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I-MAC   intermediäre Mitoxantron, Ara-C Therapie 

iv   intravenös 

k    kilo (10³) 

kb    Kilobasenpaar 

kg    Kilogramm 

KI   Kurzinfusion 

l    Liter 
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LB    Luria Bertani 

M    molar (Mol pro Liter) 

MDS   Myelodysplastische Syndrom 

µ    mikro (10-6) 
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m2   Quadratmeter 

MAMAC  Amsakrin und Ara-C (Therapie) 

MAV   Mitoxantron und Ara-C (Therapie) 
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MW    Molekulargewicht 

n    nano (10-9) 

NaCl    Natriumchlorid 

NADH    Nikotinamidadenindinukleotid 

NAM   Nikotinamid 
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NP-40    4-Nonylphenolpolyethylenglykol (Nonidet P-40) 

N-Terminus   Aminoterminal 

OD    optische Dichte 

PAGE    Polyacrylamidgelelektrophorese 

PBS    Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung (phosphate buffered saline) 

PBSCT   Stammzelltransplantation 

PCR    Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction) 

pH    Konzentration der H+-Ionen in einer Lösung 

p   piko (10-12) 

PMSF    Phenylmethansulfonylfluorid 
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RNA    Ribonukleinsäure (RNS) 
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RPMI    Roswell Park Memorial Institute Nährmedium 
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s.    siehe 

s.o.   siehe oben 

SDS    Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate) 

sek   Sekunden 

sir2    silent information regulator 2 

SIRT    Sirtuin  

SOC   super optimal culture (-Medium) 

Taq Polymerase  DNA-abhängige DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus 

TBS    Tris-gepufferte Kochsalzlösung 

TBS/T    Tris-gepufferte Kochsalzlösung mit Tween-20 

TEMED   N, N, N´,N´-Tetramethylethylendiamin 

Tris    Trishydroxymethylaminomethan 

TSA   Trichostatin 

U    Unit 

u.a.   und andere 

ü.N.   über Nacht 

V    Volt 

VP 16   Etoposid 

v/v    Volumeneinheit pro Volumeneinheit (volume per volume) 
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w/v    Gewichtseinheit pro Volumeneinheit (weight per volume) 

z.T.   zum Teil 

 

Kurzschreibweise der Aminosäuren 

A / Ala / Alanin     M / Met / Methionin 

C / Cys / Cystein    N / Asp / Asparagin 

D / Asp / Asparaginsäure   P / Pro/ Prolin 

E / Glu / Glutaminsäure    Q / Gln / Glutamin 

F / Phe / Phenylalanin    R / Arg / Arginin 

G / Gly / Glycin    S / Ser / Serin 

H / His / Histidin    T / Thr / Threonin 

I / Ileu / Isoleucin    V / Val / Valin 

K / Lys / Lysin     Y / Tyr / Tyrosin 

L / Leu / Leucin    W / Trp / Tryptophan 
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1 Einleitung 

1.1 Epigenetik 

Epigenetik beschäftigt sich mit vererbbaren Veränderungen der Genexpression, die ohne eine 

Veränderung der DNA Sequenz auftreten (Wolffe and Matzke 1999), sondern auf DNA Me-

thylierung und unterschiedlichen posttranslationalen Histon-Modifikationen, wie Acetylie-

rung, Methylierung, Phosphorylierung, Sumoylierung und Ubiquitinierung beruhen, welche 

im Gegensatz zu genetischen Veränderungen reversibel sind und in ihrer Gesamtheit als Epi-

genom bezeichnet werden (Biel, et al 2005, Sharma, et al).  

Die meisten dieser vererbbaren Veränderungen werden während der Differenzierung etabliert 

und bleiben über mehrere Zellteilungen stabil und ermöglichen den Zellen spezifische Diffe-

renzierungen trotz gleicher genetischer Information. 

Die epigenetische Regulation der Genexpression kann in eine globale, großflächige 

(Abbildung 1, 1.1.1) und eine spezifischere auf einzelne Gene und Transkriptionsfaktoren 

bezogene Regulation (1.1.2) differenziert werden. 

 

 
Abbildung 1: Übersicht globaler epigenetischer Regulation am Beispiel des Acetylierungsgrads. 
KR = Ko-Repressor, KA = Ko-Aktivator, TF = Transkriptionsfaktor. [eigene Abbildung] 
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1.1.1 Chromatinremodeling - globale epigenetische Genregulation 

Die kleinste (wichtigste) Einheit des Chromatins ist das Nukleosom, ein Komplex bestehend 

aus zwei Histon H3 und H4 Heterodimeren und zwei H2A und H2B Heterodimeren, um wel-

ches sich 146bp der DNA 1,75 mal herum winden (Arents, et al 1991, Luger, et al 1997). 

Neben der DNA Methylierung erfolgen die beschriebenen epigenetischen Mechanismen zur 

Veränderung der Chromatinstruktur (1.1) über Modifikationen dieser Histonkomplexe bzw. 

deren Histonschwänze, wodurch die lokale Chromatinstrukur, der Packungsgrad und Zugäng-

lichkeit für die Transkriptionsmaschinerie verändert wird (Abbildung 1). Die Gesamtheit die-

ser Modifikationen wird als „Histon-Kode“ bezeichnet (Jenuwein and Allis 2001). 

Von den epigenetischen Modifikationen der Histone ist der Transfer oder die Entfernung von 

Acetyl-Gruppen von der ε-Aminogruppe der Lysinreste der Histon(schwänze)-Enden der 

Nukleosome durch Histon-Acetyltransferasen (HATs) und Histon-Deacetylasen (HDACs) 

(1.1.3) neben der Modifikation durch Histon-Methyltransferasen (HMTs) und Demethylasen 

(HDMs) am besten charakterisiert und stellt die Haupt post-translationale Histonmodifikation 

dar (Botrugno, et al 2009, Kouzarides 2007). 

1.1.1.1 Histon-Acetylierungsgrad 

Für die Transkriptionsmaschinerie stellt der Verpackungsgrad der DNA die größte Hürde 

beim Zugang zur DNA dar und es ist schon lange bekannt, dass der Acetylierungsgrad eine 

entscheidende Rolle bei der Transkriptionsregulation spielt (Grunstein 1997) und veränderte 

HDAC Funktionen wurden schon in zahlreichen Studien bei Krebs nachgewiesen (Cress and 

Seto 2000) (1.1.4). 

Während die HDACs Acetylgruppen entfernen, werden sie von Histon-Acetyltransferasen an 

Lysinreste transferiert, wobei ein ausgeglichenes Zusammenspiel dieser Antagonisten ein 

Gleichgewicht zwischen Acetylierung und Deacetylierung des Chromatins sicherstellt. Eine 

verstärkte Aktivität der HDACs führt zu Hypoacetylierung der Histone und resultiert in einer 

sehr dicht gepackten, kondensierten Form der DNA, dem Heterochromatin, welches für 

Transkriptionsfaktoren (TFs) unzugänglich und somit transkriptionsinaktiv ist (Abbildung 1). 

Demgegenüber führt übermäßige HATs Aktivität zu Hyperacetylierung der Histone, was mit 

einer transkriptionsaktiven, offenen DNA Struktur einhergeht. Dabei neutralisieren die Ace-

tylgruppen die positive Ladung des basischen Histonschwanzes, so dass die elektrostatischen 

Wechselwirkungen zwischen dem negativ geladenem Phosphatrückgrad und den Histonen 

geschwächt wird und es zu der gelockerten, offenen Struktur kommt und Transkriptionsfakto-

ren Zugang zu ihren Zielpromotoren haben (Grunstein 1997).  
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Während es demnach durch HDAC Inhibition zur Transkriptionsaktivierung kommt, kann 

diese aber auch zu einer Repression führen (Glaser, et al 2003), was auf eine Unterscheidung 

zwischen globalen Effekten auf Histone und spezifischen, lokalen Effekte (1.1.2) auf be-

stimmte Promotoren hinweist (wie auch beim Methylierungsgrad). 

1.1.1.2 DNA- und Histon-Methylierung 

DNA Methylierung durch DNA-Methyltransferasen (DNMTs) erfolgt beim Menschen (Säu-

gern) primär an CpG Dinukleotidpaaren, in denen ein 5´Cytosinrest neben einem Guaninrest 

liegt. Die Hypermethylierung von CpG-reichen Promotoren inaktiviert die Genexpression und 

kann zur Inaktivierung der Expression von Tumorsuppressorgenen führen, was in vielen hu-

manen soliden Tumoren (Baylin and Herman 2000, Goel, et al 2004, Lindsey, et al 2006, 

Maruyama, et al 2004) und hämatologischen Neoplasien (Muller, et al 2006) wie auch der 

AML (Claus, et al 2005) nachgewiesen wurde (zusammengefasst in (Mund, et al 2006)).  

Dabei kann die Expressionsinaktivierung durch die DNA Methylierung auf einer Verände-

rung der Bindestellen für Transkriptionsfaktoren oder die Ermöglichung der Bindung von 

Proteinen erfolgen, die eine Inaktivierung durch Interaktion mit HDACs bewirken (Sharma, et 

al). 

Im Gegensatz zur DNA-Methylierung können Histonmodifikationen sowohl zur Aktivierung, 

als auch zur Inaktivierung führen, in Abhängigkeit von der Art und Ausmaß der Modifikatio-

nen und an welchem „Rest“ bzw. Stelle der Histonenden die Modifikation erfolgt (Sharma, et 

al). 

Die Histon-Methylierung wirkt z.B. aktivierend im Falle einer Trimethylierung von Lysin 4 

am Histon H3 (Liang, et al 2004), wohingegen eine Trimethylierung von H3 Lysin 9 oder 

Lysin 27 zur Inaktivierung führt (Kouzarides 2007). Die Histonposition H3-K9 kann dabei 

sowohl acetyliert (Aktivierung) als auch methyliert (Inaktivierung) werden (Biel, et al 2005).  

1.1.2 Lokal spezifische epigenetische Genregulation 

Neben der globalen Regulation der Genexpression über den Packungsgrad der DNA (Chro-

matinremodeling) kann auch die lokale Expression von Genen über die Acetylierung oder 

Deacetylierung von Transkriptionsfaktoren beeinflusst werden und es sind mittlerweile eine 

Vielzahl an nicht Histon Substraten für HDACs und HATs identifiziert (siehe 1.1.3.3). 

Dabei kann die Deacetylierung über Inaktivierung der Proteine bzw. Transkriptionsfaktoren 

(z.B. p53 welcher durch SIRT1 Deacetylierung inaktiviert (Luo, et al 2001)) die Expression 
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deren Zielgene beeinflussen, wobei je nachdem ob ein Aktivator oder Repressor gehemmt 

wird, entsprechend die Expression der Zielgene gehemmt oder gesteigert werden kann.  

Deacetylierung kann aber auch aktivierende Wirkung auf Proteine haben (z.B. Acetyl-CoA 

durch SIRT3 (Hallows, et al 2006)) (1.1.3.2). 

Eine weitere Möglichkeit besteht in der Regulation der Lokalisierung von Zielproteinen bzw. 

Transkriptionsfaktoren. So wird zum Beispiel durch Deacetylierung des Forkhead Transkrip-

tionsfaktors FoxO1 durch SIRT1 die Expression von FoxO1 Zielgenen gesteigert, indem dea-

cetyliertes FoxO1 im Zellkern zurückgehalten wird (Frescas, et al 2005). 

1.1.3 Histon-Deacetylasen 

Histon-Deacetylasen (HDACs) deacetylieren nicht nur Histone, sondern zahlreiche nicht 

Histon Proteine und besitzen viele zentrale Schlüsselfunktionen (1.1.3.3), wobei sie meist in 

Multiproteinkomplexen agieren. 

HDACs sind evolutionär hoch konserviert (Verdin, et al 2003) und die 18 humanen HDACs 

werden aufgrund ihrer strukturellen, funktionellen und Sequenzhomologien phylogenetisch in 

vier Klassen (Gregoretti, et al 2004) eingeteilt.  

1.1.3.1 Klasse I, II und IV HDACs 

Die Klasse I HDACs mit Homologie zu dem Hefeprotein Rpd3 (reduced potassium depen-

dency 3) besteht aus HDAC 1, 2, 3 und 8. Sie sind meist im Zellkern lokalisiert, eher klein 

(40-55 kDa) und ubiquitär exprimiert (Emiliani, et al 1998, Hu, et al 2000, Yang, et al 1997) 

Die Klasse II HDACs mit Homologie zum Hefeprotein Hda1 (Histon-Deacetylase 1) beinhal-

tet HDAC 4, 5, 7, 9 (IIa) und 6 und 10 (IIb), sind etwas größer (100-130 kDa) und werden 

gewebsspezifisch exprimiert (mit Ausnahme von HDAC10, die auch fast ubiquitär exprimiert 

wird) und sind im Zellkern und Zellplasma lokalisiert (Fischer, et al 2002, Fischle, et al 2001, 

Fischle, et al 1999, Gao, et al 2002, Grozinger, et al 1999, Guardiola and Yao 2002, Kao, et 

al 2000, Kao, et al 2002, Tong, et al 2002, Verdel and Khochbin 1999). 

Klasse I und II HDACs besitzen eine hoch konservierte Domäne aus etwa 390 Aminosäuren 

und unterscheiden sich jedoch in Größe und Zusammensetzung. 

HDAC 11 bildet eine weitere Klasse (IV), weil HDAC11 sowohl Sequenzhomologien zu 

Klasse I als auch zu Klasse II HDACs aufweist (Gao, et al 2002, Gregoretti, et al 2004, 

Voelter-Mahlknecht, et al 2005). 

Die Klasse I, II und IV HDACs stellen die klassischen HDACs da, welche über einen Zink-

basierende Katalyse-Mechanismus agieren, um Acetylgruppen von Lysinresten über ein La-
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dungsausgleich System abzutrennen, wobei das Zinkion die Acetamidbindung schwächt und 

den hydrolytischen Angriff der Wassermoleküle erleichtert (Finnin, et al 1999).  

1.1.3.2 Klasse III HDACs - Sirtuine 

Die Klasse III HDACs, die Sirtuine besitzen Homologie zum Hefeprotein Sir-2 und bestehen 

aus 7 Mitgliedern (Blander and Guarente 2004). Aufgrund von Sequenzhomologien werden 

Sirtuine in vier Unterklassen gegliedert (Frye 2000) (Tabelle 1). 

Sirtuine kommen in allen Zellkompartimenten vor (Tabelle 1) und unterscheiden sich von den 

anderen HDACs durch eine NAD+-abhängige Deacetylierungs- und ADP-ribosyltransferase 

Aktivität (Blander and Guarente 2004), wobei das aktive Zentrum der Sirtuine aus 275 Ami-

nosäuren besteht und NAD+ als Kofaktor benötigt (Imai, et al 2000). 

 

Tabelle 1: Übersicht der Lokalisierung, Aktivität und Klasse der humanen Sirtuine.  
Alle Sirtuine mit Deacetylase Aktivität haben auch ADP-ribosyltransferase Aktivität. (Frye 2000, Nakagawa and 
Guarente 2009, Vakhrusheva, et al 2008, Yamamoto, et al 2007) 
 

Sirtuin Lokalisierung Aktivität Klasse  
SIRT1 Zellkern Deacetylase I 
SIRT2 Zytoplasma Deacetylase I 
SIRT3 Mitochondrium (Matrix) (ZK) Deacetylase I 
SIRT4 Mitochondrium (Matrix) ADP-ribosyl Transferase II 
SIRT5 Mitochondrium (Matrix) Deacetylase III 
SIRT6 Zellkern ADP-ribosyl Transferase IV 
SIRT7 Zellkern (Nukleoli) Deacetylase IV 
 
 

1.1.3.3 HDAC und SIRTUIN-Substrate und zelluläre Funktionen 

Wie beschrieben, kommen HDACs und speziell Sirtuine nicht nur im Zellkern, sondern allen 

Zellkompartimenten vor und besitzen viele „nicht-Histon-Proteine“ als Substrate und Interak-

tionspartner (Tabelle 1, Tabelle 2), wie z.B. Transkriptionsfaktoren (TF) wie p53 (Ito, et al 

2002, Vaziri, et al 2001), TFs der FOXO-Familie (Brunet, et al 2004, Motta, et al 2004), oder 

Zytoskelett Proteine wie Tubulin (Hubbert, et al 2002) und viele andere, von denen die wich-

tigsten in einer Übersicht in Tabelle 2 dargestellt sind.  
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Tabelle 2: Übersicht über HDAC Substrate, Lokalisierung  
(Carew, et al 2008, Nakagawa and Guarente 2009, Vakhrusheva, et al 2008, Villagra, et al 2009, Yamamoto, et 
al 2007). 

HDACs
Klasse I
HDAC1

HDAC2

HDAC3
HDAC8

Klasse IIa
HDAC4
HDAC5
HDAC7
HDAC9
Klasse IIb
HDAC6

HDAC10

Klasse IV
HDAC11

Klasse III
SIRT1

SIRT2
SIRT3

SIRT4
SIRT5
SIRT6
SIRT7

Lokalisierung

Zellkern

Zellkern

Zelkern
Zellkern

Zellkern/Zytoplasma
Zellkern/Zytoplasma
Zellkern/Zytoplasma
Zellkern/Zytoplasma

Zytoplasma (meist)

Zytoplasma (meist)

Zellkern/Zytoplasma

Zellkern

Zytoplasma
Mitochondrien (meist)

Mitochondrien
Mitochondrien
Zellkern
Zellkern

Substrate (Auswahl)

Androgen Rezeptor
P53, MyoD, E2F-1
SHP, Stat3
Glukokortikoid Rezeptor
Bcl-6, Stat3
RelA, GATA-1, SHP, Stat3

GATA-1, GCMa, HP-1
Smad7, GCMa, HP-1
Plag1/Plag2

α-Tubulin, Hsp90, SHP
Smad7

(Interleukin10 Expression)

p53, FOXO, NF-κB
PGC-1α
Histon H4, α-Tubulin
Acetyl-CoA Synthetase
FOXO, Komplex I, II (UE)
Glutamat Dehydrogenase
CPS 1 
DNA Polymerase B
RNA Polymerase I, p53  

 

Entsprechend der Vielzahl an Substraten (Buchwald, et al 2009, Stimson and La Thangue 

2009) besitzen HDACs auch vielfältige zelluläre Funktionen der Regulation des Zellzyklus, 

Transkription, Differenzierung, Energiemetabolismus, Abwehr von reaktiven Sauerstoffspe-

zies, Angiogenese und Apoptose (Bolden, et al 2006, Minucci and Pelicci 2006), was in 

Abbildung 2 in einer Übersicht dargestellt ist. Es ist weiterhin bekannt, dass die Fehlregulie-

rung von HDACs an der Tumorentstehung und Progression beteiligt ist (1.1.4). (Cress and 

Seto 2000, Lin, et al 1998, Mahlknecht and Hoelzer 2000, Marks, et al 2001a)). 

HDACs, speziell Klasse I und II HDACs, sind meistens Teil von Multiproteinkomplexen, 

deren andere Mitglieder sowohl die HDAC Aktivität regulieren, als auch die Führung des 

Komplexes zu den entsprechenden Zielen bzw. Zielsequenzen übernehmen (Sengupta and 

Seto 2004), wie z.B. in Korepressorkomplexen mit SMRT/N-CoR und mSin3A (Alland, et al 

1997, Heinzel, et al 1997, Kao, et al 2000). In diesem Zusammenhang spielen speziell Klasse 
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I HDACs in der Pathogenese von Akuter myeloischer Leukämie eine zentrale Rolle (vgl. 

1.4.1). 

 

HDAC6 verbundene Effekte
HSP90 Funktion
Migration durch Deacety-
lierung von Tubulin+Kortaktin
PP1 Inaktivierung
Akt Funktion
mRNA Stabilität
Aktivierung des Aggresom-
Stoffwechselwegs

Sirtuin
bezogene Effekte

Wachstum
p21
Cykline

Apoptose
Extrinsisch:

Todes-Rezeptoren
Todes-Rezeptor-Liganden

Intrinsisch:
Anti-apoptotische Faktoren
Pro-apoptotische Faktoren

ROS induzierter 
Zelltod

ROS
Trx
TBP2 Apoptose

p53
forkhead TFs

Energiemetabolismus
ATP Produktion
(Zitratzyklus, Oxidative
Phosphorylierung)

Sonstiges
Insulinsekretion
DNA Reparatur

Angiogenese
HIF-1α Funktion
VEGF

HDACs

Mitotischer Zelltod
Histon Deacetylierung
Mitotische Fehler

Seneszenz
Polyploidie
Zellzyklus Abbruch

HDAC6 verbundene Effekte
HSP90 Funktion
Migration durch Deacety-
lierung von Tubulin+Kortaktin
PP1 Inaktivierung
Akt Funktion
mRNA Stabilität
Aktivierung des Aggresom-
Stoffwechselwegs

Sirtuin
bezogene Effekte

Wachstum
p21
Cykline

Wachstum
p21
Cykline

Apoptose
Extrinsisch:

Todes-Rezeptoren
Todes-Rezeptor-Liganden

Intrinsisch:
Anti-apoptotische Faktoren
Pro-apoptotische Faktoren

Apoptose
Extrinsisch:

Todes-Rezeptoren
Todes-Rezeptor-Liganden

Intrinsisch:
Anti-apoptotische Faktoren
Pro-apoptotische Faktoren

ROS induzierter 
Zelltod

ROS
Trx
TBP2

ROS induzierter 
Zelltod

ROS
Trx
TBP2 Apoptose

p53
forkhead TFs

Energiemetabolismus
ATP Produktion
(Zitratzyklus, Oxidative
Phosphorylierung)

Sonstiges
Insulinsekretion
DNA Reparatur

Angiogenese
HIF-1α Funktion
VEGF

Angiogenese
HIF-1α Funktion
VEGF

HDACs

Mitotischer Zelltod
Histon Deacetylierung
Mitotische Fehler

Mitotischer Zelltod
Histon Deacetylierung
Mitotische Fehler

Seneszenz
Polyploidie
Zellzyklus Abbruch

Seneszenz
Polyploidie
Zellzyklus Abbruch

 
Abbildung 2: Übersicht der wichtigsten Funktionen von HDACs und beeinflusster zellulärer Vorgänge. 
HIF-1α = Hypoxie induzierter FAktor-1α, HSP90 = Hitzeschockprotein 90, PP1 = Proteinphosphatase 1, ROS = 
reaktive Sauerstoffspezies, Trx = Thioredoxin, TBP2 = Trx Bindefaktor, VEGF = Vaskulärer endothelialer 
Wachstumsfaktor; HDAC I, II Referenzen (Blackwell, et al 2008, Bolden, et al 2006, Dokmanovic, et al 2007, 
Ellis, et al 2009, Glozak and Seto 2007, Jones and Baylin 2007, Kim, et al, Minucci and Pelicci 2006, Moradei, 
et al 2008, Rasheed, et al 2007, Xu, et al 2007) Sirtuin Referenzen (Brunet, et al 2004, Shi, et al 2005, van 
Leeuwen and Lain 2009) 
 

Während die meisten dieser Funktionen (Abbildung 2) anfänglich nur Klasse I und II HDACs 

zugeschrieben wurden, sind entsprechende Funktionen mittlerweile auch für Sirtuine nachge-

wiesen. So spielen auch Sirtuine zentrale Funktionen bei der Differenzierung (Li, et al 2007), 

Zellzyklus und Chromosomenstabilität (Brachmann, et al 1995, Dryden, et al 2003), 

Apoptose (Vaziri, et al 2001) und Resistenz zu metabolischen Stress (Brunet, et al 2004, Luo, 

et al 2001, Vaziri, et al 2001) (1.1.3.5). Des Weiteren besitzen sie Schlüsselfunktionen im 

Energiemetabolismus (Chaudhary and Pfluger 2009) (1.1.3.5) und der Pathogenese von Krebs 
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(van Leeuwen and Lain 2009) (1.1.4) und degenerativen Krankheiten (Law, et al 2009, Pallas, 

et al 2009) und gewinnen daher mehr und mehr Beachtung bei der Entwicklung neuer epige-

netischer Medikamente (Dali-Youcef, et al 2007, Jiang 2008, Michan and Sinclair 2007). 

Nach SIRT1, dem meist analysierten Sirtuin, gewinnt dabei auch speziell SIRT3 mehr und 

mehr an Bedeutung (1.1.3.4). 

1.1.3.4 SIRT3 – Hauptdeacetylase der Mitochondrien 

SIRT3 ist wie SIRT4 und 5 eine mitochondriale Deacetylase, wobei SIRT4 keine und SIRT5 

nur geringe Deacetylaseaktivität aufweist (North, et al 2003) und somit SIRT3 die Hauptdea-

cetylase der Mitochondrien darstellt (Ahn, et al 2008, Lombard, et al 2007, Onyango, et al 

2002). Mitochondrien sind zentrale Organellen des zellulären Energiemetabolismus und Pro-

zessen der Apoptose und zellulärer Seneszenz (Balaban, et al 2005, Chan 2006). 

SIRT3 wird beim Import in die mitochondriale Matrix durch Prozessierung durch die Matrix-

prozessierende-Peptidase (MPP) aktiviert (Abbildung 25), welche den N-terminus entfernt 

und SIRT3 in die kürzere, 28 kDa große Isoform überführt (Schwer, et al 2002).  

SIRT3 besitzt zentralen Funktionen bei der Stressantwort (Scher, et al 2007, Sundaresan, et al 

2008), sowie der Apoptose (Allison and Milner 2007, Sundaresan, et al 2008), Zellzyklus 

Regulation (Allison and Milner 2007) und besonders im Energiemetabolismus und der Ab-

wehr reaktiver Sauerstoffspezies (1.1.3.5) (Ahn, et al 2008, Schlicker, et al 2008, Schwer, et 

al 2006, Shi, et al 2005).   

Neuere Studien deuten darauf hin, dass SIRT3 und SIRT1 mit dem Hitzeschockprotein 

HSP70 interagieren (Law, et al 2009), welches wiederum eine Rolle in altersbezogenen 

Krankheiten wie Parkinson, Alzheimer und Huntington spielt (Soti and Csermely 2002) und 

Schutzfunktionen bei Hitze, Kälte, Proteinentfaltung und oxidativem Stress besitzt (Pierpaoli 

2005). Als weitere Schutzfunktion unter Stress deacetyliert SIRT3 an Ku70, was dessen Inter-

aktion mit dem proapoptotischen Protein Bax induziert, wodurch dessen Translokation zu den 

Mitochondrien verhindert wird (Sundaresan, et al 2008). 

Proteomanalysen zeigten weiterhin, dass 20 % der mitochondrialen Proteine, darunter auch 

viele metabolische Enzyme, acetyliert sind und entsprechend alle putative Substrate von 

SIRT3 darstellen, da SIRT3 die Hauptdeacetylase in Mitochondrien ist und ein Ausschalten 

von SIRT3, zu globaler mitochondrialer Hyperacetylierung führte (Kim, et al 2006, Lombard, 

et al 2007). Weiterhin zeigten jüngste Studien, dass SIRT3 über Deacetylierung des mito-

chondrialen, ribosomalen Proteins MRPL10 die mitochondriale Proteinsynthese reguliert 
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(Yang, et al 2009). Entsprechend scheint SIRT3 also auch bei der mitochondrialen Homöosta-

se eine zentrale Rolle zu spielen.  

Da optimal funktionierende Mitochondrien essentiell sind für eine ausreichende Energiever-

sorgung der Zelle und multiple biosynthetische Stoffwechselwege, ist die Aufrechterhaltung 

der mitochondrialen Homöostase sehr wichtig für das Zellüberleben und ein Ungleichgewicht 

in der Produktion oder Abbau von mitochondrialen Komponenten oder deren Fehlregulation 

könnte zu mitochondrialer Dysfunktion bis hin zum Zelltod führen (Bota and Davies 2001). 

1.1.3.5 Sirtuine - SIRT3 - im Energiemetabolismus 

Nachdem den Sirtuinen anfänglich allein aufgrund ihrer NAD-Abhängigkeit eine Rolle als 

Sensoren des Energiezustands der Zellen zugeschrieben wurde, sind bis heute viele zentrale 

Schlüsselfunktionen bei der Regulation des Energiemetabolismus aufgedeckt worden (Yu and 

Auwerx 2009).  

Dabei besitzt von allen Sirtuinen SIRT3 die bedeutendste Rolle Abbildung 3. So kann SIRT1 

den zellulären Metabolismus zwar indirekt über Regulation der Genexpression mitochondria-

ler Gene wie UCP2 und 3 (Amat, et al 2007, Bordone, et al 2006) und PGC1(Rodgers, et al 

2008) beeinflussen, aber SIRT3 hingegen scheint zum einen ebenfalls solche indirekten Regu-

lationswege zu besitzen, da gezeigt wurde, dass SIRT3 die Expression von Cytochrom-c-

Oxidase ((cox) Untereinheiten II und IV), sowie über den Transkriptionsfaktor CREB (cAMP 

response element-binding protein) auch PGC-1α (peroxisome proliferator-activated receptor 

γ), und UCP1 (uncoupling protein 1) steigern kann (Shi, et al 2005). Zum anderen wurde ge-

zeigt, dass SIRT3 auch direkte aktivierende Effekte auf die Komplexe I (Ahn, et al 2008), II 

(Cimen, et al) der Atmungskette besitzt (Abbildung 3). Außerdem deuten weitere Studien auf 

eine direkte Aktivierung einer Untereinheit des Komplex V durch SIRT3 hin (Law, et al 

2009). 

Aufgrund dieser Funktionen erklärt sich die durch SIRT3 induzierbare Steigerung der Respi-

ration und des mitochondrialen Membranpotentials und der Reduktion Menge an reaktiven 

Sauerstoffspezies (ROS), was den Effekt der Kalorienrestriktion auf den Zellmetabolismus 

nachahmt (Shi, et al 2005). .  
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Abbildung 3: Rolle von SIRT3 im zellulären Energiemetabolismus. 
A) SIRT3 wird durch Prozessierung aktiviert. B) SIRT3 Überexpression führt zu, Anstieg der Konzentration von 
α-Ketoglutarat und Acetyl-CoA für den Zitrat Zyklus, C) zu einer verstärkten direkten Aktivierung der mito-
chondrialen Atmungskette über Deacetylierung von Komplex I und II (und V), sowie F) indirekt z.B. durch 
Steigerung der Expression von Komplex IV (cox). D) Über FOXO3a steigert SIRT3 die Expression von MnSOD 
und SCO2. E) Mit 20 % acetylierter Proteine in Mitochondrien gibt es viele weitere putative SIRT3 Substrate. 
(Referenzen siehe Text) (eigene Darstellung, (Dransfeld, et al)] 
 

Weiterhin beeinflusst SIRT3 den Energiemetabolismus zusätzlich über einen Anstieg der 

ATP Synthese durch Aktivierung der mitochondrialen Acetyl-CoA-Synthetase (Hallows, et al 

2006, Schwer, et al 2006) und Glutamat Dehydrogenase (GDH), indem vermehrt Aminosäu-

ren in den Citratzyklus und die Glukoneogenese eingespeist werden (Lombard, et al 2007, 

Schlicker, et al 2008), sowie die durch Aktivierung der Isocitrat-Dehydrogenase (Schlicker, et 

al 2008), welche die Regeneration von Antioxidanzien fördert und einen Schlüsselpunkt des 

Citratzyklus reguliert. 

In Analogie zu SIRT1 interagiert SIRT3 außerdem mit der mitochondrialen Isoform von FO-

XO3a, wodurch die Expression von MnSOD (Mangan Superoxiddismutase) und SCO2 (Synthese 

der Cytochrom C Oxidase) gesteigert wird (Abbildung 3) (Jacobs, et al 2008, Schwer, et al 

2006), was entsprechend zu einer weiteren Stärkung der ROS Abwehr und Respiration führt. 

1.1.3.6 Online Monitoring des zellulären Energiestoffwechsels mittels Biosensor-Chip 
System 

In Zusammenhang mit Analysen zu SIRT3 und dem Energiemetabolismus (3.3.4) wurden im 

Rahmen dieser Arbeit neben vielen molekularbiologischen und biochemischen Standardme-

thoden auch eine spezielle, seltene Methode zur Untersuchung des zellulären Energiestoff-

wechsels mittels eines Biosensor-Chip Systems eingesetzt.  
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Das „Bionas-System“, ein „Biosensor-Chip-Analyse System“, stellt ein innovatives Tool zum 

realtime in vitro monitoring von metabolischen Parametern wie Glykolyse, Zellatmung und 

Adhäsion dar (Thedinga, et al 2007). Dies wird ermöglicht durch Messung der extrazellulären 

Ansäuerungsrate über pH-sensitive Sensoren, die Messung des zellulären Sauerstoff-

verbrauchs über spezielle „Clark-Sensoren“ und der Erfassung der Zellimpedanz mit speziel-

len „IDES“ Sensoren (interdigitated electrode structures) (Ceriotti, et al 2007).  

 

 
Abbildung 4: Schema zum „realtime online monitoring“ des zellulären Metabolismus mit Biosensor-Chip-
System (Bionas System). 
 
Der Vorteil der Methode besteht unter anderem darin, dass die Analysen im Gegensatz zu 

Endpunkanalysen in lebenden Zellen über einen längeren Zeitraum (Kinetiken) durchgeführt 

werden können, was durch die Messung der genannten metabolisch relevanten Parametern 

ermöglicht wird, die für nicht invasive Messungen mittels der Messelektroden und Sensoren 

zugänglich sind. 

1.1.4 HDACs und Krebs 

Aufgrund der beschriebenen globalen Regulationsfunktionen (1.1.1, Abbildung 1) und 

Schlüsselfunktionen von HDACs in vielen Signalwegen und zellulären Vorgängen (wie z.B. 

Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose, 1.1.3.3, Abbildung 2) ist es nicht verwun-

derlich, dass eine Fehlregulierung von HDACs und des Acetylierungsgrads eine zentrale Rol-

le in der Pathogenese und Progression von Tumoren spielt, wobei epigenetische und geneti-

sche Veränderungen zusammenwirken (Di Gennaro, et al 2004, Jones and Baylin 2007, Kel-

ly, et al 2002)). 
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Es ist nicht nur bekannt, dass die HDAC Expression in Tumoren verändert ist (besonders 

Klasse I HDACs meist erhöht), sondern es wurden zahlreiche Korrelationen der HDAC Ex-

pressionen mit Therapieansprechen und Prognose aufgedeckt, wobei die Rolle der einzelnen 

HDACs (und Identifikation der Hauptverantwortlichen) noch weiter diskutiert und analysiert 

wird (zusammengefasst in (Weichert 2009, Witt, et al 2009) (vgl. 4.1.5)).  

Während Sirtuine dabei lange Zeit vernachlässigt wurden, wird deren Rolle bei Tumorentste-

hung ebenfalls immer deutlicher, da auch sie unter anderem wichtige Tumor Supressoren 

deacetylieren und ihre Aktivität beeinflussen, wie z.B. p53 (durch SIRT1 inhibiert (Vaziri, et 

al 2001)). Außerdem zeigen Studien auch, dass andauernde Hemmung von SIRT1 zu genomi-

scher Instabilität führt und SIRT1 somit als Tumor Supressor wirken kann (van Leeuwen and 

Lain 2009).  

Wie für Klasse I und II HDACs wurden auch für Sirtuine veränderte Expressionen in ver-

schiedenen Tumorarten nachgewiesen (z.B. SIRT1 und SIRT3 (Ashraf, et al 2006, Bradbury, 

et al 2005, Jung-Hynes, et al 2009), für SIRT2 mit Gliomen (Hiratsuka, et al 2003) und 

SIRT7 mit Schilddrüsen-Krebs (de Nigris, et al 2002, Frye 2002)). Am Beispiel von Brust-

krebs wurden SIRT7 und SIRT3 sogar als prognostische Marker diskutiert, da SIRT7 und 

besonders SIRT3 in metastasierendem Brustkrebs signifikant hoch reguliert werden, in nicht 

metastasierendem Brustkrebs jedoch nur SIRT7 (Ashraf, et al 2006). 

Eine besondere Rolle in der Pathogenese und Therapie spielen HDACs speziell bei hämatolo-

gischen Neoplasien wie der Akuten Myeloischen Leukämie (AML) (1.2) aufgrund von Rek-

rutierung in fehlregulierten Korepressorkomplexen, worauf unter 1.4.1 genauer eingegangen 

wird.  

1.1.5 HDAC-Inhibitoren in der epigenetischen Krebstherapie 

HDAC-Inhibitoren (HDACi) stellen große Hoffnungsträger in der Tumortherapie dar und 

können bei einem großen Spektrum von soliden bis hämatologischen Tumoren, den Zelltod 

induzieren. Während sie bei Krebszellen den Zelltod auslösen, bleiben gesunde Zellen bis auf 

auftretenden Zellzyklusarrest nahezu unbeschadet, wobei die Mechanismen in beiden Fällen 

noch nicht gänzlich geklärt sind und weiterer Forschung benötigen (Bolden, et al 2006, Marks 

and Xu 2009, Minucci and Pelicci 2006, Xu, et al 2007). 

