HLA-DR, TdT, CD45
B-Zellreihe CD19, CD20, CD22, CD79a
T-Zellreihe CD2, CD3, CD5, CD7

Myeloische Zellreihe CD13, CD33, CD15, MPO, CD117
Megakaryoblastische Reihe CD41, CD61

Tabelle modifiziert nach (Jaffe et al., 2001).

Zudem gibt es seltene Falle akuter undifferenzierter Leukdmien und solche, die Marker
von mehr als einer Zellreihe exprimieren oder Blastenpopulationen unterschiedlicher
Zellreihen besitzen. BCR-ABL1-positive Leukamien sollten diesbzgl. als ALL
charakterisiert oder differentialdiagnostisch von einer CML in Blastenkrise abgegrenzt
und zusatzlich mit Tyrosinkinase-Inhibitoren therapiert werden (Dohner et al., 2009).

1.3.6.2 Zytogenetik

Die zytogenetische Diagnostik ist bei Patienten mit AML obligat, denn der
zytogenetische Befund ist einer der wichtigsten Pradiktoren fur Therapieansprechen und
Gesamtlberleben bei AML (Grimwade et al., 1998; Dohner et al., 2009). Der Nachweis
genetischer Aberrationen in der blastaren Zellpopulation mittels konventioneller
Zytogenetik oder Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) bildet die Grundlage der
WHO-KIassifikation und ist von groRer pradiktiver Bedeutung hinsichtlich der
Prognose und des Ansprechens auf Therapie im Vergleich zwischen Patienten mit und
ohne zytogenetische Aberrationen. Die prognostische Bedeutung bezieht sich auf das
Ansprechen auf die Induktionstherapie, das Rezidivrisiko und das Gesamtuberleben.
48% aller Falle von AML zeigen keine zytogenetischen Auffalligkeiten, 52% haben
dagegen mindestens eine karyotypische Aberration. Es werden drei zytogenetisch
definierte Risikogruppen unterschieden, die ebenso auf Falle von de novo AML wie auf
Félle wvon s-AML anwendbar und fir alle Altersklassen glltig sind
(Grimwade et al., 1998; Grimwade et al., 2001). Tabelle 1.3.4 zeigt die Assoziation

verschiedener zytogenetischer Aberrationen mit dem jeweiligen Risikoprofil.

Tab. 1.3.4 Risikogruppen nach zytogenetischem Befund

Risikogruppe Karyotyp Anteil 4-JUR

Gulnstig t(8;21), t(15;17), inv(16)/t(16;16) 7% >70%

intermediar 1.1q23-AIterat|0n9jn', '+8, Jf21’ +22, del(9q), del(7q), t(9;11) 73% 40-50%
nicht anders klassifiziert (inkl. normaler Karyotyp)

ungiinstig komplexer Karyotyp*, del(5q), -5, -7, 3qg-Alterationen, 20% <©20%

inv(3)/t(3;3), t(6;9), t(v;11)

* > 3 zytogenetische Aberrationen. 4-JUR = 4-Jahres-Uberlebensrate.
Tabelle modifiziert nach (Grimwade et al., 1998; Grimwade et al., 2001; Léwenberg et al., 2003; Déhner
etal., 2009).
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Bei Patienten mit prognostisch gunstigem Karyotyp hat das zusatzliche Auftreten
anderer Alterationen keinen negativen Einfluss auf die glnstige Prognose
(Grimwade et al., 1998; Byrd et al., 2002). Ausnahme sind KIT-Mutationen bei den sog.
Core binding factor (CBF)-AML mit t(8;21) oder inv(16), die deutlich negativen

Einfluss auf die sonst vergleichsweise gute Prognose haben (Vardiman et al., 2009).

Mit zunehmendem Alter steigt die Inzidenz des normalen und des ungunstigen
Karyotyps -5/-7, die balancierter Translokationen aber nicht (Estey & Ddhner, 2006).
Zusétzlich treten ab einem Alter von 60 Jahren und &lter prognostisch unginstige
Aberrationen oftmals kombiniert als Teil eines komplexen Karyotyps auf (Grimwade et
al.,, 2001). Ein komplexer Karyotyp ist definiert durch das Vorliegen wvon
>3 zytogenetischen Aberrationen ohne den Nachweis eines giinstigen Karyotyps
(Dohner et al., 2009). Diese Risikostratifizierung erlaubt eine risikoadaptierte
Behandlung. Durch Vermeidung einer Uber- oder Untertherapie wird so die

therapieassoziierte Toxizitat auf das notwendige Mal} beschrankt (Déhner et al., 2005).

1.3.6.3 Molekulargenetik

Neben den beschriebenen zytogenetischen Aberrationen erlauben bestimmte
molekulargenetische Alterationen eine genetische Risikostratifizierung auch bei AML
mit unauffalligem Karyotyp (Cytogenetically normal AML, CN-AML) und sind damit
von groBem prognostischem Wert (Vardiman et al., 2009). 40-50% aller Patienten mit
AML haben eine CN-AML und gehdren damit der intermedidren Risikogruppe an,
jedoch zeigen mindestens 80% dieser Patienten molekulargenetische Veranderungen
(s. hierzu Tab. 1.3.5) (Byrd et al., 2002; Dohner et al., 2005).

Tab. 1.3.5 Molekulargenetische Aberrationen bei AML mit normalem Karyotyp

Gen Genlokus Risikoprofil Haufigkeit  Autor

NPM1 5935 Gunstig 50-60% Thiede et al., 2006
CEBPa 19qg13.1 Gunstig 15% Preudhomme et al., 2002
FLT3-TKD 13912 Unbekannt 11% Kiyoi et al., 1999
FLT3-ITD 13q12 Unglnstig 30-40% Kiyoi et al., 1999
Wr1 11p13 Unglinstig 10% Paschka et al., 2008
MLL-PTD 11923 Ungunstig 7% Dohner et al., 2002
IDH1 2g33.3 Unglnstig* 8% Paschka et al., 2010
IDH2 15926.1 Unbekannt 9% Paschka et al., 2010
TET2 4924 Unglnstig* 23% Metzeler et al., 2011
N-RAS 1p13.2 Unglnstig 13% Kiyoi et al., 1999
MLL5-Uberexpression 7922 Gunstig n.a. Damm et al., 2011
EVI1-Uberexpression 3924-q28 Unglinstig 4% Lugthart et al., 2008
BAALC-Uberexpression ~ 8qg22.3 Unglinstig 66% Baldus et al., 2003
ERG-Uberexpression 21g22.3 Unglinstig n.a. Marcucci et al., 2007

* Ungunstiges Risiko bei gleichzeitigem Vorliegen einer NPM1-Mutation (IDH1) bzw. NPM1- oder
CEBPa-Mutation (TET2) ohne gleichzeitige FLT3-1TD. n.a. = nicht angegeben.
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Die groRBe molekulare Heterogenitat dieser Gruppe erfordert eine ldentifikation und
Bewertung molekularer Veranderungen hinsichtlich ihrer prognostischen Bedeutung
und eine entsprechende Anpassung der Therapiestrategie (Lowenberg, 2008;
Lugthart et al., 2008). Oft treten spezifische Mutationen im Nucleophosmin- (NPM1),
fms related tyrosine kinase 3- (FLT3), CCAAT/enhancer binding protein o- (CEBPa),
mixed leukemia lymphoma- (MLL) oder Wilms' Tumor 1- (WT1)-Gen solitdr oder in
Kombination bei CN-AML auf, wo sie als unabhangige Risikofaktoren unterschiedliche
prognostische Relevanz besitzen (Schlenk et al., 2008; Paschka et al., 2008). Ebenso
stellen die Expressionsraten des Brain and leukemia, cytoplasmic- (BAALC), des
ecotropic virus integration-1-Gens (EVI1) und des ETS-related gene (ERG)
unabhéngige Risikofaktoren bei CN-AML dar (Marcucci et al., 2007;
Paschka et al., 2008; Schlenk et al., 2008). Abbildung 1.3.2 gibt einen Uberblick Gber
die Haufigkeiten distinkter molekulargenetischer Veranderungen bei CN-AML.

B NPM1+/FLT3-TKD+ 4%

B NPM1+/CEBPa+ 4%

B NPM1+/FLT3-ITD+/FLT3-
TKD+ 1%

H NPM1+/FLT3-ITD+ 18%

= NPM1+/FLT3-TD+/CEBPa+

1%

H  NPM1+/FLT3-
TKD+/CEBPa+ 1%

= NPM1+/FLT3-TD+/MLL-

PTD+0%
H NPM1 +20%

H  NPM1+/FLT3-ITD+
/CEBPa+/MLL-PTD+ 0%

H FIT3-ITD+ 8%
B FLT3-TD+/MLL-PTD+2%

B FLT3-TD+/CEBPa+ 2%
= FLT3-TKD+2%

& FLT3-TKD+/MLL-PTD+ 1%

B wildtyp 24%
= CEBPa+/MLL-PTD+ 1%

& CEBPa+6%

& MLL-PTD+ 5%

Abb. 1.3.2 Haufigkeit molekularer Alterationen im NPM1- und CEBPa-Gen, FLT3-1TD, FLT3-
TKD und MLL-PTD bei CN-AML. Abbildung modifiziert nach (Déhner et al., 2005;
Mrozek et al., 2007).

Ein positiver Mutationsstatus fir NPM1 (NPM1™") ohne gleichzeitige FLT3-internal
tandem duplication (FLT3-1TD) und fiir CEBPa (CEBP™") ist als prognostisch giinstig
zu bewerten. Remissionsdauer, Gesamtuberleben und Therapieansprechen sind
vergleichbar mit den prognostisch giinstigen CBF-Leukamien mit t(8;21) oder inv(16).
Eine FLT3-ITD hat ebenso wie das Vorliegen einer MLL-partial tandem duplication
(MLL-PTD) und einer WT1-Mutation dagegen prognostisch negative Auswirkungen mit
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verkurztem  rezidivfreien und  Gesamtiberleben  (Schlenk et al.,, 2008;
Paschka et al., 2008). Die Bedeutung von Punktmutation im FLT3-Gen (FLT3-TKD)
wird kontrovers beschrieben und bleibt weiterhin zu klaren. Interessant ist aulRerdem,
dass NPM1™" haufig mit einer FLT3-1TD assoziiert ist (Dohner et al., 2005). Auffallig
ist jedoch, dass in diesem Falle immer nur eine bestimmte NPM1-Mutation vorliegt.
Daher ist die NPM1-Mutation moglicherweise ein friher Schritt der Leukdamogenese,
der einer FLT3-ITD vorausgeht (Thiede et al., 2006).

Es zeigt sich, dass die funktionelle Bedeutung mehrerer molekularer Aberrationen auf
einer genetisch bedingten Alteration epigenetischer Mechanismen beruht. Mutationen
im Isocitrat dehydrogenase 1- (IDH1) und -2-Gen (IDH2) bedingen z.B. eine neuartige
Enzymfunktion mit Katalyse der Konversion von a-Ketoglutarat (aKG) zu
2-Hydroxyglutarat (2HG). Eine zelluldre 2HG-Synthese korreliert wiederum positiv mit
dem m°C-Gehalt des Genoms und induziert eine globale DNA-Hypermethylierung
(Figueroa et al., 2010b). IDH1/2-Mutationen treten haufig bei AML mit intermedidrem
Risikoprofil, aber auch bei verschiedenen Gliomen, jedoch niemals gemeinsam auf.
Eine IDH1-Mutation ist ein Pradiktor eines unginstigen Verlaufs bei CN-AML mit
nachweisbarer NPM1™' ohne FLT3-ITD, hat interessanterweise jedoch giinstigen
Einfluss auf das Rezidivrisiko bei FLT3-ITD-positiver CN-AML, aber auch auf den
Verlauf von Gliomen (WHO °lI-IV) (Sanson et al., 2009; Green et al., 2010;
Paschka et al., 2010). Eine Mutation des Tet oncogene family member 2-Gens (TET2),
welches fur die DNA-Demethylase TET2 kodiert, induziert ein charakteristisches
Genexpressionsmuster bei CN-AML mit NPM1™" ohne FLT3-ITD oder mit CEBPoa™
und hat prognostisch unginstige Auswirkungen bei diesen eigentlich ginstigen
molekularen Markerkonstellationen (Metzeler et al., 2011). TET2 ist ein
aKG-abhéngiges Enzym, welches die Konversion von m°C zu 5-Hydroxy-methylcytosin
(hm°C) Kkatalysiert und dariiber eine Demethylierung der DNA induziert.
TET2-Mutationen treten zudem i.d.R. nicht kombiniert mit IDH1/2-Mutationen auf,
haben jedoch ahnliche epigenetische Effekte mit Alterationen im m°C-Profil des
Genoms hdmatopoetischer Zellen, da die IDH1/2-Mutanten die physiologische Funktion
von TET2 inhibieren. IDH1-, IDH2- und TET2-Mutationen induzieren so jeweils eine
Stérung der H&matopoese sowie eine vermehrte Expression zellularer Stammzellmarker

und haben daher mdglicherweise einen leukdmogenen Effekt (Figueroa et al., 2010Db).

AuRerdem haben eine Uberexpression des BAALC-, des EVI1- und des ERG-Gens
prognostisch negative Auswirkungen (Baldus et al., 2003; Lugthart et al., 2008).
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Niedrige Expressionsraten von BAALC und ERG gehen einher mit einer Expression
funktionell glnstiger Gen- und miRNA-Profile und einer Suppression der
DNA-Methylierungsmaschinerie (Schwind et al., 2010). EVI1 interagiert mit DNMT3a
und DNMT3b und induziert bei Uberexpression ein distinktes, prognostisch
ungunstiges DNA-Methylierungsmuster durch spezifische EVI1-Bindungssequenzen in
den hypermethylierten Genregionen (Lugthart et al., 2011). Eine Uberexpression der
HMT Human mixed lineage leukemia 5 (MLL5) bedingt bei CN-AML und bei
CBF-Leukamien einen Uberlebensvorteil. MLL5 bindet an den Retinolsiure-Rezeptor a
(RAR@) und induziert so die Transkription einer Vielzahl der RARa-Zielgene durch den
epigenetischen Mechanismus einer Methylierung der Lysinreste des Histons H3
(Damm et al., 2011). Kirzlich konnte zudem gezeigt werden, dass auch somatische
Mutationen im DNMT3A-Gen, welches fur die 0.g. DNA-Methyltransferase DNMT3a
kodiert, mit einer Gesamthaufigkeit von 18% bei AML, vornehmlich bei jiungeren
Patienten mit CN-AML (27% der Falle) und in Kombination mit NPM1- und
CEBPa-Genmutationen oder einer FLT3-ITD, auftreten. Eine DNMT3A-Mutation hat
negativen Einfluss auf das Gesamtiiberleben, jedoch interessanterweise keinen Einfluss
auf den m°C-Gehalt der DNA, das genomische Methylierungsmuster, die

Genexpressionsrate oder die genomische Stabilitat (Ley et al., 2010; Thol et al., 2011).

Es bleibt jedoch zu klaren, wie sich das gleichzeitige Auftreten multipler Mutationen
und/oder Genexpressionsmuster mit gegensatzlicher prognostischer Bedeutung auf die
Gesamtprognose auswirkt (Mrézek et al., 2007).