Als Basis für die HDACi-Resistenz bzw. geringere Sensitivität der gesunden Zellen wird spe-

kuliert, dass Krebszellen aufgrund ihrer multiplen Defekte die kritischen Effekte von HDACi 

nicht mehr umkehren bzw. ausgleichen können (Marks and Xu 2009).  
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Aufgrund der geringeren Sensitivität der gesunden Zellen wird die HDAC Therapie im All-

gemeinen in klinischen Studien sehr gut vertragen. Die Hauptnebeneffekte beinhalten Müdig-

keit, Übelkeit, Dehydrierung, Durchfall und Thrombozytopenie (Thrombozytenmangel) 

(Marks and Xu 2009).  

Zur Wirkungsweise der HDACi ist bekannt, dass sie den Wachstumsstopp und Zelltod über 

mehr als einen Mechanismus bzw. Signalweg hervorrufen ((Carew, et al 2008, Marks and Xu 

2009) Abbildung 5)).  
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Abbildung 5: Wirkungsweise von HDACi in gesunden und Tumorzellen. 
Referenzen siehe Text. (verändert nach (Carew, et al 2008))  
 
 

Zu diesen Wirkmechanismen gehören z.B. Induktion des Zellzyklus-Stopp (über Induktion 

von p21 in G1 Phase (Richon, et al 2000)), Steigerung des oxidativen Stresses, sowie extrin-

sischer (Todesrezeptor Signalweg) und intrinsischer (mitochondrialer) Apoptose und Inhibie-

rung der Tumorangiogenese (Carew, et al 2008, Marks and Xu 2009) (Abbildung 5). 

Dabei wird die extrinsische Apoptose aktiviert durch Bindung der Liganden Fas und TRAIL 

(Tumor necrosis factor-related apoptosis inducing ligand) an den Todesrezeptor, was über 

FADD Rekrutierung zur Aktivierung der Kaspase 8 führt, wobei HDACi eine Steigerung der 

Expression von TRAIL, TRAIL-R2 (DR5) Fas und TNF-α bewirken (Imai, et al 2003, 

Insinga, et al 2005, Nakata, et al 2004, Nebbioso, et al 2005, Singh, et al 2005, 

Sutheesophon, et al 2005). 
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Die intrinsische Apoptose wird durch Stress Stimuli wie Chemotherapeutische Agentien aus-

gelöst, die die Mitochondrienmembran zerstören und Cytochrom C und SMAC freisetzen, 

was zur Apoptosom Bildung und Aktivierung von Kaspase 9 führt. Kaspase 8 und 9 schnei-

den Kaspase 3, 6 und 7 was schließlich zur Apoptose führt. Diese Apoptosewege werden über 

pro-apoptotische (Bax, Bak, Bim, Bid, Bmf, etc.) und anti-apoptotische (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1, 

etc) reguliert. HDACis verändern deren Gleichgewicht z.B. durch Inaktivierung von Bcl-2 

und Bcl- XL (Rosato, et al 2003, Ruefli, et al 2001) und aktivieren Bmf und Bim (Carew, et al 

2008, Ruefli, et al 2001, Zhang, et al 2006, Zhao, et al 2005). 

Für alle HDACi wurde in zahlreichen Studien eine Aktivierung eines oder beider dieser A-

poptosewege nachgewiesen (zusammengefasst in (Carew, et al 2008, Rosato, et al 2003)). 

Des Weiteren können HDACi Apoptose auch direkt über p53 Stabilisierung (Aktivierung von 

pro-apoptotischen Genen wie Bax, Puma und Noxa) induzieren (Insinga, et al 2005, Ruefli, et 

al 2001, Xu 2003).  

Außerdem stimulieren HDACi die Generierung von ROS (Rosato, et al 2003, Ruefli, et al 

2001) und hemmen über Thioredoxin die ROS Abwehr (Butler, et al 2002, Ungerstedt, et al 

2005), wodurch es über ROS Stress zur Aktivierung der intrinsischen Apoptose kommt (Sade 

and Sarin 2004), weshalb ROS Stress als wichtiger Mechanismus der HDACi Wirkung gilt. 

Ein weiterer Anti-Tumor Effekt von HDACis ist die Hemmung der Angiogenese, einem 

Schlüsselprozess in der Tumorentstehung und Metastasierung, durch Absenkung der Expres-

sion von pro angiogenese Faktoren wie VEGF (vascular endothelial growth factor) und 

HIF1α (Hypoxia-inducible factor-1α) (Deroanne, et al 2002, Qian, et al 2006b).  

1.1.6 HDAC-Inhibitoren - Mechanismus der HDAC Inaktivieru ng 

Bei den HDACi unterscheidet man zwischen den HDACi, welche die Klasse der Zink-

abhängigen HDACs (Klasse I, II, IV) hemmen und denen, die die NAD abhängigen Klasse III 

HDACs, die Sirtuine, hemmen (Abbildung 6). 

Die Aktivität der Gruppe der Zink-abhängigen HDACs wird besonders inhibiert durch starke 

Zink Chelatoren, vor allem Thiole oder Derivate von Hydroxamsäure wie TSA (Trichostatin 

A) und SAHA (Suberoylanilidhydroxamsäure / Varinostat) (Richon, et al 1998, Richon, et al 

1996), welche reversibel an das aktive Zentrum der HDACs binden. 

Sirtuine werden entsprechend durch Blockierung ihrer NAD+ Bindetasche gehemmt, wobei 

Nikotinamid (NAM) ein sehr potenter Inhibitor aller Sirtuine ist (Bitterman, et al 2002). 
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Abbildung 6: Übersicht über Spezifität der HDAC-Inhibitoren. 
TSA = Trichostatin A, PXD101 = Belinostat, MS-275 = Entinostat, LBH589 = Panobinostat.  
 

Während es für Sirtuine noch keine klinisch relevanten Inhibitoren gibt, sind für Klasse I, II 

und IV Inhibitoren besonders SAHA (Varinostat, Zulassung der US Gesundheitsbehörde), 

Depsipeptid (zyklisches Tetrapeptid) und MGCD0103 (Benzamid) zu nennen, die in vielen 

Studien im klinischen Einsatz sind (zusammengefasst in (Lane and Chabner 2009)). 

HDACi werden dabei selten als Monotherapie, sondern meist als Kombinationstherapie sy-

nergistisch mit Chemostatika (zusammengefasst in (Rasheed, et al 2008)) oder bei MDS und 

AML mit DNA-Methyltransferase Inhibitoren und ATRA (All-trans-reninoic acid, Differen-

tierung-induzierenden Substanzen) (Bishton, et al 2007, Kuendgen and Lubbert 2008) einge-

setzt ((Carew, et al 2008, Galm, et al 2006, Lane and Chabner 2009, Marchion and Munster 

2007, Nolan, et al 2008)).  

Entsprechend der beschriebenen besonderen Rolle von HDACs in der Pathogenese von häma-

tologischen Neoplasien wie AML (1.1.4, 1.2) zeigen HDACi in klinischen Studien bei Leu-

kämien besondere Erfolge, was genauer unter 1.4.1 beschrieben wird. 
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1.2 Akute Myeloische Leukämie (AML) 

1.2.1 Definition, Inzidenz, Diagnose der AML 

Die akute myeloische Leukämie (AML) ist eine sehr heterogene, aus mehreren Subtypen be-

stehende, maligne Erkrankung eines Teils des blutbildenden Systems, der Myelopoese, wel-

che für die Bildung von Monozyten und Granulozyten sorgt (Abbildung 7). Sie ist charakteri-

siert durch starke, abnormale Vermehrung unreifer Vorstufen der myeloiden, erythroiden, 

megakaryozytischen und monozytischen Zelllinie. (Rubnitz, et al 2008) 
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Abbildung 7: Normale Hämatopoese und Fehlregulierungspunkte bei AML. 
Sowohl die myeloischen Vorläuferzellen, Myeloblasten (Granulozytenvorläuferzellen), Monoblasten, Monocy-
ten, erythroide und megakaryocytische Zellen können durch Fehlregulierungen, Translokationsprodukte und 
Onkoproteine zu AML transformiert werden (Cozzio, et al 2003, Jamieson, et al 2004, Rubnitz, et al 2008, So, 
et al 2003) 
 

Wie alle akuten Leukämien basiert die AML auf genetischen Alterationen (1.2.3, 1.4.1) der 

hämatopoetischen Vorläuferzellen, gefolgt von klonaler Proliferation und Anhäufung von 

neoplastischer Zellen einhergehend mit der Verdrängung der physiologischen Blutbildung. 

Bei der Entstehung unterscheidet man zwischen De-novo-AML, welche ohne Vorzeichen 

bzw. Vorerkrankung auftritt und der therapieassoziierten (vorausgehende Krebstherapie), se-

kundären AML. Zu einem drittel geht AML aus dem Myelodysplastischen Syndrom (MDS) 

hervor, einer heterogenen klonalen Kochenmarkserkrankung mit Unterproduktion normaler 

Blutzellen (verminderte Proliferation der Vorläuferzellen bei gestörter Differenzierung und 

Reifung) (Barzi and Sekeres, Delforge 2003). 

Die AML ist die häufigste akute Leukämie mit einen Anteil von 80-90 % der akuten Leukä-

mie Fälle beim Erwachsenen und ca. 15-20% bei Kindern (Ehninger, et al 2008b). Die Inzi-

denz der AML des Erwachsenen beträgt in Deutschland ca. 4,3/100000 für Männer und 

2,9/100000 für Frauen und die Anzahl der Neuerkrankungen in Deutschland bei ca. 3600 pro 
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Jahr (Hellenbrecht, et al 2003). Das Durchschnittsalter bei Diagnosestellung beträgt 67 Jahre 

und die Inzidenz steigt mit dem Alter deutlich an (Horner, et al 2009).  

Die AML ist trotz vieler diagnostischer und therapeutischer Fortschritten immer noch zum 

größten Teil unheilbar mit wenigen Langzeitüberlebenden über 60 Jahren.  

Die Prognose bzw. die 5 Jahres Überlebensrate ist seit den 70ern mit 6 % aufgrund von ver-

besserten diagnostischen und therapeutischen Möglichkeiten auf aktuell 20 – 40 % angestie-

gen (Ries, et al 2006, Roumier and Cheok 2009), wobei das Alter die Überlebensrate ent-

scheidend beeinflusst. So sinkt die 5 Jahres Überlebendrate von 45-50 % bei jüngeren Patien-

ten (Gatta, et al 2005, Roumier and Cheok 2009, Smith, et al 2004) auf 26 % bei 45- bis 54-

Jährigen und auf 2 % bei über 75-Jährigen ab (Ries, et al 2006). Die schlechtere Überlebens-

rate älterer Patienten beruht dabei auch auf der meist größeren Anzahl genetischer Aberratio-

nen und der Tatsache, dass sie aufgrund der Behandlungsbedingten Nebenwirkungen bzw. 

Mortalität nicht so eine intensive Therapie wie jüngere Patienten erhalten können (Smith, et al 

2004), was die Notwendigkeit neuer therapeutischer Strategien in AML, speziell eine Verrin-

gerung der Toxizität für die Mehrheit der älteren Patienten verdeutlicht. 

Die Diagnose erfolgt durch Analyse des Knochenmarks bzw. peripherem Blut durch Nach-

weis der unreifen leukämischen Zellen sowie durch molekulargenetische Analysen zytogene-

tischer und molekularer charakteristischer Veränderungen (1.2.3), die maßgeblich die Progno-

se und das Therapieansprechen beeinflussen und ein wichtiges Kriterium zur Unterscheidung 

bzw. Einteilung der einzelnen AML-Subtypen (1.2.2) darstellen.  

1.2.2 Systematische Einteilung der AML 

Die systematische Einteilung der AML in die Subgruppen erfolgt durch zwei Klassifikatio-

nen. Die erste wurde Mitte der 70er Jahre als French-American-British-(FAB-) Klassifikation 

(Tabelle 3, AML M0-M7) eingeführt.  

 

Tabelle 3: FAB-Klassifikation der AML. MPO = Myeloperoxidase (Preis, et al 2008) 
 

AML-Subtyp Morphologische Einteilung 
M0 MPO zytochemisch negativ, immunologisch positiv, CD13 positiv 
M1 unreife Myeloblasten-Leukämie 
M2 Myeloblasten-Leukämie mit Ausreifung 
M3 / M3v Promyelozyten-Leukämie / mikrogranuläre M3, (beide t(15;17), t(11;17)) 
M4 / M4E0 akute myelomonozytäre Leukämie / AMM0L + > 5 % abnormale Eosinophile 
M5a / M5b unreife Monoblasten-Leukämie 
M6 akute Erythroleukämie 
M7 Megakaryoblasten-Leukämie 
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Diese basiert auf morphologischen und zytochemischen Merkmalen der Blastenpopulation 

und die Anteile reifer myeloischer Zellelemente (Bennett, et al 1976), sowie immunologi-

scher und elektronenmikroskopischer Befunde (Bennett, et al 1985, Bennett, et al 1991).   

Die systematische Analyse von zytogenetischen und molekularen Charakteristika von AML 

der letzten 15 Jahre zeigte, dass die genetischen Merkmale die Biologie der AML-Subtypen 

besser definieren, als nur die Morphologie und Enzymausstattung und führte zu der aktuellen 

WHO-Klassifikation (Tabelle 4) (Jaffe, et al 2001, Vardiman, et al 2009). 

 

Tabelle 4: WHO Klassifikation der AML.  (Preis, et al 2008) 
 
AML mit wiederkehrenden zytogenetischen Abnormalitäten  
   - mit t(8;21)(q22;q22), (AML1/ETO) 
   - mit inv(16)(p13;q22) oder t(16;16)(p13;q22), (CBFb/MYH11) 
   - akute Promyelozyten-Leukämie: mit t(15;17)(q22;q12), (PML/RARα) und Varianten 
   - mit 11q23 (MLL) Abnormalitäten 
AML mit Dysplasie mehrerer Zellreihen (multilineär) 
   - mit MDS-Vorphase 
   - ohne MDS-Vorphase 
AML und myelodysplastisches Syndrom, therapiebedingt 
   - nach alkylierenden Substanzen 
   - nach Topoisomerase-Inhibitoren 
AML ohne weitere Kategorie 
   - mit minimaler Ausreifung, - ohne Ausreifung, - akute myelomonozytäre Leukämie, 
   - akute monoblastische und monozytäre Leukämie, - akute Erythroleukämie, - akute 
     Megakaryoblasten Leukämie, - akute Basophilen-Leukämie, - myeloisches Sarkom 
 

1.2.3 Pathogenese und Prognostik – molekulare Ursachen der AML 

Die molekularen Ursachen der malignen Transformation von myeloischen Zellen unterschied-

licher Stadien (siehe 1.2.1) stellen unterschiedliche genetische Aberrationen, chromosomale 

Translokationen und multiple Genmutationen dar, die mit der Zeit erworben werden und ge-

meinsam mit epigenetischen Veränderungen (s.f.) zu einem Proliferations- und Überlebens-

vorteil bei gestörter Differenzierung und Apoptose führen (Dash and Gilliland 2001, Galm, et 

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

Ursache für die Entstehung von Leukämien sind meistens Gendefekte und Mutationen, die 

zentrale Regulatoren der Hämatopoese betreffen und für die beschriebenen Merkmale der 

AML, die gesteigerten Zellproliferation bei gleichzeitiger Differenzierungsblockade, sind 

Mutationen und Translokationen in mindestens zwei Signalwegen nötig (Abbildung 8).  



                       1. Einleitung 

19 
 

 
Abbildung 8: Modell der molekularen Mechanismen der AML Entstehung. 
Mutationen, Chromosomale Aberrationen und epigenetische Veränderungen wirken zusammen und führen zur 
Transformation, zur Entstehung von AML. (Referenzen siehe Text, eigene Abbildung) 
 

Dabei wurden für AML zum einen viele Mutationen in Genen aufgedeckt, die zu Proliferati-

ons- und Überlebensvorteilen führen, aber nicht die Differenzierung beeinflussen, wie z.B. 

FLT3, ALM, Ras und den BCR/ABL und TEL/PDGFβR Fusionsgenen. Zum anderen wurden 

in AML Mutationen und Translokationen identifiziert, welche die Differenzierung und Apop-

tose betreffenden, zu denen z.B. Mutationen bei CEBPA, CBF, HOX Familienmitgliedern, 

CBP/P300 und Koaktivatoren von TIF1 und AML/ETO, PML/RARα Fusionen gehören 

(Rubnitz, et al 2008). 

Die Art und Zusammensetzung der beschriebenen Mutationen und Translokationen bzw. der 

Karyotyp und die Zytogenetik sind dabei die wichtigsten Prognosefaktoren (1.2.4). 

Wie schon unter (1.1.4) bei den Zusammenhängen zwischen HDACs und Tumoren beschrie-

ben, weiß man, dass neben diesen genetischen Ursachen auch epigenetische Veränderungen 

eine wichtige Rolle bei der Tumorpathogenese spielen und mit den genetischen Veränderun-

gen zusammenwirken (Di Gennaro, et al 2004, Galm, et al 2006, Jones and Baylin 2007, 

Kelly, et al 2002)).  

Bei AML kommen dabei nicht nur die beschriebenen allgemeinen Funktionen der HDACs 

(1.1.4) zum Tragen, sondern HDACs spielen bei der Pathogenese von AML eine besondere 

Rolle aufgrund ihrer Rekrutierung und Fehlregulierung in Korepressorkomplexen mit Fusi-
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onsproteinen die durch die Translokationsprodukte entstehen, worauf unter (1.4) noch beson-

ders eingegangen wird.  

1.2.4 Karyotyp/Zytogenetik – Prognosefaktoren bei AML 

Die bislang wichtigsten bzw. am besten analysierten (bekannten) prognostischen Marker stel-

len neben bestimmten Mutationen (s.u.) der Karyotyp bzw. die Zytogenetik (zytogenetischen 

Aberrationen) dar und können den Therapieerfolg entscheidend beeinflussen, wobei zwischen 

guter, mittlerer und schlechter Prognose bzw. Therapieansprechen unterschieden wird (wich-

tigsten Translokationen und Wirkung siehe Tabelle 6): 

Eine gute Prognose, Therapieansprechen, Remissions- und Überlebensdauer haben z.B. AML 

Patienten mit den zytogenetischen Aberrationen t(8;21), t(15;17) und inv(16) und AML mit 

der Mutation NPM1 (Nukleophosmin), welche mit ca. 35 % die häufigste Mutation darstellt. 

Patienten mit normalem Karyotyp haben eine mittlere Prognose und eine schlechte Prognose 

haben Patienten mit Deletionen in Chromosom 5 oder 7 oder Karyotypen mit mehr als drei 

zytogenetischen Aberrationen (komplexer Karyotyp). Weitere negative Faktoren sind Alter, 

eine sekundäre AML (Therapie-assoziierte AML) und Mutationen des FLT3 (Fms verbunde-

ne Tyrosin Kinase3) Gens, welches mit 30-35 % (Gilliland and Griffin 2002) neben NPM1 

mit 35 % (Falini, et al 2005) die häufigste Mutation in AML darstellt.  

Während die Gruppe mit guter Prognose eine Überlebensrate von durchschnittlich 7,6 Jahren 

hat und 30 % der Patienten darstellt, besitzt die Gruppe mit schlechter Prognose eine Überle-

bensrate von durchschnittlich 6 Monaten und stellt 30 % der Patienten dar. Den größten An-

teil mit 50 % hat die Gruppe mit mittlerer Prognose und einer Überlebensrate von durch-

schnittlich 1,3 Jahren, wobei diese Gruppe die heterogenste Gruppe darstellt. (Byrd, et al 

2002, Roumier and Cheok 2009) Entsprechend zeigen aktuell immer noch 15-30% der AML 

Patienten kein Therapieansprechen und 30-80% erkranken nach kurzer Heilung erneut (Rezi-

div) (Lamba 2009).  

AML Patienten mit schlechter Prognose und speziell die 50 % der AML Patienten mit mittle-

rer Prognose würden entsprechend neben neuen synergistisch eingesetzten epigenetischen 

Therapien mit HDAC-Inhibitoren (1.4.1) (zu dessen Optimierung unter anderem weitere In-

formationen über AML-Subtypspezifische Expressionen (3.1) nötig sind) auch sehr von der 

Identifikation weiterer neuer prognostischer Marker durch pharmakogenomische Analysen 

(1.3.1, 3.4) und entsprechenden Therapieoptimierungen der AML Standardtherapie mit Ara-C 

profitieren.  
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1.2.5 Therapie der AML 

1.2.5.1 Standardtherapie Ara-C – Wirkung und Therapieeinsatz 

Cytarabin bzw. Arabinosyl-Cytosin (Ara-C) ist seit über 40 Jahren das wichtigste und effek-

tivste Element der Standardtherapie bei AML (Bernard, et al 1966, Perry 2008, Stam, et al 

2003). Ara-C ist ein Deoxycytidine Analog und unterscheidet sich von dem natürlich vor-

kommenden Cytidin durch den Austausch von Arabinosid gegen Ribose, den Zuckerrest der 

Pyrimidin Base (Silagi 1965). Nukleoside und ihre Analoge sind hydrophile Moleküle und 

benötigen spezialisierte Membran Transporter, um in die Zellen zu gelangen (Abbildung 9) 

(Cass, et al 1998). Ara-C ist dabei von dem hENT1 (human equilibrative nucleoside transpor-

ter 1) abhängig (White, et al 1987, Wiley, et al 1982). 

Die Wirkungsweise von Ara-C beruht auf der schnellen Umwandlung von inaktivem Ara-C in 

aktives Arabinosyl-Cytosin-Triphosphat (Ara-CTP), welches in Kompetition mit Cytidin in 

die DNA eingebaut wird und die DNA Synthese in der S-Phase des Zellzyklus blockiert 

(Abbildung 9) (Chuang and Chuang 1976, Furth and Cohen 1968, Perry 2008). Dadurch kon-

zentriert sich die Wirkung auf sich schnell teilende Zellen (wie Krebszellen), die aktiv DNA 

synthetisieren (und die DNA Replikation für die Mitose benötigen) (Perry 2008). Ara-C hat 

sogar deutlich stärkere Effekte in sehr schnell proliferierenden Krebszellen (wie AML), als 

bei langsamer wachsenden soliden Tumoren (Perry 2008). 

Aktives Ara-CTP inhibiert dabei sowohl die DNA-Synthese durch Inhibition der DNA-

Polymerase (Furth and Cohen 1968) und (Fehl-)Einbau in die DNA (DNA Strang-Synthese-

Abbruch), als auch durch Inhibition der RNA-Polymerase (Chuang and Chuang 1976).  

 

Die Standard-Dosis einer Induktionstherapie beträgt 100-200 mg/m2/Tag (von Tag 1-7), wo-

bei die intrazelluläre Ara-C Konzentration, welche von der Plasmakonzentration abhängt, 0,5 

– 1 µM beträgt und bei Hochdosis Therapie (2 – 3 g/m2/Tag) auf über 10-50µM ansteigt 

(Capizzi, et al 1983, Galmarini, et al 2001, Perry 2008, Weinstein, et al 1982, Wiley, et al 

1985) zusammengefasst in (Lamba 2009) (siehe auch Therapieschema in 2.6, Abbildung 11). 

Ara-C wird neben der Leukämietherapie auch bei metastasierenden Tumoren (Lopez, et al 

1985) und aufgrund der Fähigkeit die Blut-Hirn Schranke zu durchqueren auch in bei 

Lymphomen (Slevin, et al 1983) und anderen Krankheiten im zentralen Nervensystem einge-

setzt (Kwong, et al 2009). 
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1.2.5.2  Ara-C Metabolismus 

Bei einer Standardtherapie mit Ara-C (1.2.5.1) wird die Expression und Aktivität der Nukleo-

sid-Transporter für den Import des Ara-C in die Zelle benötigt, wohingegen bei höheren Ara-

C Dosen (2-3g/m2) und Plasmakonzentrationen von über 50µM die Diffusionsrate von Ara-C 

den Transport über die Nukleosid-Transporter überwiegt (Capizzi, et al 1983). 

Die zentralen Schlüsselenzyme des Ara-C Metabolismus (Abbildung 9) sind die Desoxycyti-

din Kinase (DCK), welche den ersten Schritt der Ara-C Phosphorylierung und Aktivierung 

katalysiert, sowie zwei Enzyme, die den Abbau von Ara-C regulieren, die Cytidin Deaminase 

(CDA) und die Deoxycytidylat Deaminase (DCTD). Die Aktivierung erfolgt über eine 

Phosphorylierungskaskade von Ara-C zum aktiven Ara-CTP, wobei die erste Phosphorylie-

rung von Ara-C durch die DCK zu Ara-CMP den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt dar-

stellt (Chabner and Longo 1969). Diese wird von zwei weiteren Phosphorylierungen durch 

die Deoxycytidylat Kinase und Nukleosid Diphosphokinase zu Ara-CDP und schließlich zu 

der aktiven Form dem Ara-CTP gefolgt. Die Pyrimidin Nukleotidase I (PN-I, auch 

5´Nukleotidase, NT5C2) wirkt der DCK entgegen und katalysiert die Dephosphorylierung 

von Ara-CMP (Amici, et al 1997). 

 

Ara-C

Ara-CMP

Deoxycytidin
Kinase

Ara-UMP

Ara-U

Deoxycytidylat
Deaminase

Cytidin Deaminase

Ara-CTP

Nukleus

DNAdCTP

Ara-C
Nukleosid-Transporter

Apoptose

Ara-CDP

Deoxycytidylat
Kinase

Nukleosid Diphosphat
Kinase

5´Nukleotidase

 
Abbildung 9: Ara-C Metabolismus mit beteiligten metabolischen Enzymen und Transporter. Nukleosid 
Transporter (hENT1, hCNT1). 
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Den aktivierenden Kinasen gegenüber steht die Inaktivierung von Ara-C, wobei die CDA 

dabei von besonderer Bedeutung ist, da sie direkt nach Import der inaktiven Form von Ara-C 

in die Zelle dessen irreversible Inaktivierung zu Arabinosyl-Uracil (Ara-U) katalysiert (Betts, 

et al 1994, Muller and Zahn 1979). Die DCTD katalysiert die Umwandlung von Ara-CMP zu 

Ara-UMP. (Stam, et al 2003)  

Das aktive Ara-CTP wirkt durch Einbau in die DNA in Kompetition mit dCTP und führt zu 

Blockierung der DNA (und RNA) Synthese und Apoptose (Coleman, et al 1975, Kufe, et al 

1980, Stam, et al 2003).  

1.2.5.3 Ara-C Pharmakokinetik 

Nach intravenöser Verabreichung wird es schnell in den Geweben verteilt (es passiert auch 

die Blut-Hirn-Schranke) und wird intrazellulär metabolisiert (aktiviert und deaktiviert) 

(1.2.5.2). Die Inaktivierung (Deaminierung) systemischen Ara-Cs durch die CDA erfolgt in 

der Leber, dem Plasma und Geweben. Ara-C wird hauptsächlich durch die Niere ausgeschie-

den, wobei 70-80 % der verabreichten Dosis innerhalb von 24 h über den Urin ausgeschieden 

wird (dabei 90 % als Metabolit und ca. 10% als unverändertes Ara-C) (Milano, et al 2002). 

Die Angaben zur Plasma-Halbwertszeit schwankt in älteren Studien von weniger als 20 Minu-

ten (Slevin, et al 1983) bis zu mehreren Stunden (2-6 h (Capizzi, et al 1983), Umsetzung von 

63-73 % zu Ara-U innerhalb 24 h (DeAngelis, et al 1992), wobei aktuelle Studien 2-6 h (Pati-

enten spezifisch) angegeben (Perry 2008).  

1.2.5.4 Patientenspezifisches Ansprechen auf Ara-C Therapie 

Beim Ansprechen auf die Ara-C Therapie treten immer wieder signifikante, individuelle, pa-

tientenspezifische Unterschiede bis hin zur Resistenzen auf, wobei das Therapieansprechen 

mit unterschiedlicher, besonders intrazellulären Akkumulation von Ara-CTP korreliert (Harris 

and Grahame-Smith 1982, Plunkett, et al 1985).  

Es wurde dabei in verschieden in vitro und in vivo Studien gezeigt, dass neben den beteiligten 

Transportern (hENT1, hCNT1 (Hubeek, et al 2005, Stam, et al 2003) zusammengefasst in 

(Pastor-Anglada, et al 2004)) besonders die veränderte Expression und Aktivität der Schlüs-

selenzyme des Ara-C Metabolismus (1.2.5.2), wie die Desoxycytidin Kinase (DCK) (Colly, et 

al 1987, Kobayashi, et al 1994, Owens, et al 1992), die Cytidin Deaminase (CDA) (Colly, et 

al 1987, Neff and Blau 1996, Schroder, et al 1996) und die Deoxycytidylat Deaminase 

(DCTD) (Schroder, et al 1998) mit dem Ansprechen auf Ara-C Therapie korrelieren 

(zusammengefasst in (Cros, et al 2004, Galmarini, et al 2001, Lamba 2009)).  
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Als wichtigste genetische Ursache des patientenspezifischen Therapieansprechens werden 

Einzelnukleotid Polymorphismen / Single nucleotide polymorphisms (SNPs) (vgl. 1.3) in den 

Genen dieser Proteine angesehen, welche die Expressions- und Aktivitätsveränderungen her-

vorrufen (Lamba 2009), weshalb ihre Identifikation und Analyse in klinischen Studien eine 

große Hoffnung und zentrale Aufgabe im Hinblick auf eine bessere Prognose, angepasste 

Therapie und besseres Therapieansprechen darstellt (vgl. 1.3.1). 

1.3  Single Nucleotide Polymorphisms und Pharmakogenetik 

Single Nucleotide Polymorphismen (SNPs) sind DNA-Mutationen in nur einem Nukleotid / 

einer Base, welche mit einer Häufigkeit von mindestens 1 % in der Bevölkerung auftreten 

(Barnes 2002) und stellen mit 90% die häufigste genetische Variation bei Menschen dar 

(Collins, et al 1998). Während die Zahl der identifizierten SNPs bei der ersten Sequenzierung 

des menschlichen Genoms bei 1,4 Millionen lag (dabei ca. 60000 in Exons) (Sachidanandam, 

et al 2001), ist sie mittlerweile auf über 4 Millionen bestätigte SNPs in der kaukasischen Be-

völkerung (HapMap 2009, (Int.-HapMap-Consortium 2003)) angestiegen. 

Im Durchschnitt kommen ca. 4 SNPs in der kodierenden Region eines Gens vor, die Hälfte 

davon sind nsSNPs (Cargill, et al 1999, Int.-HapMap-Consortium 2003, Wang, et al 1998a). 

SNPs können, wenn sie in Promotorregionen liegen z.B. die Expression von Genen beeinflus-

sen, indem sie zu Veränderungen von Transkriptionsfaktor-Bindestellen führen, oder die 

Funktion von Proteinen beeinflussen, wenn sie in Exonbereichen liegen und als nicht syn-

onyme SNPs (nsSNPs) zu Veränderungen auf Aminosäureebene führen.  

Entsprechend stellen speziell Promotor SNPs und kodierende nicht synonyme SNPs die zent-

ralen „Untersuchungsobjekte“ der Pharmakogenomik dar, welche sich mit den Auswirkungen 

genetischer Variationen von Medikamenten-metabolisierenden Enzymen (Mahlknecht, et al 

2009) und Transportern auf das Therapieansprechen beschäftigt, um die Ursachen patienten-

spezifischen Ansprechens bis hin zu Therapieresistenz aufzudecken. (Kalow, et al 1998) 

Die Begriffe Pharmakogenetik und Pharmakogenomik werden zum Teil synonym verwendet, 

wobei sich die Pharmakogenetik mit der Analyse von einem oder ein paar ausgewählten Ge-

nen beschäftigt, während die Pharmakogenomik das gesamte Genom erfassen will.  

1.3.1  Pharmakogenetik in AML – SNPs im Ara-C Metabolismus 

Die deutlichsten Beispiele für das Therapieansprechen beeinflussende genetische Poly-

morphismen findet man bei Genen, die den Metabolismus von Medikamenten beeinflussen.  
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Mittels pharmakogenomischer Analysen genetischer Variationen von Medikament metaboli-

sierenden Enzymen und Transportern und der durch ihre Interaktion hervorgerufenen Pheno-

typen bei der Therapie-Antwort, versucht man auch bei der AML, den Anteil der Patienten 

mit mittlerer bis schlechter Prognose zu verringern und neue diagnostische und therapeutische 

Optionen, patientenspezifische, gezielte Therapien durch die Aufdeckung neuer potentieller 

genetischer Marker zur Subklassifizierung von Patienten zu ermöglichen.  

Bei AML mit Ara-C als dem wichtigsten Zytostatika der Therapie stellen entsprechend die 

Gene der Ara-C metabolisierenden Enzyme, DCK, CDA, DCTD, PN-I (1.2.5.2) und dem 

Nukleosid-Transporter hENT1 die zentralen Analyse-Kandidaten dar. Es ist auch schon durch 

zahlreiche Studien belegt, dass das patientenspezifische Ansprechen bis hin zur Ara-C Resis-

tenz mit der Expressionstärke und Aktivität der Ara-C metabolisierenden Enzyme zusam-

menhängt und das SNPs, welche die Expression oder Aktivität dieser Enzyme beeinflussen, 

als Ursache für entsprechende Unterschiede verantwortlich sein können und es wurden schon 

eine Reihe von kodierenden und regulatorischen (Promotor-) SNPs dieser Kandidaten mit 

putativer funktioneller und klinischer Relevanz identifiziert (zusammengefasst in (Lamba 

2009)), was in Tabelle 5 zusammenfassend dargestellt ist.  

 

Tabelle 5: Überblick potentieller Gene und SNPs für pharmakogenetische Studien zum Ara-C Metabo-
lismus (und anderer Nukleosidanaloga – in Literatur).  
Referenzen zu hENT1 (Lamba 2009, Osato, et al 2003), DCK (Shi, et al 2004), gesunde Kaukasier (Joerger, et 
al 2006), CDA (Giovannetti, et al 2008, Kirch, et al 1998, Sugiyama, et al 2007, Ueno, et al 2009, Yue, et al 
2003), DCTD (Gilbert, et al 2006), PN-I / NT5C2 (in (Lamba 2009) (Int.-HapMap-Consortium 2003)). 
 
Gen Gen- SNP Patientendaten 
 symbol   -> Therapie 
Nukleosid Transporter hENT1 C-1345G, G-1050A, G-706C,    
(human equilibrative (SLC29A1) Asp59Glu keine 
nucleoside transporter)  Ala430Thr  
    C-360G, C-201T Chinesische  
Deoxycytidin Kinase DCK P122S  AML Patienten 
  K242Q -> Ara-C 
     gesunde Kaukasischer  
  A-92G, C-451T, C-897A Lungenkrebs, Bauch- 
Cytidin Deaminase CDA Lys27Gln Speicheldrüsenkrebs, 
  Ala70Thr Japan -> Gemcitabine  
   AML -> Ara-C 
Deoxycytidylat  DCTD Asp58Asn keine 
Deaminase    
5´Nukleotidase PN-I / Ala3Thr keine 
  NT5C2 Arg136Gln   
 

Es ist hervorzuheben, dass die dargestellte bisherige Identifizierung von SNPs mit Relevanz 

im Ara-C Metabolismus einen ersten Schritt in Richtung Aufklärung der patientenspezifi-
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schen Unterschiede und Therapie-Optimierung darstellt, sich jedoch noch am Anfang befin-

det, da viele der bisher aufgedeckten SNPs mit Relevanz im Ara-C Metabolismus zum einen 

noch auf ihr Vorkommen in der kaukasischen Bevölkerung und zum anderen auf ihre klini-

sche Relevanz, d.h. ihren Einfluss auf Ansprechen auf Ara-C Therapie in klinischen Studien 

analysiert werden müssen. Des Weiteren gibt es viele weitere SNP Kandidaten in Datenban-

ken, die noch nicht funktionell analysiert wurden (3.4.1).  

Erst nach vollständiger Aufdeckung und Analyse aller Kandidaten kann eine Abschätzung der 

Wechselwirkungen der Effekte der relevanten SNPs bei gemeinsamem Auftreten, also der 

Gesamtauswirkungen erfolgen und in eine Therapieanpassung umgesetzt werden (4.4.6). 

Dabei besteht der erste und wichtigste Schritt in der Aufdeckung und Analyse aller relevanten 

SNPs in den wichtigsten Schlüsselenzymen des Ara-C Metabolismus (3.4, 4.4). 

1.4 Epigenetik in der Pathogenese und Therapie von AML 

Im Gegensatz zu der eher unspezifischen („eines für alles“) Standardtherapie mit Ara-C fo-

kussiert sich die aktuelle Forschung in der AML Therapie auf spezifische, zielgerichtete The-

rapien, die sich zum einen gegen genomische Aberrationen, Fusionsproteine oder Fehlregu-

lierte zelluläre Stoffwechselwege richten, die für spezielle AML Subgruppen charakteristisch 

sind (Blum and Marcucci 2005) und zum anderen in Form von epigenetischen Therapien ge-

gen die fehlregulierten HDACs richten (Dransfeld, et al 2007), mit dem Ziel eine individuali-

sierte, subtypspezifische Therapie mit erhöhter Effizienz bei gleichzeitig geringeren Neben-

wirkungen zu erreichen.  

Aufgrund der dargestellten zentralen Rolle von HDACs in der Tumorpathogenese (1.1.4) als 

auch aufgrund der besonderen Rolle von HDACs in der Pathogenese von AML durch die 

Rekrutierung in fehlgeleiteten onkogenen Fusionsproteinen (1.4.1), stellen HDACs bei AML 

eine besondere Basis für innovative epigenetische Therapiestrategien dar, was auch dazu 

führt, dass die klinischen Studien mit HDAC Inhibitoren (HDACi) bei AML (und myelo-

dysplastischen Syndromen (MDS)) besonders viel versprechende Erfolge zeigen (Bishton, et 

al 2007, Carew, et al 2008, Galm, et al 2006, Kuendgen and Lubbert 2008, Lane and Chabner 

2009). Auch bei AML zeigten sich dabei die besten Erfolge durch synergistischen Einsatz 

bzw. Wirkung von DNA-Methylierungs- und HDAC-Inhibitoren (zusammengefasst in 

(Bishton, et al 2007, Galm, et al 2006, Mercurio, et al 2010)). 
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1.4.1 HDACs in der Pathogenese von AML  

Es ist schon lange bekannt, dass eine Fehlregulierung der transkriptionellen Kontrolle ein 

Schlüsselelement bei der Pathogenese von hämatologischen Krankheiten ist (Mahlknecht and 

Hoelzer 2000). HDACs, speziell Klasse I HDACs, spielen in diesem Zusammenhang eine 

zentrale Rolle durch Ihre Beteiligung in fehlregulierten Ko-Repressorkomplexen (Tabelle 6), 

sowie im Falle von HDAC3 (5q31) (Mahlknecht, et al 1999) und HDAC9 (7p21) 

((Mahlknecht, et al 2002), Klasse II HDAC) aufgrund der Lage ihrer Genloki in chromoso-

malen Regionen, die besonders anfällig sind für Chromosomenbrüche (Le Beau, et al 1986, 

Le Beau, et al 1993, Rowley, et al 1981). Solche chromosomalen Anomalien können die Ver-

fügbarkeit funktionell aktiver HDACs beeinflussen und zu einer Fehlfunktion des streng kon-

trollierten Gleichgewichts der Histon-Acetylierung führen (Mahlknecht and Hoelzer 2000). 

Wie unter (1.2.4) beschrieben, wurden nicht nur schon viele charakteristische chromosomale 

Anomalien, Translokationen und Fusionsproteine identifiziert und mit AML-Subtypen, als 

auch mit Prognose und Therapieansprechen korreliert, sondern es wurden auch schon an den 

unterschiedlichen Korepressorkomplexen beteiligte HDACs aufgedeckt (Tabelle 6). 

 

Tabelle 6: Beispiel häufiger Chromosomenaberrationen bei AML mit rekrutierten HDACs.  
(Dastugue, et al 1995, Grimwade, et al 1998, Haferlach, et al 2004), zusammengefasst in (Ehninger, et al 2008a) 
und [I= (Amann, et al 2001), II = (Cameron, et al 1999), III = (Durst, et al 2003), IV = (Grignani, et al 2000). 
Prognose siehe (1.2.4) und sehr gut für t(15;17)(q22;12).  
 

Chromosomen- Fusionsgen Korepressor-  HDAC FAB- Inzidenz 
aberation   komplex Beteiligung Subtyp [%] 

t(8;21)(q22;q22) AML1-ETO N-CoR/SMRT HDAC1, 2, 3 [I, II] M2/(M1)  8-12  

Inv(16)(p13q22) CBFβ-MYH11 Sin3A HDAC8 [III] M4E0  8-12  

t(15;17)(q22;12) PML-RARα N-CoR HDAC1, 2, 3 [IV] M3  5-10 
 

Bei der akuten promyelozyten Leukämie (APL, M3, 5-10 % der AML (Lowenberg, et al 

1999)), binden und reprimieren die APL spezifischen Retinolsäure (Vitamin A)-Rezeptoren α 

(RARα) Fusionsproteine PML/RARα und PLZF/RARα konstitutiv die Promotoren von 

RARα Zielgenen durch aberrante Rekrutierung von Multiprotein-Komplexen an denen auch 

HDAC3 beteiligt ist (Atsumi, et al 2006). Die APL stellt aufgrund einer außergewöhnlich 

hohen Heilungsrate von 80% einen Sonderfall dar, der auf gezielter Therapie mit dem Vita-

min A Analog All-trans-Retinolsäure (ATRA) beruht (zusammengefasst in (Ehninger, et al 

2008a)).  

Weitere wichtige und häufige Beispiele für durch Fusionsproteine fehlregulierte Korepressor-

komplexe gehören die ”Core binding factor” assoziierten AMLs (CBF-AMLs) t(8;21) 
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(q22;q22) (AML1/ETO), inv(16)(p13q22) (CBFβ/MYH11) und t(15;17)(q22;q21) 

(PML/RARα), welche ca. ein Drittel aller chromosomalen Aberrationen in AML ausmachen 

(Langabeer, et al 1998) und HDACs 1, 2, 3 und 8 rekrutieren.  

Bei t(8;21)(q22;q22), der zweithäufigsten genetischen Alteration bei AML interferiert das 

Fusionsprotein AML1/ETO mit der normalen Interaktion der Transkriptionsfaktoren 

AML1und ETO mit ihren Zielpromotoren (Wang, et al 1998b). HDAC1, 2 und 3 werden da-

bei von ETO rekrutiert, welches als Plattform für die Rekrutierung von HDACs und Ko-

repressoren dient und das Fusionsprotein stört die physiologische Funktion von AML1 und 

ETO (Amann, et al 2001). 

Bei AML inv(16), welche in ca. 8% der AML vorkommt (Mitelman and Heim 1992), wurde 

für das CBFβ/MYH11 Fusionsprotein eine Interaktion mit mSin3A und HDAC8 nachgewie-

sen (Durst, et al 2003). 

Die beschriebene Rekrutierung von HDACs in diesen fehlregulierten Korepressorkomplexen 

stellt entsprechend ein schwerwiegendes Ereignis in der Pathogenese von AML (und MDS) 

dar und somit die Basis für innovative epigenetische Behandlungsstrategien, wie die HDAC-

Inhibitortherapie (1.1.6, 1.4, 1.4.2) (Mahlknecht and Hoelzer 2000, Mei, et al 2004).  

1.4.2 HDAC-Inhibitoren in der Therapie von AML  

Die beschriebenen zentralen zellulären Funktionen von HDACs (1.1.3.3), deren Rolle in der 

Tumorpathogenese im Allgemeinen (1.1.4) und die spezielle Rolle von HDACs in der Patho-

genese von AML (1.4.1) heben die Bedeutung veränderter HDAC Aktivität und Expres-

sionsmuster und die Möglichkeit gezielter therapeutischer Intervention hervor.  

Nachdem gezeigt wurde, dass die Behandlung von AML Zellen mit HDACi die Zellen für 

Differenzierungs- und Apoptose-Signale resensibilisieren (Bruserud, et al 2006, Melnick and 

Licht 2002), sind HDACi als Monotherapie, als auch in Kombination mit anderen Medika-

menten (1.4) in Studien der Phase I und II (Kuendgen, et al 2006, Lübbert and Claus 2007b, 

Minucci and Pelicci 2006, Tsapis, et al 2007), sowie im Fall von SAHA, auch in klinischen 

Studien der Phase III im Einsatz (Lübbert and Claus 2007a, Mercurio, et al 2010). Dabei zeig-

te die HDACi Therapie bei AML viel versprechende klinische Ergebnisse (1.4, (Mercurio, et 

al 2010)), wobei auch bei der HDACi Therapie patientenspezifische und dosisabhängige Un-

terschiede (im Therapieansprechen) auftreten (Stapnes, et al 2007). 

Hauptursachen für die dosisabhängigen, patientenspezifischen Unterschiede sind unter ande-

rem Unterschiede in der Expression von HDACs in Untergruppen von Patienten (Bruserud, et 
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al 2007), wobei HDAC Expressionslevel auch schon als Biomarker für Therapieansprechen 

diskutiert werden (Schrump 2009, Stimson and La Thangue 2009). 

Während bisher nur Daten zu HDAC Expressionsveränderungen in AML aus einer sehr klei-

nen Studie (23 Patienten) und ohne Berücksichtigung der AML Subgruppen vorliegen 

(Bradbury, et al 2005), wird im Zusammenhang mit dem Einsatz von HDAC Inhibitoren als 

neue Therapiestrategie und den patientenspezifischen Effekten, die Identifikation und Nut-

zung von AML-Subtypspezifischen HDAC Expressionsmustern als möglicher zusätzlicher 

neuer diagnostischer und prognostischer Ansatz bzw. Biomarker und mögliche Basis für Do-

sisanpassungen und Therapieoptimierungen deutlich (Bradbury, et al 2005, Ehninger, et al 

2008a, Weichert 2009).  
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1.5 Aufgabenstellung / Ziel 

AML ist eine sehr heterogene Krankheit mit charakteristischen Subtypen und einer Standard-

therapie mit Ara-C mit immer wieder auftretenden patientenspezifischen Therapieansprechen 

bis Resistenzen und schlechten Überlebensraten. Neben der Individualisierung und Optimie-

rung der Ara-C Therapie werden besonders in neue, innovative epigenetische Therapieansätze 

mit HDAC-Inhibitoren aufgrund der zentralen Rolle von HDACs in der AML Pathogenese 

große Hoffnungen gesetzt. 

In der vorliegenden Arbeit sollten Analysen zu Pathogenese und Therapie von AML speziell 

unter epigenetischen, sowie pharmakogenetischen Zusammenhängen durchgeführt werden. 

Dabei sollten der epigenetische Fokus auf Histon-Deacetylasen in der Pathogenese und The-

rapie der AML und der pharmakogenetische Fokus auf dem Einfluss von SNPs in Ara-C me-

tabolisierenden Enzymen liegen. 

Im Zusammenhang der Optimierung des Einsatzes von HDAC Inhibitoren, welche bisher 

ohne Unterscheidung zwischen den AML-Subtypen eingesetzt werden, sollten mittels Gen-

expressionsanalysen putative charakteristische AML-Subtypspezifische Unterschiede im Ex-

pressionsmuster von HDACs identifiziert werden, welche Einfluss auf die Wirkung und An-

wendung (Dosierung) von HDAC-Inhibitoren haben könnten. 

Mit Bezug auf die Rolle von Klasse I HDACs in der Pathogenese von AML sollte eine putati-

ve Funktion von nicht synonymen SNPs (nsSNPS) in Klasse I HDACs bei der Anfälligkeit 

für AML mit Hilfe von allelspezifischer TaqMan PCR analysiert werden. 

Falls möglich sollte zusätzlich anhand eines interessanten Kandidaten beispielhaft die Funk-

tionalität validierter nsSNPs untersucht werden. 

Im Kontext der Optimierung und Individualisierung der Ara-C Standardtherapie sollten via in 

silico Analysen von SNP Datenbanken und Literaturrecherche Promotor-SNPs und nsSNPs in 

den drei Schlüsselenzymen des Ara-C Metabolismus identifiziert, validiert und auf putative 

Korrelationen mit Therapieansprechen und Prognose (Überleben) analysiert werden. 
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2  Material und Methoden  

2.1 Labormaterialien  

Alle neben den herkömmlichen im Labor verwendeten Geräte, sowie alle Lösungen und Rea-

genzien sind im Folgenden an den entsprechenden Stellen vermerkt, soweit sie nicht von den 

Firmen Merck, Darmstadt oder Sigma Aldrich, Deisenhofen bezogen wurden.  

2.2 Nukleinsäuren  

2.2.1 Plasmide  

2.2.1.1 erworbene Plasmide 

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten und käuflich erworbenen oder von entsprechend 

vermerkten Personen zur Verfügung gestellten eukaryotische Expressionsvektoren mit unter-

schiedlichen Resistenzen (pCMVtag4a besitzt eine Neomycin und Kanamycin Resistenz, 

pEGFP-C1 eine Kanamycin und pcDNA3.1 eine Ampicillin Resistenz.) sind in Tabelle 7 auf-

geführt.  

Tabelle 7: Übersicht der erworbenen oder zur Verfügung gestellten Plasmide.  
Referenz zu pcDNA3.1-hSIRT3-Flag [I, II = (North, et al 2005, Schwer, et al 2002)] 
 

Nr.) Bezeichnung Merkmal  Hersteller / Quelle 

1) pCMVtag4a c-terminales FLAG-tag Gibco Invitrogen, Carlsbad, CA 

2) pCMVtag4a-SIRT1-WT / SIRT1 WT ohne Stopp mit  Barbara Zschörnig, Jose Carreras  

    hSIRT1WT C-terminalem FLAG-tag Zentrum - Uniklinik Homburg 

3) pEGFP-C1  N-terminaler GFP-tag Clontech Laboratories, 

  Saint-Germain-en-Laye, Fr 

4) pcDNA3.1-hSIRT3WT-Flag / SIRT3 WT cDNA ohne  E. Verdin, Gladstone Institute,  

    hSIRT3WT Stoppkodon mit C-termi- San Francisco, CA 

  nalem FLAG-tag   

2.2.1.2 Selbst hergestellte, veränderte Plasmide 

Mittels zielgerichteter Mutagenese-PCR (vgl. 2.7.9.1) wurden mit Hilfe dieser erworbenen 

Plasmide, die in Tabelle 8 dargestellten Plasmide hergestellt. 
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Tabelle 8: Übersicht der in der Arbeit hergestellten Plasmide. 
 

Nr.) Bezeichnung Herstellung Merkmal  

5) pcDNA3.1-hSIRT3H248Y-Flag Mutagenese PCR von (4)  SIRT3 inaktive Mutante  
  mit UM621 und 622 mit C-terminalem FLAG-tag 

6) pcDNA3.1-hSIRT3R80W-Flag Mutagenese PCR von (4)  SIRT3 SNPR80W Mutante  
    mit UM567-a und -b  mit C-terminalem FLAG-tag 

7) pcDNA3.1-hSIRT3V208I-Flag Mutagenese PCR von (4)  SIRT3 SNPV280I Mutante  
  mit UM569-a und -b  mit C-terminalem FLAG-tag 

8) pEGFP-hSIRT3WT EcoRI/EcoRI-Fragment aus  SIRT3 WT mit 
    (4) über EcoRI/EcoRI in (3) N-terminalem GFP-tag 

9) pEGFP-hSIRT3H248Y EcoRI/EcoRI-Fragment aus  SIRT3 inaktive Mutante  
  (5) über EcoRI/EcoRI in (3) N-terminalem GFP-tag 

10) pEGFP-hSIRT3R80W EcoRI/EcoRI-Fragment aus  SIRT3 SNPR80W Mutante  
    (6) über EcoRI/EcoRI in (3) N-terminalem GFP-tag 

11) pEGFP-hSIRT3V208I EcoRI/EcoRI-Fragment aus  SIRT3 SNPV280I Mutante  

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

Alle hergestellten Vektorkonstrukte wurden mittels direkter DNA Sequenzierung durch die 

Firma MWG Biotech (Martinsried) sequenziert (2.7.7). 

2.2.2 Oligonukleotide  

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Thermo Electron (Ulm) in lyophili-

sierter, entsalzter Form bezogen, mit ddH2O- auf eine Konzentration von 100 µM eingestellt 

und bei -20 °C gelagert. In den Oligonukleotiden eingefügte mutierte Basen (für Mutagenese 

PCR 2.7.9.1) sind fett hervorgehoben. 

Tabelle 9.: Übersicht der verwendeten Oligonukleotide.  
Die UM-Nr. bezieht sich auf die in der Arbeitsgruppe verwendete durchgehende Nummerierung aller Oligo-
nukleotide. f = forward / vorwärts Primer, r = reverse / rückwärts Primer 
 

Nr.  Verwendungszweck Sequenz [5´-3´) 

UM621 SIRT3 Mutagenese H248Y f: CTGGTTGAAGCTTATGGAACCTTTGC 

UM622 SIRT3 Mutagenese H248Y r: GCAAAGGTTCCATAAGCTTCAACCAG 

UM569-a SIRT3 Mutagenese V208I f: ACTACAAGCCCAACATCACTCACTACTTTCTCCGGC 

UM569-b SIRT3 Mutagenese V208I r: GCCGGAGAAAGTAGTGAGTGATGTTGGGCTTGTAGT 

UM567-a SIRT3 Mutagenese R80W f: TGCCCAGGGCATTCTGGAGGCAGCCGAGGGC 

UM567-b SIRT3 Mutagenese R80W r: GCCCTCGGCTGCCTCCAGAATGCCCTGGGCA 
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2.3 Bakterien  

2.3.1 Bakterienstämme  

Die in dieser Arbeit durchgeführten Klonierungen erfolgten mit dem E. coli K12-Stamm 

DH5α, welcher ursprünglich von der Deutschen Sammlung für Mikroorganismen in Göttin-

gen bezogen wurde. 

Für die gerichtete Mutagenese (2.7.9.1) wurde der E. coli Stamm XL1-Blue (Stratagene, Ce-

dar Creek, mit Tetrazyklinresistenz) verwendet. 

2.3.2 Aufbewahrung und Kultivierung  

Zur langfristigen Konservierung transformierter E. coli Stämme wurden 700 µl einer in au-

toklaviertem Luria Bertani (LB)-Flüssigmedium (20 g LB Broth base (Gibco BRL, Paisley; 

enthält: 0,5 % Hefeextrakt, 1 % Trypton und 1 % NaCl) ad 1000 ml dd H2O) angezogenen 

ü.N.-Kultur mit 300 µl sterilem Glycin versetzt, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und 

bei -80 °C gelagert.  

Die Selektion positiver Transformanten erfolgte entsprechend dem verwendeten Plasmid 

(2.2.1) und dem verwendeten Bakterienstamm durch Zusatz von 100 µg/ml Ampicillin 

(Stocklösung 100mg/ml; 1 g Ampicillin (AppliChem, Darmstadt) ad 10 ml dd H2O, Lagerung 

bei -20 °C) bzw. 30 µg/ml Kanamycin (Stocklösung 30mg/ml; 0,3 g Kanamycin (PAN Bio-

tech GmbH, Aidenbach) ad 10 ml dd H2O, Lagerung bei 4 °C). ü.N.-Kulturen für die Präpa-

ration von Plasmid-DNA wurden aus Einzelkolonien von Agar-Platten (LB-Medium mit 1,5 

% Agar (Gibco BRL, Paisley). Die Zugabe des entsprechenden Antibiotikums erfolgte nach 

dem Abkühlen auf <50 °C.) angeimpft und für 14-16 h bei 37 °C und 200 U/min inkubiert. 

Zur Anzucht von Plattenkulturen wurden Bakterien aus einer Glycerinkultur oder aus einem 

Transformationsansatz auf LB-Agarplatten ausgestrichen und ü.N. bei 37 °C im Brutschrank 

inkubiert. 

2.3.3 Herstellung kompetenter E. coli  

Kompetente Bakterien wurden mittels CaCl2-Methode hergestellt (Mandel and Higa 1970). 

Eine ü.N.-Kultur des entsprechenden Bakterienstammes wurde 1:100 in 200 ml LB-Medium 

angeimpft und bei 37 °C bis zu einer OD600 von 0,4 - 0,6 bei 200 U/min inkubiert. Nach 

Zentrifugation der Kultur für 10 min bei RT und 3000 g wurde das Pellet in 100 ml eiskaltem 

0,1 M CaCl2-Puffer vorsichtig resuspendiert, 20 min auf Eis inkubiert und erneut für 10 min 
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bei 4°C und 3000 g zentrifugiert. Danach wurde das Pellet in 2 ml eiskaltem 0,1 M CaCl2-

Puffer resuspendiert, in 200 µl Aliquots mit Glycerin (20% Endkonzentration) versetzt und 

sofort in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. 

2.3.4 Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA  

Zur Hitzeschock-Transformation wurden kompetente E. coli auf Eis aufgetaut, mit 50 - 500 

ng Plasmid-DNA versetzt und nach 30 min Inkubation auf Eis, in der die DNA an die Zellen 

adsorbiert, für 45 sek. auf 42 °C erwärmt (Hitzeschock) und anschließend 2 min auf Eis inku-

biert. Nach Zugabe von 500 µl LB-Medium (2.3.2) wurde 1 h bei 37 °C und 200 U/min inku-

biert, um die Antibiotikaresistenz des transformierten Plasmids zu exprimieren. Für die 

Durchführung gerichteter Mutagenesen (2.7.9.1) erfolgte dieser Schritt in SOC-Medium (2% 

Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 

mM Glukose). 20 - 100 µl des Transformationsansatzes wurden dann auf entsprechenden Se-

lektionsplatten ausplattiert und ü.N. bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Zur Kontrolle der 

Transformation wurde bei Transformationen nach Ligationen ein Ansatz mit linearisiertem 

Vektor mitgeführt, um eine Aussage über dessen Religationsfähigkeit und entsprechende 

Wahrscheinlichkeit der Fragmentinsertion treffen zu können. 

2.4 Eukaryotische Zelllinien  

2.4.1 Kultivierung eukaryotischer Zelllinien  

Die verwendeten Zelllinien HEK 293T (humane embryonale Nierenzellen, (Graham, et al 

1977), DSMZ, Braunschweig), HeLa (humane epitheliale Zervixkarzinomzellen, (Scherer, et 

al 1953), DSMZ, Braunschweig) und H-JR-Mito-HeLa Zellen (exprimieren mitochondriales 

fluoreszenzmarkiertes Protein „JRed-Mitochondrien“, Marinpharm, Luckenwalde), wurden in 

„Dulbecco´s modified eagle medium“ (DMEM) Zellkulturmedium (PAA, Pasching, Öster-

reich), mit 10 % fötalem Rinderserum (FBS, PAA, Pasching) und 1 % Penicil-

lin/Streptomycin (Gibco Invitrogen, Carlsbad, CA) (sowie im Falle der H-JR-Mito-HeLa Zel-

len mit 1 % nicht-essentieller Aminosäuren (Biochrom AG, Berlin) in einem Brutschrank bei 

37 °C mit 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit in 75 cm2 Zellkulturflaschen (Greiner Bio-One, 

Essen) inkubiert. Die Passagierung konfluenter Zellen erfolgte durch Waschen mit PBS 

(phosphate-buffered saline, Cambrex, Verviers, Belgien), Inkubation mit 2 ml Trypsin/EDTA 

Lösung (0,05% Trypsin/0,02% EDTA (Gibco, Karlsruhe)), gefolgt von Inaktivierung des 



                2. Material und Methoden 

 35 

Trypsins durch FBS durch Medienzugabe und entsprechender Verdünnung. Mediumswechsel 

erfolgte alle 1-2 Tage oder bei Farbwechsel des Mediums von rötlich nach gelblich. 

Alle Zellkulturarbeiten erfolgten unter sterilen Arbeitsbedingungen. Die FBS Hitzeinaktivie-

rung erfolgte durch Inkubation für 30 min bei 56 °C. Kulturmedien und Reagenzien wurden 

vor ihrem Einsatz auf 37 °C vorgewärmt. 

2.4.2 Kryokonservierung und Kryokultivierung eukaryotisch er Zellen 

Zur Kryokonservierung wurden 2 x 106 Zellen in 1 ml Konservierungsmedium (70 % 

DMEM, 20% FCS (PAA, Pasching) und 10 % DMSO) aufgenommen, in Kryoröhrchen (Ra-

tiolab, Dreieich) für 24 h in einem Kryokonservierungskontainer (Nalgene Labware, Roches-

ter, USA) (zur langsamen Abkühlung) auf -80 °C gekühlt und in flüssigem Stickstoff gela-

gert. 

Um kryokonservierte Zellen in Kultur zu nehmen, wurden diese nach schnellem Auftauen 

sofort mit 5 ml vorgewärmten Kulturmedium (2.4.1) versetzt, bei RT für 5min bei 300 g pel-

letiert, in 5 ml frischem Kulturmedium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche (25 cm2, 

Greiner Bio-One, Essen) überführt und bei Erreichen von Konfluenz passagiert. 

2.4.3 Transiente Transfektion mit Plasmid-DNA  

Die transiente Transfektion von HeLa und HEK 293T Zellen mit Plasmid-DNA erfolgte ent-

weder mit Nanofectin (PAA, Pasching, Österreich) oder über Elektroporation mittels Amaxa- 

Nukleofektor Gerät (Amaxa/Lonza, Köln) mit Nukleofektionslösung R (Lonza, Köln) ent-

sprechend der Herstellerangaben. Bei der Nanofektion wurden die Zellen in 6 Lochplatten 

(Greiner Bio-One, Essen) bei einer Dichte von 70-80 % mit 200 µl Transfektionsreagenz (200 

µl: 150 mM NaCl mit 9,6 µl Nanofektin) mit 1,5 µg Plasmid-DNA pro Loch (well) transfi-

ziert, gefolgt von einem Mediumswechsel nach 5 h. Die Transfektion mit Amaxa Elektropora-

tion wurde mit 1 x 106 Zellen pro Transfektion durchgeführt, wobei die Zellen nach Zentrifu-

gation und Entfernung des Überstands in 100 µl Nukleofektion Lösung R bei RT resuspen-

diert wurden und 2 µg Plasmid-DNA zugegeben und das Gemisch in eine Spezialküvette ü-

berführt und unter Programm 0-005 im Amaxa Nukleofektor Gerät elektroporiert wurde. Da-

nach wurden sofort 500 µl vorgewärmtes Medium zugegeben und die Zellen in einem Endvo-

lumen von 1,5 ml pro Loch einer 6 Lochplatte ausgesät. Die Transfektionen mit unterschied-

lichen Vektorkonstrukten wurden mit entsprechenden, gleichen molaren Mengen durchge-

führt. 
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2.5 Bionas System – online monitoring der Bioaktivität von Proteinen 

Um ein realtime monitoring des Einflusses einzelner überexprimierter Proteine und des Ein-

flusses deren SNP Mutanten auf den Energiemetabolismus in lebenden Zellen zu ermöglichen 

wurde die Methode der transienten Transfektion (2.4.3) in leicht abgewandelter Form (2.5.1) 

mit dem Bionas-System, einem Biosensor-Chip-System (2.5.2) kombiniert (Abbildung 10).  

 

 
Abbildung 10: Überblick über Methode der Messungen des Einflusses überexprimierter Proteine auf den 
Zellmetabolismus im Bionas System. 

2.5.1 Transfektion in Biosensor Chips 

Bei der Transfektion von HeLa Zellen für anschließende Messung im Bionas System 

(Abbildung 10) wurden 450 µl (ca. 3 x 105 Zellen) der Transfektionsansätze (2.4.3) in die 

Biosensor Chips ausgesät, welche für 5 min mit poly-D-Lysin beschichtet wurden. Nach 5 h 

wurde ein Mediumswechsel mit nur 5 % FCS durchgeführt, um die Zellen an die Bedingun-

gen mit reduziertem FCS für die Bionas Messungen zu adaptieren. Für die Messungen im 

Bionas System wurde die FCS Konzentration auf 2,5 % gesenkt, da durch reduzierte FCS 

Konzentration die Zellproliferation gesenkt wird, welche bei längeren Analysen die Messun-

gen stören würde. 
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2.5.2 Bionas System, ein Biosensor-Chip System  

Zur Etablierung der Methode wurde aufgrund seiner Schlüsselrolle im Energiemetabolismus 

SIRT3WT eingesetzt. 

Die Biosensor Chips SC1000 (Bionas, Rostock) wurden mit 500 µl PBS gewaschen, mit 70 % 

EtOH desinfiziert und mit 100 µl Poly-D-Lysin beschichtet, wozu 5 min inkubiert und dann 3 

mal mit autoklaviertem dd H2O gewaschen und 2 h getrocknet wurde. Vor jedem Experiment 

wurde das Schlauchsystem des Bionas 2500 Systems (Bionas, Rostock) desinfiziert durch 

Spülung mit 70 % EtOH und Waschen mit PBS, gefolgt von abschließender Spülung mit Bi-

onas Medium (Bionas, Rostock; entspricht DMEM gepuffert mit 1mM Hepes statt Karbonat 

Puffer; mit nur 2,5 % FCS und 1g / L Glukose). In die beschichteten Biosensor Chips wurden 

entweder 3 x 105 untransfizierte oder transfizierte (wtSIRT3, SIRT3R80W, SIRT3V208I, 

wtSIRT1 vgl. 2.2.1 und 2.5.1) HeLa-Zellen (entsprach 80-90 % Konfluenz) in 450 µl Bionas 

Medium ausgespäht und nach 4 bzw. 24 h Inkubation im Brutschrank in das Bionas System 

überführt und für 2 h bzw. 48 h bei den Kinetikanalysen vergleichend auf Respiration, Glyko-

lyse und Adhäsion analysiert. Dabei wurde das Bionas Medium über angeschlossene Schläu-

che und Pumpen kontinuierlich ausgetauscht, in Zyklen von je 4 min Mediumsaustausch und 

4 min Inkubation, während welcher jeweils die Messungen der Chipsensoren („Klark-Typ 

Sauerstoff Sensoren“, welche den Sauerstoffverbrauch erfassen, sowie „Ionensensitive Feld-

Effekt Transistoren“ zur Messung von pH Änderungen und „impedimetrische fingerartig ver-

flochtene Elektroden Strukturen“ für die Messung der Impedanz (Ehret, et al 2001), vgl. 

Abbildung 10) durchgeführt wurden. 

Die vergleichenden Analysen des Einflusses überexprimierter Proteine und ihrer Mutanten 

(wtSIRT3, SIRT3R80W, SIRT3V208I, wtSIRT1 vgl. 2.2.1 und 2.5.1) auf den Zellmetabolismus 

bzw. die beschriebenen Parameter wurden nach Transfektionen äquimolarer Mengen der ent-

sprechenden eukariotischen Plasmidkonstrukte durchgeführt, wobei eine Normalisierung der 

Werte unter Berücksichtigung des Anstiegs der Zellzahl erfolgte (prozentualer Anstieg der 

Zellzahl wurde von prozentualem Anstieg der Respiration abgezogen) und die Werte (Anstie-

ge) der mit den zu analysierenden SNP Konstrukten transfizierten Zellen mit den Werten der 

Kontrollen, untransfizierten und mit Leervektor und inaktivierten Konstrukten transfizierten 

Zellen abgeglichen wurden. 
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2.6 Patienten und primäre Proben 

Für die Genexpressionsanalysen konnte RNA aus Primärproben von 55 AML-Patienten (38 

Männer und 17 Frauen im Alter von 13 bis 72 (Durchschnitt: 43,3 Jahre)), mit den AML-

Subtypen (French-american-british (FAB)): M0, M1, M2, M4, M4/E0, M5a, M5b untersucht 

werden. Für die SNP Analysen der Klasse I HDACs wurden DNA Proben von 279 AML Pa-

tienten eingesetzt (Tabelle 14) und für die SNP Analysen in Ara-C metabolisierenden Enzy-

men DNA Proben von 360 AML Patienten (Tabelle 17). 

Sowohl die Patientenproben der Genexpressionsanalysen, als auch der SNP Analysen stam-

men aus der AML96 Studie (NCT 00180102) der DSIL, Deutsche Studieninitiative Leukä-

mie, (Schaich, et al 2001). Dabei wurden die einbezogenen Patienten zwischen 1996 und 

2003 behandelt und die durchschnittliche Beobachtungszeit betrug 6,2 Jahre (4,3 – 9). AML 

M3 (akute promyelozyten Leukämie) war in dieser Studie nicht einbezogen und wurde in an-

deren Studien analysiert. 

Die Proben waren bei den experimentellen Arbeiten verblindet und wurden erst bei der Da-

tenkorrelation durch die Kooperationspartner in Dresden entblindet. 

Alle Patienten wurden im Rahmen des deutschen Multizenter-Protokolls der Süddeutschen 

Hämoblastosegruppe (SHG) behandelt. Das Behandlungsschema wurde 2001 veröffentlicht 

((Schaich, et al 2001), Abbildung 11, sowie (Mahlknecht, et al 2009)).  

Patienten über 60 Jahre erhielten zwei Induktionstherapien mit Daunorubicin 45 mg/m2 (Tag 

3-5) und Ara-C 100 mg/m2 (Tag 1-7), sowie bei kompletter Remission eine Postremissions-

therapie mit MAMAC, d.h. Amsakrin (100 mg/m2 1 h iv (2 h nach Ara-C) und Ara-C (2 mal 

1000 mg/m2 2 h iv). Patienten unter und einschließlich 60 Jahre erhielten ebenfalls zwei In-

duktionstherapien mit MAV von Tag 1-8, d.h. Mitoxantron (10 mg/m2 intravenöse (iv) Kurz-

zeitinfusion (KI) Tag 4-8), Ara-C (100 mg/m2 24 h iv) Tag 1-8, VP 16 (Etoposid) (100 mg/m2 

iv KI) Tag 4-8, sowie als zweite Induktionstherapie am Tag 28 für 5 Tage mit MAMAC 

(s.o.). Weiterhin erhielten sie Postremissionstherapien in Abhängigkeit ihrer zytogenetischen 

Risikogruppe (basierend auf Zytogenetik) wie in Abbildung 11 dargestellt, welche, wie die 

Induktionstherapien, ebenfalls Ara-C beinhalteten. Patienten mit mittlerem Risiko erhielten 

eine allogene Stammzelltransplantation (PBSCT), wenn möglich von einem Geschwisterteil 

mit identischem HLA System (humanes Leukozyten-Antigen System). Ansonsten erhielten 

sie, wie auch Patienten mit geringem Risiko, randomisiert eine mittlere (2 mal 1000 mg/m2 

alle 12 h von Tag 1–6 (I-MAC)) oder hochdosis (2 mal 3000 mg/m2 alle 12 h von Tag 1–6 

(H-MAC)) Ara-C mit Mitoxantron (10 mg/m2 von Tag 4-6), woran sich eine autologe PBSCT 

(bei mittlerem zytogenetischen Risiko) oder MAMAC (bei geringem zytogenetischen Risiko) 
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anschloss. Patienten mit hohem zytogenetischen Risiko erhielten eine allogene Stammzell-

transplantation von Verwandten mit der Option auf eine Stammzelltransplantation von nicht 

Verwandten. 

 

 
Abbildung 11: Therapieschema der deutschen SHG AML 96 Studie für AML Patienten unter 60 Jahren.  
Postremissionstherapie mit I-MAC; H- MAC; MAV / MAMAC siehe Text; (Abbildung in Anlehnung an 
(Schaich, et al 2001)) 
 
Die Studie wurde durch die lokale Ethik-Kommission genehmigt und war in Einklang mit der 

Deklaration von Helsinki (und unter der NCT Nummer 00180115 registriert). Alle Patienten 

und Probanden gaben ihr schriftliches Einverständnis ab. 

2.6.1 Methoden bei der Probenaufarbeitung  

Die Methoden zur Probenaufbereitung der Patientenproben, wie die Isolierung der DNA 

(2.7.8) und RNA (2.7.8.3) und die FACS (2.6.1.1) und zytogenetischen Analysen (2.6.1.2) 

wurden von unseren Kooperationspartnern in Dresden (Prof. Schaich und Mitarbeiter, 10) 

durchgeführt. 

Die zur DNA Isolierung und den Analysen verwendeten peripheren Blutproben von 360 AML 

Patienten (Tabelle 17) wurden den Patienten zum Diagnosezeitpunkt entnommen und für die 

Routineanalysen, zytogentische und immunozytochemische Analysen aufgeteilt. Die DNA 

und RNA Isolierung (2.7.8) der Patientenproben, sowie die RNA Isolierung der Kontrollpro-

ben der Genexpressionsanalysen (3.1, 2.7.10) erfolgte hierbei aus peripheren mononukleären 

Blutzellen (PBMCs) nach Dichte-Gradienten Zentrifugation (BIOCOLL, Biochrom, Berlin) 

entsprechend den Herstellerangaben. 

Die genomische DNA von 800 Kontrollproben gesunder Probanden (Kontrollen bei den SNP 

Analysen) wurde aus 5ml peripherem EDTA Blut mittels Aussalzen (2.7.8.1) extrahiert. 



                2. Material und Methoden 

 40 

2.6.1.1 Durchflusszytometrie 

Die Diskriminierung CD34 positiver Zellen erfolgte per FACS Analyse mittels CD34 mo-

noklonalem Antikörper QBEnd10 (Coulter, Hamburg) entsprechend den Herstellerangaben, 

wie in (Gramatzki, et al 1998) beschrieben. 