1.3.7 Therapie
1.3.7.1 Aktuelle Therapiestrategien bei AML

Wichtigstes Therapieziel bei AML ist das Erreichen einer Komplettremission (CR) als
Hauptvoraussetzung fur eine Heilung der Erkrankung. Als CR gilt eine Reduktion des
Blastenanteils auf <5% im KM, das Fehlen von Auer-Stdbchen, sowie eine
Regeneration der normalen Hamatopoese mit mindestens 1x10° neutrophilen
Granulozyten/l und  100x10°  Thrombozyten/l —im  peripheren  Blutbild
(Cheson et al., 2003). Grundlagen der Therapie sind die Polychemotherapie und die
allogene Stammzelltransplantation (SZT).

Die chemotherapeutische Behandlung der AML gliedert sich in zwei Phasen: Die
Induktions- und die Konsolidierungsphase. StandardmaRig erfolgt die Induktion

zweimalig nach dem ,3+7“-Schema mit einer Kombination eines Anthrazyklins
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(Idarubicin oder Daunorubicin) fir drei Tage mit Cytosin-Arabinosid (Ara-C) als
kontinuierliche Infusion Uber sieben Tage. Hierunter erreichen 50-75% aller Patienten
eine CR (Tallman et al., 2005). Wird eine CR erreicht, folgt die Konsolidierungs- oder
Postremissionstherapie zur Eradikation verbliebener leukdmischer Blasten, der Minimal
residual disease (MRD). Grund fir das haufig nur kurzzeitige Bestehen einer CR kann
eine nur unzureichende Wirkung der Standardtherapie gegen die oftmals
chemoresistenten LSCs sein (Bonnet, 2005). Zur Konsolidierung bestehen die Optionen
einer intensivierten Chemotherapie oder einer autologen oder allogenen SZT nach
hochdosierter zytotoxischer Konditionierung (LOowenberg et al., 2003). Die allogene
SZT besitzt das groRte antileukdmische Potential mit den geringsten Rezidivraten durch
den Graft-versus-Leukemia-Effekt, ist jedoch gleichzeitig mit einer hohen
therapieassoziierten Morbiditdt und Mortalitdt (10-25%) und einer deutlich
verminderten Lebensqualitat assoziiert (Tallman et al., 2005). Jiingere Patienten mit
gunstigem Risikoprofil profitieren von einer alleinigen Chemotherapie. Fir Patienten
der Hochrisikogruppe ist derzeit die allogene SZT von einem HLA-kompatiblen
Familienspender nach myeloablativer Konditionierung die einzig kurative
Therapieoption (Estey & D6hner, 2006).

In der heterogenen intermedidren Risikogruppe sind molekulare Marker fir die
Therapieentscheidung von wachsender Bedeutung. So zeigen Patienten mit Mutationen
im CEBPa-Gen oder im NPM1-Gen ohne gleichzeitige FLT3-ITD &hnlich giinstige
Verlaufe wie CBF-Leukdmien, weshalb in diesen Féllen eine allogene SZT nicht die
Therapie der ersten Wahl ist (Schlenk et al., 2008). Hingegen profitieren Patienten mit
CN-AML mit prognostisch unginstiger FLT3-1TD mdglicherweise von einer allogenen

SZT in der ersten Remission (Bornh&user et al., 2007).

Die Therapie erfolgt stets risikoadaptiert im Rahmen klinischer Studien. Bedeutenden
Einfluss auf die Therapieantwort haben mehrere Faktoren: Alter, Allgemeinzustand
(AZ), sowie Atiologie (de novo vs. s-AML/t-AML), Zyto- und Molekulargenetik der
AML sowie die Expression des Multi drug resistance (MDR1)-Gens mit vermehrter
Chemoresistenz (Schaich et al., 2005; Estey & Dohner, 2006; Léwenberg, 2008).

75% aller AML-Patienten sind alter als 60 Jahre und stellen eine therapeutische
Herausforderung dar, da sich sowohl die Biologie der AML, als auch der
Gesundheitszustand mit zunehmendem Alter andert. Altere AML-Patienten zeigen

haufig multiple zyto- und molekulargenetische Aberrationen kombiniert mit
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Begleiterkrankungen, reduziertem AZ und eingeschrankten Organfunktionen
(Appelbaum et al.,, 2006). Dies bedingt eine verminderte Toleranz gegeniber
zytotoxischer Chemotherapie, denn durch ein vermehrtes Auftreten verschiedener
unginstiger Krankheitsfaktoren leiden &ltere Menschen viel h&ufiger unter
therapieassoziierter Morbiditdt und Mortalitdt und bedirfen daher spezifischerer,
weniger toxischer Therapieregime (Léwenberg et al., 1999; Appelbaum et al., 2006).
Obwohl eine AML ein onkologischer Notfall ist, ist es bei &lteren Patienten vertretbar
erst bei Kenntnis von Zyto- und Molekulargenetik eine entsprechend spezifischere,
weniger toxische, risikoadaptierte Therapie einzuleiten. Bei jlngeren Patienten unter
60 Jahren hingegen sollte umgehend nach aktuellem Standard behandelt werden, um
nicht die Chance auf das Erreichen einer CR zu mindern. Retrospektiv erhobene Daten
weisen auf ein schlechteres Therapieergebnis bei Verzégerung des Therapiestarts um
mehr als finf Tage nach Diagnosestellung hin (Sekeres et al., 2009).

1.3.7.2 Neue zielgerichtete Therapieansatze

Die Entdeckung molekularer Anomalien ermdglicht, unabhéngig vom zytogenetischen
Befund, die Entwicklung neuer Arzneimittel, welche zielgerichtet und selektiv in die
pathophysiologischen Prozesse eingreifen (Karp, 2008). Dies wiederum wird zukiinftig
eine individuelle, krankheitsspezifische Therapie ermdglichen, wodurch die unter der
ungerichteten Standardtherapie auftretenden toxischen Nebenwirkungen reduziert
werden koénnen. Die bislang grofiten Erfolge in der Entwicklung zielgerichteter
Therapien sind der Einsatz von ATRA bei APL, des Tyrosinkinase-Inhibitors Imatinib
(Glivec®) bei CML und des Thalidomid-Analogons Lenalidomid bei low-risk MDS mit
5g°-Syndrom (Lubbert et al., 2008).

Die APL mit t(15;17) und Expression des Fusionsgens PML-RARo ermdglicht den
Einsatz des molekular zielgerichteten Vitamin A-Derivats all-trans Retinsaure (ATRA),
zusétzlich  zur  konventionellen  Chemotherapie, welches eine vollstdndige
Ausdifferenzierung der leukdmischen Promyelozyten induziert (Tallman et al., 2005).
ATRA und Arsentrioxid sind neue, gegen PML-RARa gerichtete Wirkstoffe. Seither ist
die APL der AML-Subtyp mit den besten Heilungsaussichten. 80-85% der Patienten
konnen dauerhaft geheilt werden (Tallman, 2008). Neue Studienergebnisse zeigen eine
sehr vielversprechende Wirksamkeit bei gunstigem Nebenwirkungsprofil wvon

Arsentrioxid nicht nur im Rezidiv, sondern auch monotherapeutisch in der
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Erstlinientherapie einer APL (Ghavamzadeh et al., 2011). Tabelle 1.3.6 gibt einen

Uberblick tber aktuelle zielgerichtete Therapieansitze und deren Zielstrukturen.

Tab. 1.3.6 Substanzklassen, Wirkstoffe und Zielstrukturen der molecular targeted Therapien

Wirkung/Substanzklasse Wirkstoffname Zielstruktur
Ausdifferenzierung ATRA PML-RARa
Ausdifferenzierung & Apoptose  Arsentrioxid PML-RARa, H,0,, Glutathion
Antiangiogenese Bevacizumab, Semaxinib VEGF
monoklonale Antikérper Qemtuzumab—Ozogam|C|n, CD33-Antigen

Lintuzumab
Farnesyltransferase-Inhibition Tipifarnib KIT, Farnesyl-Protein-Transferase
FLT3-Tyrosinkinase-Inhibition Midostaurin, Lestaurtinib FLT3-ITD
MDR-Modulatoren Zosuquidar p-Glykoprotein
Immunmodulation Lenalidomid del(5q)-Zellklon
Apoptose-Induktion Oblimersen Natrium Bcl-2-mRNA
Apoptose-Induktion Parthenolid LC-1 NF-kB
Histondeacetylierung Valproat, SAHA, Trichostatin HDACs
DNA-Demethylierung AZA, DAC DNMTs

Tabelle modifiziert nach (Tallman et al., 2005; Tallman, 2008; Larson et al., 2002; Libbert et al., 2008).

Die Hemmung des Vascular endothelial growth factor (VEGF) unterbindet dessen
wachstums- und proliferationsfordernde Wirkung auf leukamische Zellen und die
Induktion vermehrter Mikrovaskularisation des Knochenmarks. Bevacizumab ist ein
Antikorper, der direkt gegen VEGF gerichtet ist, Semaxinib (SU5416) wirkt dagegen als
Hemmstoff der Tyrosin-Kinase-Aktivitat von VEGF-Rezeptoren (Fiedler et al., 2003).

Therapieansatze mit unkonjugierten oder konjugierten monoklonalen Antikorpern
richten sich gegen verschiedene Oberflachenantigene, wie z.B. CD33, das teilweise von
leukédmischen Zellen aber auch von normalen hé&matopoetischen Vorlauferzellen
exprimiert wird. Gemtuzumab Ozogamicin (CMA-676, Mylotarg®) ist ein humanisiertes
Anti-CD33-Immunglobulin, an welches das hochpotente Chemotherapeutikum
Calicheamicin gekoppelt ist. Calicheamicin fuhrt so in CD33-positiven Zellen zu
DNA-Doppelstrangbriichen und damit zur Apoptose, was nebenbei oft auch zu
hochgradiger Neutropenie und Thrombozytopenie fiihrt (Larson et al.,, 2002).
Mylotarg® war bis Juni 2010 von der FDA beim AML-Rezidiv des alteren Patienten

zugelassen. Die Zulassung wurde aber wegen fehlender Wirksamkeit zurtickgezogen.

Farnesyltransferase-Inhibitoren, wie z.B. Tipifarnib, sind selektive Hemmstoffe der
Farnesylierung intrazellulérer Signalproteine, wie z.B. RAS, MAPK oder Lamin A, und
hemmen dariiber das Tumorwachstum bei einer Vielzahl von Malignomen
(Lancet & Karp, 2003). Tipifarnib wurde in klinischen Studien bereits erfolgreich in
Kombination mit konventioneller Chemotherapie bei AML der Hochrisiko-Gruppe mit
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abnormen Verénderungen an Chromosom 5 und 7, vorzugsweise Patienten mit s-AML
oder t-AML, eingesetzt (Gore, 2008; Karp, 2008).

Die medikamentdse Blockade pathologisch aktivierter Signalwege ist Ziel des Einsatzes
selektiver FLT3- und KIT-Rezeptor-Tyrosin-Kinase-Inhibitoren wie Midostaurin
(PKC412) (gleichzeitig ein VEGF-Rezeptor-Inhibitor) und Lestaurtinib (CEP701). Die
Substanzen werden als Teil einer Kombinationstherapie mit anderen Chemotherapeutika
eingesetzt und sind sowohl bei AML mit FLT3-ITD, als auch mit FLT3/wt moderat
antiproliferativ wirksam (Gore, 2008).

Zosuquidar (LY335979) ist ein hochpotenter Hemmstoff des MDR-induzierenden
p-Glykoproteins, welcher chemotherapieresistente Zellen resensibilisiert und kombiniert

mit Ublichen Chemotherapeutika appliziert werden kann (Sandler et al., 2004).

Lenalidomid (CC5013, Revlimid®), ein Thalidomid-Analogon der 2. Generation mit
immunmodulierender, proapoptotischer und antiangiogenetischer Wirkung, zeigt sehr
gute Wirkung bei low-risk MDS mit del(5q). Es induziert zytogenetische Remissionen
und die Wiederherstellung einer normalen Erythropoese mit vermindertem
Transfusionsbedarf bei gleichzeitig gunstigem Nebenwirkungsprofil (List et al., 2006).
Lenalidomid ist von der FDA zur Behandlung des Multiplen Myeloms und bei low risk
MDS zugelassen. Die Bedeutung in der Therapie von high-risk MDS und AML mit
del(5q) ist noch unklar, jedoch zeigen sich erste klinische Erfolge in der Therapie bei

AML mit prognostisch ungtinstiger Trisomie 13 (Fehniger et al., 2009).

B-cell lymphoma-2 (Bcl-2) ist ein physiologischer Apoptose-Inhibitor, dessen
Uberexpression bei AML zu vermehrter Chemoresistenz fiihrt. Der Einsatz des
Oligonukleotids Oblimersen Natrium (G3139) in Kombination mit Ublichen
Chemotherapeutika fiihrt zu einer verminderten Expression von Bcl-2 und erhoht so die

Chemosensitivitat der leuk&mischen Zellen (Marcucci et al., 2003).

Haufig zeigt sich bei AML mit ungunstigem zytogenetischen Risikoprofil eine
Uberexpression des Apoptose-Inhibitors NF-xB. Das pflanzliche Parthenolid LC-1
bewirkt bei AML eine direkte Inhibition der finf bekannten humanen
NF-kB-assoziierten Proteine und der durch NF-«xB regulierten Zytokine. Die
zytotoxische Wirkung von LC-1 auf leukdmische Blasten beruht auf der Aktivierung

von p53 und der konsekutiven Apoptoseinduktion (Jenkins et al., 2008).

Es gibt also neben den bereits erwédhnten epigenetischen Therapien eine Vielzahl

molekular zielgerichteter Therapieoptionen bei vielen malignen Erkrankungen, so auch
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bei AML. Tabelle 1.3.7 zeigt die aktuell in klinischer Erprobung befindlichen

zielgerichteten Therapieansétze bei AML in Bezug auf verschiedene Subtypen.

Tab. 1.3.7 Molekular zielgerichtete Therapieansétze in klinischer Erprobung bei verschiedenen
AML-Subtypen

Molekularer Marker Therapie Beispielsubstanzen
. FLT3-Inhibitoren +/- mTOR- Lestaurtinib, Midostaurin,

FLT3-Mutationen Inhibitoren MLN518 +/- Rapamycin
CBF-Leukdmien Epigenetische Therapien Decitabine, SAHA
CBF mit cKIT-Mutationen Tyrosinkinase-Inhibitoren Imatinib, Dasatinib
RAS-Mutationen Konventionelle Chemotherapie = Hochdosis Ara-C
Bcl-2-Uberexpression Bcl-2-Antisense-Nukleotide Oblimersen Natrium
MLL-PTD / Wildtyp- . . . e

e Epigenetische Therapien Decitabine, SAHA

Heterozygotie
PML-RARa Retinoide ATRA

mTOR = Mammalian target of rapamycin. Tabelle modifiziert nach (Kolitz, 2006).

1.3.8 Minimale Resterkrankung

Die meisten Patienten, welche eine morphologische CR mit nicht mehr nachweisbaren
zytogenetischen Veranderungen erreichen, sind nicht geheilt. Residuelle Blasten fuhren
unweigerlich binnen weniger Wochen zum Rezidiv (Estey & Ddéhner, 2006). Die
Kinetik des Rezidivs ist in Abhangigkeit von zugrundeliegenden molekularen
Veranderungen sehr variabel (Ommen et al., 2010). Die Detektion und die
anschlieBende Einleitung gezielter TherapiemaRnahmen sind daher fur den langfristigen
Therapieerfolg von essentieller Bedeutung. Der Nachweis der MRD gelingt entweder
uber den Nachweis von Zellen eines aberranten Phénotyps mittels multidimensionaler
Durchflusszytometrie (FACS) oder durch Detektion spezifischer zyto- und
molekulargenetischer Marker, wie von mutierten oder aberrant tUberexprimierten Genen
(z.B. NPM1™" (iberexprimiertes WT1) oder Fusionsgenprodukten (PML-RARa,
RUNX1-RUNXITI1, CBFB-MYH11l) mittels RQ-PCR (Cheson et al., 2003,
Gorello et al., 2006; Ommen et al., 2010). NPM1™" ist eine pathogenetisch friih
auftretende Aberration und erlaubt daher ein sensitives MRD-Monitoring mit
frihzeitigem Nachweis eines Therapieversagens oder Rezidivs (Schnittger et al., 2009).
So ist ein positiver Nachweis des NPM1™'-Transkriptes nach Doppelinduktion oder
nach Abschluss der Konsolidierung ein signifikanter Risikofaktor fir ein Rezidiv und
ein AML-assoziiertes Versterben (Kronke et al., 2011). Ferner zeigt z.B. der Nachweis
einer bei AML héaufig zu findenden WT1-Uberexpression zum Ende der Konsolidierung
ein hohes Rezidivrisiko an. Insofern erlaubt ein frihes MRD-Screening eine weitere
Risikostratifizierung und die frihzeitige Detektion eines AML-Rezidivs
(Cilloni et al., 2009; Krénke et al., 2011).
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Bei AML finden sich jedoch in einer Vielzahl der Féalle keine per RQ-PCR
detektierbaren molekularen Marker. Ein weiterer vielversprechender Marker zur
Quantifizierung  einer  MRD ist daher der  Nachweis  aberranter
DNA-Promotorhypermethylierung verschiedener Gene, welche bei AML hdufig
epigenetisch dysreguliert sind. Auch in CR konnen aberrante Methylierungsmuster
bestehen, wenngleich diese i.d.R. deutlich geringer ausgepragt sind als zum Zeitpunkt
der Erstdiagnose oder bei Manifestation eines Rezidivs. So zeigt sich bei
AML-Patienten in  CR eine Assoziation zwischen einer nachweisbaren

5NK%8 Und einem

Hypermethylierung der Gene Estrogen receptor o (ERa) und pl
erhdhten Rezidivrisiko bzw. einer deutlich verkirzten rezidivfreien Uberlebensdauer

(Agrawal et al., 2007).

1.3.9 Prognose

Die Prognose der AML ist sehr variabel. Insgesamt liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate ab
Diagnose bei nur 15-25%, das mittlere Uberleben bei Auftreten eines Rezidivs betragt
nur 3-12 Monate (Keating et al., 1989). 10-50% aller Patienten mit AML erreichen
keine CR unter Therapie. Die wichtigsten Prognosefaktoren flr das Erreichen einer CR,
das rezidivfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben sind der zytogenetische
Untersuchungsbefund, FLT3-, NPM1- und MLL-Mutationsstatus, Patientenalter und
AZ, die atiologische Unterscheidung zwischen de novo und s-AML, Leukozytenzahl im
peripheren Blutbild bei Diagnosestellung und die Zahl der Induktionszyklen bis zur
ersten CR (Byrd et al., 2002; Cheson et al., 2003). Patienten, die langer als 3 Jahre in
Komplettremission (berleben, haben ein Rezidivrisiko von unter 10%, sie gelten als
potenziell geheilt (Estey & Déhner, 2006).

Das zunehmende Verstandnis molekularer Pathomechanismen und die Detektion neuer
molekularer Marker erlaubt eine weitergehende Klassifizierung der AML in neue
distinkte Subgruppen, was eine genauere Risikobewertung, vor allem innerhalb der sehr
heterogenen intermedidren Risikogruppe, erlaubt und gleichzeitig Ansatzpunkte fir

neue risikoadaptierte und zielgerichtete Behandlungsansétze bietet (Baldus et al., 2003).
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1.4 Inter-o-Trypsin-Inhibitor Heavy Chain 5
1.4.1 Inter-a-Trypsin-Inhibitoren

Inter-a-Trypsin-Inhibitoren (ITIs) sind eine Familie von Serin-Protease-Inhibitoren vom
Kunitz-Typ in der ECM verschiedener Organe und des Blutes (Veeck et al., 2008a). Die
extrazelluléare Interaktion von ITIs und Hyaluronsdure (hyaluronan acid, HA), einem
Hauptbestandteil der ECM, dient der Stabilisation der ECM (Chen et al., 1994).
Strukturell sind ITIs Protein-Glykosaminoglykan-Protein-Komplexe (PGP), welche aus
einer ITI-Leichtkette, dem sog. Bikunin, und zwei variablen, jeweils homologen
ITI-Schwerketten (ITI-heavy chains, ITIHs) (ITIH1-5) bestehen. Diese sind wiederum
uber  Chondroitinsulfat, ein Glykosaminoglykan, kovalent  verbunden
(Enghild et al., 1991). Damit stellen ITIs sowohl strukturell, als auch funktionell
einzigartige Proteoglykane dar, deren Aktivitat auf die Hemmung von Plasmaproteasen
gerichtet ist. ITIs kommen konstitutiv in relativ hohen Konzentrationen im Plasma, aber
auch in anderen Kompartimenten und Bindegeweben des menschlichen Kérpers vor
(Zhuo et al., 2004).

Bikunin wird kodiert durch das a;-microglobuline/bikunin precursor-Gen (AMBP),
welches ebenfalls fur «;-Mikroglobulin kodiert. Beide Proteine sind jedoch weder
strukturell noch funktionell verwandt (Salier et al., 1996). Bikunin ist ein Protein mit
inhibitorischer Wirkung auf Plasmaproteasen, wie Plasmin, Trypsin, Chymotrypsin,
Leukozytenelastase, u. a. und schiitzt so die ECM vor proteolytischer Degradation
(Salier et al., 1996). Die Hemmwirkung des Bikunin macht jedoch trotz der hohen
Konzentration im Blutplasma insgesamt nur 5% der gesamten Protease-inhibitorischen
Aktivitat des Plasmas aus (Zhuo et al., 2004). Folglich fungiert Bikunin méglicherweise
als Shuttle-Protein, welches Proteasen bindet und ihren physiologischen Inhibitoren
zufiihrt (Pratt & Pizzo, 1986). Hingegen ist der anti-proteolytische Effekt gegen
oberflachenstandiges Plasmin von Tumorzellen starker und daher Bikunin damit
maoglicherweise antimetastatisch und antiinvasiv wirksam (Kobayashi et al., 1994). So
hat Bikunin z.B. in vitro hemmende Eigenschaften auf Tumorzellinvasion und

Metastasierung bei Ovarialkarzinomen (Kobayashi et al., 1998).

Mehrere Studien zeigen die Bedeutung von ITIs fur eine Vielzahl pathologischer
Prozesse und Erkrankungen, so z.B. fir die Entstehung der Urolithiasis, weiblicher
Infertilitat, Atherosklerose und anderer vaskuldrer Erkrankungen, sowie entzindlicher
Prozesse (Veeck et al., 2008a).
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Zudem haben verschiedene Studien den Hinweis auf eine protektive Wirkung der ITIs
gegeniiber der Entstehung verschiedener Tumoren erbracht. Insb. durch die Funktion
des Bikunins als Plasmaprotease-Inhibitor und die ECM-stabilisierenden ITIHs ben
ITls hemmenden Einfluss auf Tumorprogress und Metastasierung aus
(Kobayashi et al., 1995; Bourguignon et al., 1999). Es konnte z.B. im Mausmodell
gezeigt werden, dass eine Uberexpression von ITIH1 und ITIH3 zu einer deutlichen
Verminderung der Metastasierung bei Bronchialkarzinomen fiihrt und dass eine

ITIH-Uberexpression eine verbesserte Zelladhasion bedingt (Paris et al., 2002).

1.4.2 Inter-a-Trypsin-Inhibitor heavy chains

ITIHs wurden als HA-assoziierte, ca. 85 kDa groRRe Proteine in der ECM muriner
Fibroblastenkulturen identifiziert und initial Serum-derived HA-associated proteins
(SHAPSs) genannt (Yoneda et al., 1990). Bislang sind flinf verschiedene ITIHs bekannt,
deren Gene auf zwei verschiedenen Chromosomen lokalisiert sind. Die Gene ITIH1,
ITIH3 und ITIH4 liegen auf Chromosom 3p2.11-12, die Gene ITIH2 und ITIH5 auf
Chromosom 10p14-15 (Diarra-Mehrpour et al., 1989; Bost et al., 1998;
Himmelfarb et al., 2004). ITIH1, ITIH2 und ITIH3 werden vornehmlich hepatisch als
Vorlaufer-Polypeptide synthetisiert, die dann ausgedehnt posttranslational modifiziert
werden. Sie enthalten eine spezifische Bruchstelle, welche fiir die kovalente Bindung an
die ITI-Leichtkette Bikunin mittels eines Glykosaminoglykans von Bedeutung ist
(Enghild et al., 1991).

ITIHs binden unter Freiwerden von Bikunin kovalent an HA in der ECM und im
Blutstrom und bilden so sog. cable-like structures (Bost et al., 1998). Dieses
entstehende ITIH-HA-Aggregat ist hauptverantwortlich fur die Stabilisation der ECM in
HA-reichen Geweben (Rugg et al., 2005). Freigesetztes Bikunin wird zum Teil
glykosyliert und als Urinary trypsin inhibitor (UTI) renal eliminiert (Bost et al., 1998).
Eine schematische Darstellung der physiologischen Funktion von ITI zeigt Abbildung
1.4.1. Diese Organisation der ECM ist zudem essentiell fur den Ablauf einer
geweblichen Entziindungsreaktion, da einwandernde mononukleére Zellen tber CD44,

einen oberflachenstdndigen HA-Rezeptor, mit der ECM interagieren (Zhuo et al., 2004).

Essentiell fir den Transfer von ITIHs auf HA ist das Protein Tumor necrosis factor a-
induced protein 6 (TNFAIP6) (Jessen & @dum, 2003). TNFAIP6 ist Cofaktor und
Katalysator zugleich und bildet fur die ablaufende Veresterung einen stabilen Komplex
mit ITIH und HA durch kovalente Bindung an beide Reaktionspartner

38



1 Einleitung

(Rugg et al., 2005). Ferner induzieren Abbauprodukte der HA bei Degradation der
ECM eine gesteigerte Angiogenese. Da HA-Verknlpfung und die damit verbundene
ECM-Stabilitat in engem Zusammenhang mit ITIHs stehen, scheint eine
ITIH-Dysregulation auch die Neovaskularisation wahrend der Genese von Tumoren zu
begunstigen (West & Kumar, 1991).

HA-reiche ECM

Hepatozyt

Blutfluss

@ TH/HA

Bikunin

cable-like
structures

Abb. 1.4.1 Struktur und Funktion der ITIs. ITI-Komponenten und ihre Vorstufen werden vornehmlich
hepatisch synthetisiert und im Trans-Golgi-Apparat der Hepatozyten Uber ein Glykosaminoglykan
(lila-farbene Linie) zu ITIs verknlpft. ITls werden dann in die Blutbahn abgegeben und erreichen
Hyaluronsdure (HA)-reiche extrazelluldare Kompartimente. Dort werden die ITI-Schwerketten (ITIHS)
unter Freiwerden von Bikunin oder in glykosylierter Form als Urinary trypsin inhibitor (UTI) mit HA
durch Veresterung zu sog. ITIH-HA-Komplexen kovalent verbunden. Diese Komplexe aggregieren zu
sog. cable-like structures, welche die extrazellulare Matrix (ECM) stabilisieren und die Adhdsion
Entzlindungs-assoziierter Zellen ermdglichen. Abbildung modifiziert nach (Zhuo et al., 2004).

Das Zusammentreffen von ITIs und HA unter physiologischen Zustanden, wie der
Ovulation, oder verschiedenen pathologischen Zusténden, wie z.B. Entziindungen oder
Malignomen, mit vermehrter Exsudation von Plasmabestandteilen und damit auch ITIs
ist assoziiert mit einer vermehrten Bildung von ITIH-HA-Komplexen in Blutstrom und
ECM und einer gleichzeitig erhdhten Konzentration von UTI im Urin
(Zhuo et al., 2004). Entzindungen induzieren gleichzeitig oft einen dramatischen
Anstieg der HA-Konzentration im Serum, die mit der Konzentration von
ITIH-HA-Komplexen im Serum Kkorreliert. So ist die Konzentration von HA und
ITIH-HA-Komplexen im Serum ein ndtzlicher klinischer Parameter zur Kontrolle von
Verlauf und Therapieerfolg insb. bei Patienten mit rheumatoider Arthritis oder
Leberzirrhose (Zhuo et al., 2004; Veeck et al., 2008a). Ferner haben Untersuchungen an
humanen KM-Biopsaten gezeigt, dass es bei AML zu einer deutlichen Anreicherung
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von HA in der ECM kommt (Sundstrom et al., 2005). Die pathophysiologische

Bedeutung dieser Veranderung ist jedoch bislang nicht bekannt.

Vier der ITIH-Gene zeigen aberrante Expressionsmuster bei verschiedenen humanen
Tumorentitaten, so ITIH2, ITIH3 und ITIH5 beim Mammakarzinom oder ITIH2, ITIH3
und ITIH4 bei Kolon-, Magen- und Bronchialkarzinomen. In entsprechenden Fallen
zeigt sich fast ausschlieflich ein Verlust an ITIH-mRNA (Hamm et al., 2008).

1.4.3 Inter-a-Trypsin-Inhibitor heavy chain 5

Das Protein ITIH5 ist das jungste Mitglied der ITIH-Familie und wird nicht hepatisch,
sondern vornehmlich in Geweben der weiblichen Fortpflanzungsorgane, wie Placenta,
Brustdrise und Ovar, exprimiert (Himmelfarb et al., 2004). ITIH5 ist ein Polypeptid aus
942 Aminoséuren und enthalt, ebenso wie alle bekannten ITIHs, zwei charakteristische
Proteindomanen: Die vault protein inter-a-trypsin domain (VIT) und die
von Willebrand type-A domain (VWA), welche Bindungskapazitat fir Integrine,
Kollagene, Proteoglykane und Heparin besitzt (Colombatti & Bonaldo, 1991).
AuBerdem besitzt ITIH5 ein Signalpeptid am N-Terminus und eine C-terminale
spezifische Bruchstelle (DPHFVV). Das ITIH5-Gen ist auf Chromosom 10p15
lokalisiert, umfasst 82,7 kb und enthélt 14 Exone (Himmelfarb et al., 2004). ITIH5 ist
das einzige Gen der ITIH-Genfamilie, welches eine hohe CpG-Dichte in seiner
Promotorregion aufweist, sodass insb. ITIH5 eine epigenetische Dysregulation erfahren
kann und damit ein  putatives  Klasse-1I-Tumorsuppressorgen  darstellt
(Veeck et al., 2008b). Abbildung 1.4.2 zeigt eine schematische Darstellung der
humanen ITIH5-Promotorregion.

+1

-1000bp -500bp |

AHBHC 1
— | — | |
< ISP

Abb. 1.4.2 Schematische Darstellung der humanen ITIH5-Promotorregion. Die Abbildung zeigt ein
ca. 1,2 kb grofRes Fragment der DNA-Sequenz auf Chromosom 10pl15. A-C = Bindungsstellen fir
Transkriptionsfaktoren (A: CCAAT/enhancer-binding-protein-f=CEBPf; B: MYC-MAX-binding site;
C: GC-Box-Elemente.). Graue Balken = CpG-Inseln in relativem Abstand zum Transkriptionsstart.
Transkriptionsstart bei +1 am Beginn von Exon 1 (grauer Kasten). Der rote Doppelpfeil représentiert die
mittels methylierungsspezifischer PCR (MSP, s. auch Kap. 3.1.5) amplifizierte Region der
(Promotor-)DNA-Sequenz. Abbildung modifiziert nach (Veeck et al., 2008a).