2.6.1.2 Zytogenetik 

Die Chromosomenanalyse zur Analyse der Zytogenetischen Aberrationen der AML Patienten, 

die bei den Korrelationsanalysen der SNP (2.7.11) und Genexpressionsanalysen (2.7.10) mit-

einbezogen wurden, wurden ebenfalls von den Kooperationspartnern (Prof Schaich und Mit-

arbeitern) durchgeführt (Mahlknecht, et al 2009). Dabei wurden in der Metaphase direkte 

Präparationen von 24 und 48 h Kulturen von peripheren Blutproben und Chromosomenanaly-

sen, wie die Analyse von FLT3-ITD und NPM1 Mutationen durchgeführt, wie in (Mohr, et al 

2000) beschrieben. Dabei erfolgten die zytogenetischen Präparationen und Giemsa-

Bänderung entsprechend Standardlabormethoden. 

Bei den Korrelationen der Genexpressionsanlysen wurden besonders die zytogenetischen 

Gruppen Inversion(16) und t(8/21) (geringes Risiko), Monosomie 7/del(7q) (hochrisiko 

Gruppe) und Standardrisiko (normaler Karyotyp und chromosomale Aberrationen, die nicht 

in hoch oder niedrig Risikogruppe fallen) in die Korrelationsanalysen einbezogen. 

2.7 Molekularbiologische Methoden  

2.7.1 Aufreinigung von Plasmid-DNA 

Die Plasmid-DNA-Aufreinigung basierte auf dem Prinzip der Alkalischen Lyse (Birnboim 

and Doly 1979). Um Plasmid-DNA (für Sequenzierungen oder Charakterisierungen mittels 

Restriktionsverdau (2.7.2) und Gelelektrophorese (2.7.5)) aufzureinigen, wurden aus einer 

ü.N. Kultur eines Klons in 5 ml LB-Medium mit Ampicillin oder Kanamycin(bei 37 °C und 

220 U/min) 4 ml mit dem NucleoBond® Plasmid Purification-Kit (Macherey & Nagel, Dü-

ren) nach Herstellerangaben aufgereinigt. Die Eluierung erfolgte in 50 µl 10 mM Tris-HCl 

(pH 8) und die Ausbeute lag je nach Plasmid zwischen 200 –800 ng/µl. 

Um eine größere Menge Plasmid-DNA für Transfektionen und Archivierungen zu erlangen 

wurde die Plasmid-DNA aus 200 ml einer ü.N.-Kultur mit Hilfe des NucleoBond® AX 500 
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Kit (Macherey&Nagel, Düren) nach Herstellerangaben aufgereinigt und in 100 µl 10 mM 

Tris-HCl (pH 8) gelöst und bei -20 °C gelagert. Dabei lag die DNA-Ausbeute bei 2-4 µg/µl.  

2.7.2 Restriktion von DNA Fragmenten 

Zur Kontrolle isolierter Plasmid-DNA bzw. der Orientierung des Inserts, sowie zur Präparati-

on von DNA-Fragmenten für Klonierungen (Aufreinigung/Gelextraktion geschnittener Vek-

toren oder Inserts (2.7.5), Ligationen (2.7.4)) wurde die DNA mit Hilfe von Restriktionsen-

zymen (Fermentas, Mannheim oder New England Biolabs, Schwalbach/Taunus) gespalten.  

Pro Reaktionsansatz wurden 500 ng DNA bzw. 5 µl gereinigte Plasmid-DNA, 10 U Enzym 

und 2 µl des geeigneten 10x Puffers in einem Gesamtvolumen von 30 µl 1 -2 h (Einzel- oder 

Doppelverdau) bei 37 °C – inkubiert (Dabei ist eine Unit (U) die Enzymaktivität, die 1 µg λ-

Phagen-DNA in 60 min unter optimalen Bedingungen vollständig spaltet). Um unspezifische 

(Star)- Aktivitäten zu vermeiden, sollte das Volumen der Enzymlösung dabei nicht mehr als 

10 % des Gesamtansatzes ausmachen. Der Reaktionsansatz wurde dann mittels Agarosege-

lektrophorese aufgetrennt (2.7.5). 

2.7.3 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten 

Zur Vermeidung von Religation des linearisierten Vektors und entsprechender Steigerung der 

Ausbeute an rekombinanten Plasmiden, wurde die 5´-Phosphatgruppe durch Behandlung mit 

alkalischer Phosphatase abgespalten. Die aufgereinigte Plasmid-DNA (30 µl, 2.7.1) wurde 

dazu für 20 min. mit 10 U Alkalische Phosphatase (CIP, New England Biolabs, Schwal-

bach/Taunus) inkubiert, welche anschließend durch Aufreinigung mit dem Qiaquick PCR-

Purification Kit (Qiagen, Hilden) entfernt wurde. 

2.7.4 Ligation von DNA-Fragmenten 

Die Ligation von DNA-Fragmente erfolgte in den molaren Verhältnissen von Vektor zu Insert 

von 1 zu 1 bis 3 zu 1. Das Reaktionsvolumen betrug 20 µl und enthielt 50 - 75 ng Vektor-

DNA, 20 U T4-DNA-Ligase und 1 x T4-DNA-Ligase-Puffer (je New England Biolabs, 

Schwalbach/Taunus). Die Reaktion erfolgte ü.N. bei 16 °C im Thermocycler (Cetus, Perkin 

Elmer). 
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2.7.5 Agarose-Gelelektrophorese  

Zur Kontrolle auf vollständige Ligation oder Restriktion mit entsprechend richtigen Frag-

mentgrößen, sowie Kontrolle der Reinheit isolierter RNA (2.7.8.3) oder von PCR Produkten 

(2.7.9) wurden Proben per Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt.  

Die Methode basiert auf den Wanderungseigenschaften der Nukleinsäuren, die durch ihre 

negativ geladenen Phosphatgruppen bei angelegter elektrischer Spannung in Richtung Anode 

wandern, wobei ihre Wanderungsgeschwindigkeit proportional zur angelegten Spannung ist 

und neben ihrer Größe auch vom Salzgehalt des verwendeten Puffers und ihrer Konformation 

(linearisiert, superhelikal, einzel- oder doppelsträngig) abhängt. Die Agarosekonzentration 

bestimmt über die Porengröße des auspolymerisierten Netzwerkes aus unterschiedlich ver-

knüpften Galaktoseeinheiten den effektiven Trennungsbereich und es können Nukleinsäuren 

zwischen 0,1 und 60kb aufgetrennt werden (Sambrook, et al 2001). Je nach gewünschter 

Konzentration des Gels (1% Agarose für große Nukleinsäuremoleküle), wurde eine entspre-

chende Menge Agarose in 0,5 x TBE-Puffer (1 fach aus 10 fach Stock: 90 mM Tris, 90 mM 

Borsäure, 20 mM EDTA pH 8) aufgekocht (schlierenfrei) und nach Abkühlen auf ca. 40°C 

und Zugabe von Ethidiumbromid (Endkonzentration von 50 ng/ml) zur Nukleinsäure Detekti-

on in einer Gelkammer (Peqlab, Erlangen) auspolymerisiert. 

Jeder Probe wurde je 1/6 Volumen DNA Ladepuffer 6x Loading Dye (Fermentas, St. Leon 

Rot) bzw. 1/5 Volumen RNA-Ladepuffer (5-fach: 50 % Glycerin, 0,25 % Bromphenolblau, 

0,25 % Xylencyanol, 1 mM EDTA pH 8) versetzt, aufgetragen und mit einem geeigneten Mo-

lekulargewichtsstandard (z.B. 1 kb DNA-Marker (Invitrogen, Schwalbach/Taunus)) bei 10 

V/cm Elektrodenabstand für ca. 1 h aufgetrennt (Apparatur: Peqlab, Erlangen). Die Auswer-

tung erfolgte per UV-Durchlichtschirm (Bachofer Laboratoriumsgeräte, Reutlingen) bei einer 

Wellenlänge von 312 nm und Dokumentation mit einer Kamera (E.A.S.Y. 429K, Herolab 

Molekulare Trenntechnik, Wiesloch). Die entsprechenden Banden präparativer Reaktions- 

oder Ligationsansätze wurden bei 365 nm (UV Durchlichtschirm, Syngene, Langenfeld) aus-

geschnitten und mit Hilfe des Gel-Extraktions-Kits (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben 

aus dem Gel aufgereinigt. 

2.7.6 Nukleinsäurekonzentrationsbestimmung 

Die DNA und RNA Konzentrationsbestimmung erfolgte durch Messung am Nanodrop ND-

1000 Spectrophotometer (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen), welcher kleinste Volu-

men von 1-2 µl vermessen kann. Die Messung beruht dabei auf Bestimmung der optischen 
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Dichte bei 260 nm (OD260), sowie 280 nm, wobei die Reinheit durch Bildung des Quotienten 

aus OD260 und OD280 ermittelt wird. Reine DNA bzw. RNA sollte einen Quotienten von 1,8 

bzw. 2,0 aufweisen, wobei eine Verunreinigung mit Proteinen und Phenol durch Werte unter 

1,8 angezeigt wird. 

2.7.7 DNA-Sequenzierung  

Die Sequenzierungen der verwendeten Plasmide wurde von der Firme MWG Biotech (Mar-

tinsried) nach der Didesoxyribonucleotid-Methode nach Sanger durchgeführt (Sanger, et al 

1977) durchgeführt. Ein Sequenzierungsansatz beinhaltete 2-3 µg der aufgereinigten Plasmid-

DNA (2.7.1) in 20 µl 5 mM Tris-HCl pH 8 und entsprechende Primer (10 µM in 10 µl), die 

falls nicht von MWG Biotech bereitgestellt, nach eigenem Primerdesign (Standard Primerkri-

terien (GC Gehalt 50 – 60 %, Länge 15 – 25bp, nicht komplementär zueinander,…)) mit dem 

Programm Pimer-Blast von NCBI von der Firma Sigma-Aldrich (Deisenhofen) nach vorheri-

ger Kontrolle auf gleiche unspezifische Bindestellen im menschlichen Genom (mittels geno-

mic BLAST von NCBI) hergestellt wurden (2.2.2). 

2.7.8 DNA-, RNA-Isolierung und cDNA Synthese  

2.7.8.1 DNA Isolierung mittels Aussalzen 

Die DNA aus 800 gesunden kaukasischen Probanden wurde aus 5ml peripherem Blut (ED-

TA-Blut) durch Aussalzen isoliert. 

Zur Lymphozytenpräparation wurden am ersten Tag der DNA Isolierung 5 ml Vollblut in ein 

50 ml (Falcon-) Röhrchen überführt, die 3-fache Menge an Lysepuffer (10 x Stocklösung: 

8,05 g Ammoniumchlorid (NH4Cl), 1 g Kaliumhydrogenkarbonat (KHCO3), 200 µl 0,5 M 

EDTA auf pH 7,4; auf 1 l mit dd H2O auffüllen; autoklavieren) hinzu gegeben und ohne 

schütteln gemischt. Nach 30 - 45 min auf Eis (Lyse der Zellen) wurde 10 min bei 1500 rpm 

zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet in 10ml Lysepuffer resuspendiert. Nach 

erneuter Zentrifugation wurde das entstandene Lymphozytensediment 2 mal in 5ml SE-Puffer 

(8,78 g Natriumchlorid (NaCl), 16,82 g Natrium EDTA (Na2 EDTA) pH 8,0 einstellen und 

auf 2 l mit dd H2O auffüllen) resuspendiert und 10 min bei 1500 rpm zentrifugiert. Jede Probe 

wurde dann mit 20 µl Proteinase K (25mg/ml) versetzt und 200 µl 20 %ige SDS-Lösung zu-

gegeben und bis zur Bildung einer homogenen zähflüssigen Masse gemischt und ü.N. bei 

37°C im Wasserbad inkubiert. 
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Am 2. Tag erfolgte die Präzipitation der DNA. Nachdem die Proteine verdaut waren (Zäh-

flüssigkeit weg und klare Flüssigkeit) wurden 2 ml 6M NaCl-Lösung zugegeben und 20 sek 

mit Maximalgeschwindigkeit geschüttelt, bis sich ein weißer Schaum bildete. Nach 10 min 

Zentrifugation bei 3500 rpm, wurde der Überstand in ein neues 15 ml Röhrchen überführt. 

Der Vorgang des Zentrifugierens und Abgießens wurde 3-5 mal wiederholt, bis der Überstand 

klar war. Dann wurden 2 Volumen eiskaltes 100 % Ethanol vorsichtig zugegeben und vor-

sichtig geschwenkt bis sich eine DNA-Flocke bildete, welche mit einer gebogenen Glaspipet-

te rausgefischt, in 70 % Ethanol gewaschen, kurz lufttrockenen gelassen und in ein neues Ep-

pendorf Tube überführt, in welches, abhängig von der Flockengröße etwa 100 – 300 µl 10 

mM Tris-Puffer pH 7,5 zugegeben wurde. Die DNA wurde ü.N. auf einem Schüttler bei 4°C 

gelöst und abschließende vermessen (2.7.6). 

2.7.8.2 DNA Isolierung mit Phenol/Chlorophorm Extraktion 

Die DNA Isolierung aus den über Dichte-Gradienten Zentrifugation ((BIOCOLL, Biochrom, 

Berlin) entsprechend den Herstellerangaben) isolierten PBMCs der AML Patientenproben 

erfolgte mittels Standard Phenol/Chlorophorm Extraktion und mittels Qiagen DNA-

Extraktions Kit (Qiagen, Hilden) (Schaich, et al 2001) entsprechend Herstellerangaben. 

2.7.8.3 RNA-Isolierung und cDNA Synthese 

Die RNA der Kontrollproben und der 55 AML Patienten für die Genexpressionsanalysen 

(2.7.10, Link zu Ergebnisteil) wurden aus PBMCs nach Dichte-Gradienten Zentrifugation 

((BIOCOLL, Biochrom, Berlin) entsprechend den Herstellerangaben) isoliert, welche den 

Patienten vor Behandlungsbeginn in der AML 96 Studie entnommen wurden. 

Die RNA wurde aus Heparin-Blut mit dem RNAzol-Kit (Paesel, Frankfurt) entsprechend den 

Herstellerangaben isoliert (Schmidt, et al 1998) und die anschließende cDNA Synthese er-

folgte mit 5 µg Gesamt-RNA in einem Volumen von 50 µl unter Verwendung des „High Ca-

pacity cDNA Reverse Transcription Kit“ (Applied Biosystems, Darmstadt) nach Hersteller-

angaben. Die cDNA wurde 1 zu 10 verdünnt und 2 µl je PCR Reaktion (2.7.10) eingesetzt. 

2.7.9 PCR - Polymerase-Kettenreaktion 

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR – polymerase chain reaction)ist eine hochsensitive und 

hochspezifische exponentielle Amplifikationstechnik zur in vitro Untersuchung einer DNA-

Zielsequenz (Saiki, et al 1988). Vorraussetzung für die Vervielfältigung von bestimmten DNA-
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Sequenzen ist die Bindung von spezifischen Oligonukleotiden, die als Startmoleküle (Primer) 

für DNA-Polymerasen dienen. Die PCR stellt eine polyzyklische Reaktion dar, die in jedem 

Zyklus drei Schritte von Denaturierung der DNA, Primeranlagerung und Primerverlängerung 

durch die hitzestabile Taq-DNA-Polymerase durchläuft. 

2.7.9.1 Mutagenese PCR 

Mittels Mutagenese PCR mit einem Mutagenese PCR Kit (QuikChange site directed mutage-

nesis Kit; Stratagene, Cedar Creek) in einem programmierbaren Thermocycler (Robocycler 

Gradient 96; Stratagene, Cedar Creek) und wurden mit entsprechenden Primern (2.2.2) geziel-

te Aminosäureveränderungen in SIRT3 eingefügt (entsprechend identifizierter SNPs und zur 

Inaktivierung (3.3)). Bei der Durchführung entsprechend Herstellerangaben wurde der DpnI-

Verdau methylierter, parentaler Plasmid-DNA auf 15 min gekürzt, weil bei 60 min Verdau 

keine Kolonien selektiert werden konnten und den PCR-Ansätzen wurde zur Optimierung 

zusätzlich 5% DMSO, 5% Glycerol, sowie 5% Formamid zugesetzt. Nach vorheriger Plas-

mid-Präparation (2.7.1) mittels DNA-Sequenzierung (2.7.7) wurden die eingefügten Mutatio-

nen verifiziert. 

2.7.10 Real-time-PCR  

Mittels „Real time PCR“, einer PCR Reaktion, bei der anhand von Fluoreszenzsignalen, wel-

che parallel und proportional zu dem entstandenen PCR Produkt ansteigen, Rückschlüsse auf 

die Expressionsstärke (mRNA Menge) von Genen getroffen werden kann, wurden verglei-

chende Genexpressionsanalysen bestimmter Gene bei AML Patienten gegenüber gesunden 

Probanden durchgeführt (3.1). Dabei wurden Genexpressionsassays der Firma Applied Bio-

systems (Darmstadt) an einem TaqMan PCR Gerät (ABI PRISM 7700, Applied Biosystems) 

entsprechend den Herstellerangaben eingesetzt. Die Genexpressionsassays bestehen neben 

den genspezifischen, unmarkierten Primern auch noch aus einer zielgenspezifischen Sonde, 

welche am 5´-Ende mit einem Fluoreszenzsignal (FAM, Fluorescein) und am 3´-Ende mit 

einem „Quencher“ markiert ist, welcher bei Intaktheit der Sonde das Fluoreszenzsignal über 

das FRET-Prinzip (Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer) auslöscht. Bei der Amplifikation 

des Zielgens wird die Sonde durch die Exonuklease Aktivität der DNA-Polymerase abgebaut 

und durch die räumliche Trennung von Fluoreszenzsonde und „Quencher“ kommt es zur Frei-

setzung und Anstieg des Fluoreszenzsignals.  
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Die Quantifizierung ergibt sich durch Vergleich der Reaktionszyklen, die benötigt werden, 

um eine Fluoreszenzintensität zu erzeugen, welche einen bestimmten Grenzwert Ct (Cycle 

treshold, in Zyklenbereich, in dem sich alle Proben noch in der exponentiellen Phase befin-

den) überschreitet. Der Ct-Wert entspricht der Zyklenzahl, bei welcher der festgelegte Grenz-

wert überschritten wird. Die Methode ermöglicht einen relativen Vergleich der einzelnen Pro-

ben zueinander. Eine Probe mit mehr Kopien eines „Templates“ (Matrize, cDNA), erreicht 

den Grenzwert früher als eine Probe mit weniger Templates, wobei eine Amplifikationsrunde 

der doppelten Menge an Template entspricht (Schmittgen, et al 2000), wodurch sich Ge-

nexpressionsunterschiede quantitativ erfassen lassen. 

Die Reaktionsansätze wurden in 96-Lochplatten pipettiert, wobei jeder Reaktionsansatz (ge-

samt: 10 µl) neben 0,5 µl TaqMan® Gene Expression Assay (Applied Biosytems), (mit der 

Sonde und Primern) und 5 µl eines 2-fach PCR-Master-Mix (2* TaqMan PCR Amplification 

Mix, No AmpErase UNG, Eurogentec, mit dNTPs, Puffer, DNA Polymerase) und 2 µl eines 

verdünnten cDNA Ansatzes (2.7.8.3), sowie 2,5 µl DNase freies Wasser beinhaltete. 

Die Genexpressionsanalyse im ABI PRISM 7700 erfolgte über 40 Zyklen mit je 15 sek 95 °C 

und 1 min 60 °C. Über die Herstellerseite (www.appliedbiosystems.com) können mit Hilfe 

der Assay Nummern weitere Informationen zu den eingesetzten Genexpressionsassays 

(Hs00202021_m1 (SIRT1), Hs00202030_m1 (SIRT3), Hs00202033_m1 (SIRT4), 

Hs00202043_m1 (SIRT5), Hs00608357_m1 (HDAC5); Hs00195869_m1 (HDAC6) and 

Hs00402870_m1 (HDAC9)) bezogen werden.  

Als interne Kontrolle zur Normalisierung auf die eingesetzte cDNA Menge wurde die Expres-

sionsstärke des Haushaltsgen gapdh mittels GAPDH-Assay (Applied Biosytems) bei jeder 

Probe mit bestimmt. Alle Messungen erfolgten in Triplikaten und wurden 3 - 4 mal wieder-

holt. Die Datenanalyse erfolgte mittels SDS 7700 Software (sequence detection system, Ap-

plied Biosystems). Die Expressionsstärke und die Expressionsveränderungen wurden mit Hil-

fe der 2-∆∆Ct Methode nach Livak und Schmittgen berechnet (Livak and Schmittgen 2001), 

wobei die gesunden Probanden (Durchschnitt) als Referenz benutzt wurde.  

Der Ct-Wert des Zielgens wurde bei der relativen Quantifizierung gegen den Ct-Wert des 

Referenzgens (gapdh) normalisiert. Der normalisierte Wert wird als ∆Ct bezeichnet. 

 

  ∆Ct = CtGen X – CtGAPDH 

∆∆Ct = ∆CtAML Patient – ∆Ctgesunde Probanden 

Relative Expression = 2-∆∆Ct 
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2.7.11 Allelspezifische TaqMan SNP-Assays 

Die SNP Analysen bzw. Alleldiskriminierung (Bestimmung der Basen der Allele an einer 

bestimmten Stelle) erfolgte mit allelspezifischen SNP-Assays (Applied Biosytems) entspre-

chend den Herstellerangaben. Die SNP-Assays beruhen wie die Genexpressionsassays 

(2.7.10) auf einer PCR-Reaktion, wobei im Gegensatz dazu statt einer genspezifischen Sonde 

zwei allelspezifische Sonden mit zwei unterschiedlichen Fluoreszenzsignalen (FAM und 

TAMRA) eingesetzt werden. Die beiden allelspezifischen Sonden eines SNP Assays unter-

scheiden sich nur in einem Basenpaar. Während die nicht 100 % homologe Sonde beim 

Amplifikationsvorgang von der DNA-Polymerase verdrängt wird, bindet die 100 % homologe 

Sonde fest genug, um durch die Exonuklease Aktivität der DNA Polymerase zerschnitten zu 

werden, wodurch Fluoreszenzsignal und Quencher getrennt werden und das Fluoreszenzsig-

nal freigesetzt wird. 

Die Reaktionsansätze wurden in 96-Lochplatten (Applied Biosystems) pipettiert und nach 

Erhitzen der Reaktionsansätze (5 µl Gesamtvolumen: 2,5 µl „TaqMan® Gene expression 

Master Mix“, 0,25 µl SNP-Assay (alles von Applied Biosystems), sowie 2,25 µl DNA (2 

ng/µl)) bei 95°C für 10 min wurden 40 Zyklen mit je 92°C für 15 s, 60 °C für 1 min im ABI 

PRISM 7700 (Applied Biosystems) durchgeführt. Dabei wurden die Fluoreszenzsignale von 

FAM und TAMRA relativ zu der Fluoreszenzintensität eines in jedem Ansatz vorhandenen 

Referenz Signal ROX ermittelt und als Rn-Werte angegeben. Um Fluktuationen der optischen 

Qualität der Reaktionsgefäße zu korrigieren, wurde die Signalstärke die vor der PCR gemes-

sen wurde von der Signalstärke, die nach der PCR gemessen wurde, abgezogen.  

Pro analysiertem SNP wurde bei jeder Platte zwei Negativkontrollen ohne DNA mitgeführt. 

Die Zielsequenzen der verwendeten Sonden der Alleldiskriminierung sind (soweit bekannt 

gegeben) in (Tabelle 10) dargestellt.  

Tabelle 10: Sonden- / Zielsequenzen der SNP Analysen. 
 

SNP Sonden- / Zielsequenz 

  [VIC/FAM] 

HDAC1   

rs11541183 (Ser150Phe) TGACGTAACAG[G/A]AGCCA 

rs11541185 (His33Asn) CAATGAAGCCT[C/A]ACCGAA 

HDAC2   

rs17852888 (His315Tyr) TGCAGTCTCAT[A/G]TGTCCAA 

rs1042903 (Ser230Arg) TCATCTATACCATC[T/A]CTCATTG 

rs1042902 (Stop230Arg) CAATTTTCCAATG[A/T]GAGATG 

rs1126963 (Ala103Val) TCCATCAAAC[G/A]CTGGACA 

HDAC3   
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C_25629707_10 (Asp408Ser) TCATAGAACTCA[C/T]TGGGTGCCT 

rs467744 (Pro265Arg) AAAGCAGCCCAAT[C/G]GATCACAG 

rs11546659 (Lys44Arg) TCTCTATAAGA[A/G]GATGATCG 

SIRT3   
rs7927733 (Intron 5 / Splice Stelle) TTTTC[A/C]GGTG  

rs3020901 (Gly369Ser) ACGC[C/T]GTGA  

rs1734491 (Thr255Asp) ACTGTGCAG[G/T]TGGCAGAG 

rs1734492 (Arg214Gly) GAAGCAGCC[C/G]GAGAAAGTA 

rs11246020 (Val208Ileu) AGTGAGTGA[C/T]GTTGGGCT 

rs28365927 (Arg80Trp) CTGCCTCC[A/G]GAATGCCCT 

in Ara-C metabolisierenden Enzymen 
DCK   

A727C TATTTGTCTT[T/G]AAAGTC 

C364T ATGCAGAGAAA[C/T]CTGTA 

CDA  

G208A CGGACC[G/A]CTATCCAG 

A79C AGGAGGCCAAG[A/C]AGTCAGCC 

G-88A CACCCAAGGG[G/A]AGGAGCTGCA 

A-92G   CTCCTCCCC[T/C]TGGGTG 

C-451T   ATCCC[G/A]AGGCAGGAG 

C-897A ATTTACTCAG[G/T]CCCCCTC 

DCDT   
A172G AATTCAGAAAAC[A/G]AGATTGT 

2.8 Proteinbiochemische und zellbiologische Methoden  

2.8.1 Proteinisolierung - Gesamtzelllysate  

Zur Proteinisolierung wurden die Zellen mit PBS (Cambrex, Verviers, Belgien) gewaschen 

und nach Zugabe von 50 µl Passiv-Lysepuffer (50 mM Tris HCl (Roth, Karlsruhe) pH 7,5; 

120 mM NaCl; 0,5 mM EDTA, 1 % Nonidet P40 und jeweils 1 mM PMSF frisch dazu gege-

ben) pro Loch einer 6-Lochplatte mit einem Zellschaber (Greiner Bio-One, Frickenhausen) 

abgelöst und in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt. Nach 20 min Inkubation auf Eis unter 

mehrfachen Schütteln wurden verbleibende Zellfragmente für 20 min bei 4 °C und 13000 rpm 

pelletiert und der klare Überstand mit den Proteinen in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß über-

führt. Bei Zellen, sie mit Flag-Vektoren transfiziert waren, schloss sich eine Immunpräzipita-

tion (2.8.6) an. Ansonsten wurde die Proteinkonzentration bestimmt (2.8.3) und weitere Ana-

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

Die Histon Isolierung erfolgte mittels Säureextraktion modifiziert nach (Jansen, et al 2004). 

Die Zellen wurden 24 h vor der Histon Isolierung zur Hemmung der Histon Deacetylierung 

bzw. Histon-Deacetylasen mit 25 nM Trichostatin A (TSA) und 5 mM Nikotinamid (NAM) 

inkubiert. Dann wurden pro Ansatz 2 x 106 Zellen in 1,5 ml Reaktionsgefäßen mit PBS gewa-

schen und 200 µl Lysepuffer (10 mM Hepes, 10 mM KCl) pH 7,9; 1,5 mM MgCl2 und 0,05 

% Dithiothreitol (DTT) und 1 mM Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)) zugegeben. Dann 

wurde tropfenweise unter vorsichtigem Schütteln 50 µl of 2 M Schwefelsäure zugegeben und 

1 h auf Eis inkubiert und alle 10 min geschüttelt. Nach Zentrifugation für 15 min bei 13000 

rpm bei 4°C (Abtrennung unlöslicher Zellfragmente) wurde der Überstand in ein neues 2 ml 

Reaktionsgefäß überführt. Zur Präzipitation der Histone wurde das dreifache Volumen einer 

20 % Trichloressigsäure zugegeben und für 1 h auf Eis inkubiert und alle 10 min geschüttelt. 

Dann wurde für 15 min bei 13000 rpm bei 4°C zentrifugiert und der Überstand verworfen. 

Das Histonpellet wurde 2 mal mit 0,1 %-HCl-Acetonlösung (Aceton (Hedinger, Stuttgart) 

und dann 2 mal mit reinem Aceton gewaschen, luftgetrocknet und in 50 µl autoklaviertem 

ddH2O resuspendiert. Die Bestimmung der Histonkonzentration erfolgte durch Messung bei 

230 nm und der Annahme, dass dabei eine Absorption von 4,2 bei 230 nm einer Konzentrati-

on von 1 µg/µl entspricht (Chung, et al 1978). Mit SDS-Gelelektrophorese und Coomassie-

färbung (2.8.4) und Western-Blot mit Immundetektion (2.8.5) gegen Histon H4 gesamt 

(ab31827; Abcam, Cambridge, UK) und acetyliertes H4 Lys16 (Upstate Biotechnology, 

Hamburg) wurde die Aufreinigung hyperacetylierter Histone überprüft, welche dann als Sub-

strate in den Deacetylierungsassays (Aktivitätstests) (2.8.7) eingesetzt wurden. 

2.8.3 Bestimmung der Proteinkonzentration  

Die Proteinkonzentrationsbestimmung wurde mittels DC Protein Assay von Biorad (München) 

durchgeführt, der im Wesentlichen auf dem Prinzip der Proteinbestimmung nach Lowry beruht 

[145]. Dabei wird die Proteinmenge über photometrische Messung einer Farbreaktion quantita-

tiv bestimmt. Beim Lowry-Assay kommt es zur Komplexbildung von Cu2+ Ionen mit je zwei 

Peptidbindungen nach Zugabe von Kupfersulfat zu der Proteinprobe im alkalischen Milieu 

(Puffer A). Durch anschließende Reduktion des Cu2+ im entstandenen Kupfer-Protein-Komplex 

zu Cu+ durch Reaktion des zugegebenen Folin-Ciocalteu-Phenol-Reagenz (Puffer B) mit Tyro-

sin, Tryptophan und z.T. auch mit Cystein, und Histidin der Proteine, kommt es zu Blaufär-
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bung. Die Nachweisgrenze bei der Proteinbestimmung nach Lowry liegt bei 0,1-1µg Protein / 

ml.  

Die Messung erfolgte in 96-well Platten gemäß Herstellerangaben, wobei 5 µl Probe, 25 µl 

der Lösung A’ (20 µl Lösung S auf 1ml Puffer A), sowie 200 µl der Lösung B gemischt und 

für 20 min. bei RT inkubiert wurden. Die anschließende Messung der Extinktion bei 750 nm 

erfolgte im „Multiwell-Plate-Reader“ Vmax (Molecular Devices, Ismaning). Die Standard-

kurve wurde mit definierten BSA-Konzentrationen erstellt. 

2.8.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  

Bei der Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) werden Proteine 

ihrer Größe entsprechend aufgetrennt, da das enthaltene stark negativ geladene Detergens SDS 

an hydrophobe Regionen der Proteinmoleküle bindet und die Ladungen der Proteinseitenketten 

überdeckt, wodurch diese sich zu gestreckten Polypeptidketten entfalten, aus Assoziationen mit 

anderen Proteinen entlassen werden und im elektrischen Feld zur Anode wandern. Außerdem 

wird die reduzierende Substanz β-Mercaptoethanol zugesetzt, die alle Disulfidbindungen im 

Protein löst, so dass Polypeptide, die ein aus mehreren Untereinheiten bestehendes Proteinmo-

lekül aufbauen, getrennt analysiert werden können. Um gute Qualität definierter Banden zu 

erhalten, werden bei der diskontinuierlichen SDS-Gelelektrophorese zwei aufeinander folgende 

Gele unterschiedlicher Dichte und pH-Werte (Trenn- und Sammelgel) verwendet (nach 

(Laemmli 1970)). 

Der Aufbau der Gelapparatur erfolgte gemäß Herstellerangaben (Mini Protean II Vertikal 

Elektrophorese System; Biorad, München). Zur Vorbereitung wurden die Proteinproben je 

nach Ausgangsvolumen entweder mit zweifach oder fünffach konzentriertem SDS-

Probenpuffer (225 mM Tris-HCl (pH 6,8), 50 % Glycerol (v/v), 5 % SDS (w/v), 0,05 % 

Bromphenolblau (w/v), 250 mM DTT) versetzt, 5 min. bei 95 °C aufgekocht und kurz ab-

zentrifugiert. 

Das Trenngel (10 % (größere Proteine) bzw. 15 % (kleinere Proteine, Histone): 1,9 ml Tris-

HCl / SDS (1 M, pH 8,8 / 0,4 %), 2,5 bzw. 3,75 ml Acrylamid-Stammlösung (30 % Acrylamid: 

0,8 % Bis-Acrylamid), 3 bzw. 2 ml dd Wasser, 10 µl TEMED, 50 µl des Radikalstarters APS 

(10 %)) wurde mit 1 ml Isopropanol überschichtet, welches nach 30 min Polymerisation vor 

Gießen des Sammelgels mit Wasser wieder entfernt wurde. 

Nach anschließendem Gießen des Sammelgels (600 µl Tris-HCl / SDS (1 M, pH 6,8 / 0,4 %), 

400 µl Acrylamid-Stammlösung (30 % s.o.), 1,5 ml dd Wasser, 5 µl TEMED, 25 µl APS), 

Einfügen der Kämme und nach 30 min Inkubation wurde die Gelvorrichtung in die E-
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lektrophoresekammer eingesetzt und die Pufferkammer mit 1 x Elektrophorese Laufpuffer 

(125 mM Tris/HCl (pH 7,5), 190 mM Glycin, 1% SDS (w/v)) gefüllt. Nach Auftragung der 

Proteinproben wurden sie im Sammelgel bei 100 V aufkonzentriert und im Trenngel bei 140 

V für 1-1,5 h aufgetrennt. Als Größenstandard wurde 1 µg des gefärbten Low-Molecular-

Weight-Markers („Page RulerTM Prestained Protein Ladder“, 10 – 170 kDa, Fermentas, St. 

Leon Rot) aufgetragen. Falls sich kein Western Blot (2.8.5) anschloss, erfolgte eine Anfär-

bung der Proteine durch 30 min Inkubation in Coomassie-Lösung (0,25 % Coomassie Brilli-

ant Blue R250 (w/v), 40 % Methanol (v/v), 10 % Eisessig (v/v)) und Entfärbung für 1-2 h in 

Entfärbelösung (8 % Essigsäure (v/v) in dd H2O). 

2.8.5 Western-Blot und Immundetektion 

Ein Protein kann nach Fraktionierung im SDS-Gel durch Übertragen auf eine Nitrocellulose-

Membran und Detektion mit spezifischen, markierten Antikörpern nachgewiesen werden. Die-

se Nachweismethode nennt man Western Blotting (Immunoblotting).  

2.8.5.1 Transfer-/ Blotvorgang 

Der Transfer vom Gel auf die Membran kann, wie die Geltrennung, durch ein Spannungsfeld 

erfolgen, da die Proteine nach dem Gellauf immer noch mit SDS-Molekülen assoziiert sind. 

Die Membran besitzt Poren, die kleine Moleküle, wie Ionen, passieren lassen, jedoch die grö-

ßeren Moleküle, wie Proteine, über hydrophobe Wechselwirkungen zurückhalten.  

Der Transfer der aufgetrennten Proteine vom Trenngel auf die Nitrozellulosemembran (Bio-

rad, München) erfolgte in der „Wet–blotting“–Kammer (Peqlab, Erlangen), die während des 

gesamten Vorgangs auf Eis gekühlt wurde. Dazu wurden die Nitrozellulosemembran und das 

Trenngel zwischen jeweils 2 Lagen Whatman-Papier (Whatman international Ltd, Maidstone, 

GB) gelegt, welche wie die Membran 1 min in 1 x Transferpuffer (25 mM Tris-HCl pH 7,5, 

192 mM Glycin, 20 % Ethanol (v/v)) inkubiert wurden. Nach 60 min Transfer bei 100 V wur-

de die Membran zur Überprüfung des Transfers für 5 min bei RT mit Ponceau S-Lösung (0,1 

% Ponceau S (w/v), 20 % Eisessig (v/v) ad dd H2O) gefärbt und durch Waschen mit dd H2O 

wieder entfärbt- Anschließend erfolgte die Detektion der Zielproteine mittels Immundetektion 

(2.8.5.2). 
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2.8.5.2 Immundetektion 

Bei der Immundetektion werden spezifische Antikörper für ein nachzuweisendes Protein ein-

gesetzt. Hierbei wird ihre Fähigkeit ausgenutzt, über ihre spezifischen Antigenbindestellen 

(Paratope) an spezifische Oberflächenstrukturen (Epitope) von Zielmolekülen (Antigenen) zu 

binden. Um die gebundenen Antikörper zu detektieren und zur Signalverstärkung (da die 

Erstantikörper mehrere Bindestellen für die Zweitantikörper besitzen) werden meist markierte 

Sekundärantikörper eingesetzt, die gegen Immunglobuline der Spezies gerichtet sind, aus der 

der erste Antikörper gewonnen wurde. Durch die Immundetektion im Anschluss an den 

Transfer der aufgetrennten Proteine auf eine Membran können sehr geringere Mengen von 

Proteinen nachgewiesen werden, da die Nachweisgrenze je nach Qualität des Antikörpers auf 

bis unter 1 pmol absinkt (Alberts, et al 2004). 