Eine verminderte Zell-Adhdsion und erhohte proteolytische Aktivitdt von

ECM-Komponenten sind wichtige Charakteristika einer invasiven
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Tumorzellausbreitung und Metastasierung (Veeck et al., 2008a). Der Zusammenhang
von epigenetischer Inaktivierung und Tumorzell-Invasion konnte bereits fir die
Adhésionsgene E-cadherin und Tissue inhibitor of metalloproteinase 3 (TIMP3) gezeigt
werden (Graff et al.,, 1995; Bachman et al., 1999). Da ITIHs die ECM-adhasive
Komponente der ITIs darstellen, kann ebenso ein Verlust der ITIH-Expression zum
invasiven Tumor-Phanotyp beitragen. So kdnnte auch ein Verlust der ITIH5-Expression

an einer Tumorentwicklung beteiligt sein (Veeck et al., 2008a).

Kirzlich konnte gezeigt werden, dass ein Verlust der ITIH5-Expression durch
Promotorhypermethylierung bei Patienten mit invasivem Mammakarzinom ungunstigen
Einfluss auf die Prognose und den klinischen Verlauf hat (Veeck et al., 2008a). Ferner
zeigte sich ein gehéauftes Auftreten einer Dysregulation der ITIH5-Expression bei
schlecht differenzierten Schilddrisenkarzinomen. Dessen prognostische Bedeutung ist
jedoch zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht abschlieRend geklart (Pita et al., 2009).
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2. Zielsetzung

Die AML ist eine sehr heterogene Erkrankung, der eine Vielzahl genetischer Defekte
und epigenetischer Aberrationen pathophysiologisch zugrunde liegt. Der Einfluss
genetischer Veranderungen auf Pathogenese, Therapie und Prognose ist seit vielen
Jahren anerkannt. Zudem wurde die methylierungsassoziierte Inaktivierung einer
Vielzahl von Tumorsuppressorgenen im Rahmen der Leuk&mogenese beschrieben
(Galm et al., 2006). Epigenetische Marker stellen daher interessante Faktoren fir das
grundlegende Verstandnis der Pathophysiologie der AML dar und bieten einen
Ansatzpunkt fur die Entwicklung neuer zielgerichteter therapeutischer Optionen.

Das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Kandidatengen ITIH5 kodiert fur ein
extrazellulares Matrix-Protein und das jungste Mitglied der ITIH-Genfamilie. Das
Protein ITIH5 spielt eine zentrale Rolle in der Stabilisierung der ECM, sowie in der
Zell-ECM-Interaktion. Eine Dysregulation der Zell-ECM-Interaktion zeigt sich
regelméBig bei soliden Tumoren und ist moglicherweise auch in der Genese
héamatologischer Neoplasien bedeutsam. Kirzlich konnte gezeigt werden, dass sich eine
methylierungsassoziierte Inaktivierung des ITIH5-Gens negativ auf klinischen Verlauf
und Prognose bei invasiven Mammakarzinomen auswirkt (Veeck et al., 2008a). ITIH5
ist damit ein putatives Tumorsuppressorgen, dessen Rolle im Rahmen der Myelopoese
zum aktuellen Zeitpunkt zwar noch ungeklart, dessen Bedeutung als Biomarker jedoch

auch bei hamatologischen Neoplasien von grofem Interesse ist.

Die vorliegende Arbeit untersucht den Methylierungsstatus im Bereich des
ITIH5-Promotors bei AML. Dies soll klaren, ob und inwiefern eine aberrante
DNA-Hypermethylierung von ITIH5 klinische Bedeutung bei AML besitzt. Dazu
erfolgt eine Korrelation zwischen ITIH5-Methylierungsstatus und klinischem Verlauf,
laborchemischen Parametern, Erkrankungsstadium und Tumorbiologie. Zusétzlich soll
hiermit geklart werden, ob eine Hypermethylierung von ITIH5 bei AML, &hnlich wie
beim Mammakarzinom, einen epigenetischen Biomarker und Prognosefaktor darstellt.
In vitro wird abschlieBend untersucht, inwieweit der Einsatz einer
DNA-demethylierenden Therapie, in diesem Falle DAC, eine Demethylierung der
Promotorregion und damit potenziell eine Reexpression des Kandidatengens
ermoglicht. Ziel hierbei ist die Evaluation, ob eine medikamentds induzierte
ITIH5-Reexpression zu den bereits bekannten glinstigen Effekten einer epigenetischen

Therapie bei AML beitragen konnte.
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3. Material und Methodik
3.1 Methodik

Die Abbildung 3.1.1 zeigt eine Ubersicht der im Rahmen der vorliegenden

experimentellen Arbeit verwendeten Methoden.

andlung

ektrophorese

Abb. 3.1.1 Ubersicht der verwendeten Methoden. Abbildung modifiziert nach
(Galm & Herman, 2005).

3.1.1 Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation

Die Isolation mononukledrer Zellen erfolgt mittels der Ficoll-Dichtegradienten-
zentrifugation. Ficoll ist ein linearer Gradient aus Polysacchariden unterschiedlicher
Dichte. Verschiedene geloste Makromolekiile und Zellen werden anhand ihrer
unterschiedlichen  Sedimentationsgeschwindigkeit durch Zentrifugation separiert.
Erythrozyten, Granulozyten und Zelldetritus sinken ab, die mononukledren Zellen
(Lymphozyten, Plasmazellen, Monozyten, u.a.) passieren Ficoll nicht und bilden die
sog. Interphase. Als Ausgangsmaterial eignet sich peripheres EDTA-Vollblut,
Heparin-Vollblut oder Citrat-KM. Eine schematische Darstellung des Ergebnisses der
Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation zeigt Abbildung 3.1.2.
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Abb. 3.1.2 Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation. Darstellung der Auftrennung der Bestandteile von
pB- und KM-Proben nach 20 minitiger Zentrifugation.

Zunéchst werden 3 ml Ficoll in ein 13 ml-Probenrohrchen gegeben, vorsichtig mit
5-10 ml Patientenblut tberschichtet und anschlielend fiir zwanzig Minuten (min) bei
2.400 Umdrehungen pro Minute (rpm) zentrifugiert. Die entstehende Interphase mit den
mononukledren Zellen wird anschlieRend in eine 2 ml-Spritze aufgenommen, auf ein
neues Probenrdhrchen Gberflhrt, in 9 ml Phosphate buffered saline (PBS) resuspendiert
und fiir 10 min bei 1.200 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, die Proben
durch Schiitteln homogenisiert und erneut einem Waschschritt mit PBS unterzogen. Die
aufgereinigten Zellen werden in 1 ml PBS resuspendiert und die Zellzahl am
Mikrospektrometer gemessen. Die Suspension wird mit PBS auf eine Zellzahl von
ungefahr 5-10x10° Zellen/ml verdiinnt. AbschlieRend wird die Zellsuspension in 1 ml-
Aliquots aufgeteilt. Nach erneuter Zentrifugation fur 10 min bei 1.200 rpm wird der
Uberstand verworfen und die Pellets bis zur weiteren Verwendung bei -80°C

kryokonserviert.

3.1.2 DNA-Isolation

Das Prinzip der DNA-Isolation beruht auf der enzymatischen Lyse von Zellen, deren
DNA unter Zugabe von Ethanol ausgefallt wird. Nach mehreren Waschschritten erhalt

man dann isolierte DNA, die wieder eluiert wird.

Die Praparation der genomischen DNA aus den aufgereinigten Zellpellets erfolgt mit
Hilfe des QlAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen). Die Details der durchgefiihrten
Arbeitsschritte sind dem Protokoll des Kits zu entnehmen. Die Zellen werden
denaturiert und die DNA auf Miniprep columns mit Ethanol ausgefallt und durch
mehrere Waschschritte aufgereinigt. Abschlielend wird die DNA in Aqua ad
injectabilia eluiert. Die Reinheit und Quantitat der DNA wird spektrophotometrisch bei
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einer Wellenlange von 260 nm und 280 nm bestimmt. Die isolierten DNA-Proben

werden bis zur weiteren Verwendung bei -80°C kryokonserviert.

3.1.3 Invitro methylierte DNA

In vitro methylierte DNA (IVD) zeichnet sich dadurch aus, dass nahezu jedes
CpG-Dinukleotid methyliert ist. Darum dient 1VD als universelle Positivkontrolle der
Methylierungsreaktion (M-Reaktion) in der hier verwendeten Methylation-specific
polymerase chain reaction (MSP). Zur Herstellung von IVD wird DNA eines gesunden
Spenders in vitro durch das Enzym Cytosin-C5-Methyltransferase (M. Sssl) methyliert.
S-Adenosyl-Methionin (SAM) fungiert hierbei als Methylgruppendonator. Alternativ
kann DNA von Tumorzelllinien, bei welchen das jeweilige Kandidatengen

hypermethyliert ist, als Positivkontrolle genutzt werden (Galm & Herman, 2005).

Es werden 50 pg DNA mit 2,5 pl SAM (32 mM), 25 pl NEB-2-Puffer und
6 ul M. Sssl (4.000 U/ml) versetzt, die Losung mit Aqua ad injectabilia auf ein
Gesamtvolumen von 250 pl aufgefullt und anschlieend vorsichtig homogenisiert. Nach
Inkubation Uber Nacht bei 37°C im Wasserbad werden am Folgetag 5 pl SAM
(32 mM) und 3 pl M. Sssl (4.000 U/ml) hinzugefugt und die Losung anschlieRend
erneut fir 4 Stunden im 37°C warmen Wasserbad inkubiert. Im Anschluss erfolgt die
Aufreinigung der VD Uber G50 Spin-Mini-Columns. Die Sdulen werden vorab fur
3 min bei 3.400 rpm zentrifugiert, um eventuell vorhandene Flissigkeit zu eliminieren.
AnschlieBend werden jeweils 42 pl-Aliquots der IVD auf die Séulen (bertragen und
3 min bei 3.400 rpm zentrifugiert. AbschlieBend wird das Zentrifugat aller Geféalie zur

spektrophotometrischen Konzentrationsmessung zusammengefihrt.

Die aufgereinigte IVD wird auf 1 pg/45 pl mit Aqua ad injectabilia verdinnt und bis
zur weiteren Verwendung in 45 pul-Aliquots bei -20°C  kryokonserviert
(Galm & Herman, 2005).

3.1.4 Natriumbisulfit-Behandlung

Fur die Methylierungsanalyse von DNA, z.B. mittels MSP, missen die zu
untersuchenden DNA-Proben vorab mit Natriumbisulfit behandelt werden. Diese
Behandlung der DNA fiihrt durch kovalente Basenmodifikation zur Konversion aller
Cytosin-Basen zu Uracil (U), mit Ausnahme bereits methylierter CpG-Dinukleotide
(Galm & Herman, 2005). Eine Darstellung der bei der Bisulfitkonversion ablaufenden

chemischen Reaktionen zeigt Abbildung 3.1.3.
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Abb. 3.1.3 Schema der Natriumbisulfitbehandlung. Durch die Bisulfitbehandlung wird mit Ausnahme
von 5-Methylcytosin jedes Cytosin in drei chemischen Reaktionen zu Uracil konvertiert. Damit
reprasentiert jeder erhaltene Cytosin-Rest der entstehenden Amplikon-Sequenz eine bereits zuvor
methylierte Cytosin-Base. Uracil wird wihrend der Amplifikation durch sein DNA-Aquivalent Thymidin
ersetzt. Abbildung modifiziert nach (Clark et al., 1994).

Die Bisulfitbehandlung erfolgt unter Verwendung des EZ DNA Methylation™ Kit
(Zymo Research). Die genaue Durchfiihrung der einzelnen Arbeitsschritte ist dem dem
Kit beiliegenden Protokoll zu entnehmen. Abbildung 3.1.4 zeigt eine schematische

Darstellung des Effektes der Bisulfitkonversion auf eine exemplarische DNA-Sequenz.

Unmethyliert Methyliert

T GAG GAG CGG AAG CGG CCTGGAAGCCGCT T GAG GAG CGG AAG CGG CCTGGAAGCCGCT

ung
v v

T GAG GAG UGG AAG UGG UUT GGAAGU UGCT T GAG GAG CGG AAG CGG CCTGGAAGCCGCT

v v
U Primer CTC CTC ACC TTC ACC AAA CCT TCA ACG CTC CTC ACCTTC ACC AAACCT TCA ACG
DNA T GAG GAG UGG AAG UGG UUT GGAAGU UGCT T GAG GAG CGG AAG CGG UUT GGAAGUCGU T
M Primer CTC CTC GCC TTC GCC AAA CCT TCA GCG CTC CTC GCCTTC GCC AAA CCT TCA GCG

Abb. 3.1.4 Effekt der Natriumbisulfit-Behandlung auf eine exemplarische DNA-Sequenz (oben)
und entsprechende MSP-Primer (unten). Dargestellt ist eine exemplarische DNA-Sequenz, die auf der
linken Seite drei unmethylierte (fett gedruckt) und rechts drei methylierte (fett gedruckt mit gelben
Sternen) CpG-Dinukleotide enthdlt. Unter Bisulfitbehandlung werden Cytosin-Reste unmethylierter
CpG-Dinukleotide zu Uracil (U) konvertiert, methylierte Cytosin-Basen bleiben unverandert erhalten.
Entsprechend der so entstehenden Unterschiede methylierter und unmethylierter DNA-Sequenzen kénnen
sequenzspezifische Primer designed werden. Die sequenzspezifischen mismatches, welche eine Primer-
Anlagerung verhindern, sind jeweils mit Strichen markiert. Abbildung modifiziert nach
(Galm & Herman, 2005).
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Die bisulfitkonvertierte DNA wird in 21 ul Aqua ad injectabilia resuspendiert und in je
zwei Aliquots aufgeteilt. Bis zur weiteren Verwendung in der MSP wird die nun sehr

fir Degradation anféllige DNA bei -20°C kryokonserviert.
3.1.5 Methylierungsspezifische PCR

Die Bisulfit-Behandlung fiihrt zu einer partiellen Degradation der DNA und resultiert in
DNA-Einzelstréangen, die nicht langer komplementar sind (Galm & Herman, 2005). So
kann in anschlieBenden Untersuchungen zwischen vormals methylierten und
unmethylierten Cytosin-Resten differenziert werden. Natriumbisulfit-behandelte DNA
kann amplifiziert und sequenziert werden und gibt so Aufschluss Uber den
Methylierungsstatus der untersuchten DNA-Region (Frommer et al., 1992). Wéhrend
der Amplifikation mittels MSP wird Uracil durch Thymidin, m°C hingegen durch
Cytosin ersetzt. So kann anhand der Sequenz des PCR-Produktes auf den

Methylierungsstatus geschlossen werden (Clark et al., 1994; Galm & Herman, 2005).

Die MSP ist eine schnelle, kosteneffektive und hochsensitive Methode fur die Analyse
des Methylierungsstatus praktisch jeder CpG-reichen DNA-Region. Im Gegensatz zu
den konventionellen Methoden Southern Blot oder Sequenzierung, welche groRere
Mengen qualitativ hochwertiger DNA bendtigen, kann eine MSP auch aus kleinen
DNA-Mengen und minderwertigeren DNA-Proben, z.B. aus paraffineingebettetem
Gewebe erfolgen. Diese Methode beruht auf den Unterschieden zwischen methylierten
und unmethylierten Allelen der DNA-Sequenz, welche im Rahmen der Behandlung der
DNA mit Natriumbisulfit entstehen und bedarf keiner zeitaufwendigen Amplikon-

Sequenzierung (Herman et al., 1996; Esteller, 2002).

Im Gegensatz zur konventionellen PCR-Methode, beruht die MSP auf dem Einsatz
zweier unterschiedlicher Primer-Paare. MSP-Primer werden so designed, dass sie
zwischen unmethylierter (U) und methylierter (M) DNA-Sequenz unterscheiden und
sich nur an bisulfitbehandelte DNA anlagern, um die Amplifikation artifiziell
anwesender DNA zu vermeiden (Herman et al., 1996; Galm & Herman, 2005). Durch
eine durchschnittliche Primer-L&nge von 21-24 bp ist eine ausreichende Spezifitét fiir
die Promotorregion des entsprechenden Zielgens gewéhrleistet. Gleichzeitig sollte jeder
Primer mindestens zwei bis drei CpG-Dinukleotide abdecken, um eine ausreichende
Sensitivitat zu gewahrleisten. Die Amplikon-Lange sollte zudem nicht mehr als 200 bp
betragen (Galm & Herman, 2005). Die Basenfolgen der in der vorliegenden Arbeit
verwendeten MSP-Primer sind Tabelle 3.1.1 zu entnehmen.
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Die als Lyophilisat gelieferten Primer wurden in 500 ul Aqua ad injectabilia

resuspendiert und fir die MSP auf eine Endkonzentration von 20 uM verdiinnt.

Tab. 3.1.1 Sequenz der verwendeten MSP-Primer und entstehende Amplikon-Lé&nge

Primer Primer-Sequenz (5’->3’) Amplikonldnge (bp)
ITIH5 U sense GTTG GAGTTTTGG GTG TTG TAA AGT 141

ITIH5 U antisense CCCAACTCT ACACCT CTTCTT ACA

ITIH5 M sense TTG GAG TTT TGG GCG TTG TAA AGC 139

ITIH5 M antisense CCA ACT CTA CGC CTCTTC CTA CG

Da jeweils U- und M-Primer verwendet werden, missen immer zwei Mastermixes
hergestellt werden, die sich nur im enthaltenen Primer-Paar unterscheiden (s. hierzu
Tab. 3.1.2). Pro Probe werden also zwei PCRs angesetzt, sodass in der einen PCR nur

die unmethylierte, in der anderen nur die methylierte Sequenz amplifiziert wird.

Tab. 3.1.2 Reagenzien des MSP-Mastermixes

Reagenz Volumen pro Probe (ul) Volumen pro 10 Proben (ul)
10x PCR-Puffer 2,5 25

dNTP-Mix 1,25 12,5
Sense-Primer (U oder M) 0,5 5
Antisense-Primer (U oder M) 0,5 5

Aqua ad injectabilia 14,25 142,5

RedTaq DNA-Polymerase 1,35 13,5

Aqua ad injectabilia 9,45 94,5

Der Standard-PCR-Puffer besteht aus 16,6 mM Ammoniumsulfat, 67 mM Tris (pH 8,8),
6,7 MM MgCl; und 10 mM B-Mercaptoethanol.

Alle MSP-Reaktionen (U- und M-Reaktionen) laufen in einem Reaktionsvolumen von
25 pl ab. Fiir jede MSP-Reaktion wird jeweils 1 pl (~50ng) Bisulfit-konvertierte DNA
zu 19 pl des zugehorigen Mastermix (U oder M) in die PCR-Tubes gegeben und zum
Schutz vor Verdunstung mit 2 Tropfen Mineral6l Gberschichtet. Die PCR-Tubes werden
im Thermocycler bei 95°C fur 5 min erhitzt. Anschlielend wird die Temperatur bei
80°C gehalten und es werden 5pl verdiinnte RedTaq® DNA-Polymerase zugefiigt. Nun
erfolgt die PCR nach dem folgenden Standard-Temperatur-Schema: 35 Zyklen bei 95°C
fir 30 Sekunden (sec), bei 63°C fiir 30 sec und bei 72°C fir 30 sec gefolgt von einem
Zyklus bei 72°C fur 5 min. Die Temperatur von 63°C ist primerspezifisch und variiert
daher in Abhéangigkeit von untersuchtem Gen und Primerpaar.

Essentiell zur Beurteilung der MSP-Ergebnisse ist die Verwendung geeigneter
Kontrollen. Fiir jede MSP sind drei Kontrollen erforderlich. Jeweils eine fir die
unmethylierte (U-Kontrolle) und methylierte (M-Kontrolle) Sequenz, sowie eine
Negativkontrolle (z.B. Aqua ad injectabilia). Als U-Kontrolle dient DNA gesunder

Spender, als M-Kontrolle methylierte DNA von Tumorzelllinien oder 1VD. Gesunde
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Zellen als U-Kontrolle sollten einzig ein Signal in der U-Reaktion zeigen, ein Signal in
der M-Reaktion bedeutet mangelnde Spezifitat der M-Reaktion. In der M-Kontrolle darf
ein Signal in der U-Reaktion als Ausdruck einer unvollstandigen Methylierung der 1VD
oder einer Methylierungsheterogenitat der Tumorzelllinien erscheinen, solange das

Signal der M-Reaktion stark positiv ausfallt.

3.1.6 Gelelektrophoretische Auswertung

Die MSP-Auswertung erfolgt elektrophoretisch auf Ethidiumbromid-gefarbten 2,5%
Agarose-Gelen. Dazu werden 10 ul des PCR-Produkts flr eine Laufzeit von 25 min bei
100 V aufgetragen und das Ergebnis unter einem UV-Transilluminator visualisiert und
photographisch dokumentiert.

3.1.7 Patienten- und Kontrollkollektive

Ausgangsmaterial der vorliegenden Untersuchung sind KM- oder pB-Proben von
insgesamt 104 Patienten bei Erstdiagnose einer AML, die sich in der Zeit von 1995 bis
2008 in der Klinik fur Onkologie, Hamatologie und Stammzelltransplantation des
Universitatsklinikums Aachen vorstellten. Ferner werden 21 nicht maligne, davon
13 aus KM und 8 aus pB, von gesunden Spendern gewonnene Proben auf
ITIH5-Methylierung untersucht. Das schriftliche Einverstdndnis der Patienten fiur die
Konservierung von Zellmaterial zur Verwendung fur wissenschaftliche Zwecke wurde
individuell eingeholt. Die Asservierung von Patientenproben zur Analyse von
genetischen und epigenetischen Verénderungen wurde durch die Ethikkommission der
Medizinischen Fakultdt der RWTH Aachen genehmigt (EK 2220).

3.1.8 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgt mit Hilfe der SAS Statistik-Software (v9.1.3, SAS
Institute; Cary, NC, USA). Korrelationen einzelner Variablen werden anhand des
zweiseitigen exakten Fisher-Testes bzw. des zweiseitigen t-Tests untersucht. Als
statistisch signifikant gelten p-Werte von p <0,05. Die Uberlebenskurve wird nach der
Kaplan-Meier-Methode erstellt und mittels Log-Rank-Test verglichen. Als
Uberlebenszeit gilt der Zeitraum vom Tag der Diagnosestellung bis zum Tag des
Versterbens oder des letzten Krankenhausaufenthaltes. Die statistischen Tests wurden
von Dr. med. Stefan Wilop, KIlinik fir Onkologie, Hamatologie und

Stammzelltransplantation, Universitatsklinikum Aachen, konzipiert und kontrolliert.
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3.2 Material

3.2.1 Standardgerate

Tab. 3.2.1 Ubersicht der verwendeten Geréte

Gerate Hersteller
Autoklav Autoklave HMC, BPW Vertriebs-GmbH fiir Labortechnik; StiBen
Bench HSP 12, Heraeus instruments; Hanau
Brutschrank Cytoperm 2, Heraeus instruments; Hanau
e KM(.jllJr;0030, i-Mupid Mini Gel Migration Trough, Eurogentec GmbH;
Heatblock Dri-Block DB-2A, Techne; Wertheim
Kamera Camedia C3040Zoom, Olympus; Hamburg
Gefrierschrank Cooler, Bosch; Stuttgart
Mikrospektrometer ABX Micros 60-OT, ABX Hématologie; Montepellier, Frankreich
Mikrowelle Micro-Chef 900W, Moulinex; Leipzig
Mikrozentrifuge SD, 110 VAC, Sigma-Aldrich; Miinchen
Spektralfotometer GeneQuant Il, Pharmacia Biotech; Cambridge, England
Thermocycler Omn-E Thermal Cycler, Thermo Hybaid; Ulm
Transilluminator UV-Transilluminator, biostep GmbH; Jahnsdorf
Vortexer Assistent Reamix 2789, Karl Hecht GmbH Co KG; Sondheim
Waage AC 100, Mettler Waagen GmbH; Giessen
Wasserbad Koéttermann Labortechnik; Uetze
Zentrifuge 1 Universal 32, Hettich Zentrifugen; Tuttlingen
Zentrifuge 2 Biofuge pico, Heraeus Instruments; Hanau

3.2.2 Standardlésungen und —puffer

Tab. 3.2.2 Ubersicht der verwendeten Standardlésungen und —puffer

Lésung/Puffer Zusammensetzung
Ethanol ,Ethanol absolute” Baker Analyzed Reagents, Deventer, Netherlands
Apotheke des Universitatsklinikums Aachen
1,3 g Dinatriumhydrogenphosphat x 2 H,0

FosrRatelbRtereaiicline 0,2 g Kaliumdihydrogenphosphat

PBS
( ) 8,0 g Natriumchlorid
Demineralisiertes Wasser ad 1 |
»DNA Typing Grade 50x TAE Buffer” Invitrogen, Karlsruhe
2 M Tris-Acetat
TAE-Puffer 50 mM EDTA
Verwendet wurde der Puffer mit einer Verdiinnung von 1:100
3.2.3 Zelllinien

Die verwendeten Zelllinien stammen aus der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) und der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Dr. Stefan
Barth des Fraunhofer Instituts fir Molekularbiologie und Okologie (IME) in Aachen.
Als Nahrmedium diente Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) oder
Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (MDM) mit Fetal Bovine Serum (FBS). Vor dem
Einfrieren wurde dem Medium zur Prophylaxe einer Zelllyse 10%-iges
Dimethylsulfoxid (DMSQO) zugeftigt.
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Zur Analyse der Reversibilitdt der Promotorhypermethylierung durch den Einsatz
demethylierender Agenzien wurden die Zelllinien in vitro mit DAC behandelt. Die
Zellen wurden bei einer Endkonzentration von 1 uM DAC fir 96 Stunden inkubiert.
Dazu wurde das Medium alle 24 Stunden gewechselt und DAC neu hinzugeflgt, um
eine stabile DAC-Konzentration im Medium zu gewéhrleisten und Abbauprodukte des

DAC zu entfernen.

Tab. 3.2.3 Ubersicht der verwendeten Zelllinien

Zelllinie DSMZ-Nr./IME Zelltyp Medium

HL-60 ACC3 AML 90% RPMI1640 + 10% FBS

KG1la ACC 421 AML ?g?IMDM (oder RPMI11640) + 20%

GDM-1 ACC 87 AML aus MPN 80% RPMI1640 + 20% FBS

OPM-2 ACC50 Multiples Myelom 90% RPMI11640 + 10% FBS

RPMI-8226 ACC 402 Multiples Myelom 90% RPMI1640 + 10% FBS

U-266 ACCH9 Multiples Myelom 90% RPMI1640 + 10% FBS

LP-1 ACC41 Multiples Myelom 80% IMDM + 20% FBS

Raji ACC 319 Burkitt-Lymphom 90-95% RPMI11640 + 5-10% FBS

SET-2 ACC 608 Essentielle 80% RPMI1640 + 20% FBS
Thrombozytamie

L-428 IME Hodgkin-Lymphom 90% RPMI11640 + 10% FBS

L-540 IME Hodgkin-Lymphom 80% RPMI1640 + 20% FBS

L-1236 IME Hodgkin-Lymphom 90% RPMI11640 + 10% FBS

Tab. 3.2.4 Zur Zellkultur verwendete Medien

Material Hersteller
,RPMI 1640 Medium + 25 mM HEPES + L-Glutamine” Invitrogen GIBCO,

RPMI 1640 Karlsruhe, Ref. 52400-025
IMDM »IMDM* Invitrogen GIBCO, Karlsruhe, Ref. 21980-032
FBS ,Fetal Bovine Serum*“ Biochrom AG, Berlin, Cat.-No. S0115

3.2.4 Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation

Tab. 3.2.5 Zur Dichtegradientenzentrifugation verwendete Materialien

Material Hersteller

PBS Apotheke des Universitatsklinikums Aachen

Ficoll ,,LymphoprepTM” Nycomed PharmaAS, Oslo, Norway

Spritze mit Aufsatz Abbocath-T 14G, G-713-A01 4535-14, Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden
Kryoréhrchen Cryo. S, 2ml, 121279, Greiner bio-one, Frickenhausen

3.2.5 DNA-Isolation

Tab. 3.2.6 Zur DNA-Isolation verwendetes Material-Kit

Material Hersteller
QlAamp DNA Blood Mini Kit (50) Qiagen, Hilden, Cat.-No. 51104
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3.2.6 Invitro methylierte DNA

Tab. 3.2.7 Zur 1VD-Herstellung verwendete Materialien

Material Hersteller

G50 Spin-Mini-Columns BIOMAX Inc., Odenton, USA, Cat.-No. 97-160M
NEB2-Buffer MO0226S, New England Biolabs, Frankfurt a.M.
M. Sssl (4000 U/ml) MO0226S, New England Biolabs, Frankfurt a.M.

S-Adenosyl-Methionin (SAM) (32 mM) M0226S, New England BiolLabs, Frankfurt a.M.

3.2.7 Natrium-Bisulfitbehandlung

Tab. 3.2.8 Zur DNA-Bisulfitbehandlung verwendetes Materialkit

Material Hersteller
EZ DNA Methylation™ Kit (50) Zymo Research, Orange, USA, Cat.No. D5001

3.2.8 Methylierungsspezifische PCR

Tab. 3.2.9 Zur MSP verwendete Materialien

Material Hersteller
Magnesiumchlorid ,,MgCI2°6®HZO, 99.0%" Sigma, No. M-0250
X ,TRIZMA Base, 99.9% (Tris[hydroxymethyl]aminomethanol)“
B Sigma, No. T-1503
Ammoniumsulfat »(NH,4),S0,“ Sigma, No. A-4418
B-Mercaptoethanol »2-Mercaptoethanol” Sigma, No. M-3148
dNTPs ,Deoxynucleotide-Set” Sigma, No. DNTP-100 A
Red Taq DNA-Polymerase ,,RedTaqTM DNA POLYMERASE” Sigma, No. D-5684
IVD Siehe Anleitung
PCR-Tubes ,Omnistrip“ Abgene, Cat.-No. AB-0404

3.2.9 Gelelektrophorese

Tab. 3.2.10 Zur gelelektrophoretischen Auswertung verwendete Materialien

Material Hersteller

Ethidiumbromid ,Ethidium Bromide” Invitrogen, Karlsruhe, Cat. No: 15585-011

TAE-Puffer ,TAE Geneclean Grade” Bio101 Inc., Vista, CA, USA, Cat.-No. 2300-404
Agarose »Agarose - Electrophoresis grade” Invitrogen, Karlsruhe, Cat.-No. 15510-027
DNA-Marker »Trackit 1kb Plus DNA Ladder” Invitrogen, Karlsruhe, Cat.-No. 10068-013
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4. Ergebnisse

4.1 Hypermethylierung des ITIH5-Promotors in Zelllinien

Zuerst erfolgte eine qualitative Untersuchung des Methylierungsstatus des
ITIH5-Promotors bei hamatologischen Zelllinien (s. hierzu Tab. 4.1.1 und Abb. 4.1.1).
Der qualitative Nachweis von CpG-Dinukleotiden im Bereich des ITIH5-Promotors
erfolgte mittels MSP. Verwendet wurden die AML-Zelllinien KG1la und HL-60, die
Zelllinie GDM-1, eine s-AML nach Transformation einer MPN, die Hodgkin-
Lymphom-Zelllinien L-428, L-540 und L-1236, die Burkitt-Lymphom-Zelllinie Raji,
die Essentielle Thrombozytdmie (ET)-Zelllinie SET-2, sowie die Multiple Myelom
(MM)-Zelllinien LP-1, OPM-2, RPMI-8226, U-266. Die experimentellen Ergebnisse
werden in Abbildung 4.1.1 und Tabelle 4.1.1 dargestellt.