Die Nitrozellulosemembran wird nach dem Transfervorgang (2.8.5.1) kurz in TBS/T Puffer 

(150 mM NaCl, 100 mM Tris-HCl pH 7,4, 0,1 %, Tween 20 (v/v)) und dann für 1 h bis ü.N. 

in 3 % Magermilchpulver (w/v) in TBS/T blockiert. Danach erfolgte 2 h bis ü.N. eine Inkuba-

tion mit einem Zielspezifischen Erst-Antikörper (2.8.5.3) und dann mit einem entsprechenden 

Sekundärantikörper (anti Maus, anti Kaninchen (2.8.5.3) je 1 zu 5000), wobei nach jeder An-

tikörperinkubation (Antikörper in angegebener Verdünnung (2.8.5.3) in 3 % Magermilchpul-

ver) für 1, 5 und 10 min mit TBS/T Puffer gewaschen wurde. 

Die gebundenen Antikörper wurden nun mittels Chemilumineszenz sichtbar gemacht. Dazu 

wurde die Nitrozellulosemembran für 1 min in einer 1:1 Mischung der Lösung A (12,5 mM 

Luminol (Fluka, Seelze), 396 µM Coumarsäure, 100 mM Tris-HCl pH 8,5) und B (64 µl 30% 

H2O2 (Fischar, Saarbrücken), 10 mM Tris-HCl pH 8,5) des ECL- Western Blot Detektions-

reagenz ohne Schwenken im Dunkeln inkubiert (bei sehr schwachen Signalen mit „enhanced 

chemiluminescence“ (GE Healthcare, Buckinghamshire, England) entsprechend Herstelleran-

gaben). Die Detektion erfolgt durch Auflegen eines Autoradiographiefilms (Kodak XAR 165 

1454, Sigma) für wenige Sekunden bis Minuten und anschließender Inkubation in Entwickler-

lösung (Zahnfilm Entwicklerkonzentrat, Adelfo-Chemie GmbH, Dietzenbach) bis Bandensig-

nale gut sichtbar waren, gefolgt von Waschen in Wasser, Inkubation in Fixierlösung (Zahn-

film Fixiererkonzentrat, Adelfo-Chemie GmbH, Dietzenbach) für mindestens 1 min und ab-

schließendem Waschen und Trocknen des Films. 

Die Detektionsmethode beruhte dabei auf einer Reaktion mit der Peroxidase der sekundären 

Antikörper. Bei der Chemilumineszenz mit dem ECL- Western Blot Detektionsreagenz wird 

Luminol durch die Peroxidase oxidiert, geht in einen angeregten Zustand über und emittiert 

Licht bei Rückkehr in den Grundzustand.  
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2.8.5.3 Verwendete Antikörper 

Zur Detektion der Zielproteine wurden folgende Antikörper eingesetzt: anti-Flag-HRP 

(1:1000, monoklonal Maus) und anti-Tubulin (1:5000, monoklonal Maus), anti-Aktin 

(1:5000, polyklonal, Kaninchen; alle drei von Sigma-Aldrich) anti-SIRT3 (Imgenex, San 

Diego, CA), anti-c-Myc (1:2000, monoklonal Maus, hergestellt von Frau Natalie Fadle, Jose 

Carreras Zentrum, Homburg), anti-H4 (1:5000, monoklonal Maus, ü.N. 4°C; ab31827; Ab-

cam, Cambridge) and anti-Acetyl-H4-Lys16 (1:2000, polyklonal, Kaninchen; Upstate Bio-

technology, Hamburg), anti-Kaninchen-HRP (1:5000, Ziege; Dianova, Hamburg), anti-Maus 

(1:5000, Ziege; Dianova, Hamburg). 

2.8.6 Immunpräzipitation  

SIRT3 Wildtyp und die SNP Mutanten mit Flag Markierung wurden aus 2x106 transfizierten 

Zellen aufgereinigt, indem nach Proteinisolierung (2.8.1) die Flag markierten Proteine aus 

dem Gesamtproteinlysat mit 40 µl anti-Flag M2 Affinitäts-Gelkügelchen gemischt und ü.N. 

auf einem Überkopfschüttler bei 4°C inkubiert wurden. Die Ansätze wurden bei 5000 g und 

4°C für 10 min zentrifugiert und dreimal mit Proteinlysepuffer (2.8.1) und zweimal mit Dea-

cetylierungspuffer (50 mM Tris/HCl pH 9; 4 mM MgCl2; 50 mM NaCl; 0,5 mM DTT) gewa-

schen und im (Histon) SIRT3-Deacetylierungsassay (2.8.7) eingesetzt.  

2.8.7 SIRT3 Deacetylierungs-Aktivitätstest  

Zur Bestimmung der Aktivität von SIRT3 und eventuellen Aktivitätsunterschieden bei den 

SIRT3 SNP Mutanten (2.2.1) wurden gleiche Mengen von aufgereinigten SIRT3-Flag-

Konstrukten (SIRT3 WT. R80W und V208I) mit Deacetylierungsassay (vgl. 2.8.6) mit glei-

chen Mengen (10 µg) eines Ansatzes aufgereinigter, hyperacetylierter Histone (2.8.2) für die 

gleiche Zeit (15 bis 30 min) bei 30°C in Gegenwart von 5 mM NAD und 0,5 µM TSA (Inak-

tivierung eventuell vorhandener Reste von Klasse I und II HDACs) und sowohl mit, als auch 

ohne 5 mM NAM (Nikotinamid, zur Inaktivierung von SIRT3) inkubiert und anschließend 

nach Hitzeinaktivierung bei 90°C für 5 min und SDS Probenpufferzugabe (vgl. 2.8.4) mittels 

Western Blot (2.8.5) analysiert. 

Bei der Immundetektion (2.8.5.2) mit entsprechenden Antikörpern (2.8.5.3) wurde zum einen 

der Einsatz gleicher Mengen an SIRT3 (anti-Flag und anti-SIRT3) und Histonen (H4gesamt) 

kontrolliert und zum anderen mittels Antikörper gegen acetyliertes H4Lys16 die Aktivität von 
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SIRT3 über den Acetylierungsgrad von H4Lys16 bestimmt (je weniger Signal, desto mehr 

Deacetylierung, desto aktiver SIRT3). 

2.8.8 Protein- / SIRT3 Stabilitätstest 

24 h nach transienter Transfektion (SIRT3 WT und SIRT3R80W oder SIRT3V208I) von HeLa 

Zellen erfolgte eine Inkubation mit Zykloheximid (40 µg/µl DMSO, 40 µg/ml Medium) zur 

Inhibition der Proteinsynthese für bis zu 48 h. Zur Kontrolle wurden die Zellen für die gleiche 

Zeit mit der gleichen Menge an DMSO (1 µl) inkubiert, um einen Effekt durch das Lösungs-

mittel DMSO alleine ausschließen zu können. Zu verschiedenen Zeitpunkten (3.3.3) wurden 

Proben zur Proteinisolierung entnommen und mittels Western Blot (2.8.5) analysiert.  

2.8.9 Immunfluoreszenz-Mikroskopie  

Die Detektion von transfizierten Zellen, die GFP-Konstrukte (2.2.1) exprimierten (zur Kon-

trolle der Transfektionseffizienz), erfolgte 20 – 48 h nach Transfektion (2.4.3) am einem Flu-

oreszenzmikroskop (Leica DM IL, Leica Vertrieb GmbH, Bensheim) bei Vergrößerungen von 

40 bis 400 fach bei entsprechender Anregung des GFP-Fusionsteils (Anregung: 489 nm, E-

mission: 508 nm). 

2.9 Statistische Auswertungen 

Die statistischen Auswertungen der Korrelationsanalysen der SNP und Genexpressionsdaten 

mit den Patientendaten wurden von den Statistikern Herrn M. Kramer der Universität Dresden 

und Frau Dr. Ong des Instituts für medizinische Biometrie der Universität des Saarlandes 

durchgeführt. 

Bei den statistischen Auswertungen der SNP Analysen (3.2, (Mahlknecht, et al 2009)) wur-

den Unterschiede von Labor- und klinischer Parameter zwischen SNPs verglichen, indem der 

Mann-Whitney-U-Test („U-Test“,„Wilcoxon-Rangsummentest“) für kontinuierliche Variab-

len und der w2-Test für kategorische Variablen. Das Gesamtüberleben (OS, overall survival) 

ergab sich vom Zeitpunkt der Diagnose bis zum Tod (oder in manchen Fällen, bis zur letzten 

Folgeerfassung (last follow up)). Das krankheitsfreie Überleben wurde ermittelt aus der Zeit 

der kompletten Remission (CR) bis zum Rückfall (Rezidiv), zum Tod oder bis zur letzten 

Folgeerfassung (last follow up)). Die Kaplan-Meier Methode wurde genutzt, um die Überle-

benswahrscheinlichkeiten abzuschätzen, welche durch Nutzung des Log Rank Tests zwischen 
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den Gruppen verglichen wurden. Das Cox Modell wurde zur Identifizierung unabhängiger 

prognostischer Variablen für Überleben angewendet. Das Signifikanzlevel betrug 0,05. Um 

eine quantitative Information über die Relevanz der Ergebnisse zu geben, wurden 95 % Kon-

fidenzintervalle (CIs) von „Odd Ratios“ (Verhältnis des Quotienten aus Wahrscheinlichkeit 

und Gegenwahrscheinlichkeit) und „Hazard Ratios“ (Verhältnis zwischen Wahrscheinlich-

keit, dass ein Ereignis stattfindet oder nicht stattfindet) ermittelt.  

Mittels Multivarianz-Cox Analyse (multivariante Statistik) wurden mehrere statistische Vari-

abeln, wie verschiedene SNPs und klinischer Parameter, gleichzeitig untersucht, um eventuel-

le Abhängigkeitsstrukturen der Parameter aufzudecken oder einen einzelnen Parameter als 

unabhängigen Faktor zu identifizieren. 

Die statistischen Analysen wurden mit der Software SPSS 12.0.1 (SPSS Inc., Chicago, IL, 

USA) und des S-PLUS Programms (Insightful AG, Reinach, Schweiz) durchgeführt. Eine 

Abweichung vom Hardy Weinberg Gleichgewicht für die drei relevanten SNPs (CDA SNP 

A79C, SNP A-92G und SNP C-451T) mit signifikanten Patientenanzahlen in allen drei Geno-

typen wurde mit dem w2-Test kontrolliert. Weiterhin wurde neben dem Kopplungsungleich-

gewicht („linkage disequilibrium“, D) zwischen den genetischen Markern (paarweise) auch 

das normalisierte Kopplungsungleichgewicht (D´= D / Dmax oder Dmin, mit Dmax = maxi-

mal mögliches und Dmin = minimal mögliches D) berechnet (Lewontin 1964), wobei ein 

Wert von D´ nahe 0 für Unabhängigkeit und nahe 1 für Abhängigkeit der verglichenen Loci 

bedeutet. 

 

Für die statistischen Analysen der Genexpressions- und Korrelationsanalysen der Genexpres-

sionsdaten mit den AML-Subtypen (FAB Klassifikation) und Patienten- bzw. klinischen Da-

ten (Geschlecht, Alter, Zytogenetik, CD34, Leukozyten, Knochenmark Blasten, Karyotyp, 

komplette Remission (CR), Zeit bis CR, Rezidivbildung, Nebenwirkungen wie Antithrombin 

(AT III), Blutungen, Bilirubin, Glutamat-Oxalacetat-Transaminase/Glutamat-Pyruvat-

Transaminase (zur Erkennung von Leber- und Gallenerkrankungen), Alkalische Phosphatase 

(AP, Hinweise auf vorliegende Krankheiten der Leber und des Skeletts), Übelkeit, Stomatitis 

(Entzündung der Mundschleimhaut, Kreatinin (Nierenfunktion), Proteinurie (Eiweißausschei-

dung), Hematurie (Blut im Urin), Herzfunktion, Perikarditis (Herzbeutelentzündung), peri-

pheres und zentrales Nervensystem und Obstipation (Verstopfung)) wurde ebenfalls die Soft-

ware SPSS (s.o. Version 1.7) genutzt.  

Die statistischen Analysen der Genexpressionsveränderungen zwischen gesunden Probanden 

und AML Patienten erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test. Auch die Korrelationsanalysen 
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wurden mittels Mann-Whitney-U-Test zur Überprüfung der Signifikanz von Übereinstim-

mungen verwendet, aufgrund Berücksichtigung der z.T. geringen Probenanzahl in den Sub-

gruppen. Es wurden dabei exakte Signifikanzen (zweiseitig) für nicht-parametrische Ergeb-

nisse ermittelt, wobei p Werte unter 0,05 als signifikant (ein Stern) und Werte unter 0,01 als 

hoch signifikant (zwei Sterne) angesehen wurden. 

Mittels Multivarianzanalyse wurden mögliche Einflussfaktoren wie Knochenmark Blastenge-

halt, Alter, Zytogenetik u.a. Parameter mit den Korrelationen zwischen HDAC Expression 

und AML-Subtypen analysiert. 

2.10 Datenbanken, in silico Analysen - und Computerprogramme  

2.10.1 SNP-Datenbanken  

Die beiden wichtigsten Hauptdatenbanken für SNPs stellen die HapMap (Int.-HapMap-

Consortium 2003) und die dbSNP Datenbank (Sherry, et al 2001) dar, wobei erstere nur vali-

dierte, d.h. bestätigte SNPs beinhaltet und dabei Ergebnisse aus 270 Proben aus vier verschie-

denen Populationen (90 Personen aus Afrika (Nigeria), 90 aus Nord und West Europa (Kau-

kasier), 45 aus China und 45 aus Japan) anzeigt. In der dbSNP Datenbank werden validierte 

und nicht validierte SNPs gelistet. Die SNP Datenbank der Firma Applied Biosystems (De La 

Vega, et al 2002) stellt eine weitere SNP Datenbank dar. 

2.10.2 In silico Analysen 

Die beschriebenen SNP Datenbanken (2.10.1) wurden zur Identifizierung von SNP Kandida-

ten für ausgewählte Gene durchsucht (in silico Analyse), wobei sich die Suche auf Promotor 

SNPs und kodierende, nicht synonyme SNPs, d.h. die zu Veränderungen auf Aminosäureebe-

ne führen, konzentrierte. 

2.10.3 Computerprogramme 

Die Texte, Tabellen und Abbildungen dieser Arbeit wurden mit Microsoft Office 2000 er-

stellt. 

Die Analyse von Promotorsequenzen nach putativen Transkriptionsfaktoren erfolgte mittels 

dem Programm TF Search (www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html) (mit einem Grenz-

wert von 90 % minimaler Übereinstimmung der Sequenz). 
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Restriktionsschnittstellen in DNA-Sequenzen wurden mit dem Programm Vector NTI Version 

5.2.9 (InforMax Inc., Bethesda) oder GeneRunner 3.05 (Hastings Software Inc., New York, 

USA) gesucht.  

DNA-Sequenzierungen wurden mit dem Programm Chromas 1.45 der Firma Technelysium 

(Helensvale, Australien) und anschließend mit dem Biocomputing Service “HUSAR Bioin-

formatic labs” des Deutschen Krebsforschungszentrums (DKFZ), Heidelberg ausgewertet. 

Ebenso wurden Sequenzvergleiche mit ClustalW über den Biocomputing Service “HUSAR 

Bioinformatic labs” des Deutschen Krebsforschungszentrums (DKFZ), Heidelberg und dem 

online Programm von NCBI („Align two sequences“) durchgeführt. 

SIRT3 SNPs wurden mit Hilfe des online Rechners von Michael H. Court 

(tuft.edu/~mcourt01) auf Übereinstimmung mit dem Hardy Weinberg Gleichgewicht analy-

siert. 

Für Literaturrecherchen und die Suche nach Nukleotidsequenzen wurde die MEDLINE-

Datenbank (National Library of Medicine) benutzt. 
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3 Ergebnisse 

3.1 AML-Subtypspezifische Genexpressionsanalysen von HDACs 

Im Kontext des Einsatzes von HDAC Inhibitoren in der AML Therapie wurde die Verände-

rung der HDAC Expressionsstärke im Vergleich zu gesunden Probanden und speziell auch im 

Vergleich der einzelnen AML-Subtypen untereinander auf Unterschiede und subtypspetifi-

sche Charakteristika analysiert, da Unterschiede im Expressionslevel Auswirkungen auf den 

spezifischeren Einsatz bestimmter HDAC Inhibitoren und das Therapieansprechen, sowie 

eine angepasste HDACi Dosis haben könnten. 

Die AML-Subtypspezifischen HDAC Expressionsanalysen wurden in 55 AML Patienten 

(Tabelle 11) durchgeführt, welche Proben aller häufig auftretendem AML-Subtypen (M0, 

M1, M2, M4, M4/E0, M5a, M5b) und unterschiedliche, besonders häufige zytogenetische 

Aberrationen (inv16, t(8,21), Mono 7/del(7q) und Standardrisiko) beinhalten. 

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

 Anzahl Prozent [%] 
Gesamt 55 100 
Geschlecht   
Männlich 38 69,1 
Weiblich 17 30,9 
AML-Subtypen  
(FAB)   
M0 2 3,6 
M1 11 20,0 
M2 14 25,5 
M4 6 10,9 
M4/E0 11 20,0 
M5a 8 14,5 
M5b 2 3,6 
RAEB 1 1,8 
Zytogenetik   
Inv(16) 10 18,2 
t(8;21) 7 12,7 
Mono 7/del(7q) 19 34,5 
Standardrisiko 19 34,5 

 

AML M3 (APL) war in der Studie (AML96, 2.6) nicht enthalten, da dieser Subtyp aufgrund 

seiner charakeristischen Aberrationen durch spezielle Behandlung (Vitamin A Analog) eine 

außergewöhnlich gute Prognose mit 70-80% Überlebensrate aufweist (1.4.1). 
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3.1.1 HDAC Genexpressionsveränderungen in AML  

Die Genexpressionsanalysen konzentrierten sich auf SIRT1, 3, 4, 5 und HDAC5, 6 und 9, da 

diese in vorherigen Analysen von Bradbury et al. 2005 und in unveröffentlichten cDNA-Chip 

Analysen Veränderungen (von mehr als 2 fach stärkerer oder um mehr als 0,5 fach erniedrig-

ter Expression) in AML Proben gezeigt hatten. Da die anderen HDACs in diesen Studien kei-

ne (signifikanten) Expressionsunterschiede zeigten, wurden sie aus den Analysen rausgelas-

sen.  

Als erstes wurden die HDAC Expressionen der AML Proben mit dem Mittelwert der entspre-

chenden Expressionen von 12 gesunden Probanden verglichen (Abbildung 12). 

 

 
Abbildung 12: Durchschnittliche HDAC Expressionsveränderungen von AML Proben (B) im Vergleich 
zu den durchschnittlichen Expressionen von Proben gesunder Probanden (A). 
(Signifikanzen zeigen Signifikanz der Expressionsveränderungen gegenüber gesunden Probanden an) 
 

Im Gegensatz zu sehr homogenen HDAC Expressionsleveln in der Kontrollgruppe, den ge-

sunden Probanden (Abbildung 12 A), zeigten sich sehr variierende Expressionsveränderungen 

bei den AML Proben (Abbildung 12 B). Trotz der stärker variierenden Expressionensleveln 

der einzelnen HDACs konnten eindeutige, allesamt hoch signifikante (alle p = < 0,001) Ten-

denzen der Expressionsveränderungen festgestellt werden. SIRT1, SIRT3, HDAC6 und 

HDAC9 zeigten in allen (SIRT1, HDAC9) oder fast allen (SIRT3, HDAC6) AML Proben 

erhöhte Expression (Abbildung 12 B, Abbildung 13 A, B, C, D, E, F, Abbildung 15), während 

SIRT4 in fast allen AML Proben eine deutlich reduzierte Expression zeigte (Abbildung 12 B, 

Abbildung 14 A, B).  
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Abbildung 13: Gesteigerte Expressionslevel bei SIRT1, 3 und HDAC6 in den meisten AML Proben. 
In A), C), E) sind die Expressionen der einzelnen Proben und in B), D), F) die Durchschnittswerte der einzelnen 
Subtypen mit Signifikanzen der suptypspezifischen Expressionsleveln dargestellt.  
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Abbildung 14: Verringerte Expressionslevel bei SIRT4 und verringerte als auch gesteigerte Ex-
pressionslevel bei SIRT5 und HDAC5 in den AML Proben. 
(Darstellung A) - F) wie in (Abbildung 13). 
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Abbildung 15: Starke Expressionssteigerung von HDAC9 in den AML Proben. 
 

SIRT5 und HDAC5 zeigten sowohl erhöhte, als auch reduzierte Expression, was sich in den 

hohen Standardabweichungen der Durchschnittswerte widerspiegelt. (Abbildung 12 B, 

Abbildung 14 C, D, E, F). Die maximale Expressionssteigerung der analysierten Gene lag bei 

SIRT1 bei 12 fach und war bei allen anderen HDACs etwas geringer, wobei HDAC9 hierbei 

aus dem Rahmen fällt und maximale Expressionssteigerungen von mehreren hundert bis ma-

ximal etwas über 2000 fach aufzeigte (Abbildung 12 B, Abbildung 15).  

3.1.2 HDACs zeigen AML-Subtypspezifische Expressionsmuster 

Das Hauptziel der Expressionsanalysen bestand in der Aufklärung der Frage, ob es AML-

Subtypspezifische Genexpressionsunterschiede gibt, welche großen Einfluss auf HDAC Inhi-

bitorbehandlung der entsprechenden Subtypen haben könnten.  

Trotz der hohen Variabilität in der Stärke der Expressionsveränderungen sogar innerhalb der 

Subgruppen, konnte AML M1 als Subtyp mit höheren Expressionssteigerungen aller HDACs 

(bis auf HDAC9 und nur gering bei HDAC5 ) im Vergleich zu allen anderen Subtypen cha-

rakterisiert werden, wobei die Werte für SIRT1, SIRT3, SIRT5 und HDAC6 z.T. hoch signi-

fikant waren mit p Werten von < 0,001; 0,005; 0,019 und 0,003, wohingegen die Unterschie-

de für SIRT4 und HDAC5 nicht signifikant waren (p = 0,054 und 0,08) (Abbildung 13, 

Abbildung 14, Abbildung 15, Abbildung 16 und Anhang Tabelle 19). 

Die Subtypen M0 und M5b wurden aus der subtypspezifischen Analyse aufgrund der gerin-

gen Probenanzahl (bedingt durch ihr seltenes Auftreten (www.cancer.org)) herausgelassen. 
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Abbildung 16: AML-Subtypspezifische durchschnittliche HDAC Expressionslevel mit Signifikanzen. 
Die Signifikanzen beziehen sich auf die jeweilige Genexpressionsveränderung eines Gens eines Subtyps in Be-
zug auf die Genexpressionsveränderungen des gleichen Gens aller anderen Subtypen als Gruppe zusammenge-
fasst; d.h. eine signifikante Veränderung zeigt an, dass die Genexpressionsveränderung eines Subtyps sich bei 
diesem Gen signifikant von der durchschnittlichen Genexpression aller anderen Subtypen unterscheidet. Dabei 
ist für die Signifikanz auch die unterschiedliche Probenanzahl bei den Subtypen berücksichtigt worden. 
 

Um zu analysieren, ob mögliche Unterschiede im Blastengehalt (CD34+) der AML-Subtypen 

die Ergebnisse der AML-Subtypischen Genexpressionsanalysen beeinflussen könnten, führten 

wir auch Korrelationsanalysen der HDAC Expressionsveränderungen mit dem CD34+ Anteil 

durch (Abbildung 18), wobei zuerst analysiert wurde, ob es Unterschiede in der Verteilung 

der CD34+ Zellen gibt (Abbildung 17).  

Der durchschnittliche Blastengehalt zeigte tatsächlich deutliche, jedoch auch sehr uneinheitli-

che Unterschiede zwischen den einzelnen AML-Subtypen (Abbildung 17). So lag der 

Blastengehalt bei AML M1 und M4 in fast allen Fällen bei über 50 % und Fälle zwischen 21-

50 % traten gar nicht auf, wohingegen bei M2 und M4/E0 auch mehrere Fälle mit Blastenge-

halt in diesem Bereich zwischen 21-50 % auftraten. Bei AML M5a zeigte sich ein ganz ande-

res Verhältnis, da keine Fälle mit einem Blastengehalt von über 50 % vorkamen und die meis-

ten Fälle sogar unter 20 % auftraten. Im Gegensatz zu den Korrelationen der HDAC Expres-

sion mit AML-Subtypen, bei denen nur der Subtyp M1 deutlich höhere Expressionslevel auf-

zeigte und die anderen Subtypen sehr ähnliche Werte aufwiesen (auch M5a) (Abbildung 16), 

ergaben sich also bei der Verteilung des Blastengehalts deutliche Unterschiede zwischen allen 

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

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

barte keine erkennbaren Tendenzen oder Korrelationen mit höherer oder niedriger CD34+ 

Konzentration, wobei bei SIRT1 und HDAC9 keine Unterschiede und bei SIRT3, -5, und 

HDAC5 und -6 gegensätzliche Tendenzen zu erkennen waren, indem die Expressionswerte 

ober- und unterhalb der mittleren CD34+ Zellkonzentration gegenüber dieser jeweils gleich-

stark erhöht waren, was wiederum keinen Hinweis auf mögliche Beeinflussung der Korrelati-

onen der HADC Expressionen mit den Subtypen lieferte.  

 

 
Abbildung 18: Korrelation HDAC Expression und Blastengehalt (CD34+). 
(Signifikanzen entsprechend (Abbildung 16)) 
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Die statistische Analyse der Korrelation zwischen HDAC Expression und CD34+ Zellkon-

zentration bestätigte diese Ergebnisse und zeigte ohne Gruppeneinteilung der CD34+ Zellen 

gar keine Signifikanz und nach Einteilung der CD34+ Zellkonzentration in Gruppen von <20 

%, 21-50 %, >50 % nur eine statistisch relevante Korrelation bei SIRT3 (p = 0,031) und bei 

SIRT5 (p = 0,046), aus denen jedoch aufgrund der beschriebenen gegensätzlichen Tendenz  

keine Beeinflussung der Ergebnisse der HDAC Expressionsveränderungen mit den AML-

Subtypen abgeleitet werden kann. 

Eine abschließende Multivarianzanalyse der HDAC Expression und AML-Subtypen mit 

CD34+ Gehalt (in Gruppen eingeteilt) zeigte entsprechend, dass die Korrelation der höheren 

HDAC Expressionswerte des AML-Subtyps M1 signifikant bis hochsignifikant blieb mit p 

Werten von 0,023 bis < 0,001 (SIRT1: p < 0,001; SIRT3: p = 0,006; SIRT5: p = 0,023; 

HDAC6: p < 0,001). 

3.1.3 Korrelationsanalysen der HDAC Expressionen mit zytogenetischen Aber-
rationen und Karyotyp 

Im Rahmen der Kontrollanalysen zu den AML-Subtypspezifischen Analysen wurden auch 

Korrelationsanalysen zwischen HDAC Expression und AML Gruppen mit häufigen zytogene-

tischen Aberrationen, wie Inversion (16), t(8;21), Monosomie 7/del(7q) und mit Standardrisi-

ko durchgeführt (Abbildung 19, Anhang: Abbildung 43, Tabelle 20).  

 

 
Abbildung 19: Korrelation der durchschnittlichen HD AC Expressionen mit AML Gruppen mit bestimm-
ten zytogenetischen Aberrationen. 
(Signifikanzen entsprechend (Abbildung 16)) 
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Dabei zeigte sich, dass AML mit t(8;21) bei HDAC9 hochsignifikant (p < 0,001) geringere 

Expressionssteigerung im Vergleich zu AML mit Inversion(16), Monosomie 7/del(7q) und 

AML mit Standardrisiko aufwies (siehe auch Anhang: Abbildung 45), was auch nach Multi-

varianzanalysen mit CD34+ noch signifikant war mit p = 0,002.  

Weiterhin konnte bei SIRT3 und HDAC6 ein signifikant (p = 0,009 und 0,001) stärkerer An-

stieg der Expression bei der AML Gruppe mit Standardrisiko gegenüber den anderen zytoge-

netischen Aberrationen festgestellt werden. HDAC6 zeigte außerdem bei Inversion(16) eine 

signifikant (p = 0,002) geringere Expression im Vergleich zu den anderen Gruppen (siehe 

auch Anhang: Abbildung 44). Die Signifikanzen dieser Korrelationen waren nach Multivari-

anzanalyse mit CD34+ Gehalt sogar noch höher mit p Werten von  0,002 und 0,008 für SIRT3 

und HDAC6 bei Vergleich der Expressionslevel bei Standardrisiko mit den anderen Gruppen 

und 0,029 für HDAC6 bei Inversion(16) im Vergleich zu den anderen Gruppen. 

Weiterhin wurde auch die Korrelation von HDAC Expression und normalem gegenüber aber-

rantem Karyotyp analysiert und gezeigt, dass SIRT3 und HDAC6 auch hier entsprechende 

signifikante Korrelationen der gesteigerten Expression (3,5 zu 2,6 fach und 3,55 zu 2,2 fach 

mit p-Werten von 0,042 und 0,002) in AML Proben mit normalen Karyotyp zeigten 

(Abbildung 20). 

 

 
Abbildung 20: Korrelation der durchschnittlichen HD AC Expressionen mit AML mit normalen und a-
berrantem Karyotyp. 
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3.1.4 Analyse des Einflusses der Korrelationen von HDAC Expressionsleveln mit 
zytogenetischen Aberrationen und deren Verteilung in AML-Subtypen auf 
die Signifikanz der AML-Subtypspezifischen HDAC Expressionsleveln 

Aufgrund der Korrelationen der HDAC Expressionslevel mit einzelnen zytogenetischen A-

berrationen (und da bekannt ist, dass bestimmte zytogenetische Aberrationen hauptsächlich in 

bestimmten AML-Subtypen vorkommen,) wurde die Verteilung der zytogenetischen Aberra-

tionen in den hier analysierten Proben der einzelnen Subtypen untersucht (Tabelle 12) und 

eine Multivarianzanalyse mit HDAC Expressionslevel, AML-Subtypen und AML Zytogene-

tik durchgeführt, um herauszufinden, ob die Korrelation zwischen HDAC Expressionsleveln 

und einzelnen Aberrationen aufgrund von Korrelationen der Aberrationen mit AML-Subtypen 

einen Einfluss auf die Korrelation zwischen AML-Subtypen und HDAC Expressionsleveln 

hat. 

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

Zytogenetische t(8;21) Inv(16) Mono7/ Standard- 
Abberation   del(7q) risiko 
AML-Subtyp % (n) % (n) % (n) % (n) 
M0 (2)   100% (2)  
M1 (11) - - 45% (5) 55% (6) 
M2 (14) 43% (6) - 43% (6) 14% (2) 
M4 (6) - 17% (1) 50% (3) 33% (2) 
M4/E0 (11) - 82% (9) 9% (1) 9% (1) 
M5a (8) - - 12,5% (1) 87,5% (7) 
M5b (2) - - 50% (1) 50% (1) 
RAEB (1) 100% (1) - - - 

 
Die Betrachtung der Verteilung der zytogenetischen Aberrationen unter den AML Subgrup-

pen (Tabelle 12) zeigte, dass die bekannten Verteilungen wie z.B. t(8;21) bei AML M2 und 

Inversion(16) bei AML M4 / M4/E0 (Haferlach, et al 2004) auch bei den hier eingesetzten 

Proben zutrifft. Ein Vergleich der Verteilung der zytogenetischen Aberrationen in den AML-

Subtypen und den Korrelationen zwischen den HDAC Expressionsleveln und den AML-

Subtypen verdeutlichte, dass die Korrelation der HDAC Expressionen mit AML-Subtypen 

auch nicht durch die Korrelation der HDAC Expression mit zytogenetischen Aberrationen 

hervorgerufen wurde, was besonders am Bsp. von AML M1 und M5a deutlich wurde, da der 

Anteil der Gruppe mit Standardrisiko, welche meist die höchsten HDAC Expressionen auf-

zeigten (Abbildung 19), bei AML M5a mit 87% noch höher war, als bei AML M1 mit 55% 

(weiterhin treten bei beiden Subtypen ansonsten nur Inversion(16) Aberrationen auf), wohin-

gegen die Korrelation der HDAC Expression mit den Subtypen hochsignifikant stärkere Ex-
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pressionserhöhung für AML M1 gegenüber allen anderen Subtypen, inklusive AML M5a, 

zeigte. Wäre die Korrelation von Standardrisiko und HDAC Expression für die erhöhten Ex-

pressionen bei AML M1 verantwortlich, dann hätte AML M5a aufgrund des deutlich größe-

ren Anteils an Proben mit Standardrisiko die höchsten Expressionssteigerungen zeigen müs-

sen. 

Die Multivarianzanalyse bestätigte ebenfalls, dass die Signifikanz von AML M1 als Subtyp 

mit stärkerer Erhöhung der HDAC Expressionen trotz Korrelation der HDAC Expression und 

AML-Subtypen mit zytogenetischen Aberrationen erhalten bleibt (mit p Werten von SIRT1 = 

0,006; SIRT3 = 0,02; SIRT4 = 0,005 und HDAC6 = 0,012). 

3.1.5 Korrelationsanalyse HDAC Expression mit Leukozyten Konzentration und 
klinischen Parametern  

Die Korrelationsanalyse der HDAC Expression mit Leukozytenkonzentration als auch mit 

klinischen Parametern bzw. unerwünschten Nebenwirkungen wie Antithrombin (AT III), Blu-

tungen, Bilirubin, Glutamat-Oxalacetat-Transaminase/Glutamat-Pyruvat-Transaminase 

(GOT/ GPT, zur Erkennung von Leber- und Gallenerkrankungen), Alkalische Phosphatase 

(AP, Hinweise auf vorliegende Krankheiten der Leber und des Skeletts), Übelkeit, Stomatitis 

(Entzündung der Mundschleimhaut, Kreatinin (Nierenfunktion), Proteinurie (Eiweißausschei-

dung), Hämaturie (Blut im Urin), Herzfunktion, Perikarditis (Herzbeutelentzündung), Peri-

pheres und zentrales Nervensystem und Obstipation (Verstopfung), ergab bis auf zwei Aus-

nahmen keine erkennbaren Korrelationen. So war eine geringere Steigerung der Expression 

von SIRT1 signifikant korreliert mit gesteigerter Konzentrationen von Antithrombin (ATIII) 

(nach Spearman Rho: p = 0,016). Zum anderen war Auftreten von Proteinurie bzw. eine stär-

kere Ausprägung (WHO Grad 1 und 2 statt 0) von Proteinurie korreliert mit gesteigerter Ex-

pression von HDAC6 (p = 0,037 bei Korrelationsanalyse nach Spearman Rho). 

3.1.6 Korrelationsanalysen zwischen HDAC Expressionsleveln, klinischem An-
sprechen und Überleben 

Da Korrelationen zwischen HDAC Expressionsleveln und klinischem Ansprechen, Prognose 

und Überleben für manche HDACs bei manchen Tumoren bekannt ist (siehe 4.1.4.2) wurden 

abschließend ebenfalls auf Korrelationsanalysen zwischen HDAC Expressionen bei AML 

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

Auftreten und Überleben durchgeführt.  
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Im Zusammenhang mit HDAC Expression und klinischem Ansprechen konnte eine signifi-

kante Korrelation zwischen gesteigerter SIRT1 (p = 0,041) und SIRT3 (p = 0,029) Expression 

und kompletter Remission aufgedeckt werden (Abbildung 21).  

 

 
Abbildung 21: Korrelation durchschnittlicher HDAC E xpressionen mit kompletter Remission (KR). 
 

Eine genauere Gruppierung der Remission nach Zeitpunkt der Remission zeigte dabei eine 

noch stärker ausgeprägte, signifikantere Korrelation mit Remission nach Induktionstherapie II 

mit höheren Expressionssteigerungen aller HDACs (SIRT1 (p = 0,005), SIRT3 (p = 0,001, 

SIRT4 (geringere Abnahme (p < 0,001), SIRT5 (p = 0,009), HDAC5 (p = 0,014) und HDAC6 

(p = 0,002)) außer HDAC9 (Abbildung 22). 

 

 
Abbildung 22: Korrelation der durchschnittlichen HD AC Expressionen mit Zeit bis zur kompletten Re-
mission (KR). 
 