KG1la HL-60  L-428 L-540 L-1236 PB IVD H,O
uUu ™M u M U M Uu ™M u M U M U M U M

RPMI-
LP-1 OPM-2 8226 U-266 Raji PB IVD H,0

u Mm U M U M UM UM UM U MUM

SET-2 GDM-1 PB IVD H,0
u Mm U M U MU MUWM
ITIHS

Abb. 4.1.1 MSP-Ergebnisse hdmatologischer Zelllinien. Dargestellt sind die Ergebnisse der MSP fir
die verschiedenen hamatologischen Zelllinien (s. Kap. 3.2.3). PB: Periphere Blutproben gesunder
Spender. IVD: In vitro methylierte DNA. H,O: Wasserkontrolle. U: PCR-Produkt der unmethylierten
Promotorsequenz. M: PCR-Produkt der methylierten Promotorsequenz.

Tab. 4.1.1 Ubersicht Gber den Methylierungsstatus der ITIH5-Promotorregion in hamatologischen
Zelllinien

Hamatologische Erkrankung Zelllinie ITIH5-Status

. _ KGla M
Akute myeloische Leukdmie HL-60 M
AML aus myeloproliferativer Neoplasie GDM-1 M
L-428 M
Hodgkin Lymphom L-540 M
L-1236 M
Burkitt-Lymphom Raji M
Essentielle Thrombozytamie SET-2 U

LP-1 u/m

. OPM-2 u/m

Multiples Myelom RPMI-8226 u/M
U-266 U
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Es zeigte sich, dass alle drei AML-Zelllinien (HL-60, KG1a und GDM-1) einheitlich im
Bereich des ITIH5-Promotors vollstandig aberrant methyliert sind. Auch die Hodgkin-
Lymphom-Zelllinien (L-428, L-540 und L-1236) und die Burkitt-Lymphom-Zelllinie
Raji zeigten einheitlich eine vollstdndige Promotorhypermethylierung. Hingegen
zeigten die MM-Zelllinien ein uneinheitliches Bild mit nur partiellen Methylierungen
(LP-1, OPM-2, RPMI-8226) bzw. einer Zelllinie mit unmethylierter
ITIH5-Promotorregion (U-266). Auch die ET-Zelllinie SET-2 aus der Gruppe der MPN
besitzt einen unmethylierten ITIH5-Promotor.

4.2 Demethylierung des ITIH5-Promotors nach DAC-Behandlung

Ausgehend von dem Nachweis einer Promotorhypermethylierung des ITIH5-Gens in
verschiedenen Zelllinien erfolgte anschlieBend die Untersuchung einer potenziellen
Reversibilitat der aberranten Methylierung unter Einsatz der demethylierenden Substanz
DAC. Untersucht wurden die AML-Zelllinien HL-60 und KG1a, deren ITIH5-Promotor
hypermethyliert ist (s. Kap. 4.1). Nach 96 stindiger Behandlung in vitro mit
1 uM DAC wurden die Zelllinien erneut mittels MSP auf ihren Methylierungsstatus hin
untersucht. Fur die Zelllinien zeigte sich nach DAC-Behandlung in der MSP ein Signal
der unmethylierten Sequenz (s. Abb. 4.2.1) und damit der Beweis fur die Reversibilitét
der Hypermethylierung der ITIH5-Promotorregion. Es konnte also eine partielle
Demethylierung erreicht werden, die potenziell eine Reexpression des ITIH5-Gens in
den behandelten Zellen ermdglicht. Die ebenfalls im Bereich des ITIH5-Promotors
hypermethylierte AML-Zelllinie GDM-1 wurde im Rahmen der vorliegenden
Untersuchung nicht mit DAC behandelt.

HL-60 HL-60 KG1la KG1la
unbeh. 1uM DAC unbeh. 1pM DAC PB IVD H,0
u MU ™M U MU M U MU M UM

Abb. 4.2.1 MSP-Ergebnisse nach DAC-Behandlung hédmatologischer Zelllinien. Dargestellt sind die
Ergebnisse der MSP fir zwei verschiedene AML-Zelllinien (s. Kap. 3.2.3). PB: Periphere Blutproben
gesunder Spender. IVD: In vitro methylierte DNA. H,0O: Wasserkontrolle. U: PCR-Produkt der
unmethylierten Promotorsequenz. M: PCR-Produkt der methylierten Promotorsequenz.

Um den Effekt der pharmakologisch induzierten Demethylierung mittels
DAC-Behandlung auf die ITIH5-Expression in leukdmischen Zelllinien zu
objektivieren, kdnnte z.B. eine Analyse der Genexpressionsrate von ITIH5 sowohl an
Zelllinien, als auch anschlielend in Patientenproben mittels Real time quantitativer
PCR (RTg-PCR) erfolgen.
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4.3 Hypermethylierung des ITIH5-Promotors nicht-maligner Zellen

Bei der Untersuchung des Methylierungsstatus des ITIH5-Promotors von 21 nicht
malignen pB-Proben gesunder Probanden oder nicht-malignen KM-Proben von
Patienten zeigte sich ein nahezu einheitliches Bild. Im untersuchten Kollektiv nicht
maligner Proben zeigte sich lediglich bei einer pB-Probe eines gesunden Probanden

eine partielle Methylierung des ITIH5-Promotors.

4.4 Das Patientenkollektiv

Ausgangsmaterial zur Untersuchung des ITIH5-Methylierungsstatus und die Erstellung
eines Methylierungsprofils bei AML waren Proben aus KM oder pB von insgesamt
104 Patienten, gewonnen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose einer AML. Diagnosestellung
und Kilassifikation erfolgten nach der FAB-Klassifikation. Aufgrund der distinkten
Pathophysiologie, Behandlung und Uberlebensrate wurden Proben mit Nachweis einer
t(15;17) und damit des FAB-Subtyps M3 oder M3v (insgesamt 4 Proben) von der
vorliegenden  Untersuchung  ausgeschlossen. Das Alter des untersuchten
Patientenkollektivs betrug im Median 60 Jahre. Das Geschlechterverhéltnis bei
50 untersuchten Proben ménnlicher und 54 Proben weiblicher Patienten betrug im
Vergleich von Mannern zu Frauen 1:1,1. Damit weichen die Daten der von uns
untersuchten Population nur in geringem Male von den in der aktuellen Literatur
beschriebenen Werten (mittleres Erkrankungsalter 70 Jahre, Geschlechterverhaltnis
Manner zu Frauen 1,5:1) ab (Deschler & Lubbert, 2006). Auch die Verteilung der
FAB-Subtypen innerhalb des untersuchten Patientenkollektivs entspricht nahezu den
allgemein beschriebenen Durchschnittswerten (vgl. hierzu Kap. 1.3.4). Abweichend
stellt sich hier jedoch das verminderte Vorkommen des eigentlich haufigsten
FAB-Subtyps M2 im untersuchten Kollektiv (13,5% vs. 25-30%) dar. Hingegen liegt
der Subtyp M1 um ca. 10% und der Subtyp M4 um ca. 5% hdufiger vor als im
allgemein anerkannten Durchschnitt. Die Haufigkeitsverteilung der verschiedenen vom
Karyotyp bestimmten Risikogruppen entsprach annéhernd dem
Durchschnittsvorkommen (vgl. hierzu Tab. 1.3.4). Bei 13,5% der Proben waren keine
Informationen Uber den Karyotyp verfligbar. Die wichtigsten Daten und klinischen
Parameter des Patientenkollektivs sind in Tabelle 4.4.1, Abb. 4.4.1 und Abb. 4.4.2

zusammengestellt.
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Tab. 4.4.1 Klinische und laborchemische Parameter des Patientenkollektivs

Anzahl Patienten, n 104
Alter (Jahre) 60,4 (21,0-89,1)
Altersgruppe, n

Jung (<59 Jahre) 54

Alt (260 Jahre) 50
Geschlecht, n

mannlich 50

weiblich 54
Probenmaterial, n

Knochenmark 72

Peripherblut 32
Atiologie, n

De novo AML 80

AML aus MDS (s-AML) 24
FAB-Subtyp, n

MO 5

M1 34

M2 14

M4 27

M4Eo 11

M5 11

Mb5a 1

M7 1
Risikogruppe, n

glnstig 16

intermediar 60

unglinstig 14

nicht definiert 14
Laborparameter

WBC (10°/1) 21,4 (0,9-354)

Hb (g/1) 91 (41-142)

Thrombozyten (10°/1) 60,5 (3-680)

LDH (U/I) 496 (139-3761)

Fur das Alter und die laborchemischen Messwerte ist jeweils der Zentralwert (Median) angegeben. Die
Zahlen in Klammern zeigen jeweils den minimalen und den maximalen Wert an.

(4.4.1) (4.4.2) Glinstig
M4eo
10,5% M5
12,5%
Nicht Intermedidr
bekann

57,7%

Abb. 441 & 4.4.2 Haufigkeit der verschiedenen FAB-Subtypen und der verschiedenen
zytogenetischen Risikogruppen im untersuchten Patientenkollektiv (n=104).
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4.5 ITIH5-Methylierungsstatus primarer AML-Patientenproben

Wahrend alle drei untersuchten AML-Zelllinien (HL-60, KGla und GDM-1) eine
Hypermethylierung des ITIH5-Promotors aufwiesen, zeigten nur 15 der insgesamt
104 untersuchten priméren Proben von Patienten mit AML eine zumindest partielle
Hypermethylierung im Bereich der ITIH5-Promotorregion. Dies entspricht einem Anteil
von 14,4%. Einen exemplarischen Auszug der erzielten MSP-Ergebnisse zeigt die
Abbildung 4.5.1.

1333 1384 1361 1362 1383 PB IVD H,0
u Mm U Mm U ™M UM U MUMU M UM

1514 1530 1531 1532 1552 PB IVD H,0
u Mm U M U M UM U M UMU M UM
ITIHS

551 553 568 577 584 PB IVD H,0
u Mm U MmuyUu ™M UM U MUMU M UM

ITIHS

Abb. 4.5.1 MSP-Ergebnisse priméarer Patientenproben. Dargestellt sind die Ergebnisse der MSP fir
ausgewahlte Patientenproben. PB: Periphere Blutproben gesunder Spender. IVD: In vitro methylierte
DNA. H,0O: Wasserkontrolle. U: PCR-Produkt der unmethylierten Promotorsequenz. M: PCR-Produkt
der methylierten Promotorsequenz.

Ein positiver Methylierungsstatus korrelierte weder mit der Herkunft des gewonnenen
Probenmaterials aus pB- oder KM-Proben (p=0,33), noch mit einer bestimmten
Altersgruppe (p=0,22) oder einem bestimmten Geschlecht (p=0,22). Partielle
Methylierungen traten im untersuchten Kollektiv lediglich bei den FAB-Subtypen M1,
M4 und M4Eo auf (s. Abb. 4.5.2). Dieser Zusammenhang war jedoch ebenfalls nicht
statistisch signifikant (p=0,13).

munmethyliert

2> 24
methyliert
14
11
2 8
5
3 E

Mo o B 1 N Mo 4o o0 2o
MO M1 M2 M4 5 M5a M6

Mdeo M M7

Abb. 4.5.2 Haufigkeit methylierter und unmethylierter Patientenproben in Korrelation zum
FAB-Subtyp. Absolute Patientenzahlen mit entweder unmethylierter oder methylierter Promotorregion.
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Ferner zeigte sich keine statistisch signifikante Korrelation zwischen positivem
ITIH5-Methylierungsstatus und einer distinkten zytogenetischen Risikogruppe (glnstig,
intermediér oder ungunstig) (p=0,32) (s. hierzu Tab. 4.5.1). Methylierungen traten in
allen Risikogruppen auf. Insgesamt zeigten 3 der 16 Proben (18,8%) mit glinstigem
zytogenetischem  Risikoprofil ~ eine  ITIH5-Promotorhypermethylierung.  Alle
3 Methylierungen traten bei Fallen des FAB-Subtyps M4eo mit inv(16) auf, was
moglicherweise  auf  eine  Assoziation  dieses  Karyotyps  mit  einer
ITIH5-Hypermethylierung bei AML mit zytogenetisch glinstigem Risikoprofil deutet. In
der Gruppe mit intermedidrem Risiko fand sich bei unmethyliertem sowie bei
methyliertem ITIH5-Promotor in den meisten Féllen ein normaler Karyotyp. Die
Methylierungsrate in der zytogenetisch ungunstigen Risikogruppe war auffallend
niedrig (7,1%).

Tab. 4.5.1 Korrelation zwischen ITIH5-Methylierungsstatus und karyotypischem Risikoprofil

ITIH5-Methylierung (%)

Patientenzahl gesamt (n=104) 14,4% (15/104)
Glinstiges Risikoprofil (n=16) 18,8% (3/16)
- inv(16) (n=11) 27,3% (3/11)
- t(8;21) (n=5) 0%
Intermediares Risikoprofil (n=60) 11,7% (7/60)
Ungiinstiges Risikoprofil (n=14) 7,1% (1/14)
Karyotyp nicht bekannt (n=16) 28,6% (4/14)

Das glnstige Risikoprofil beinhaltet die Karyotypen inv(16), t(16;16) und t(8;21). Das unginstige
Risikoprofil beschreibt die karyotypischen Veranderungen mit Multiliniendysplasie, -5/del(5q), -7/del(7q)
und 3g-Veranderungen. Das intermedidre Risikoprofil beinhaltet alle anderen Formen zytogenetischer
Aberrationen und die CN-AML, s. hierzu auch Tab. 1.3.4.
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ATIHS
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=] :
= | . |
2 0,21 e -
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0 12 24 36 48 60 72 84 96
Uberleben (Monate)

Abb. 453 Darstellung der Uberlebenszeit der Patienten mit oder ohne Promotor-
hypermethylierung des ITIH5-Gens zum Zeitpunkt der Diagnose (n=104). Es zeigte sich kein
signifikanter Zusammenhang (p=0,08). Das Gesamtiiberleben wird in der Gruppe der Patienten mit
methyliertem ITIH5-Promotor nicht erreicht. Grund hierfir ist, dass entweder alle verbliebenen Patienten
noch am Leben sind oder keine weiteren klinischen Untersuchungsdaten erfasst wurden.
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Interessanterweise zeigte sich in der Gesamtiiberlebenskurve (s. Abb. 4.5.3) ein Trend
in Richtung eines Uberlebensvorteils bei positivem ITIH5-Methylierungsstatus,

wenngleich dieser statistisch nicht signifikant war (p=0,08).