Bei Betrachtung der Korrelation der HDAC Expression mit dem Auftreten eines Rezidivs 

(Abbildung 23) gab es keine signifikante Korrelation bis auf HDAC6 dessen erhöhte Expres-
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sion ebenfalls signifikant (p = 0,008) mit dem Auftreten von Rezidiven korrelierte, wobei die 

tendenziellen Unterschiede sehr denen der Korrelation mit kompletter Remission ähneln. 

 

 
Abbildung 23: Korrelation der durchschnittlichen HD AC Expressionen mit Auftreten von Rezidiven. 
 

In Bezug auf Überleben zeigte sich keine signifikante Korrelation zu der HDAC Expression. 

3.1.7 Fazit der AML-Subtypspezifischen HDAC Expressionsanalysen 

Zusammenfassend führten die AML-Subtypspezifischen Genexpressionsanalysen neben der 

Aufdeckung der charakteristischen HDAC Expressionsveränderungen zur Identifikation von 

AML M1 als ein Subtyp mit signifikant höherer Steigerung der Expressionslevel der analy-

sierten HDACs (bis auf HDAC9). Weiterhin wurde eine Korrelation von gesteigerter SIRT3 

und HDAC6 Expression bei AML mit Standardrisiko und normalen Karyotyp gegenüber 

AML mit inv(16) und aberrantem Karyotyp aufgedeckt (und die AML Gruppe mit der zyto-

genetischen Aberration t(8;21) zeigte signifikant geringere Steigerung von HDAC9 gegen-

über den AML Gruppen mit anderen zytogenetischen Veränderungen). Außerdem zeigten die 

statistischen Analysen signifikante Korrelationen zwischen höheren HDAC Expressionsleveln 

und kompletter Remission (besonders nach IT2), und im Falle von HDAC6 auch mit dem 

Auftreten von Rezidiven, aber nicht mit dem Überleben.  

Alle durchgeführten Kontroll-Korrelationsanalysen und Multivarianzanalysen bestätigten, 

dass andere Korrelationen keinen Einfluss auf die AML-Subtypspezifische HDAC Expressi-

onssteigerung von AML M1 haben. 
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3.2 Klasse I HDAC SNPs im Rahmen der Pathogenese der AML  

Aufgrund der beschriebenen Funktionen von Klasse I HDACs und HDAC9 in der Pathogenes 

von AML (1.4.1), sowie der beschriebenen Annahme über die Aufdeckung von „Single Nuc-

leotide Polymorphisms“ (SNPs) Genotypen zusätzliche Informationen zur Beurteilung von 

Krankheitsanfälligkeiten und Entwicklung individuell angepasster Behandlungsstrategien 

(1.3) zu erlangen, wurden (in diesem Kontext) nicht synonyme SNPs (nsSNPs) in Klasse I 

HDACs per in silico Analyse und aus der Literatur identifiziert und mittels allelspezifischer 

TaqMan SNP-Assays analysiert (Dransfeld, et al 2007). 

3.2.1 Identifikation von HDAC nsSNPs  

Zur Identifikation putativer nsSNPs in Klasse I HDACs und HDAC9 wurden in silico Analy-

sen mit drei Datenbanken durchgeführt (2.10.1, dbSNP Build 125), was zu 899 putativen va-

lidierten und nicht validierten SNPs führte, von denen 883 in Intronbereichen und 16 in E-

xonbereichen lagen. Die Analyse der HapMap Datenbank lieferte dabei keine validierten 

nsSNPs in den untersuchten HDACs. Von den 16 exonischen SNPs waren 6 synonyme und 

10 nicht synonyme SNPs (Tabelle 13), welche aufgrund ihrer möglichen Auswirkungen auf 

Proteinfunktionalität oder Stabilität weiter analysiert wurden.  

 

Tabelle 13: Analysierte HDACs mit den identifizierten nicht synonymen SNPs.  
SNP zu den rs Nummern und C_Nummern können den Datenbanken dbSNP (Smigielski, et al 2000) und AB 
(De La Vega, et al 2002) entnommen werden. 
 

HDAC Lokus / SNP   SNP-Lokalisierung   Daten- 
  Exon   Exon as as-pos. Kodonpos. bank 

HDAC1 1p34.3 / rs11541185 2 His/Asn 33 1 (C>A) dbSNP 
 14 rs11541183 5 Ser/Phe 150 2 (C>T) dbSNP 
  rs1140658 11 Ala/Gly 378 2 (C>G) dbSNP 

HDAC2 6q21- rs17852888 9 His/Tyr 315 1 (C>T) dbSNP 
 6q22 / rs1042903 7 Ser/Arg 230 3 (T>A) dbSNP 
 14 rs1042902 7 Stop/Arg 230 1 (T>A) dbSNP 
  rs1126963 4 Ala/Val 103 2 (C>T) dbSNP 

HDAC3 5q31 / rs11546659 2 Lys/Arg 44 2 (A>G) dbSNP 
 15 rs467744 / = 10 Pro/Arg 265 2 (C>G) dbSNP 
   C_982763_20     AB 

  
rs34901743 / = 

C_25629707_10 15 Asp/Ser 408 2 (A>G) 
dbSNP 

AB 
HDAC8 Xq13 / 11 keine      
HDAC9 7p21.1 / 9 keine           
 

Neun der zehn nsSNPs wurden über die dbSNP Datenbank identifiziert, darunter drei nsSNPs 

für HDAC1 (rs11541185, rs11541183, rs1140658), vier für HDAC2 (rs17852888, rs1042903, 

rs1042902, rs1126963) und drei für HDAC3 (rs11546659, rs467744, rs34901743), wobei die 
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letzten beiden auch über die Datenbank von AppliedBiosystems identifiziert 

(C_25629707_10 und C_982763_20) wurden. Für HDAC8 und HDAC9 wurden keine 

nsSNPs gefunden. 

3.2.2 Validierung der HDAC SNPs in gesunden Probanden vs AML Patienten 

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

mögliche Frequenzunterschiede in jeweils 279 DNA Proben von gesunden Probanden und 

AML Patienten (Tabelle 14) mittels allelspezifischen SNP-Assays analysiert. Dabei konnte 

der putative HDAC1 nsSNP rs1140658 nicht analysiert werden, da der entsprechende al-

lelspezifische Assay nicht herstellbar war. 

 

Tabelle 14: Patientendaten der 279 AML Patienten der Klasse I HDAC SNP Analysen. 
 

Geschlecht Weiblich Männlich Gesamt 
Patientenanzahl 144 135 279 
Alter [Jahre]    
Durchschnitt 52.1 52.6 52.35 
Intervall 18-76 18-78 18-78 
≤ 29  9.8 % (14) 8.8 % (12) 9.3 % (26) 
30-59  37.5 % (54) 51.2 % (69) 44.4 % (124) 
≥ 60  52.7 % (76) 40 % (54) 46.2 % (129) 
Krankheitsstatus    

Sekundäre AML  16.7 % (24) 15.6 % (21) 16.2 % (45) 

De novo AML 81.9 % (118) 82.2 % (111) 82 % (229) 

unbekannt 1.4 % (2) 2.2 %(3) 1.8 %(5) 
FAB-Subtypen     
M0 4.8 % (7) 4.4 % (6) 4.7 % (13) 
M1 20 % (29) 21.5 % (29) 20.8 % (58) 
M2 38.9 % (56) 33.3 % (45) 36.2 % (101) 
M3 0 0 0 
M4 11.8 % (17) 11.9 % (16) 11.8 % (33) 
M4/E0 3.5 % (5) 9.6 % (13) 6.5 % (18) 
M5a 14 % (20) 10.4 % (14) 12.2 % (34) 
M5b 4.2 % (6) 5.2 % (7) 4.7 % (13) 
M5 0.7 % (1) 0 0.4 % (1) 
M6 1.4 % (2) 3 % (4) 2.2 % (6) 
M7 0.7 % (1) 0.7 % (1) 0.7 % (2) 

 

Die Ergebnisse der Frequenzanalyse der identifizierten putativen nsSNPs zeigten, dass so-

wohl in den Proben der gesunden Probanden, als auch den Proben der AML Patienten, d.h. in 

insgesamt 558 Proben bei allen analysierten HDACs nur das wildtyp Allel (100 %) auftrat 

(Abbildung 24). 
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Abbildung 24: Alleldiskriminierung zur Validierung und Frequenzanalyse der identifizierten HDAC 
nsSNPs bei gesunden Probanden und AML Patienten. 
 

Da keine nsSNPs in den analysierten Klasse I HDACs und HDAC9 bestätigt wurden, konnten 

entsprechend keine weiterführenden Korrelationsstudien durchgeführt werden, sondern fest-

gehalten werden, dass keine nsSNPs mit putativen Funktionen in der Pathogenese von AML 

existieren (Dransfeld, et al 2007). 
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3.3 SIRT3 SNPs – Identifikation, Validierung, funktionelle Analyse 

Aufgrund der immer deutlicher werdenden zentralen Rolle von SIRT3 in verschiedenen zent-

ralen zellulären Prozessen wie der Stressantwort, der Apoptose, der Zellzyklus Regulation 

und besonders im zellulären Energiemetabolismus (1.1.3.4) als die Hauptdeacetylase in Mito-

chondrien und aufgrund der Korrelationen von SIRT3 Expressionsveränderungen mit ver-

schiedenen Tumoren (1.1.4), wie auch der identifizierten SIRT3 Genexpressionsveränderung 

in AML (3.1), wurde SIRT3 auf vorhandene nsSNPs und deren funktionellen Einfluss auf 

SIRT3 Aktivität, Stabilität und auf SIRT3 Funktionen im zellulären Energiemetabolismus 

analysiert (Dransfeld, et al).  

3.3.1 Identifikation putativer SIRT3 nsSNPs 

Die Identifikation putativer SNPs erfolgte mittels in silico Analysen von drei SNP Datenban-

ken (-> Methodenteil Link) sowie der Literatur und lieferte 6 putative SNPs (R80W, V208I, 

R214G, T255N, G369S und eine rs7927733, Tabelle 15).  
 

Tabelle 15: Putative SIRT3 SNPs. 
 

dbSNP  AB Assay- Sequenz [Vic/Fam]  Exon Kodon- AS-  
rs-Nummer Nummer (sense/anti sense = s/as)   position Austausch 
rs28365927 C__25753927_10 CTCC[A/G]GAAT (as) 1 1 R80W 
rs11246020 C__25754220_10 GTGA[C/T]GTTG (as) 3 1 V208I 
rs1734492 C__7503249_10 AGCC[C/G]GAGA (as) 3 1 R214G  
rs1734491 C__7503273_10 GCAG[G/T]TGGC (as) 4 2 T255N 

rs3020901 SIRT3_0901-0901  ACGC[C/T]GTGA (as) 6 1 G369S 

rs7927733 SIRT3_5927-5927 TTTTC[A/C]GGTG (s) Intron 5   ---  Splicestelle 
 

SIRT3R80W  ist im N-Terminus lokalisiert, der beim mitochondrialen Import prozessiert wird 

(Abbildung 25). SIRT3V208I, SIRT3R214G und SIRT3T255N liegen in der konservierten Deacety-

lierungs-/ Aktivitätsdomäne und SIRT3G369S befindet sich im C-Terminus. Ein SNP 

rs7927733 befindet sich in Intron 5 in einer putativen Splicestelle. 
 

 
Abbildung 25: Lokalisierung identifizierter SNPs in SIRT3 Domänen. 
Als Falschpositive aufgedeckte SNPs sind kursiv geschrieben. MZD = Mitochondriale Zieldomäne, MPP = Mat-
rix prozessierende Peptidase. 
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3.3.2 Validierung putativer SIRT3 nsSNPs 

Die Validierung der identifizierten putativen SIRT3 nsSNPs mittels allelspezifischen Taq-

man-PCR Assays (2.7.11) erfolgte mit genomischer DNA von 640 gesunden kaukasischen 

Probanden und wurde (falls vorhanden) mit Datenbankangaben verglichen (Abbildung 26).  

Während die beiden SIRT3 SNPs R80W und V208I bestätigt werden konnten, wurden die 

anderen vier SNPs als Falschpositive oder zumindest als in der kaukasischen Bevölkerung 

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

 

 
Abbildung 26: Frequenzanalyse und Validierung der identifizierten putativen SIRT3 SNPs in 640 gesun-
den kaukasischen Probanden. 
Die dargestellten Allelsignale entsprechen den Fluoreszenzsignalen der angewendeten SNP-Assays (Tabelle 15), 
die in die Allele des Sinnstrangs übertragen wurden. Die Datenbankangaben entstammen HapMap und dbSNP 
((Int.-HapMap-Consortium 2003), dbSNP Build ID: build 126), vgl. (Dransfeld, et al)).  
 

Die Genotypfrequenzanalysen für SIRT3R80W zeigten, dass 72 % homozygot (C/C) für das 

wiltyp Allel, 23,5 % heterozygot (C/T) und 4,5 % homozygot (T/T) für das variante Allel 

waren. Zum Zeitpunkt dieser Analysen gab die Datenbank (dbSNP Build ID: build 126) nur 

Informationen zu SIRT3R80W in der afrikanischen Bevölkerung (80,6 % C/C, 19,4 % C/T).  

Für SIRT3V208I ergab sich eine Genotypfrequenz von 60 % homozygot für das wt Allel (G/G), 

35 % heterozygot (G/A) und 6 % für homozygot für das variante Allel (A/A) im Vergleich zu 

72, 23 und 5 % in der Datenbank (HapMap, (Int.-HapMap-Consortium 2003)).  

Die Genotypfrequenzen von SIRT3R80W (1,866) und SIRT3V208I (0,087) sind beide in Ein-

klang mit dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (p = 0,172 und p = 0,766).   
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3.3.3 Funktionelle Analysen validierter SIRT3 SNPs 

Um einen putativen Einfluss der bestätigten SIRT3 SNPs auf die Aktivität und Stabilität von 

SIRT3 zu analysieren und festzustellen, ob sich die validierten SNPs für zukünftige Assozia-

tionsstudien eignen, wurden funktionelle Analysen durchgeführt. 

3.3.3.1 Analyse des Einflusses der SIRT3 nsSNPs auf die SIRT3 Stabilität 

Zur Analyse der SIRT3 Stabilität wurden HeLa Zellen mit SIRT3-Flag Vektoren (wtSIRT3, 

SIRT3R80W, SIRT3V208I) transfiziert und 24 h nach Transfektion mit dem Inhibitor der Prote-

insynthese Cycloheximid (CHX) [40µg/ml] für bis zu 72 h inkubiert und (nach Probenent-

nahme und Proteinisolierung) mittels Western-Blot analysiert (Abbildung 27).  

 

 
Abbildung 27:  Stabilitätsanalyse von wtSIRT3 und des Einflusses von SIRT3 SNPs 
SIRT3 (wt, R80W, V208I) transfizierte Zellen wurden mit CHX (Cycloheximid) inkubiert und kinetisch analy-
siert mit Western-Blot auf Tubulin, c-Myc und SIRT3 (mitochondriales SIRT3 = miSIRT3; (Dransfeld, et al)). 
 
Um den Effekt von CHX zu kontrollieren und visualisieren, wurden die Signale von c-Myc 

analysiert, welches eine sehr geringe Halbwertszeit (< 30 min) besitzt (Escamilla-Powers and 

Sears 2007, Gregory and Hann 2000). Die c-Myc Signale waren schon nach 2 h CHX Be-

handlung so stark reduziert, dass keine Signale mehr zu erkennen waren, während sie bei In-

kubation mit der gleichen Menge Dimethylsulfoxid (DMSO), in welchem CHX gelöst war, 

stabile Signale aufwiesen, was zeigte, dass DMSO keinen Effekt auf die Proteinsynthese hat-

te. Im Gegensatz zu der schnellen Reduktion der c-Myc Signale blieben die Signale von mito-

chondrialem SIRT3 (mSIRT3) relativ konstant mit ersten Abnahmen der Signalstärke nach 34 

h CHX Behandlung.  
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Die vergleichenden Stabilitätsanalysen zwischen wtSIRT3 und den beiden SNP Varianten 

ließen keine signifikanten Unterschiede bei der Stabilität erkennen.  

Nach 72 h waren in allen Fällen nur noch minimale Restsignale zu erkennen und die halbma-

ximalen Signale schienen bei ca. 48 h nach Cycloheximid [40 µg/ml] Zugabe zu liegen.  

3.3.3.2 Analyse des Einflusses der SIRT3 nsSNPs auf SIRT3 Aktivität 

Beide validierten SIRT3 SNPs R80W und V208I führen zu Veränderungen auf Aminosäure-

ebene und könnten entsprechend die funktionelle Aktivität von SIRT3 beeinflussen.  

Basierend auf der Histon-Deacetylaseaktivität von SIRT3 auf H4K16 (Vaquero, et al 2007) 

wurde die Deacetylierungsaktivität von wtSIRT3 und den SIRT3 SNP Mutanten über einen 

Deacetylierungsassay (2.8.7) mit hyperacetylierten Histonen analysiert, um einen putativen 

Einfluss der SNPs auf die SIRT3 Aktivität zu erfassen. Dabei wurden gleiche Mengen an hy-

peracetylierten Histonen für den gleichen Zeitraum mit und ohne dem Sirtuin-Inhibitor  Niko-

tinamid (NAM) und den gleichen Mengen an (über Flag-Agarose-beads und die Flag-tags der 

Konstrukte) aufgereinigtem wtSIRT3, SIRT3R80W und SIRT3V208I inkubiert und mittels Wes-

tern-Blot untersucht (Abbildung 28).  

Die Westen-Blot Analysen mit spezifischen Antikörpern gegen SIRT3 und gesamt und acety-

liertes H4K16 zeigten deutlich reduzierte Signale bei Ansätzen mit wtSIRT3 und den SNP 

Mutanten, wobei kein signifikanter Unterschied zu erkennen war. Inkubation mit dem Inhibi-

tor NAM als auch Inkubation mit inaktivierter SIRT3 Mutante blockierte die Deacetylierung-

saktivität und führte ebenfalls zu gleich starken Signalen bei wtSIRT3 und den SNP Mutan-

ten. (Dransfeld, et al) 

 

 
Abbildung 28: Analyse der SIRT3 SNPs auf Aktivität im Vergleich zu wtSIRT3 durch Deacetylierungsas-
say. 
Die gleichen Mengen aufgereinigter hyperacetylierter Histone und wtSIRT3, SIRT3H248Y  (inaktiv), SIRT3R80W 
und SIRT3V208I wurden für 20 min in HDAC-Assay Puffer (mit NAD) und mit und ohne NAM inkubiert und 
mittels Western-Blot analysiert (Dransfeld, et al).   
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3.3.4 Monitoring der SIRT3 Bioaktivität und Einfluss der SIRT3 SNPs mittels 
Biosensor-Chip-System 

Um abschließend alle möglichen Einflüsse der beiden SIRT3 SNPs zu erfassen und zu klären, 

ob sie tatsächlich keinen signifikanten Einfluss (auf SIRT3 Aktivität, Stabilität bzw.) auf die 

zentrale Funktion von SIRT3 im Energiestoffwechsel haben, wurde im Rahmen dieser Arbeit 

eine neue Methode etabliert. Durch Kombination von transienter Transfektion und einem Bio-

sensor-Chip-System sollte der Einfluss eines einzelnen Proteins und deren Mutanten auf den 

zellulären Energiemetabolismus erfasst werden, wobei das Biosensor-Chip-System den zeitli-

chen Verlauf von Respiration, Glykolyse und Adhäsion über verschiedenen Elektroden / Sen-

soren messen und aufzeichnen kann (2.5).  

SIRT3 stellte ein ideales Beispiel-Protein zur Etablierung der Methode dar, da es einen nach-

gewiesenen großen Einfluss auf den zellulären Energiemetabolismus besitzt (1.1.3.5). 

3.3.4.1 Etablierung der Transfektions-Biosensor-Chip Analysen 

Als erstes wurden verschiedene Zelllinien, H1299, HEK293 T und HeLa Zellen, welche 

schon in früheren Studien in dem System eingesetzt wurden (Harlos, et al 2008, Schatz-

schneider, et al 2008), auf Transfizierbarkeit und Langzeitverhalten auf den Biosensor Chips 

getestet. Dabei wurden HEK293 T und HeLa Zellen als die geeignetsten Zellen für die Kom-

bination transienter Transfektion und nachfolgender Analyse im Biosensor-Chip-System iden-

tifiziert, wobei HeLa Zellen mit 50-60 % (Abbildung 29) sowohl bei Nanofektion, als auch 

Amaxa-Nukleofektion die bessere Transfektionseffizienz aufwiesen.  

 

 
Abbildung 29: Optimale Transfektionseffizienz – Bsp. Amaxa Transfektion von wtSIRT3 in HeLa Zellen. 
A) Phasenkontratsaufnahme, B) Fluoreszenzaufnahme. Balken = 40 µm. 
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Außerdem waren HeLa Zellen aufgrund der langsameren Duplikationszeit gegenüber 

HEK293 T Zellen für Langzeitstudien besser geeignet. In allen Experimenten wurde die 

Transfektionseffizienz mit SIRT3-GFP Mutanten getestet. 

Um die Funktionsfähigkeit der Methode des „real-time Monitoring“ transient transfizierter 

Zellen mit sich anschließender Analyse im Biosensor-Chip-System zu beweisen, wurde die 

Kinetik der wtSIRT3 Überexpression mittels Western Blot mit gleichzeitig gemessenen Re-

spirationswerten visualisiert (Abbildung 30). Dabei konnte gezeigt werden, dass die SIRT3 

Überexpression mit einer zeitlichen Verzögerung von 1-2 h mit einem Anstieg der Respirati-

on korreliert. Das Maximum der SIRT3 Signale auf Proteinebene trat nach ca. 18 bis 20 h auf 

und das Maximum der Respirationswerte nach ca. 20-22 h. Die maximale Respirationssteige-

rung nach Abgleich und Normalisierung (dabei wurden nur Unterschiede größer 5 % berück-

sichtigt) gegenüber den untransfizierten Zellen, inaktiver SIRT3 Mutante SIRT3 sowie Zell-

wachstum, ergab eine maximale Respirationssteigerung durch SIRT3 Überexpression von ca. 

35 % (Abbildung 30).  

 

 
Abbildung 30: Kinetik des wtSIRT3 induzierten Respirationsanstiegs im Vergleich zur Überexpression. 
A) Anstieg der Respiration nach SIRT3 Überexpression gemessen mit Bionas System. (Basis / Nulllinie = Kon-
trollen; d.h. der dargestellte Anstieg der Respiration ergab sich aus dem prozentualen Anstieg der wtSIRT3 
transfizierten Zellen nach Abzug des prozentualen Anstiegs der Kontrollen (s. Text) und Berücksichtigung des 
Zellwachstums. (4 unabhängige Experimente) B) Parallele Detektion von mitochondrialem SIRT3 mittels Wes-
tern Blot Analyse. 
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Nach dem Nachweis der Funktionalität der Methode und der Identifikation des Zeitpunkts der 

maximalen SIRT3 Überexpression wurden weitere vergleichende Analysen durchgeführt, 

wobei die Zellen 22 h nach Transfektion auf Transfektionseffizienz kontrolliert wurden und in 

gleicher Zellzahl in die Biosensor-Chips ausgesät wurden. Die Messungen in dem Biosensor-

Chip System erfolgten 4 h nach Aussaat der transfizierten Zellen in Kurzzeitmessungen von 

2-3 h (Abbildung 31, Abbildung 32).  

 

 
Abbildung 31: Respirationsanstieg durch wtSIRT3. 
Durchschnittswerte ergeben sich aus 4 unabhängigen Experimenten. 
 

 
Abbildung 32: Kein signifikanter Einfluss von wtSIRT3 Überexpression auf Glykolyse. 
Durchschnittswerte ergeben sich aus 4 unabhängigen Experimenten. 
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Dabei zeigte die transiente Transfektion von wtSIRT3 in HeLa Zellen mit einer Transfektion-

seffizienz von 50 – 60 %, dass SIRT3 Überexpression zu einem signifikanten Anstieg der 

Respiration um ca. 40 % führt (Abbildung 31), wohingegen Glykolyse (Abbildung 32) oder 

der Adhäsion (Daten nicht aufgeführt) keine signifikante Veränderung zeigten.  

Es ist festzuhalten, dass durch die Verwendung von transienter Transfektion in Kombination 

mit dem Biosensor-Chip-System die Visualisierung und genaue Zeitkinetik des Effekts der 

SIRT3 Überexpression auf die Respiration in lebenden Zellen detektiert werden kann. 

3.3.4.2 SIRT3 nsSNPs haben keinen Einfluss auf SIRT3 Bioaktivität 

Nach der Etablierung der Methode wurde der Einfluss der beiden validierten SIRT3 SNPs auf 

die SIRT3 Bioaktivität speziell in Bezug auf den Energiemetabolismus bzw. die Respiration 

und Glykolyse analysiert. Dabei wurde neben der konstanten, gleichen Zellzahl besonders auf 

gleiche Transfektionseffizienz aller SIRT3 Konstrukte geachtet und Kurzzeitmessungen von 

2-3 h durchgeführt. 

Die vergleichenden Analysen zwischen wtSIRT3 und den SIRT3 SNP Mutanten zeigte, dass 

sich wie bei den Analysen zur Stabilität und Aktivität kein Einfluss der SNPs auf die Bioakti-

vität bzw. Respirationserhöhung durch SIRT3 Überexpression ergab (Abbildung 33) (wie 

schon der wt zeigten auch die SIRT3 SNP Mutanten keinen Einfluss auf die Glykolyse). 

Der zusätzliche Vergleich mit wtSIRT1 zeigte, dass wtSIRT3 mit 40 % einen deutlich stärke-

ren steigernden Effekt auf die Respiration ausübt, als wtSIRT1 mit ca. 15 %. 

 

 
Abbildung 33: Ergebnisse der Biosensor-Chip Analysen des Einflusses der SIRT3 SNPs auf Respirations-
anstieg im Vergleich zu wtSIRT3. 
Hela Zellen wurden mit äquimolaren Mengen wtSIRT3, SIRT3R80W SIRT3V208I und wtSIRT1 transfiziert und 
nach 24h im Biosensor-Chip-System analysiert. Durchschnittswerte aus 3 unabhängigen Experimenten. Kontrol-
le = Untransfizierte und mit Leervektor als auch mit SIRT3H248Y (inaktiv) transfizierte HeLa. (Dransfeld, et al) 
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3.4 AML Pharmakogenetikik– SNPs in Ara-C metabolisierenden Enzy-
men 

Zur Optimierung und besseren Prognose des patientenspezifischen Ansprechens bis zur Resis-

tenz auf Therapie mit Ara-C (Cytarabin), dem bis heute effektivsten Chemotherapeutikum der 

AML Standardtherapie, wurden in der vorliegenden Arbeit speziell „Single Nucleotide Poly-

morphismen“ (SNPs) als häufigste mögliche genetische Ursachen untersucht, welche entwe-

der als Promotor-SNPs die Expression eines Gens oder als nicht synonyme codierende SNPs 

(nsSNPs) die Proteinfunktion (Aktivität, Stabilität, Lokalisierung) beeinflussen können 

(Allali-Hassani, et al 2009). Dabei konzentrierten sich die Analysen auf entsprechende SNPs 

in drei Schlüsselenzymen des Ara-C Metabolismus: der Desoxycytidin Kinase (DCK), der 

Cytidin Deaminase (CDA) und der Deoxycytidylat Deaminase (DCTD) (vgl. 1.2.5.2, 

(Mahlknecht, et al 2009)). 

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

Die in silico Analyse der Datenbanken dbSNP (NIH) (Smigielski, et al 2000), HapMap 

(2003) und von AppliedBiosystems (De La Vega, et al 2002) (vgl. 2.10.1) in Kombination 

mit SNPs aus der Literatur führte zur Identifikation von 11 SNP in den drei Schlüsselenzymen 

des Ara-C Metabolismus.  

 
Abbildung 34: Überblick Schlüsselenzyme des Ara-C Metabolismus mit analysierten SNPs. 
Die bestätigten SNPs sind hervorgehoben (unterstrichen). (Mahlknecht, et al 2009) 
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Tabelle 16: CDA, DCK und DCTD Genotypen der 360 AML Patienten. 
 

Gene/SNP Lokus Veränderung  n  % 
CDA A79C Exon 1 Lys27Gln   
Homozygot wt 1_1 (A_A) Lys 147 41 
Heterozygot 1_2 (A_C) Lys/Gln 164 45 
Homozygot v 2_2 (C_C) Gln 49 14 
CDA G-88A Promotor    
Homozygot wt 1_1 (G_G) Veränderung der 354 98,7 
  TF Bindestelle ?   
Heterozygot 1_2 (G_A)  5 1 
Homozygot v 2_2 (A_A)  1 0,3 
CDA G208A Exon 2 Ala70Thr   
Homozygot wt 1_1 (G_G) Ala 360 100 
Heterozygot 1_2 (G_A) Ala/Thr 0 0 
Homozygot v 2_2 (A_A) Thr 0 0 
CDA A-92G Promotor    
Homozygot wt 1_1 (A_A) Veränderung der  151 42 
  TF Bindestelle ?   
Heterozygot 1_2 (A_G)  161 45 
Homozygot v 2_2 (G_G)  48 13 
CDA C-451T Promotor    
Homozygot wt 1_1 (C_C) Veränderung der  147 41 
  TF Bindestelle ?   
Heterozygot 1_2 (C_T)  163 45 
Homozygot v 2_2 (T_T)  50 14 
CDA C-897A Promotor    
Homozygot wt 1_1 (C_C)  360 100 
Heterozygot 1_2 (C_A)  0 0 
Homozygot v 2_2 (A_A)  0 0 
DCK C364T Exon 3 Pro122Ser   
Homozygot wt 1_1 (C_C) Pro 353 98 
Heterozygot 1_2 (C_T) Pro/Ser 7 2 
Homozygot v 2_2 (T_T) Ser 0 0 
DCK A727C Exon 6 Lys242Gln   
Homozygot wt 1_1 (A_A) Lys 359 99,7 
Heterozygot 1_2 (A_C) Lys/Gln 1 0,3 
Homozygot v 2_2 (C_C)  0 0 
DCTD A172G Exon 4 Asn58Asp   
Homozygot wt 1_1 (A_A) Asn 360 0 
Heterozygot 1_2 (A_G) Asn/Asp 0 0 
Homozygot v 2_2 (G_G) Asp 0 0 

 
Dabei wurden die meisten für die Ara-C irreversibel inaktivierende Cytidin Deaminase 

(CDA) gefunden mit vier Promotor SNPs (G-88A, A-92G, C-451T (dbSNP: rs532545), C-
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897A (dbSNP: rs10916823)) und zwei nsSNPs (A79C (dbSNP: rs2072671), G208A) 

(Abbildung 34, Tabelle 16). Für die Deoxycytidylat Deaminase (DCTD) wurde nur ein 

nsSNP (A172G) gefunden und für die Ara-C aktivierende Deoxycytidin Kinase (DCK) wur-

den zwei nsSNPS (C364T, A727C) und zwei Promotor SNPs (C-360G and C-201T) identifi-

ziert. Die Promotor-SNPs von DCK (C-360G und C-201T) konnten nicht analysiert werden, 

da die entsprechenden SNP-Assays nicht hergestellt werden konnten. 

3.4.1.1 Genotyp Frequenzanalysen – Validierung der identifizierten SNPs 

Die Validierung (Frequenzanalyse) der SNPs erfolgte über allelspezifische TaqMan-PCR 

SNP-Assays an 360 AML Proben (Kaukasische Bevölkerung) und bestätigte den DCK nsSNP 

C364T, sowie vier CDA SNPs (A79C, G-88A, A-92G, C-451T). Die Promotor-SNPs von 

DCK (C-360G und C-201T) konnten nicht analysiert werden, da die entsprechenden SNP-

Assays nicht hergestellt werden konnten. Die anderen putativen SNPs konnten nicht bestätigt 

werden, da sie entweder in allen Proben nur ein Allel aufwiesen (CDA SNP C-897A, G208A 

und DCTD SNP A172G) oder das Vorkommen des Varianten Allels wie im Falle von DCK 

SNP A727C, C364T und CDA SNP G-88A unter 1 bzw. 2 und 1,3 % lag (Abbildung 35, 

Tabelle 16).  

 

 
Abbildung 35: Alleldiskriminierung (Genotyp Frequenzanalyse) der identifizierten SNPs der drei aus-
gewählten Schlüsselenzyme des Ara-C Metabolismus.  
(Mahlknecht, et al 2009) 
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Des Weiteren zeigte die Analyse der Genotypfrequenzen, dass nur die Frequenzen von CDA 

SNP A79C, A-92G und C-451T in Einklang mit der Hardy-Weinberg Vorhersage stehen (p = 

0,82; p = 0,65 und p = 0,65) und dass diese drei SNPs in einem „Kopplungsungleichgewicht“ 

(Linkage disequilibrium) zueinander waren, d.h. sie treten häufiger gemeinsam auf (was sich 

durch die Verteilung der Kombinationen der Allelvarianten (Kopplungsungleichge-

wichtskoeffizient D´0,92; 0,92 und 0,96 für SNP A79C/A-92G, SNP A79C/C-451T und SNP 

A-92G/C-451T) widerspiegelt). Die Genotypfrequenzen der SNPs mit 1-2 % Vorkommen des 

varianten Allels waren weit außerhalb des Hardy-Weinberg Gleichgewichts und wurden, wie 

auch die „SNPs“ mit 100 %“ wildtyp Allel Vorkommen, entsprechend nicht weiter analysiert. 

3.4.2 Korrelationsanalysen der Cytidin Deaminase (CDA) Genotypen 

Die bestätigten CDA SNPs und ihre Genotypen wurden mit den Patientendaten (Tabelle 17, 

2.6) statistischen Korrelationsanalysen unterzogen. Die Genotypen der CDA SNPs A79C, A-

92G und C-451T zeigten dabei keinen signifikanten Einfluss auf Gehalt weißer Blutzellen 

(WBC), roter Blutzellen (RBC), Thrombozyten, Knochenmark Blasten oder CD34 Expressi-

on. Trotzdem zeigten Patienten mit CDA SNP C-415T (T_T) signifikant (p = 0,01) höhere 

Laktatdehydrogenase (LDH) im Vergleich zu den heterozygoten und Wildtyp Genotypen 

(C_T und C_C), wohingegen die anderen beiden SNPs keine solchen Korrelationen zeigten. 

Korrelationen mit den molekularen Markern FLT3 und NPM1 ergaben, dass der CDA SNP 

C-415T (T_T) häufiger mit der FLT3-ITD Mutation assoziiert ist (46,6 %), als die der hetero-

zygote (26,6 %) oder der wildtyp Genotyp (26,6 %) (p = 0,03). Die Genotypen der anderen 

beiden SNPs zeigten wiederum keine solchen Unterschiede. 

In Bezug auf Alter, Krankheitsstatus, FAB Klassifikation (Subtypen), ECOG Leistungs-Status 

(Eastern Cooperative Oncology group performance Status) und zytogenetische Aberrationen 

zeigten sich keine Ungleichheiten zwischen den unterschiedlichen Genotypen. 

Die Korrelation von CDA SNP Genotypen mit Ara-C behandlungsbedingten toxischen Ne-

benwirkungen wie Grad III/IV Augentoxizität (starke Keratitis mit Kornea Ulzeration, akutes 

Glaukom, objektiver Visusverlust) (bei 4/360), Hautschäden (8/360), Gastrointestinaltoxizität 

(116/360), Lebertoxizität (62/360) und Schädigung des zentralen Nervensystems (20/360) 

ergab, dass Patienten mit homozygot varianten Allelen bei allen drei CDA SNPs eine höhere 

Inzidenz für Grad III/IV Augentoxizität aufzeigten im Vergleich zu den heterozygoten und 

homozygot wildtyp Genotypen (n = 4 vs 0 vs 1, p = 0,05 für jeden SNP). Für die anderen Ne-

benwirkungen wurden keine Korrelationen gefunden. (Mahlknecht, et al 2009) 
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Tabelle 17: Patientendaten der 360 AML Patienten der Analysen der Ara-C metabolisierenden Enzyme. 

 

   Anzahl Anzahl % Durchschnitt  
        (Bereich) 
Geschlecht  
(männlich/weiblich) 

360 
 180/180 50/50  

Alter [Jahre] 360   57 (18-79) 
Knochenmark Blasten [%] 329   64 (20-99) 
WBC [Gpt/L] 358   26.0 (0.5-465.9) 
CD34 positiv [%] 343   27 (0-98) 
     
ECOG Status 293    
0/1  155 53  

2/3  128 44  

4/5  10 3  

     

FAB Klassifikation 360    

M0  14 4  

M1  76 21  

M2  134 37  

M4  66 18  

M5  60 17  

M6  8 2  

M7  2 1  

     

Krankheitsstatus 360    

De novo  303 84  

Sekundär  57 16  

FLT3-ITD 355    

Positiv  104 29  

Negativ  251 71  

NPM1 Mutation 358    

Positiv  118 33  

Negativ  240 67  

Zytogenetik 347    

Geringes Risiko  20 6  

Mittleres Risiko  253 73  

Hohes Risiko  74 21   
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3.4.2.1 Identifikation von CDA SNP C-451T als neuen prognostischen Marker 

Ein weiteres Ziel der Studie war es herauszufinden, ob es einen Einfluss der CDA SNPs auf 

das Therapieansprechen und Überleben gibt.  