In der vergleichenden Analyse zwischen ITIH5-Methylierungsstatus und klinisch-
laborchemischen Parametern konnte weder fiir den initialen Hamoglobin-Wert (Hb)
(p=0,48), noch fur die initialen Leukozyten- (p=0,24), die Thrombozytenzahlen
(p=0,70) oder fir den laborchemischen Parameter LDH (p=0,34) eine signifikante

Korrelation nachgewiesen werden (s. hierzu Tab. 4.5.2).

Tab. 4.5.2 Korrelation zwischen Methylierungsstatus und laborchemischen Parametern

Leukozyten (10°/1) Hb (g/1) Thrombozyten (10°/1) LDH (U/1)
U 49,9 92,4 82 614
M 73,3 96,1 72 780

Jeweilige Mittelwerte der beiden Subpopulationen des Patientenkollektivs. U: Unmethylierter
ITIH5-Promotor. M: Methylierter ITIH5-Promotor. Hb: Hadmoglobin-Wert. LDH: Laktatdehydrogenase.

Tab. 4.5.3 Liste der untersuchten Patientenproben nach FAB-Subtyp

Probe | FAB ITIHS Probe | FAB ITIHS Probe AB
514 MO U 1557 M1 U 1479 M4 U/M
561 MO U 1615 M1 U 1481 M4 U
1083 MO U 1665 M1 U 1497 M4 U
1448 MO U 1671 M1 U 1498 M4 U
1655 MO U 527 M2 U 1530 M4 U
516 M1 U 538 M2 U 1659 M4 U
532 M1 U 540 M2 u 1667 M4 U/M
536 M1 U 543 M2 U 1670 M4 U
544 M1 U 556 M2 U 1672 M4 U/M
546 M1 U 576 M2 U 1673 M4 U
558 M1 U/M 1156 M2 U 519 M4eo U
568 M1 U/M 1158 M2 U 526 M4eo U/M
572 M1 U 1166 M2 u 541 M4eo U
583 M1 U/M 1383 M2 U 551 M4eo U/M
587 M1 U 1429 M2 U 573 M4eo U
1085 M1 U 1496 M2 U 589 M4eo U
1155 M1 U 1514 M2 U 595 M4eo U
1157 M1 U 1531 M2 U 1082 | M4eo U
1180 M1 U 512 M4 u 1328 | M4eo U
1182 M1 U 548 M4 U 1333 | M4eo U
1183 M1 U 549 M4 U 1656 M4eo U/M
1269 M1 U/M 553 M4 U 505 M5 u
1300 M1 Uu/M 569 M4 U 528 M5 U
1302 M1 U 571 M4 U 534 M5 U
1361 M1 U 596 M4 U 535 M5 U
1362 M1 Uu/M 1044 M4 U 581 M5 U
1384 M1 U 1154 M4 U 584 M5 U
1386 M1 !) 1298 M4 U 1181 M5 u
1486 M1 u/m 1299 M4 U 1305 M5 U
1488 M1 U 1321 M4 U 1616 M5 U
1489 M1 Uu/M 1341 M4 U 1627 M5 U
1495 M1 U 1449 M4 U 1635 M5 U
1532 M1 u/m 1452 M4 U 1480 M5a U
1552 M1 U 1456 M4 U 577 M7 U
1554 M1 U 1464 M4 U

Ein pink hinterlegtes Feld kennzeichnet eine vorliegende ITIH5-Promotorhypermethylierung der
jeweiligen Patientenprobe. U: Signal der unmethylierten Sequenz. U/M: Signal der unmethylierten und
methylierten Sequenz entsprechend einer Methylierung der ITIH5-Promotorregion in blastéren Zellen und
fehlender Methylierung bei anderen, nicht-malignen Zellen der jeweiligen Blutprobe.
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5. Diskussion

5.1 Bedeutung der ITIH5-Promotorhypermethylierung bei AML

Epigenetische Prozesse kontrollieren Struktur und Funktion des menschlichen Genoms
und sind sowohl bei physiologischen, als auch bei pathologischen Zustdnden eines
Organismus bedeutsam, dementsprechend auch bei malignen Erkrankungen. Die Rolle
epigenetischer Aberrationen in der Pathogenese maligner Erkrankungen wird
zunehmend erkannt. So konnte der Zusammenhang zwischen aberranter Methylierung
von Promotorregionen und funktioneller Inaktivierung fur verschiedenste Gene mit
Involvierung in essentielle Signalwege, Zellzyklus und DNA-Reparaturmechanismen
bei soliden Tumoren und hamatologischen Neoplasien identifiziert werden
(Herman & Baylin, 2003).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Kandidatengen-Ansatz verfolgt. Dieser grindet auf
der Annahme, dass ein untersuchtes Gen, in diesem Falle ITIH5, mdglicherweise eine
Schlisselrolle in der Leukd&mogenese und damit in der Pathophysiologie der AML
spielen konnte. ITIH5 ist ein Protein der ECM mit ECM-stabilisierenden Eigenschaften
und somit ein potenzielles Tumorsuppressorgen, dessen Rolle sowohl bei soliden
Tumoren, als auch im Rahmen hamatologischer Neoplasien von groRem Interesse ist.
Eine Storung der Interaktion zwischen Geweben und ihrer umgebenden ECM fihrt zu
Stérungen physiologischer Prozesse, wie z.B. der ovariellen Follikelreifung, aber auch
zur Progression maligner Erkrankungen mit Auftreten von Metastasierung und erhohter
Invasivitat durch Adhésionsverluste (Zhuo et al., 2001). Insb. durch die Funktion des
Bikunins als Plasmaprotease-Inhibitor und die ECM-stabilisierenden ITIHs tben ITIs
hemmenden Einfluss auf  Tumorprogress und Metastasierung aus
(Kobayashi et al., 1995; Bourguignon et al., 1999, Paris et al., 2002).

Gleichwonhl ist die Rolle einer ITIH5-Expression oder dessen Dysregulation im Rahmen
von Myelopoese oder Leukdmogenese zum aktuellen Zeitpunkt nur unzureichend
untersucht worden. Eine Expressionsanalyse von ITIH5 in Knochenmark, Lymphknoten
und verschiedensten anderen Geweben zeigte keine messbare ITIH5-Expression in
Knochenmark oder Lymphknoten (Himmelfarb et al., 2004). Dies ist jedoch fir eine
gezielte Untersuchung der Rolle einer ITIH5-Expression in der Myelopoese
unzureichend, da hierbei die miteinander vermischte DNA der verschiedenen zellularen

Bestandteile dieser Kompartimente untersucht wurde. Interessanterweise findet sich im
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Knochenmark von AML-Patienten ein vermehrter HA-Gehalt der ECM, dessen
funktionelle  Bedeutung jedoch  bislang nur  unzureichend geklart st
(Sundstrém et al., 2005).

Die Untersuchung maligner hdmatologischer Zelllinien auf aberrante Methylierung des
ITIH5-Promotors zeigte bei allen drei untersuchten AML-Zelllinien (HL-60, KG1a und
GDM-1) sowie bei allen untersuchten Hodgkin-Lymphom-Zelllinien (L-428, L-540,
L-1236) und der untersuchten Burkitt-Lymphom-Zelllinie Raji eine vollstandige
Hypermethylierung der Zellen. Wir konnten damit zeigen, dass eine
Promotorhypermethylierung des Tumorsuppressorgens ITIH5 eine neue, bisher
unbekannte epigenetische Aberration ist. Diese Resultate stiitzen die Annahme, dass
ITIH5, bzw. dessen epigenetische Dysregulation, maglicherweise eine Rolle in der
Genese der AML und bei malignen Lymphomen der B-Zellreihe spielt. Mdglicher
Mechanismus ist eine gestorte Interaktion zwischen umgebender ECM im KM und dem

malignen leukdmischen Klon.

Eine Vielzahl von Studien zeigte bereits, dass der Einsatz demethylierender Agenzien,
insh. AZA oder DAC, in vitro zu einer Reexpression zuvor durch Hypermethylierung
inaktivierter Tumorsuppressorgene fiihrt (Herman & Baylin, 2003; Gilbert et al., 2004).
Der erfolgreiche Einsatz im Rahmen klinischer Studien fuhrte mittlerweile zur
Zulassung von AZA und DAC zur Behandlung des high grade MDS durch die FDA
(Kaminskas et al., 2005; Kantarjian et al., 2006). Tumorstammzellen besitzen gehauft
Resistenzen gegeniiber konventionellen Chemotherapeutika. Daher konnte ein
Klinischer Einsatz demethylierender Substanzen in Kombination mit konventioneller
Chemotherapie oder anderen epigenetisch wirksamen Substanzen durch Reinduktion
eines physiologischen Genexpressionsmusters moglicherweise das Therapieansprechen
verbessern, eine epigenetisch bedingte Chemotherapieresistenz aufheben, die
Remissionsdauer  verlangern oder gunstigen Einfluss im Rahmen einer
remissionserhaltenden Therapie nach einem ersten Rezidiv oder nach allogener SZT
haben. So konnte z.B. bei testikularen Keimzelltumoren die Uberwindung einer initialen
Resistenz gegeniiber standardmaRig Cisplatin-haltiger Chemotherapie durch den
Einsatz von AZA erreicht werden (Beyrouthy et al., 2009). Nachteil bisheriger
epigenetischer Therapieansétze ist die mangelnde Spezifitat der eingesetzten Pharmaka.
AZA und DAC induzieren eine globale DNA-Hypomethylierung mit dem Risiko einer
ungerichteten Aktivierung von Onkogenen oder Transposonen in gesunden Zellen und

wirken damit wiederum potenziell mutagen (Egger et al., 2004; Yoo & Jones, 2006). So
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wurde beispielsweise im Mausmodell bei der Testung epigenetischer Therapien ein

vermehrtes Auftreten maligner Lymphome beobachtet (Jones & Baylin, 2007).

Die vorliegenden Ergebnisse der Methylierungsanalyse der AML-Zelllinien KG1a und
HL-60 vor und nach demethylierender DAC-Behandlung zeigen eine DAC-induzierte
partielle Demethylierung des zuvor vollstandig methylierten ITIH5-Promotors. Dies
belegt die Reversibilitat der ITIH5-Hypermethylierung. Die physiologische Bedeutung
einer Demethylierung von ITIH5 sollte durch eine Analyse der Expressionsrate vor und
nach DAC-Behandlung, z.B. mittels RTq-PCR, objektiviert werden. Mdéglicherweise
tragt eine medikamentds induzierte Demethylierung des ITIH5-Promotors zum

gunstigen Effekt einer Therapie mit demethylierenden Agenzien bei AML bei.

Bei der anschlieBenden Untersuchung von 104 AML-Patientenproben liel sich in
14,4% (15/104) der Falle eine aberrante Methylierung im Bereich des ITIH5-Promotors
nachweisen. In der statistischen Auswertung zeigte sich keine signifikante Korrelation
zwischen einem positivem Methylierungsstatus und FAB-Subtyp, zytogenetischer
Risikogruppe oder den laborchemischen Parametern Hb, initiale Leukozyten- und
Thrombozytenzahl oder der LDH. In der ginstigen Risikogruppe trat eine
ITIH5-Methylierung zwar einzig bei Fallen mit dem zytogenetischen Merkmal einer
Inversion von Chromosom 16 (inv(16)) auf, eine Bestatigung dieser Assoziation durch
prospektive Untersuchung groRerer Patientenkollektive bleibt jedoch abzuwarten.
Ebenso wenig zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
ITIH5-Methylierungsstatus und dem Gesamtuberleben. Hier zeichnet sich jedoch
iberraschend ein Trend in Richtung eines Uberlebensvorteils bei hypermethyliertem
ITIH5-Promotor (p=0,08) ab (s. hierzu auch Abb. 4.5.3). Ursachlich hierflr konnte sein,
dass im untersuchten Kollektiv eine aberrante ITIH5-Hypermethylierung allein bei
ginstigem oder intermedidrem, nicht jedoch bei Patienten mit unglnstigem Risiko
auftrat. Da unser untersuchtes Patientenkollektiv mit insgesamt 104 Patientenproben
recht klein und sehr heterogen in Bezug auf Alter, Risikoprofil und applizierte
Therapieregime war, kann anhand der vorliegenden Daten jedoch kein definitiver
Schluss im Hinblick auf die prognostische Bedeutung einer ITIH5-Hypermethylierung
gezogen werden. So sollte auch hierfir eine Charakterisierung des
ITIH5-Methylierungsstatus als Biomarker bei AML im Rahmen von Untersuchungen

grolerer, risikoadaptierter Patientenkollektive abgewartet werden.
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Das Fehlen einer signifikanten Korrelation zwischen ITIH5-Methylierungsstatus und
distinkten klinischen oder laborchemischen Charakteristika einer AML bedeutet
demnach nicht, dass eine Dysregulation von ITIH5 keine Bedeutung fir die Myelopoese
oder Leukamogenese hat. Vielmehr scheint eine epigenetische ITIH5-Dysregulation bei
einem Kkleinen Anteil der AML-Félle einen Teilaspekt der leukdamischen Entartung
darzustellen. Der statistische Trend fir einen Zusammenhang zwischen
ITIH5-Hypermethylierung  und  erhdhter  Leukozytenzahl  (p=0,24)  konnte
moglicherweise in einer gestorten Interaktion zwischen der ECM und der leukdmischen
Blastenpopulation mit gestorter Zell-Matrix-Adhdsion und konsekutiv erhéhten

peripheren Leukozyten- und insh. Blastenzahlen begriindet sein.

Vorangegangene Untersuchungen haben gezeigt, dass distinkte epigenetische
Alterationen einer Vielzahl von Genen eine bedeutende Rolle in der Pathogenese
maligner Erkrankungen spielen (Herman & Baylin, 2003; Galm et al., 2006). Aul3erdem
unterscheiden sich einzelne Tumorentitdten auch durch ihr Muster epigenetischer
Aberrationen, sodass mit Hilfe der Methylierungsanalyse erkrankungsspezifische
Methylierungsmuster, z.B. bei Kkolorektalen Karzinomen oder héamatologischen
Neoplasien, identifiziert werden konnten (Toyota et al., 1999; Galm et al., 2006;
Jones & Baylin, 2007). Dies fuhrte in einer genomweiten Methylierungsanalyse eines
groen Patientenkollektivs mit AML zur Identifikation Subtyp-spezifischer
Methylierungsmuster und zur Detektion neuer methylierungsassoziierter Subtypen
(Figueroa et al., 2010a).

Fur ITIH5 konnte bislang in vorangegangenen Studien eine Bedeutung als prognostisch
relevanter Biomarker beim invasiv-duktalen Mammakarzinom nachgewiesen werden.
Eine epigenetische Inaktivierung von ITIH5 korreliert mit einer signifikant schlechteren
Prognose (Veeck et al.,, 2008a). Ferner liegen Hinweise auf das Bestehen einer
ITIH5-Dysregulation  bei  schlecht-differenzierten  Schilddriisenkarzinomen  vor
(Pita et al., 2009).