Insgesamt erreichten 185 der 360 AML Patienten (51 %) eine komplette Remission nach Ara-

C Doppel-Induktionstherapie. Während die Genotypen der CDA SNPs und ihre Kombinatio-

nen keinen signifikanten Einfluss auf das Therapieansprechen hatten, zeigte sich eine schlech-

tere 5 Jahres Gesamtüberlebensrate für CDA SNP C-451T mit dem homozygot varianten Ge-

notyp (T_T) im Vergleich zum Wildtyp (13 vs 25 % (p = 0,05) (Abbildung 36)).  

 

 
Abbildung 36:Kaplan-Meier Schätzungen der Gesamtüberlebensrate in AML Patienten im Verhältnis zu 
den Genotypen des CDA SNP C-451T. 
(n = 360, (Mahlknecht, et al 2009))   
 

Die Unterschiede im 5 Jahre krankheitsfreiem Überleben (T_T 23 % vs C_C 39 %) waren 

dabei nicht signifikant (p = 0,08) (Abbildung 37). Die Werte der Patienten mit heterozygotem 

Genotyp lag bei Gesamtüberlebensrate und bei der krankheitsfreien Überlebensrate zwischen 

den beiden homozygoten Genotypen mit 23 und 29 % (Mahlknecht, et al 2009).  
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Abbildung 37: Kaplan-Meier Schätzungen der krankheitsfreien Überlebensrate in AML Patienten im 
Verhältnis zu den Genotypen des CDA SNP C-451T. 
(n = 185, (Mahlknecht, et al 2009)) 
 

Zur Bestätigung der Aussagekraft dieser Korrelationen wurde eine Multivarianz-Cox Analyse 

mit Einbeziehung von allen 3 CDA SNPs (A79C, A-92G, C-451T), zytogenetischen Risiken, 

WBC, Thrombozytenzahl, LDH, CD34 Expression, KM Blasten, FLT3/NMP1 Mutationssta-

tus, Alter und Krankheitsstatus durchgeführt. Diese statistischen Analysen zeigten, dass Pati-

enten mit homozygot variantem (T_T) Genotyp ein um über 50 % erhöhtes Todesrisiko im 

Vergleich zum wiltyp Genotyp (Hazard Ratio 1,56 (95 %-CI 1,09-2,24), p = 0,02) hatten und 

bestätigten CDA SNP C-451T als einen unabhängigen prognostischen Überlebensfaktor. 

(Mahlknecht, et al 2009) 

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

Mit Hilfe einer in silico Analyse des CDA Promoters mittels dem Programm TF Search 

(2.10.3) zur Identifikation möglicher Transkriptionsfaktoren konnte an der Position des SNPs 

C-451T eine GATA-1 Bindestelle (91,4 %) aufgedeckt werden (Abbildung 38 A), wobei 

GATA-1 für eine Steigerung der CDA Transkription verantwortlich ist (Ge, et al 2004, Ge, et 

al 2005, Muntean, et al 2006).  

Bei der vergleichenden Analyse mit der Sequenz mit der varianten Base (Thymin statt Cyto-

sin) entfiel diese GATA-1 Bindestelle (Abbildung 38 B). 
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A) CDA Promotorsequenz -451 C (Wildtyp):

-451

-473 AGCTTGTTCA TGCCTCCTGC CTCGGGATGC CGCAGTGGCT GCCCCAGCCC 
--------------------->                    < GATA-1 91.4 %                            

B) CDA Promotorsequenz -451 T:

-473 AGCTTGTTCA TGCCTCCTGC CTTGGGATGC CGCAGTGGCT GCCCCAGCCC 

 
Abbildung 38: Vergleich der in silico Analyse der CDA Promotorsequenz für C-451T. 
Ergebnisse der Traskriptionsfaktor Suche mittels TF Search mit Grenzwert 90 % Sequenzhomologie für Sequenz 
mit A) Wildtyp und B) varianter Base. 
 

Neben der Identifikation des CDA SNPs C-451T als neuen prognostischen Marker konnte mit 

der Aufdeckung einer putativen veränderten GATA-1 Bindestelle eine mögliche Erklärung 

der Wirkung bzw. klinischen Relevanz des SNPs gegeben werden, welche durch einige Stu-

dien zur Ara-C Sensitivität und dem Einfluss der CDA Expression und Aktivität bekräftigt 

werden (4.4.3). 
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4 Diskussion 

Epigenetische Therapien in Form von demethylierenden Substanzen und HDAC-Inhibitoren 

beeinflussen sowohl die globale Chromatinstruktur und Transkriptionsfähigkeit, als auch spe-

zifische Genexpression-/en und Proteinfunktionen und -Stabilitäten und gehören zu den gro-

ßen Hoffnungsträgern aktueller klinischer Forschung (Mahlknecht 2008 in (Ehninger, et al 

2008a), wobei sie besonders in Kombinationstherapien viel versprechende synergistische Er-

folge aufweisen (Bishton, et al 2007).  

Neben soliden Tumoren werden epigenetische Therapien mit demethylierenden Substanzen 

und HDAC-Inhibitoren auch bei hämatologische Neoplasien eingesetzt, wo sie ganz beson-

ders gute Therapieergebnisse und synergistische Effekte bei MDS und AML zeigen (Bishton, 

et al 2007). Wie auch bei der Standardtherapie mit Ara-C, treten auch bei HDAC-Inhibitor 

Therapien individuelle Unterschiede des Therapieansprechens und Nebenwirkungen (welche 

deutlich geringer sind, als die der Zytostatika) auf (1.4.1), weshalb weitere Therapieoptimie-

rungen, mit dem Ziel geringerer Nebenwirkungen (Dosisanpassung, Verringerung eingesetz-

ter Konzentrationen) bei gesteigerter Therapieeffizienz, nötig sind. Dabei zeigen zahlreiche 

Studien, dass neben anderen molekularen Markern und genetischen Aberrationen sowohl Ge-

nexpressionsveränderungen (am Beispiel von HDACs zusammengefasst in (Stimson and La 

Thangue 2009, Weichert 2009)) als auch das Auftreten bestimmter SNPs mit der Pathogene-

se, dem Verlauf und Therapieansprechen von Krebs in Zusammenhang stehen und für die 

Diagnose, Prognose relevant sind und zur Therapie-Optimierung in Richtung spezifischeren, 

individualisierteren Therapieformen herangezogen werden und entsprechend auch eine 

Grundlage für die Optimierung der HDAC-Inhibitor- und Ara-C Therapie darstellen. 

In diesem Zusammenhang soll, neben der Auswertung der Ergebnisse, besonders die Bedeu-

tung der im Rahmen dieser Arbeit erlangten (epigenetischen und pharmakogenomischen) Er-

kenntnisse durch die Genexpressionsanalysen von HDACs in AML-Subtypen und die SNP 

Analysen von HDACs (Dransfeld, et al 2007), speziell auch SIRT3 (mit den funktionellen 

Analysen) (Dransfeld, et al), sowie von Ara-C metabolisierenden Enzymen (Mahlknecht, et al 

2009) hervorgehoben und im Folgenden erläutert und im Kontext der Literatur diskutiert wer-

den. 
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4.1 AML-Subtypspezifische HDAC Genexpressionsanalysen 

4.1.1 Wichtigkeit der Analysen 

Bis heute ist AML bis auf wenige Ausnahmen (M3) bei der Mehrzahl der Erwachsenen eine 

unheilbare Krankheit mit sehr wenigen Langzeitüberlebenden bei Patienten über 60 Jahren 

und wird meist noch mit Standardtherapien behandelt. Neben der verbesserten Klassifizierung 

und Diagnostik sind neue gezieltere Therapien notwendig, um die Toxizität zu verringern und 

die Behandlungseffizienz zu erhöhen, was folgendes Zitat aus einem aktuellen Buch zu AML 

veranschaulicht und die Bedeutung der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit hervorhebt: 

 

„Man kann davon ausgehen, dass die WHO-Klassifikation schon in naher Zukunft aufgrund 

neuer genetischer und insbesondere molekularbiologischer Erkenntnisse sowie durch die Er-

gebnisse von Genexpressionsanalysen ergänzt und modifiziert werden muss. Als Folge davon 

könnte die heute noch relativ gleichartige Chemotherapie der AML (Ausnahme APL 

(M3)1.2.4) eine entsprechend der Biologie differenzierte Vielfalt erfahren – natürlich mit dem 

Ziel verbesserter Behandlungsergebnisse.“ (Ehninger, et al 2008b) 

 

Seitdem die Wissenschaft die Möglichkeiten der epigenetischen Behandlung entdeckt hat, 

fokussierte sie sich auf epigenetische Mechanismen bei Krebs, wobei neben Demethylieren-

den Substanzen speziell auch die Rolle von HDACs bei der Krebsentstehung, -Entwicklung 

und –Progression analysiert wurde und wird. Auch die klinische Forschung bei der AML 

konzentriert sich mehr und mehr auf individualisierte Therapien im Hinblick auf subtypspezi-

fische Charakteristika und weil HDACs in entscheidende Schritte in zahlreichen aktuellen 

Modellen der Pathogenese von AML und Myelodysplastischen Syndromen (MDS) involviert 

sind (1.2.1.), wird besondere Anstrengung in die Erforschung und Verbesserung entsprechen-

der Therapien mit HDAC-Inhibitoren (HDACi) unternommen.  

Klinische Studien mit HDACi (als neue „Differenzierungstherapeutika“) weisen dabei sowohl 

bei der Therapie von akuten Leukämien, als auch bei der Behandlung solider Tumoren viel 

versprechende Ergebnisse auf, wobei neben zum Teil unklaren Funktionen und Verhalten 

epigenetischer Regulatoren in der Zelle auch die Langzeitwirkungen dieser neuen molekula-

ren Therapiestrategien noch offen sind und die Euphorie durch unzureichende Spezifität und 

im Vergleich zu anderen anti-Krebstherapien zwar geringe, aber nicht unerhebliche Neben-

wirkungen der Substanzen (vgl. 1.1.5) gehemmt wird ((Mahlknecht and Hoelzer 2003, Mei, et 

al 2004), Mahlknecht 2008 in (Ehninger, et al 2008a)). 
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Die sich hieraus ergebende Notwendigkeit weiterer HDACi-Therapieoptimierung wird unter 

anderem dadurch erschwert, dass unklar ist, welche Patienten oder AML Subgruppen am bes-

ten auf HDACi Therapie ansprechen, was zum einen auf fehlendem Wissen über Zusammen-

hänge zwischen HDACi Toxizität und ihrer pharmakodynamischen und pharmakokinetischen 

Eigenschaften (die noch zum Großteil unbekannt sind) und zum anderen auch auf den starken 

Variationen der HDAC Expressionslevel in den Patienten beruht (Minucci and Pelicci 2006), 

was wiederum auf Expressionsunterschieden der AML-Subtypen beruhen könnte. Während 

die Heterogenität der Subgruppen der AML im Hinblick auf eine zielgerichtete patientenspe-

zifische Therapie in Zusammenhang mit demethylierenden Substanzen in jüngsten Studien in 

Cancer Cell von Figueroa et al. 2010 berücksichtigt wurde und zur Identifizierung von AML-

Subtypischen DNA Methylierungsmustern führte (Figueroa, et al), war bisher noch nichts zu 

charakteristischen AML-Subtypspezifischen HDAC Expressionsmustern bekannt, welche 

ebenfalls kritische Parameter darstellen und wesentlichen Einfluss auf HDAC Inhibitor-

Therapieansprechen haben könnten. 

Genau an diesem Punkt setzten die Analysen der vorliegenden Arbeit an, in dem die AML-

Subtypspezifischen HDAC Expressionsmuster analysiert und aufgedeckt wurden, mit dem 

Ziel weitere Anhaltspunkte bzw. Grundlagen für eine Optimierung der HDACi Therapie 

durch eine an die HDAC Expressionslevel angepasste, individualisierte HDACi Behandlung 

der AML Patienten mit reduzierten Nebenwirkungen zu ermöglichen. In diesem Zusammen-

hang hob ein aktueller Review über HDAC Expression und die klinische Prognose hervor, 

dass aktuelle Daten auf eine Rolle der veränderten HDAC Expression in humanen Tumoren 

hindeuten und dass künftige Studien klären müssen, ob HDAC Expressionsmuster eine Vor-

hersage der Wirkung von bzw. Antwort auf HDACi Behandlung erlauben (Weichert 2009).  

In letzter Zeit wurden neben der vorliegenden Arbeit auch eine Anzahl von umfangreichen 

translationale Expressionsstudien zu HDACs in anderen Tumoren, mit signifikanten Korrela-

tionen zur Prognose, publiziert (zusammengefasst in (Weichert 2009)), in deren Kontext die 

Daten der vorliegenden Arbeit im Folgenden eingearbeitet (Tabelle 18) und diskutiert werden. 

Die meisten dieser Studien konzentrierten sich auf Klasse I HDACs, wohingegen sich relativ 

wenige mit Klasse II und fast keine sich mit Klasse III HDACs beschäftigten.  

Dies hebt zusätzlich zu den beschriebenen entscheidenden Funktionen von HDACs in der 

Pathogenese von AML und der Hoffnung auf innovative epigenetische Strategien in diesem 

Kontext (Mahlknecht and Hoelzer 2000, Mei, et al 2004) und der Entdeckung, dass AML im 

Allgemeinen eine Expressionsveränderung der HDACs aufweist (Bradbury, et al 2005), die 
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Wichtigkeit der Analyse von AML-Subtypischen HDAC Expressionsmustern, inklusive von 

Mitgliedern der Klasse III HDACs, hervor. 

4.1.2 Identifikation von AML M1 als Subtyp mit signifikan t höheren HDAC 
Expressionsleveln –  möglicher Einfluss auf HDACi-Therapie? 

Die Aufdeckung der spezifischen HDAC Expressionsmuster in den unterschiedlichen AML-

Subtypen bzw. speziell die Identifikation von AML M1 als Subtyp mit signifikant höheren 

HDAC Expressionsleveln gegenüber allen anderen analysierten Subtypen durch die vorlie-

gende Arbeit, bietet eine unabdingbare Basis für weitere Verbesserungen bei der HDACi The-

rapie bei AML, indem sie die Grundlage für eine Anpassung der HDAC Inhibitordosis an die 

Expressionslevel liefert und z.B. die Möglichkeit eröffnet diese in AML M1 mit besonders 

stark erhöhten Expressionsleveln zu erhöhen und / oder sie in den anderen Subtypen mit ge-

ringere Expressionshöhe zu reduzieren, was auch bei der Entwicklung von HDAC-

Inhibitorcocktails berücksichtigt werden sollte (Abbildung 41). Aufgrund der besonders star-

ken Ausprägung der HDAC Expressionsveränderungen ist der Subtyp M1 besonders geeignet 

für die Analyse von neuen HDAC Inhibitorcocktails, die sich aus der identifizierten HDAC 

Expressionsmustern ergeben könnten (4.1.5, 4.1.5.4).  

Dabei muss die klinische Anwendbarkeit der Ausprägung der Unterschiede in den Expressi-

onsveränderungen in klinischen Studien geprüft werden. 

4.1.3 Ausschluss putativer Einflüsse anderer Korrelationen auf identifizierte 
AML-Subtypspezifische HDAC Expressionsmuster 

Nach der Identifikation von AML M1, als Subtyp mit im Vergleich zu den anderen analysier-

ten Subtypen signifikant stärker erhöhten HDAC Expressionswerten, wurden Korrelations-

analysen zu unterschiedlichen Parametern, welche einen möglichen Einfluss auf die Korrela-

tion zwischen HDAC Expression und AML-Subtypen aufdecken sollten, durchgeführt(um die 

Aussagekraft zu validieren). 

Alle in diesem Zusammenhang unter 3.1 dargestellten Ergebnisse (der Korrelationsanalysen) 

sprechen aufgrund der meist fehlenden signifikanten Unterschiede und / oder den dargelegten 

gegensätzlichen Tendenzen gegen einen Einfluss der aufgeführten identifizierten weiteren 

Korrelationen (der HDAC Expressionen und Subtypen mit anderen Parametern) auf die Iden-

tifikation von AML M1 als Subtyp mit signifikant stärker erhöhten HDAC Expressionswer-

ten, was auch durch entsprechende Multivarianzanalysen bestätigt wurde. 

Bevor auf diese Zusammenhänge und Kontrollanalysen eingegangen wird, soll noch die Ver-

wendung von PBMCs als verwendete Vergleichsreferenz diskutiert werden. 
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4.1.3.1 Korrelation AML-Subtypen mit Blastengehalt - PBMCs sind ausreichend ge-
naue Vergleichsreferenz  

Bei der zu Grunde liegenden Studie (2.6) aus der die analysierten Proben stammen, wurden 

die Zellen, wie bei entsprechenden Studien üblich, nicht sortiert, sondern Ficollisolationen der 

Leukozytenfraktion durchgeführt und entsprechend RNA aus PBMCs und nicht nur aus 

Blasten (CD34+) gesammelt. Da sich der Blastenanteil zwischen gesunden Probanden und 

AML Patienten, als auch unter den AML Patienten untereinander unterscheidet, kann dies 

einen Einfluss auf die erhobenen Daten haben und wurde in die kritische Analyse der Ergeb-

nisse aufgenommen.  

Zum einen zeigten die Korrelationsanalysen, als auch die entsprechenden Multivarianzanaly-

sen (3.1.2), dass die ermittelten Korrelationen trotz Einbeziehung der unterschiedlichen 

Blastenkonzentrationen signifikant bleiben. Zum anderen ist hervorzuheben, dass wir das Ziel 

hatten Unterschiede zwischen den AML-Subtypen zu identifizieren und es entsprechend nur 

auf einen festen, gleichen Bezugspunkt ankam, der durch die Durchschnittswerte der Ge-

nexpressionsanalysen der DNA von PBMCS gesunden Probanden festgelegt wurde.  

Obwohl unsere Analysen also in ihrer Zielsetzung keinen Anspruch auf einen quantitativ 

hundert Prozent korrekten Bezugswert hatten, zeigten in Ergänzung zu den durchgeführten 

Korrelations- und Multivarianzanalysen bereits frühere Analysen, dass der Vergleich von 

PBMCs gesunder gegenüber PBMCs von AML Patienten durchaus als ausreichend genaue 

Kontrolle angesehen werden kann, da sich kein signifikanter Unterschied gegenüber Analysen 

mit reinen KM Blasten zeigte (Bradbury, et al 2005) (Abbildung 39). 

Aus den Analysen von Bradbury et al. 2005 ging hervor, dass der Vergleich der PBMCs und 

CD34+ Zellen (Blasten) keine Unterschiede in der Tendenz der HDAC Expressionsverände-

rungen zeigte. Dabei wurde jedoch nicht auf etwaige Unterschiede in der Ausprägung der 

Expressionsänderungen eingegangen. 

Um einen Einfluss der unterschiedlichen Anteile an Blasten bei den AML-Subtypen auf die 

identifizierten AML-Subtypspezifischen HDAC Expressionsveränderungen ganz auszu-

schließen, wurden aus diesem Grund bei unserer Studie u.a. ebenfalls Korrelationsanalysen 

des Blastengehalts (CD34+) mit der HDAC Expression und den AML-Subtypen (sowie allen 

anderen Korrelationen) durchgeführt.  
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Abbildung 39: Frequenz der hoch- oder runterregulierten HDAC Expression in AML Zellen in Relation 
zu zwei unterschiedlichen Zellpopulationen. 
Bradbury et al. 2005 zeigten, dass es keinen signifikanten Unterschied bei der Analyse der HDAC Expressions-
veränderungen in AML Zellen gibt, wenn man als Referenz entweder PBMCs oder CD34+ (MPBs) verwendet. 
Es wurden beispielhaft die Ergebnisse von Bradbury et al. 2005 für die von uns analysierten HDACs im Ver-
gleich mit den unterschiedlichen Referenzen dargestellt. 
 

Da sich im Gegensatz zu den Korrelationen der HDAC Expression mit AML-Subtypen, wo 

nur der Subtyp M1 deutlich höhere Expressionslevel aufzeigte und die anderen Subtypen sehr 

ähnliche Werte aufwiesen, bei der Verteilung des Blastengehalts deutliche Unterschiede zwi-

schen allen AML-Subtypen zeigten, war eine verfälschende Beeinflussung der Korrelationen 

der HDAC Expression mit den Subtypen aufgrund den Blastengehalt unwahrscheinlich, was 

durch die entsprechende statistische Korrelationsanalysen der HDAC Expression mit CD34+ 

Gehalt, als auch durch eine entsprechende statistische Multivarianzanalyse (HDAC Expressi-

on, AML-Subtypen und CD34+ Zellen) bestätigt werden konnte.  

4.1.3.2 Korrelation HDAC Expressionsmuster mit zytogenetischen Aberrationen 

Die Multivarianzanalysen, sowie die vergleichenden Analysen, der Korrelationen zwischen 

HDAC Expressionsleveln mit zytogenetischen Aberrationen und deren Verteilung in AML-

Subtypen zur Überprüfung eines möglichen Einflusses auf die Signifikanz der AML-

Subtypspezifischen HDAC Expressionsleveln zeigten, dass die Identifikation des AML-

Subtyps M1 auch in diesem Kontext nichts an Signifikanz einbüsst.  

Dass die Verteilung der zytogenetischen Aberrationen in den AML-Subtypen keinen Einfluss 

auf die Signifikanz der subtypspezifischen HDAC Expression hat, zeigt sich dadurch, dass die 

HDAC Expressionen mit den gleichen zytogenetischen Aberrationen bei AML M1 signifikant 
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stärkere Expressionssteigerungen zeigen, als bei AML M5a (3.1.3), was darauf hinweist, dass 

bei AML M1 noch andere Faktoren vorhanden sind, die für diese zusätzliche Expressionsstei-

gerung verantwortlich sind. Es konnten also nicht nur signifikante Korrelationen zwischen 

HDAC Expression mit bestimmten AML-Subtypen, als auch mit bestimmten zytogenetischen 

Aberrationen identifiziert werden, sondern weiterhin gezeigt werden, dass bei gleichen zyto-

genetischen Aberrationen die Expressionen in AML M1 signifikant höher gesteigert sind.  

Im Zusammenhang mit den zytogenetischen Aberrationen ist auch das Fehlen einer Korrelati-

on der HDAC Expressionen mit Überleben zu erwähnen. Während bei manchen Tumoren 

schon Korrelationen der HDAC Expressionen mit Überleben aufgezeigt wurden (4.1.5), traten 

bei den vorliegenden Analysen keine Korrelationen der AML-Subtypspezifischen HDAC 

Expressionen mit Überleben auf. Dies könnte zum einen darin begründet sein, dass in der 

AML96 Studie (aus der die Proben stammen) noch keine HDACis eingesetzt wurden und sich 

somit keine Korrelationen mit Überleben aufgrund direkter Effekte, sondern nur aufgrund von 

indirekten Effekten (4.1.5.3) der HDAC Expression auf die AML Therapie ergeben konnten. 

Zum anderen könnte es daran liegen, dass bei AML besonders das Vorkommen von zytogene-

tischen Aberrationen Einfluss auf die Prognose und Überleben hat und dass die HDAC Ex-

pressionslevel sich bei zytogenetischen Aberrationen mit positiver und negativer Prognose 

nicht signifikant unterschieden, sondern signifikante Expressionsunterschiede bei AML mit 

Standardrisiko aufzeigten, was darauf hindeutet, dass bei fehlendem HDACi Einsatz der Ein-

fluss der zytogenetischen Aberrationen und anderen z.T. noch unbekannten Faktoren über-

wiegt. Weiterhin könnte das Level bzw. die Ausprägung der HDAC Expressionsunterschiede 

nicht ausreichend sein, um ohne HDACi Einsatz signifikanten Einfluss auf die Überlebensrate 

zu zeigen. 

4.1.3.3 Korrelation HDAC Expressionsmuster mit Karyotyp 

Während die Korrelationen mit zytogenetischen Aberrationen die stärksten HDAC Expressi-

onssteigerungen bei AML mit Standardrisiko aufzeigten, ergaben sich bei der Korrelation mit 

dem Karyotyp entsprechend die stärksten HDAC Expressionssteigerungen bei AML mit nor-

malem Karyotyp, was erstere Analysen unterstützt. Da der normale Karyotyp vergleichbar ist 

mit der Gruppe von AML mit Standardrisiko ohne die Aberrationen, (die keinen Effekt auf 

die Prognose haben,) könnte man des Weiteren folgern, dass speziell die AML ohne Aberrati-

onen gesteigerte HDAC Expressionslevel haben. Während also HDACs in den meisten AML 

mit zytogenetischen Aberrationen aufgrund von Fehlregulierung in Korepressokomplexen 
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verstärkt aktiv sind, werden sie in AML ohne zytogenetische Aberrationen verstärkt expri-

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

4.1.4 Aufdeckung weitere Korrelationen 

4.1.4.1 Korrelation HDAC Expressionsmuster mit unerwünschten Nebenwirkungen 

Im Zusammenhang der Korrelation geringerer SIRT1 Expressionssteigerungen mit An-

tithrombin (ATIII), wäre eine über den Acetylierungsgrad beeinflusste Regulation der An-

tithrombin Expression oder und Proteinfunktion denkbar; wobei bekannt ist, dass die (konsti-

tutive) Expression des humanen Antithrombin Gens vom Zusammenspiel aktivierender 

(C/EBPα (CCAAT enhancer-binding protein), HNF4 (hepatocyte nuclear factor 4)) und 

hemmender (TRα (thyroid hormone receptor α), HNF3) Transkriptionsfaktoren abhängt. Da 

für einige dieser Transkriptionsfaktoren ebenfalls eine Regulation durch HDACs bekannt ist, 

wie z.B. für HNF4 (Yamashita, et al 2003) und C/EBPα (Zuo, et al 2006), welche die An-

tithrombin Expression aktivieren und durch über HDACs gehemmt werden, ist ein aktivieren-

der Einfluss der geringeren HDAC bzw. SIRT1 Expressionsstärke auf die Antithrombin Kon-

zentration zu erklären. 

Für die Korrelationen der gesteigerten HDAC6 Expression mit verstärktem Auftreten von 

Proteinurie sind in der Literatur bisher noch keinen direkten Studien bzw. Zusammenhänge 

bekannt, aber aufgrund der bekannten Funktionen von HDACs können folgende putativen 

Zusammenhänge bzw. Ursachen aufgeführt werden: 

Im Zusammenhang mit Proteinurie ist bekannt, dass Diabetes ein Risikofaktor ist und dazu 

führen kann, dass die Nephronen geschädigt sind und sich eine Proteinurie ausbilden kann. 

Weiterhin ist bekannt, dass Modifikationen des Histon Acetylierungsgrads die Chromatin 

regulierte Insulin Transkription beeinflussen können und es gibt immer mehr Hinweise einer 

Verbindung dieser Mechanismen mit der Pathogenese von Diabetes (Gray and De Meyts 

2005, Lawless, et al 2009). Speziell für SIRT1 und 4 (4.1.5.2) sind Beeinflussungen der Insu-

linsensitivität nachgewiesen (Haigis, et al 2006, Stolzenberg-Solomon, et al 2005, Yoshizaki, 

et al 2009). In diesem Kontext könnte die erhöhte HDAC Expression entsprechend (über Ver-

änderung des Acetylierungsgrads die Chromatin regulierte Insulin Transkription einen negati-

ven Einfluss auf die Nephronen haben und) die Entstehung einer Proteinurie begünstigen, was 

eine mögliche Erklärung dieser Korrelation sein könnte. 
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4.1.4.2 Korrelation HDAC Expressionsmuster mit kompletter Remission und Rezidiv 
Auftreten  

Obwohl die analysierten AML Patienten in der Studie keine HDAC-Inhibitor Therapie erhiel-

ten, konnten statistisch signifikante Korrelationen gesteigerter HDAC Expressionen mit ge-

steigerter kompletter Remission (besonders nach Induktionstherapie 2) aufgedeckt werden 

(3.1.6), welche mit den zellulären Konsequenzen der HDAC Expressionsveränderungen in 

den AML Zellen (4.1.5) und entsprechenden Korrelationen in anderen Tumoren mit Tumo-

rinvasivität und Tumorangiogenese (Ashraf, et al 2006, Bradbury, et al 2005, Lee, et al 2008, 

Marquard, et al 2008, Osada, et al 2004, Saji, et al 2005, Yang, et al 2008) erklärt werden 

können, welche im Detail unter (4.1.5) aufgeführt, zusammengefasst (Tabelle 18) und disku-

tiert werden. Unter 4.1.5.1.2 wird auch die „doppelte“ Korrelation von gesteigerter HDAC6 

Expression mit kompletter Remission (3.1.6), als auch mit verstärktem Rezidivauftreten 

(3.1.6) diskutiert. 

4.1.5 Identifizierte HDACs mit Expressionsveränderungen im Kontext physiolo-
gischer Funktionen und onkogenem Potential – was sind AML relevante 
Ziele?  

Die vorliegenden Ergebnisse der Genexpressionsveränderungen der HDACs in AML ohne 

Differenzierung der Subtypen können mit den Tendenzen (des kleinen Probenpools) von 

Bradbury et al. 2005 verglichen werden, welche allerdings keine Aussagen über das Ausmaß 

der Expressionsveränderungen lieferte, und bestätigen diese, bis auf HDAC5 und HDAC9. 

Während HDAC5 nur verringerte Expression und HDAC9 sowohl verringerte, als auch ge-

steigerte Expression in der Studie von Bradbury et al. 2005 zeigte, ergab die vorliegende Ar-

beit für HDAC5 nicht nur verringerte, sondern auch gesteigerte Expressionen und für HDAC9 

nur gesteigerte Expressionslevel (mit starker Ausprägung). Da das Probenkollektiv der vor-

liegenden Studie fast drei mal so groß ist, wie das der Studie von Bradbury et al. 2005, sind 

die Daten dieser Studie statistisch signifikanter und ist es wahrscheinlich, dass in der damali-

gen Studie entsprechende Fälle nicht erfasst wurden. 

Um die Bedeutung, Auswirkungen und möglichen Folgen dieser identifizierten HDAC Ex-

pressionsänderungen, sowie daraus ableitbare therapeutische Möglichkeiten zu offenbaren, 

werden im Folgenden die einzelnen HDACs, die in ihrer Expression in AML verändert wa-

ren, im Kontext ihrer bekannten onkogenen Potentiale (Korrelationen in anderen Tumoren) 

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

physiologischen Funktionen diskutiert. 
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4.1.5.1 Klasse II HDACs mit veränderter Expression in AML 

Obwohl der Fokus bisheriger Studien auf Korrelationsanalysen von Klasse I HDACs lag, sind 

auch für Klasse II HDACs einige Korrelationen zwischen veränderter Expression und Tumo-

ren bekannt. 

Klasse I HDACs wurden in den vorliegenden Analysen nicht berücksichtigt, da sie keine Ge-

nexpressionsveränderungen in AML aufweisen (Bradbury, et al 2005), was darauf hindeutet, 

dass das onkogene Potential von Klasse I HDACs bzw. ihre Beteiligung an der Pathogenese 

von AML hauptsächlich auf der Fehlregulierung durch Rekrutierung in Korepressorkomple-

xen basiert. 

4.1.5.1.1 HDAC5 

Die Feststellung, dass höhere HDAC5 Expression mit kompletter Remission (nach Indukti-

onstherapie II) bei AML korreliert, wird durch Ergebnisse von Studien bei Lungenkrebs un-

terstützt, in denen eine reduzierte HDAC5 Expression hoch signifikant (P = 0,0006) mit 

schlechterer Prognose korrelierte und HDAC5 als unabhängiger Marker für Kurzzeitüberle-

ben hervorgehoben wurde (Osada, et al 2004). In der Studie von Osada et al. 2004 wurden 

neben HDAC5 auch die anderen Mitglieder der Klasse II HDACs mit der Störung der Regula-

tion der Differenzierung und Proliferation von Lungenepithelzellen und Krebsentstehung (ü-

ber Transkriptionsfaktoren, die durch verringerte Expression von Klasse II HDACs in ihrer 

Aktivität gesteigert werden,) in Verbindung gebracht.  

Weiterhin wurden verringerte Expressionen in Nieren- und Blasentumoren und eine gesteiger-

te HDAC5 Expression in kolorektalen Tumoren aufgezeigt (Ozdag, et al 2006).  

Zur Funktion von HDAC5 ist bekannt, dass es mit dem Trankriptionsfaktor GATA-1 inter-

agiert und eine Funktion bei der erythroiden Differenzierung spielen könnte (Watamoto, et al 

2003). 

Die Veränderungen von HDAC5 waren bei unseren Analysen zum einen nicht besonders aus-

geprägt und zum anderen traten sowohl gesteigerte, als auch verringerte Expressionen auf, 

was unter anderem auch ein Grund sein könnte, dass keine weiteren signifikanten Korrelatio-

nen auftraten. 

4.1.5.1.2 HDAC6  

Besonders interessant ist die in den AML Zellen identifizierte Expressionssteigerung von 

HDAC6 (speziell in AML M1 und AML mit Standardrisiko), da vorherige Studien eine signi-

fikante Verbindung zwischen Prognose und HDAC6 Expression in verschiedenen Tumoren, 

speziell auch in hämatologischen Krankheiten nachweisen konnten, in dem gezeigt wurde, 
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dass eine erhöhte HDAC6 Expression mit erhöhten Überlebenszeiten korrelierte und zwar 

unabhängig von der Tumoraggressivität in kutanen T-Zell-Lymphomen (CTCL) (Marquard, 

et al 2008), der ersten Tumorart für die HDACis zur Therapie zugelassen wurden (Marks and 

Breslow 2007, Marquard, et al 2008, Weichert 2009).  

Weiterhin wurden Veränderungen der HDAC6 Expression in Lungenkarzinomen (Osada, et 

al 2004) und Östrogenrezeptor-positivem Brustkrebs (Saji, et al 2005, Zhang, et al 2004) 

nachgewiesen, wobei höhere HDAC6 Expressionen in kleineren Tumoren und geringeren 

histologischen Schweregraden auftraten und gesteigerte HDAC6 Expression immer signifi-

kant mit verbesserter Prognose und Überleben korrelierte. 

In diesem Kontext war die HDAC6 Expressionssteigerung in den AML Zellen ein viel ver-

sprechender Kandidat im Hinblick auf Korrelationen mit Prognose und Überleben, wobei 

unsere Korrelationsergebnisse zwar eine signifikante Korrelation zu gesteigerter kompletter 

Remission (besonders nach IT2) zeigten, aber auch eine signifikante Korrelation zu Rezidi-

vauftreten und keine Korrelation zu Überleben ergaben.  

Eine mögliche Erklärung für die Korrelation mit kompletter Remission, (in unserem Fall be-

sonders nach IT2) (obwohl im Rahmen dieser Studie noch keine HDACi eingesetzt wurden) 

könnte darin bestehen, dass HDAC6 ein positiver Regulator der Zellzyklusprogression ist 

(Wickstrom, et al 2009), was die Zellen besonders anfällig macht für zytostatische AML The-

rapien, wie Daunorubizin und Ara-C, welche durch Einbau in die DNA während der Replika-

tion Zellzyklustopp und Apoptose induziert (vgl. 1.2.5.2).  

Die zusätzliche Korrelation von HDAC6 mit stärkerem Rezidivauftreten kann zumindest zum 

Teil dadurch erklärt werden, dass HDAC6 die erste Histon-Deacetylase war, die als einzelne 

HDAC für die onkogene Transformation und Tumorbildung nötig ist (Lee, et al 2008).  

Folglich lassen sich somit sowohl die Korrelationen der gesteigerten HDAC Expression mit 

gesteigertem Rezidivauftreten, welche im Zusammenhang steht mit der durch HDAC6 indu-

zierten onkogenen Transformation und Tumorbildung, als auch die Korrelation mit besserem 

Ansprechen auf Zytostatikatherapie (besonders IT2), durch die aufgrund der Stimulierung des 

Zellzyklus gesteigerten Anfälligkeit für den Einbau in die DNA während der Replikation, 

erklären. 

Demgegenüber offenbarte die Analyse (einer Untergruppe bestehend aus) Östrogenrezeptor 

positiver Brustkrebspatienten, welche mit dem Östrogenrezeptor-Antagonisten Tamoxifen 

behandelt wurden, eine Korrelation von HDAC6 Expression mit gesteigerter Rezidiv-freier 

Zeit und Gesamtüberleben, wobei HDAC6 als unabhängiger prognostischer Faktor identifi-

ziert wurde, wobei die zu der Korrelation bei AML Patienten gegenläufige Korrelation einer 
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verringerten Rezidivrate bei gesteigerter HDAC6 Expression bei östrogenpositiven Brust-

krebspatienten wohl auf Interaktion von HDAC6 mit dem Östrogenrezeptor basiert. So konnte 

gezeigt werden, dass HDAC6 ein Östrogen reguliertes Gen ist (Östrogen stimuliert HDAC6 

Expression) und dass Tamoxifen die HDAC6 induzierte Deacetylierung von Tubulin (s.f.) 

und die damit verbundene Erhöhung der Motilität verhindert (Saji, et al 2005), was eine Er-

klärung für geringeres Rezidivauftreten bei dieser speziellen Patientengruppe sein könnte.  