Zur Kléarung der Funktion des ITIH5-Genproduktes im Rahmen der Physiologie der
Myelopoese, sowie flr die Pathophysiologie der Leukdmogenese bedarf es in Zukunft
weiterer experimenteller Studien. Um die physiologische Bedeutung von ITIHS fiir die
Interaktion zwischen ECM und myeloischen Zellen bzw. deren CD34-positiven
Vorlaufern in der Myelopoese und ferner zwischen ECM und leukdmischem Zellklon in

der Leukd@mogenese zu erhalten, ware eine Expressionsanalyse an isolierten
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myeloischen Zellen, deren CD34-positiven Vorlaufern und leukdmischen Zellen
notwendig. In einem weiteren Schritt sollte eine Kl&rung der physiologischen Relevanz
der Methylierung des ITIH5-Promotors durch eine Expressionsanalyse des ITIH5-Gens
sowohl an gesunden, unmethylierten Zellstadien der myeloischen Differenzierung, als
auch anschlielend an isolierten leuk&mischen Zellpopulationen erfolgen. Interessant
wére, ob ITIH5 im Rahmen der Myelopoese exprimiert wird und inwiefern die
aberrante Promotorhypermethylierung die ITIH5-Expression beeinflusst und damit zum

Prozess der malignen Entartung beitréagt.
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5.2 Bewertung der Methodik

Die MSP ist eine schnelle, kosteneffektive und hochsensitive Methode fur die Analyse
des Methylierungsstatus praktisch jeder CpG-reichen Region des Genoms. Die MSP
detektiert methylierte Allele mit einer Nachweisgrenze von 0,1% und kann ausgehend
von nur kKleinen DNA-Probenmengen aus frischem, kryokonserviertem Gewebe, KM,
pB und anderen Korperflussigkeiten, sowie aus paraffineingebettetem Gewebe erfolgen
(Herman et al., 1996; Galm et al., 2006). Die MSP kann allerdings nur unter
Berlcksichtigung entsprechender Kontrollreaktionen valide Ergebnisse liefern.
Erforderlich ist das Vorliegen einer Kontrolle der Reaktionen sowohl fir die
unmethylierte (U-Kontrolle), als auch die methylierte (M-Kontrolle) Sequenz. Als
U-Kontrolle dienen in der Regel DNA-Proben von gesunden Spendern, da man
annimmt, dass die DNA gesunder Spender keine Hypermethylierung in
Promotorregionen aufweist. Storfaktor hierbei kann das Vorliegen partieller,
physiologisch scheinbar vollkommen irrelevanter Promotorhypermethylierungen in
verwendeten U-Kontrollen sein, da per MSP auch minimale Methylierungsraten von ca.
3% erfasst werden konnen. Dies bedingt eine fragliche Einschrankung der Spezifitét der
MSP. Zur Ausraumung dieser Problematik befinden sich mittlerweile neue, sensitivere

Verfahren, wie z.B. die Pyrosequenzierung in praktischem Gebrauch.

Ein Vorteil der Untersuchung von pB- oder KM-Proben besteht in der leichten
Gewinnung einer groRen, vitalen Zellpopulation, was eine bessere Qualitat der DNA als
z.B. bei paraffineingebetteten Gewebsproben bietet. Das Problem der Untersuchung
solcher Proben von Patienten mit hamatologischen Neoplasien besteht jedoch darin,
dass eine Mixtur der DNA sowohl des malignen Zellklons, als auch gesunder zellularer
Blutbestandteile vorliegt. Dies begriindet, dass bei der Detektion einer Methylierung des
jeweiligen untersuchten Gens im malignen Zellklon immer auch ein Signal der
unmethylierten Sequenz aus der DNA der gesunden Blutbestandteile nachzuweisen ist.
Aus genau diesem Grund wére eine quantitative Methylierungsanalyse aus pB oder KM
ohne vorherige Isolation des leukamischen Zellklons nur bedingt als représentativ zu
bewerten (Galm & Herman, 2005).

Die MSP beruht auf den Unterschieden zwischen methylierten und unmethylierten
Allelen der DNA-Sequenz, welche im Rahmen der Behandlung der DNA mit
Natriumbisulfit entstehen und mit Hilfe sequenzspezifischer Primer nachgewiesen
werden. Die Wahl einer funktionell geeigneten Region im Promotor eines Gens ist fur

das Primer-Design und fur einen validen qualitativen Nachweis aberranter
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Promotorhypermethylierung der entscheidende Faktor. Die Primer dirfen sich nur an
mit Natriumbisulfit behandelte DNA anlagern, um eine Amplifikation eventuell
artifiziell anwesender DNA zu vermeiden. Ferner muss anhand der spezifischen Primer-
Paare zwischen methylierter und unmethylierter DNA-Sequenz unterschieden werden
koénnen (Herman et al., 1996; Galm & Herman, 2005). Die im Rahmen dieser Arbeit
verwendeten Primer binden spezifisch im Bereich der ITIH5-Promotorregion und
gewahrleisten die Amplifikation und damit den verlasslichen qualitativen Nachweis
aberranter Hypermethylierung des ITIH5-Gens. Da jedoch durch die in der vorliegenden
Arbeit verwendeten Primerpaare je nur zwei CpG-Dinukleotide detektiert werden,
konnte bei Auftreten heterogener Methylierungsmuster in der Promotorregion in einer
Vielzahl von Proben falschlicherweise eine zu hohe oder aber zu niedrige

Methylierungsrate detektiert werden.

Es bleibt zu klaren, inwiefern die in dieser Arbeit demonstrierte Hypermethylierung der
untersuchten Region mit einer transkriptionalen Inaktivierung einhergeht. Im Vergleich
zu den in der Arbeit von Veeck et al. zur Untersuchung des ITIH5-Methylierungsstatus
bei Mammakarzinomen verwendeten Primer, binden die in dieser Arbeit verwendeten
Primer naher am Transkriptionsstart im Bereich des ersten Exons. Dies lasst eine hohere
Sensitivitdt der Erfassung einer Hypermethylierung der Promotorregion erwarten,
welche mdoglicherweise groReren Einfluss auf eine transkriptionale Inaktivierung

ausubt.

Voraussetzung fur die MSP ist die vorherige Bisulfitkonversion der genomischen DNA.
Ein Problem dieser Bisulfitbehandlung von DNA-Proben ist die mdgliche artifizielle
unvollstandige Konversion von unmethylierten Cytosinbasen zu Uracil. Grund hierfir
ist eine mangelnde Denaturierung der DNA, da Bisulfit nur mit Cytosinbasen reagiert,
welche nicht an der Basenpaarung beteiligt sind, oder eine lokalisierte Renaturierung
des DNA-Doppelstranges im Verlauf der Natriumbisulfit-Behandlung. Ferner erfolgt
wéhrend der 16-stiindigen Inkubationszeit eine spontane Konversion von maximal 2-5%
aller m°C-Reste zu Thymidin. Auch die Verwendung gréRerer DNA-Mengen als 1 ug
DNA pro Natriumbisulfit-Reaktion birgt die Gefahr der unvollstandigen Konversion.
Artefakte dieser Art konnen zu einer Verfalschung der Signale fiir die methylierte
DNA-Sequenz fiihren.
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6. Zusammenfassung

Die Bedeutung epigenetischer Prozesse fir die Pathogenese maligner Entartung wird
zunehmend erkannt und liefert wichtige Informationen (ber die komplexe
Pathophysiologie von Malignomen. Die Promotorhypermethylierung induziert in
Interaktion mit Histonmodifikationen eine transkriptionale Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen.  Dieser  molekulare ~ Mechanismus  ist  funktionell
gleichbedeutend mit inaktivierenden genetischen Aberrationen (Herman & Baylin,
2003). Die Korrelation von klinischen Parametern und aberranten Methylierungs-
mustern deutet auf einen potenziellen Nutzen epigenetischer Faktoren als Biomarker fir
Risikostratifizierung, Prognose und Wahl der addquaten Therapie hin. Daher erlauben
Untersuchungen epigenetischer Verdnderungen ein besseres Verstandnis der

Pathophysiologie solider Tumoren und hamatologischer Neoplasien, wie z.B. der AML.

Bei der AML sind bereits eine Vielzahl von Tumorsuppressorgenen identifiziert
worden, die epigenetischen Aberrationen unterliegen (Galm et al., 2006). Die
Heterogenitat der AML impliziert, dass auch die Akkumulation von Verénderungen im
Epigenom zum Prozess der Leukdmogenese beitragt. Epigenetische Untersuchungen bei
AML erlauben daher eine sensitivere Risikostratifizierung und die Identifikation neuer
Therapieansétze, welche das Epigenom der malignen Blasten gezielt beeinflussen.

Die Bedeutung des in dieser Arbeit untersuchten Kandidatengens ITIH5 flr die
Myelopoese sowie die Leukdmogenese ist aktuell noch nicht hinreichend geklart. Das
Auftreten einer Hypermethylierung des ITIH5-Promotors in AML-Zelllinien, priméren
AML-Patientenproben sowie in Hodgkin-Lymphom-Zelllinien definiert jedoch eine
neue epigenetische Aberration bei diesen verschiedenen hamatologischen Neoplasien.
Eine aberrante ITIH5-Hypermethylierung konnte in 14,4% (15/104) der priméren
AML-Proben von Patienten aller Risikogruppen nachgewiesen werden. Eine
Dysregulation des ITIH5-Gens tragt somit potenziell zum Prozess der Leukdmogenese
bei. Der zugrundeliegende Mechanismus konnte eine verminderte Interaktion zwischen
malignem Zellklon und umgebender ECM mit konsekutiv verminderter Zelladhdsion,
erhohten peripheren Blastenzahlen und erhdhtem Zellumsatz sein. Es besteht keine
signifikante Korrelation einer ITIH5-Hypermethylierung mit klinisch-prognostischen
Parametern. Die aberrante ITIH5-Hypermethylierung ist demnach kein unabhangiger
prognostischer Faktor bei AML, wie es kurzlich fur Mammakarzinome beschrieben
wurde (Veeck et al., 2008a).
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7. Ausblick

Die AML stellt eine heterogene Gruppe von Ausreifungsstérungen der myeloischen
Zellreihe dar. Die Identifikation distinkter zytogenetischer Aberrationen ermdglicht eine
prognostisch bedeutsame Risikoeinteilung innerhalb dieser heterogenen Gruppe. Die
Entdeckung neuer molekularer Marker erlaubt eine weitergehende Risikostratifizierung,
v.a. bei der CN-AML, die ca. 40-50% aller AML-Falle darstellt. Da eine AML jedoch
nicht einheitlich auf dem Boden einer einzelnen Aberration entsteht, ist der Verlauf sehr
variabel und es fehlt aktuell, mit Ausnahme der APL, an individuell optimierten
Therapieregimen. Aber aufgrund der Heterogenitat wird eine molekular zielgerichtete
Behandlung einzelner L&sionen allein wahrscheinlich nicht ausreichen (Karp, 2008).

Zur Optimierung einer risikoadaptierten, individualisierten Therapie der verschiedenen
AML-Subtypen bedarf es daher der weiteren Identifikation molekularer Markerprofile
und entsprechend optimierter Therapieoptionen. Hierfiir ist die klinische Testung neuer
molekular zielgerichteter Agenzien als Single agents, in Kombination miteinander oder
kombiniert mit etablierten Therapien ein aussichtsreicher Ansatz (Karp, 2008).
Beispielsweise befindet sich aktuell eine aktive Immunisierung mit T-Zell-Aktivierung
gegen leukamische Blasten, beruhend auf molekulargenetischen Alterationen wie z.B.
einer WT1-Uberexpression, in pharmakologischer Entwicklung (Gore, 2008).

In der letzten Dekade sind epigenetische Aberrationen, insh. DNA-Methylierung und
Histonmodifikationen, in den Fokus der onkologisch-hamatologischen Forschung
geriickt. Diese Veranderungen sind Teil eines komplexen epigenetischen Netzwerkes,
welches Struktur und Funktion des humanen Genoms kontrolliert und die Transkription
insb. von Tumorsuppressorgenen reguliert. Der Einfluss von Verdnderungen des
Epigenoms auf physiologische und pathologische Zustande stellt damit eine wichtige
Komponente im Spektrum der bisher bekannten pathophysiologischen Mechanismen
maligner Entartung dar. Die Identifikation erkrankungsspezifischer Unterschiede im
Epigenom, z.B. der DNA-Methylierung, verschiedener Subtypen maligner
Erkrankungen deutet auf einen Nutzen epigenetischer Aberrationen als Biomarker fir
Risikostratifizierung und Optimierung der jeweiligen Therapiestrategien hin. Die
Herausforderung wird also sein, neue epigenetische Biomarker in der klinischen Praxis
zu etablieren (Baylin & Jones, 2011).

Ein Fortschritt bzgl. der essentiellen Bedeutung des Epigenoms fur Gesundheit und

Krankheit ist die Initiation des Human Epigenome Project, dessen Zweck die
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Identifikation aller chemischen Verédnderungen und Interaktionen der Chromatin-
komponenten ist, um so Entwicklungs- und Alterungsprozesse sowie Urspriinge einer

abnormen Genregulation bei Tumoren nachzuvollziehen (Jones & Martienssen, 2005).

Epigenetische Aberrationen sind potenziell reversibel und bieten damit einen
interessanten Therapieansatz. Die in dieser Arbeit beobachtete Reversibilitat der
ITIH5-Promotorhypermethylierung durch Inkubation urspriinglich hypermethylierter
AML-Zelllinien mit dem demethylierenden Agens DAC bestétigt die bereits in
klinischen Studien beobachtete Wirkung dieses epigenetischen Therapieansatzes bei der
AML. Die nebenwirkungsarme Therapie mit MTIs ist durch die FDA Dbereits zur
Behandlung des high risk MDS (nach IPSS) zugelassen, der Einsatz von HDACS ist

bereits bei kutanen T-Zelllymphomen eine anerkannte Therapieoption.

Zukinftige Aufgabe wird es sein die genauen Wirkungsmechanismen epigenetischer
Therapien mit MTIs und HDACIs zu definieren sowie den Nutzen einer epigenetischen
Therapie in Bezug auf geeignete Kombinationen untereinander oder mit anderen
Therapiemodalitaten und zur Uberwindung einer bestehenden Chemotherapieresistenz
zu evaluieren (Baylin & Jones, 2011). Daher gibt es aktuell eine Vielzahl von Studien,
die den Einsatz von MTIs allein oder kombiniert mit anderen epigenetisch wirksamen
Substanzen (HDACIs) oder zusammen mit konventionellen Chemotherapien z.B. im
Rahmen einer remissionserhaltenden Therapie oder zur Induktion bei Patienten, fir

welche eine hochdosierte Chemotherapie nicht in Frage kommt, austesten (Gore, 2008).

Die Fortschritte in der epigenetischen Forschung werden ein somit wachsendes
Verstandnis der Pathophysiologie maligner Erkrankungen erbringen. Es werden in
Zukunft sowohl neue Biomarker identifiziert werden, die zur Individualisierung von
Diagnostik und Prognosebewertung dienen, als auch vielversprechende Ansatzpunkte
fur Therapien entdeckt werden, welche eine gezielte Beeinflussung maligner Zellen
durch die Regeneration eines physiologischen Epigenoms sowie eine verbesserte
Wirksamkeit etablierter Therapien durch epigenetische Modifikationen erlauben.
Epigenetische Therapien werden zukiinftig vielleicht auch eine therapeutische Option
bei AML oder soliden Tumoren bieten. Ferner kann die Untersuchung
krankheitsspezifischer Methylierungsmuster z.B. als molekularer Marker einen
bedeutenden Beitrag zur Detektion einer MRD in CR bei hamatologischen Neoplasien
leisten und durch die Anzeige eines erhohten Rezidivrisikos die langfristigen

Therapieerfolge positiv beeinflussen (Agrawal et al., 2007).
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