Die Deacetylierung von α-Tubulin, welche zur Destabilisierung von dynamischen Mikrotubu-

li (Matsuyama, et al 2002) und gesteigerter Motilität und Migration führt, ist eine wichtige 

Funktion von HDAC6 (Haggarty, et al 2003, Parmigiani, et al 2008, Saji, et al 2005) 

(Abbildung 40, Abbildung 41). In diesem Kontext wurde auch eine Beteiligung von HDAC6 

an der Metastasierung von Lungenkrebs (in vitro) über Beeinflussung der TGF-β SMAD3 

Kaskade nachgewiesen (Shan, et al 2008).  

Im Zusammenhang mit Brustkrebs wurde gesteigerte HDAC6 Expression, die besonders aus-

geprägt in östrogen- und Progesteronrezeptor-positiven Tumoren auftrat, mit verbessertem 

Ansprechen auf endokrine Behandlung korreliert, weshalb HDAC6 auch als prognostischer 

Indikator für Ansprechen auf endokrine Behandlung und für Brustkrebsprogression angese-

hen wird (Zhang, et al 2004).  

HDAC6 spielt ebenfalls bei der Tumorangiogenese eine Rolle, da es die transkriptionale Ak-

tivität von HIF-1α, welcher die Transkription von in die Tumorangiogenese involvierten Ge-

nen anschaltet, reguliert bzw. aktiviert und durch direkte Interaktion den Abbau von HIF-1α 

hemmt und somit die Tumorangiogenese fördert (Qian, et al 2006a) (Abbildung 40, 

Abbildung 41). Außerdem führt HDAC6 Knockout zu Abbau von VEGFR1 und 2 und könnte 

auch über HSP vermittelten proteosomalen Abbau von VEGFRs an der Angiogenese beteiligt 

sein (Park, et al 2008). 

In diesem Zusammenhang ist eine weitere wichtige Funktion von HDAC6 hervorzuheben, die 

in der Deacetylierung und Aktivierung der Chaperonfunktion von Hsp90 besteht, dessen Inak-

tivierung durch HDCA6 Inhibierung zum Abbau von Wachstumsfördernden und Überlebens-

fördernden Proteinen wie Bcr-Abl Onkoproteinen, als auch Rezeptor Tyrosinkinasen (FLT3) 

in leukämischen Zellen (K562) führt (Bali, et al 2005, Whitesell and Lindquist 2005) 

(Abbildung 40, Abbildung 41). In diesem Zusammenhang ist ein besonderer synergistischer 

Therapieerfolg zu erwarten bei Kombination von HDAC (6) Inhibitoren mit FLT3 Inhibitoren 

bei Tumoren, die durch amplifizierte oder mutierte Tyrosin Kinasen angetrieben werden, wie 

es bei vielen (30-35 % (Gilliland and Griffin 2002)) AML Patienten (schlechte Prognose) der 

Fall ist (Lane and Chabner 2009, Whitesell and Lindquist 2005). 
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HDAC6 ist außerdem eine spezifische Deacetylase von Peroxiredoxinen und darüber an der 

Regulation des Redox-Zustands der Zelle beteiligt, indem es Peroxiredoxine (Prx I und II) 

über Deacetylierung inhibiert und somit deren antioxidative Wirkung hemmt (Parmigiani, et 

al 2008) (Abbildung 40, Abbildung 41). Obwohl HDAC6 in diesem Fall die antioxidative 

Abwehr zu schwächen scheint, wurde ebenso gezeigt, dass HDAC6 knockout dazu führt, dass 

die Zellen sich nicht von oxidativem Stress erholen (Kwon, et al 2007).  

Weiterhin bindet und führt HDAC6 poly-ubiquitylierte fehlgefaltete Proteine zu Aggresomen 

(Kawaguchi, et al 2003) und eine Hemmung von HDAC6 macht Zellen entsprechend sensiti-

ver für Stress durch fehlgefaltete Proteine bzw. toxische Mikroaggregate in der Zelle, was 

zum Zelltod führen kann (Hideshima, et al 2005). 

Entsprechend der beschriebenen HDAC6 Funktionen haben HDAC6 knockout Mäuse in vie-

len Organen hyperacetyliertes Tubulin, gesteigerte Acetylierung und verminderte Aktivität 

von Hsp90 (Zhang, et al 2008) und erholen sich nicht von oxidativem Stress (Kwon, et al 

2007) und es ist nicht verwunderlich, dass HDAC6 die erste spezifische Histon-Deacetylase 

ist, die als einzelne HDAC für eine effiziente onkogene Transformation und Tumorbildung 

nötig ist (Lee, et al 2008). Die herausragende Rolle von HDAC6 in Zusammenhang der Tu-

morbiologie und speziell mit Veränderungen in zellulären Vorgängen in AML Zellen (im 

Vergleich zu den anderen HDACs mit identifizierten charakteristischen Genexpressions-

veränderungen in AML Zellen) wird in den zusammenfassenden Übersichten (Abbildung 40, 

Abbildung 41) und Tabellen (Tabelle 18) noch einmal besonders deutlich. Aufgrund der mul-

tiplen tumorrelevanten zellbiologischen Funktionen ist HDAC6 ein gutes Beispiel für die (zu-

sätzlichen) HDAC-Effekte nicht epigenetischer Natur. 

4.1.5.1.3 HDAC9 

Auch HDAC9 interagiert mit transkriptionalen Repressoren und Korepressoren, welche in die 

Pathogenese von hämatologischen Neoplasien involviert sind, wie z.B. N-CoR (Amann, et al 

2001, Wang, et al 1998b) und es wurde entsprechend vorgeschlagen, dass HDAC9 an der 

Hämatopoese beteiligt sein könnte und dass seine Fehlregulierte Expression mit manchen 

Tumoren in Verbindung stehen könnte (Petrie, et al 2003). Dabei bindet HDAC9 an N-CoR, 

welches Teil eines Korepressorkomplexes mit mSin3 und HDAC1 ist und mit ETO in AML 

t(8;21) interagiert (Abbildung 40). Die t(8;21) Translokation zwischen AML1 und ETO tritt 

in 12% der AML auf uns stellt damit die zweithäufigste genetische Veränderung der AML dar 

(Look 1997). Interessanterweise zeigten unsere Ergebnisse, dass t(8;21) die geringsten 

HDAC9 Expressionssteigerungen aller analysierten Gruppen zytogenetischer Aberrationen 

aufwies. Dies könnte damit erklärt werden, dass die verstärkte Interaktion von HDAC9 im 
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Korepressorkomplex eventuell eine stabilisierende Wirkung ausüben könnte, was aufgrund 

einer negativen feedback Regulation (HDAC9 hemmt eigene Expression (Haberland, et al 

2007)) zu einer geringeren HDAC9 Expression führen könnte. 

Im Zusammenhang mit den unterschiedlichen Korrelationsanalysen war bei der Korrelation 

der HDAC9 Expression mit AML M2 eine ähnliche Korrelation zu erwarten, wie bei Korrela-

tion mit Zytogenetik, d.h. geringere Expression, da t(8;21) meistens bei AML M2 auftritt 

(nach der French-American-British (FAB) Klassifikation in ca. einem Drittel karyotypisch 

abnormaler M2), was sich bei den vorliegenden Analysen auch zeigte (mit leicht signifikant 

niedrigerer Expression gegenüber anderen Subtypen). 

Da HDAC9 trotz der so extrem stark ausgeprägten Expressionssteigerungen in AML Zellen 

keinen Einfluss auf Prognose und Überleben zeigte, deutet darauf hin, dass HDAC9 im Ver-

gleich zu den anderen HDACs jedoch nur eine untergeordnete Rolle bzw. einen geringeren 

Einfluss hat. 

 

 
Abbildung 40: Einfluss der HDACs mit veränderter Expression in AML auf Tumorbiologie. 
Dargestellt sind die Auswirkungen der gesteigerten HDAC Expressionen auf Angiogenese, Migration, Prolifera-
tion, Differenzierung, Apoptose und Resistenz gegen oxidativen Stress. Aktivierender Effekt ist durch rote Pfei-
le, inhibierender Effekt durch grüne Balken dargestellt. (weitere Erläuterungen und Referenzen siehe 4.1.5, 
4.1.5.3, eigene Abbildung). 
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4.1.5.2 SIRTUINE mit veränderter Expression in AML 

4.1.5.2.1 SIRT1 und SIRT3 

SIRT1 und SIRT3, welche in fast allen AML Proben hochreguliert waren, sind besonders 

interessant, da sie zusammen alle Zellkompartimente abdecken und u.a. zentrale Funktionen 

bei der Regulation der Apoptose, Stressantwort, und dem zellulären Energiestoffwechsel be-

sitzen (1.1.3.2, (Dransfeld, et al)) und sich zum Teil dabei ergänzen und ähnliche Effekte (ü-

ber unterschiedliche Pfade) haben (3.3.4.2)! Weiterhin sind von den Sirtuinen, welche allge-

mein schon mit Krebspathogenese in Verbindung gebracht wurden (Johnstone 2002, Marks, 

et al 2001a), Neumeister, et al 2002), speziell SIRT1 und SIRT3 (gesteigerte Expression) 

korreliert mit der Tumorprogression bei Brustkrebs, wobei besonders SIRT3 Expression mit 

fortgeschrittener Metastasierung korrelierte, was schon zur Diskussion einer möglichen Nut-

zung von Sirtuin Expressionsmustern in Diagnostik und Prognostik führte (Ashraf, et al 

2006). 

In diesem Zusammenhang ist ebenfalls hervorzuheben, dass speziell das SIRT1 Proteinlevel 

nicht nur in AML Zellen konstitutiv hoch reguliert ist, sondern generell in Krebszellen und 

auch in vielen Krebszelllinien höher ist als in gesunden Zellen (Huffman, et al 2007, Stunkel, 

et al 2007) und es wurde gezeigt, dass SIRT1 auch als Krebs-spezifischer Überlebensfaktor 

fungieren kann (Ford, et al 2005). Es wird angenommen, dass abnormal hohe SIRT1 Level 

eine wichtige Rolle bei dem Überleben von Krebszellen spielen, indem SIRT1 Promotoren 

von Tumor Suppressor Genen stilllegt (wobei SIRT1 Inhibition dabei sogar die stillgelegten 

Gene reaktivieren kann, obwohl Promotor-Hypermethylierung erhalten bleibt) (Pruitt, et al 

2006). Generell scheint SIRT1 das Zellüberleben und die Zellteilung zu stimulieren als Ant-

wort auf Umwelt-Signale oder Signale zur terminalen Differenzierung (Cohen, et al 2004, 

Fulco, et al 2003). Auch SIRT3 wirkt stressinduziert antiapoptotisch über Deacetylierung von 

Ku70 (Sundaresan, et al 2008), wodurch die Interaktion von Ku70 mit Bax induziert wird, 

welche die Bax induzierte Apoptose blockiert. 

Die Hochregulation in Krebszellen mit den beschriebenen Korrelationen und die beschriebe-

nen protektiven Funktionen von SIRT1 und SIRT3 deuten darauf hin, dass ihre Überexpressi-

on auch in AML durch eine Steigerung des Energiemetabolismus bzw. ATP-Produktion, bei 

gleichzeitiger Verringerung der ROS Konzentration, sowie durch Inhibition der Apoptose 

(1.1.3.2), zu Überlebensvorteilen führt (da nachgewiesen wurde, dass (Überexpression von), 

wobei speziell SIRT3 (über verschiedene Mechanismen) die Abwehr von ROS steigert (Kim, 

et al, Schlicker, et al 2008, Shi, et al 2005) und Überexpression SIRT1 über Deacetylierung 
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zur Inhibition von p53- (Vaziri, et al 2001) und Forkhead- abhängiger Apoptose führt (Araki, 

et al 2004, Brunet, et al 2004, Motta, et al 2004).)  

Zu dem positiven, steigernden Effekt von SIRT1 und SIRT3 auf die ROS-Abwehr sind meh-

rere Ursachen bekannt (1.1.3.5).  

Speziell die Überexpression von SIRT1 und SIRT3 könnte entsprechend ein wichtiger Faktor 

bei der Überlebensfähigkeit von AML Zellen gegenüber toxischen oder differenzierungsindu-

zierenden Chemostatika sein, da die Überexpression von SIRT1 und speziell SIRT3 der ab-

schwächenden Wirkung von HDAC6 auf die antioxidative Abwehr (siehe 4.1.5.1.2). entgegen 

wirkt und diese ausgleicht bzw. insgesamt eine Steigerung der antioxidativen Abwehr bewirkt 

(Abbildung 40, Abbildung 41). Die protektive Rolle von SIRT1, welche bei unseren Analysen 

neben HDAC9 die höchsten Expressionssteigerungen aufzeigte, wird anhand der Studie von 

Bradbury et al. 2005 verdeutlicht, da sie zeigten, dass AML Blasten mit den geringsten SIRT1 

Leveln (bei ansonsten gleich hohen HDAC Expressionen) am sensitivsten waren für HDAC-

inhibitor (VPA) induzierte Apoptose (Bradbury, et al 2005).  

Die Zytostatikatherapie der AML beinhaltet auch Daunorubicin, welches neben Einbau in die 

DNA auch als ROS agiert und den ROS Stress in Tumorzellen erhöht, welcher über die durch 

SIRT1 und SIRT3 erhöhte ROS Abwehr gesenkt werden könnte, was wiederum für eine Ein-

beziehung von Sirt1 und 3 Inhibitoren in die AML HDAC-Inhibitortherapie spricht. 

4.1.5.2.2 SIRT4 und SIRT5 

Über die ADP-Ribosyltransferasen SIRT4 und SIRT5, die einzigen mitochondrialen Sirtuine 

neben SIRT3, ist noch nicht viel bekannt. 

SIRT4 zeigt keine Deacetylaseaktivität (North, et al 2003) und ribosyliert das metabolische 

Enzym Glutamat-Dehydroganese (GDH), wodurch dessen Aktivität inhibiert wird, was wie-

derum die ATP Produktion reduziert, da die Glutamat-Dehydrogenase Glutamat in α-

Ketoglutarat umwandelt, welches für die ATP Produktion benötigt wird (Haigis, et al 2006, 

Kelly and Stanley 2001). Entsprechend wirkt SIRT4 antagonistisch zu SIRT3, so dass als 

Folge der starken Reduktion der SIRT4 Expression in AML Zellen die aktivierende Wirkung 

von SIRT3 auf den Energiemetabolismus (ATP Produktion) noch verstärkt wird. 

In diesem Kontext könnte man die Korrelation von geringerem Abfall der SIRT4 Expression 

mit vermehrter kompletter Remission (nach IT2) zum Teil damit erklären, dass ein geringerer 

Abfall der SIRT4 Expression zu einer stärkeren antagonistischen Wirkung zu SIRT3 führen 

könnte und entsprechend eventuell etwas mehr der steigernden Wirkung auf den Energieme-

tabolismus entgegengewirkt werden könnte. 
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Zusammenhänge mit Tumoren sind für SIRT4 bisher nur bei Bauchspeicheldrüsenkrebs be-

kannt, wobei SIRT4 die Insulinsekretion hemmt und gezeigt wurde, dass höhere Insulinlevel 

mit erhöhtem Bauchspeicheldrüsenkrebsrisiko korrelieren (Haigis, et al 2006, Stolzenberg-

Solomon, et al 2005). 

 

SIRT5 ist wie SIRT3 ein mitochondriales Matrix Protein und deacetyliert und aktiviert die 

Carbomyl-Phosphat-Synthetase 1 (CPS1, mitochondriales Protein) (Nakagawa, et al 2009, 

Ogura, et al), welche wiederum den initialen Schritt des Harnstoffzyklus für die Ammoniak-

Detoxifikation und Beseitigung (wichtig beim Fasten) katalysiert (Jackson, et al 1986).  

Interessanterweise deacetyliert SIRT5 Cytochrom C, ein Protein des Intermembranraums mit 

zentralen Funktionen im oxidativen Metabolismus (Elektronentransfer von Komplex III zu 

IV) und Apoptose Induktion (Aktivierung Apoptosekaskade über Komplexbildung mit Apaf-

1) (Schlicker, et al 2008). Dabei muss die physiologische Signifikanz noch geklärt werden. 

Wie für SIRT3 wird auch für SIRT5 eine mögliche Deacetylierung von p53 diskutiert 

(Michishita, et al 2005), aber es gibt keine nachgewiesenen Korrelationen zwischen SIRT5 

und Krebs. Aus diesem Grund und auch aufgrund der uneinheitlichen, d.h. sowohl leicht ge-

steigerten und reduzierten Expression, fällt SIRT5 bei der Diskussion möglicher Auswirkun-

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

 

Tabelle 18: Übersicht über HDAC Expressionsanalysen und Korrelationen mit Tumoren und AML (in 
der Literatur inklusive der Daten der vorliegenden Arbeit).  
CTCL = kutanes T-Zell Lymphom, LK = Lungenkrebs, BK Brustkrebs, BSP = Bauchspeicheldrüsenkrebs 
 
HDAC Expressions-  Tumor-   Korrelation mit Tumor Referenz 

  veränderung  art  -Entwicklung, -Progression, -Prognose   
HDAC5 Abnahme LK unabhängiger Marker für Kurzzeitüberleben Osada et al. 2004 

 Steigerung/  AML  geringere Level korrelieren mit geringerer  eigene Ergebnisse 
 Abnahme  kompletter Remission  

HDAC6 Steigerung CTCL verbesserte Überlebenszeit unabhängig   Marquard, et al  
   von Tumoraggressivität 2008 
 Steigerung LK verbesserte Prognose / Überleben Osada, et al 2004 

 Steigerung BK verbesserte Prognose / Überleben 
Saji, et al 2005 

Zhang, et al. 2004 

 
besonders in 
Progesteron-  

besseres Ansprechen endokriner  
Behandlung  Zhang, et al. 2004 

 Rezeptor-pos.    
 Steigerung in vitro verringerte Tumorzellinvasivität (in vitro)  Yang, et al 2008 
   benötigt für effiziente onkogene Trans- Lee, et al 2008 
   formation und Tumorbildung    
   Aktivierung der Tumorangiogenese Qian, et al 2006 
 Steigerung AML  gesteigerte komplette Remission nach IT2  eigene Ergebnisse 
   gesteigertes Rezidivauftreten   

HDAC9 Steigerung AML  keine  eigene Ergebnisse 
     

SIRT1 Steigerung BK Korrelation mit Tumorprogression  Ashraf, et al 2006 
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 Steigerung AML gesteigertes Überleben toxischer oder  Bradbury et al. 2005 
   differenzierungsinduzierender Substanzen   
   (in vitro)  
 Steigerung AML  gesteigerte komplette Remission  eigene Ergebnisse 
      (besonders nach IT2)   

SIRT3 Steigerung BK mit fortgeschrittener Metastasierung Ashraf, et al 2006 
 Steigerung AML gesteigerte komplette Remission  eigene Ergebnisse 
   (besonders nach IT2)  
     

SIRT4 Steigerung BSK gesteigerte Insulinresistenz und  Stolzenberger-Solo- 

   positive Assoziation mit Bauchspeichel- mon et al. 2005, 

   drüsenkrebs Haigis, et al 2006 
 Abnahme AML gesteigerte komplette Remission   eigene Ergebnisse 
      (besonders nach IT2)   

SIRT5     
 Steigerung/ AML  gesteigerte komplette Remission   eigene Ergebnisse 
   Abnahme   (besonders nach IT2)   

4.1.5.3 Auswirkungen und mögliche Folgen identifizierter HDAC Expressionsverände-
rungen 

4.1.5.3.1 HDAC Expressionsveränderungen in AML und gesteigerte ROS Abwehr 

Die Ergebnisse dieser Arbeit könnten darauf hindeuten, dass sich Krebszellen bzw. in diesem 

Fall speziell AML Zellen durch die Überexpression von SIRT1 und SIRT3 eine gesteigerte 

ROS Abwehr sicherstellen und dadurch eine Erhöhung der ROS Produktion durch die erhöhte 

Respiration verhindern bzw. ausgleichen könnten (vgl. 4.1.5.2.1) (wobei der ohnehin in 

Krebszellen gesteigerte Energieumsatz durch die deutliche Reduktion von SIRT4 in fast allen 

AML Proben noch mal gesteigert wird (4.1.5.2.2)). Ein Wegfall dieses Schutzmechanismus 

kommt bei AML / Krebszellen bei dem Einsatz von HDACi entsprechend viel mehr zum Tra-

gen, als bei gesunden Zellen mit einem geringeren Aufkommen von ROS, so dass es in 

Krebszellen zum starken Anstieg der ROS und Apoptose kommt. Die entscheidende Rolle 

von ROS bei der HDACi Therapie bzw. Wirkung auf Krebszellen wird auch dadurch verdeut-

licht, dass Resistenz von Krebszellen gegen HDACi mit einer erhöhten Kapazität der Krebs-

zellen gegenüber ROS (z.B. durch gesteigerte Aktivität von Thioredoxin und Peroxiredoxie-

nen und Redoxproteinen die beim Schutz vor ROS eine Rolle spielen) assoziiert ist (Marks 

and Xu 2009).  

Die Feststellung, dass bei AML neben HDAC9 ganz besonders SIRT1, SIRT3 und HDAC6 

signifikant hochreguliert sind, was zu einer stark erhöhten ROS Abwehr der AML Zellen 

führt, weist in diesem Zusammenhang auf eine Kombinationsbehandlung aus spezifischen 

HDACi gegen SIRT1, 3 und HDAC6 hin, mit dem Ziel einer Aufhebung bzw. Reduktion der 

erhöhten ROS-Abwehr als Schutz der Krebszellen vor den negativen Folgen von ROS, als 

besonders viel versprechend.  
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4.1.5.3.2 Zusammenfassende Übersicht der gemeinsamen möglichen Folgen der HDAC Ex-
pressionssteigerungen in AML – Überlebensvorteile für AML Zellen und Ansatz-
punkt für neue HDAC-Inhibitor-Cocktails? 

Veränderungen der HDAC Expression in AML Zellen/Patienten sind (wie beschrieben 

(4.1.5)) in unterschiedliche Mechanismen mit Effekten auf die Tumorbiologie (Tumorangio-

genese, -Migration / -Invasivität, -Proliferation, -Differenzierung, Apoptose und ROS Abwehr 

(4.1.5), Abbildung 40, Abbildung 41) involviert und wirken dabei auch über chromatinunab-

hängige Pfade.  

HDACs, die in den Analysen in allen AML Proben als hoch reguliert identifiziert wurden, 

waren SIRT1, SIRT3 und HDAC9 und bis auf wenige Ausnahmen HDAC6, welche alle auch 

spezifische Interaktionen mit nicht-Histon-Proteinen besitzen und alle einzeln und syner-

gistisch, kummulativ über ihre zellulären Funktionen zu einem Überlebensvorteil der AML 

Zelle führen können (Abbildung 41).  

 
Abbildung 41: HDAC-Expressionsveränderungen in AML Zellen und deren zellulären Auswirkungen, 
sowie ableitbare ergänzende HDAC-Inhibitor und Aktivator-Therapie 
Rote senkrechte Pfeile zeigen Steigerung, grüne eine Reduktion der Genexpression an und schwarze waagerech-
te zeigen den Mechanismus bzw. die sich ergebenden Auswirkungen an. Reduktion der SIRT4 Expression, ei-
nem GDH Inhibitor, führt zu gesteigerter GDH Aktivität, was gesteigerten Zitratzyklus und ATP Produktion 
induziert (4.1.5.2.2). Anstieg der SIRT1 und 3 Expression bewirkt gesteigerte Respiration und ATP Produktion, 
gesteigerte ROS-Abwehr, Inhibierung von p53 und forkhead Transkriptionsfaktoren und Apoptose Inhibition 
(4.1.5.2.1). Anstieg von HDAC6 aktiviert die Proliferation (Zellzyklus) und die  Migration und hemmt ebenfalls 
die Apoptose (4.1.5.1.2). Waagerechte Pfeile außerhalb der Zelle deuten eine mögliche therapeutische Beeinflus-
sung an: 1) weitere Aktivierung von HDAC6 (gleichzeitig zu Zytostatika Therapie) könnte die AML Zellen 
sensitiver für Zytostatika Therapie machen, aufgrund gesteigertem Zellzyklus (4.1.5.1.2); 2) Aktivierung von 
SIRT4 würde GDH Aktivität und ATP Produktion senken; 3) Inhibition von SIRT1 und 4) SIRT3 würde deren 
positiven Effekt auf ATP Produktion und ROS Abwehr hemmen und die AML Zellen anfälliger für ROS-Stress 
(Daunorubizin agiert auch als ROS) und Apoptoseinduktion durch die Zytostatika Therapie machen (4.1.5.3.1). 
(Referenzen siehe Text) 
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Durch die Identifizierung dieser Klasse II und III HDACs mit Expressionsveränderungen in 

AML und den sich daraus ergebenden Auswirkungen auf die Tumorbiologie und durch die 

Entwicklung spezifischerer HDAC Inhibitoren können gezielte neue HDAC-

Inhibitortherapien entwickelt werden. Dabei könnten die Veränderungen in gezielter Inhibiti-

on und evtl. Aktivierung von Klasse II und III HDACs in Ergänzung zu der Inhibierung der 

Klasse I HDACs liegen, da Klasse I HDACs aufgrund ihrer Funktionen in der Pathogenese 

von AML (Rekrutierung in fehlregulierten Korepressorkomplexen und nicht auftretender sig-

nifikanter Expressionsunterschiede in AML Zellen), immer (als Gruppe) in die Therapien 

eingeschlossen werden. 

Im Hinblick auf eine ableitbare Optimierungen der HDACi Therapie ist zu analysieren, ob 

trotz der vielfältigen Effekte der HDAC6 Expressionssteigerung auf Tumorinduktion, -

Progression und -Angiogenese ein Ausbleiben einer Hemmung oder sogar eine gezielte zu-

sätzliche Aktivierung der Expression oder Aktivität von HDAC6 in Kombination mit Inhibi-

tion der Klasse I und III HDACs und Zytostatika sinnvoll wäre, da eventuell aufgrund der 

HDAC6 induzierten Zellzyklussteigerung eine Steigerung der Effektivität der AML Zytosta-

tika-Therapie bewirkt werden könnte, da die AML / Tumorzellen durch einen (zusätzlich) 

gesteigerten Zellzyklus noch anfälliger für die zytostatische Behandlung sein könnten, was 

auch eine Erklärung für die identifizierte Korrelation von gesteigerter HDAC6 Expression mit 

Therapieansprechen bzw. kompletter Remission sein könnte. Der kurzzeitige Effekt auf den 

Zellzyklus und die damit einhergehende verstärkte Anfälligkeit für die AML Therapie, könnte 

dabei stärker sein und eine eventuelle Auswirkung auf Tumorprogression überwiegen. Dabei 

sollte durch die Inhibierung von HDAC6 (gezielt durch Tubacin möglich) vor und nach Che-

motherapie, in Ergänzung zu der stetigen Inhibition der Klasse I und III HDACs (speziell 

SIRT1 und 3), die Tumorprogression, -Angiogenese, -Migration und -Invasivität der eventuell 

verbleibenden AML Zellen inhibiert werden und einem Auftreten von Rezidiven entgegen-

wirken.  

Die durch HDAC6 gehemmte Abwehr der reaktiven Sauerstoffspezies könnte aufgrund der 

Inhibierung der Klasse III HDACs, speziell SIRT1 und SIRT3, nicht mehr oder zumindest 

weniger ausgeglichen werden und der ROS Anstieg könnte dadurch voll zum Tragen kommen 

und zusätzlich zur Apoptose beitragen (vgl. 4.1.5).  

Da eine geringere Expression von SIRT4 den positiven, protektiven Effekt durch SIRT1 und 

SIRT3 verstärkt, sollte SIRT4 nicht durch Einsatz eines HDAC Inhibitors gehemmt, sondern 

eher aktiviert werden, um die ATP Produktion der Tumor bzw. AML Zellen zu hemmen.  
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Die identifizierten HDAC Genexpressionsveränderungen in AML Zellen und dargelegten 

putativen neuen Therapieansätzen verdeutlichen, welche Potentiale in der Einbeziehung der 

bisher nicht berücksichtigter Sirtuine (besonders im Hinblick auf ROS induzierte Apoptose 

der Tumorzellen) und dem Einsatz HDAC-spezifischer Inhibitoren liegen. 

Im Zusammenhang mit dem identifizierten AML-Subtyp M1 mit besonders hoch regulierten 

Expressionsleveln der analysierten HDACs ist hervorzuheben, dass dieser Subtyp der einzige 

ist, bei dem neben SIRT1 auch SIRT3 ohne Ausnahme in allen Proben deutlich hoch reguliert 

war. Entsprechend der Ergebnisse zum aktivierenden Effekt von SIRT1 und besonders SIRT3 

auf den Energiemetabolismus (4.1.5.3.1, 4.3.3.5, 1.1.3.5), sowie den gerade beschriebenen 

Mechanismen, könnte dieser Subtyp einen besonders ausgeprägten Überlebensvorteil (durch 

gesteigerte ATP / Energieproduktion bei gleichzeitiger Reduktion der schädlichen ROS besit-

zen) besitzen (Abbildung 41) und eine ausgeprägtere Fähigkeit zum Überleben von toxischen 

oder Differenzierungsinduzierenden, chemotherapeutischen Agentien haben, was in zukünfti-

gen Studien analysiert werden müsste. 

4.1.5.4 In Richtung spezifischer, zielgerichteter AML Therapie – Umsetzbarkeit puta-
tiver neuer spezifischer HDAC-Inhibitor Cocktails  

Die Umsetzung der spezifischen Hemmung bestimmter HDACs unterschiedlicher Klassen 

und eventuell sogar gleichzeitige Aktivierung anderer Mitglieder der HDAC Familie durch 

die Entwicklung von HDAC-Inhibitor-Cocktails wird aufgrund der Homologien der HDACs 

erschwert und so sind bisher meist nur unspezifische HDAC Inhibitoren im Einsatz, welche 

ganze HDAC Klassen (Klasse I und II aufgrund ihrer Zink-Abhängigkeit, z.B. SAHA, 

Valproat) zusammen hemmen (vgl. 1.1.5) und dabei zwar viel versprechende Ergebnisse be-

sonders bei Leukämien zeigen, jedoch ebenfalls zahlreiche Nebenwirkungen (1.1.5) aufwei-

sen (Bruserud, et al 2007), was ebenso wie patientenspezifisches Ansprechen (1.4.2) die 

Notwendigkeit einer Therapieoptimierung wie z.B. Dosisanpassungen verdeutlicht. 

Durch die Entwicklung von spezifischen HDACi (1.1.5) bietet sich mit Bezug auf die darge-

stellten AML spezifischen HDAC Expressionsveränderungen und die beschriebenen Auswir-

kungen auf die Tumorbiologie bei AML die Möglichkeit einen spezifischen HDAC-

Inhibitorcocktail gegen HDAC6, SIRT1 und SIRT3, bestehend aus Tubacin (HDAC6 Inhibi-

tor (Haggarty, et al 2003) und z.B. Hexachlorophen (SIRT1-3 (Sanders, et al 2009)) zusam-

menzustellen und in Kombination (mit bisherigen Therapien und Klasse I HDACis) zu testen. 

Dabei ist hervorzuheben, dass HDACis, die spezifisch einzelne Mitglieder der HDAC Klas-

sen (1.1.3) inhibieren, noch nicht besonders gut charakterisiert und getestet sind, wobei der 

HDAC6 Inhibitor Tubacin am besten untersucht ist und bekannt ist, dass er nicht direkt Apop-
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tose induziert, aber synergistisch mit anderen Chemotherapeutika in Tumorzelllinien wirkt 

(Hideshima, et al 2005). 

Der Mechanismus der bewirkt, dass Tumorzellen deutlich stärker und mit Apoptose auf 

HDACi reagieren, wohingegen gesunde Zellen weniger betroffen sind und eher nur im Zell-

zyklus stehen bleiben ist, wie unter 1.1.5 beschrieben, noch nicht eindeutig geklärt, wobei 

spekuliert wird, dass Krebszellen aufgrund ihrer multiplen Defekte die kritischen Effekte der 

HDACi nicht so gut umkehren bzw. abfangen können, wie gesunde Zellen (Marks and Xu 

2009). Dieser Effekt sollte durch zusätzliche Hemmung von SIRT1 und SIRT3, welche bisher 

nicht miteinbezogen wurden und wichtige protektive Rollen bei der Stressantwort spielen 

(1.1.3.2), noch deutlich gesteigert werden und den Überlebensvorteil der Tumorzellen senken. 

Der Einsatz eines HDAC-Inhibitor-Cocktails erlaubt es auch ganz spezifische Anpassungen 

während eines längeren Therapiezeitraums, wie z.B. die beschriebene stetige Hemmung von 

SIRT1 und SIRT3 und den kurzzeitigen Stopp der HDAC6 Inhibierung kurz vor und während 

der Zytostatika Therapie. 

Nach der Entwicklung solcher HDAC-Inhibitor Cocktails ist die Frage nach der klinischen 

Relevanz / Umsetzbarkeit durch entsprechende in vitro und klinische Studien zu analysieren. 

Dabei sollte aufgrund der identifizierten starken Ausprägung der HDAC-

Expressionsunterschiede (Steigerungen) besonders auf die Effekte bei AML M1 geachtet 

werden. AML M1 ist zu einem geringen Anteil (2 %) mit der prognostisch positiven Aberra-

tion t(8;21) (AML1/ETO) assoziiert (Klaus, et al 2004, Kohler, et al 1994),) und besitzt eine 

durchschnittliche / mittlere Prognose (www.cancer.org) und es wäre interessant in entspre-

chenden Studien zu analysieren, ob die aufgezeigten besonders ausgeprägten HDAC Expres-

sionen dazu beitragen und ob durch den beschriebenen HDAC Inhibitor Einsatz besonders bei 

diesem Subtyp die Prognose bzw. der Therapieerfolg positiv beeinflusst werden kann. 

4.2 Klasse I HDAC SNP Analysen in gesunden Probanden und AML Pa-
tienten 

Die Ergebnisse der Frequenzanalyse der in silico identifizierten putativen Klasse I HDAC 

nsSNPs, welche weder in gesunden noch in AML Patienten nachgewiesen werden konnten, 

deuten darauf hin, dass es sich bei den nicht validierten Datenbankeinträgen entweder um 

Falschpositive handelt, oder dass diese SNPs zumindest nicht in der kaukasischen Bevölke-

rung vorkommen (Dransfeld, et al 2007). Entsprechend konnten keine Korrelationsanalyse zu 

nsSNPs und Anfälligkeit für AML durchgeführt werden. Mit dem völligen Fehlen von 

nsSNPs liegen Klasse I HDACs deutlich unter dem Durchschnitt von zwei nsSNPs pro Gen 
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(1.3), was wiederum verdeutlicht, dass die Klasse I HDACs hoch konserviert sind (Ekwall 

2005). 

Nach Abschluss der Analysen wurden mittlerweile vier (rs11541185, rs1042903, rs467744, 

rs34901743) der 10 putativen nsSNPs auch in HapMap aufgeführt, wobei die Ergebnisse die-

ser Arbeit bestätigt werden, dass tatsächlich alle nicht in der kaukasischen Bevölkerung vor-

kommen, wobei nur letzterer zumindest in heterozygoter Form mit 13 % in der afrikanischen 

Bevölkerung auftritt. In der aktuellen Version der dbSNP Datenbank (Build 130) sind nach 

Abschluss der Analysen inzwischen zwei weitere nicht validierte putative nsSNPs (HDAC1 

rs1140673 und HDAC2 rs1126962) aufgeführt, die aber (wie auch der putative HDAC1 SNP 

rs1140658, der aufgrund nicht herstellbarer Sonden nicht analysiert werden konnte) wiederum 

nicht in den anderen Datenbanken vorkommen, was dafür spricht, dass es sich auch hierbei 

um Falschpositive handelt. 

4.3 SIRT3 SNPs – Identifikation, Validierung, funktionelle Analyse 

Mitochondriale Fehlfunktionen sind mit einer Vielzahl von metabolischen und degenerativen 

Krankheiten und Krebs verbunden (zusammengefasst in (Pieczenik and Neustadt 2007, Wal-

lace 2005)). Basierend auf den zentralen, vielfältigen bekannten und (durch den Anteil von 20 

% acetylierter Proteine in Mitochondrien (Kim, et al 2006)) wahrscheinlichen Funktionen von 

der mitochondrialen Hauptdeacetylase SIRT3 könnten funktionelle SIRT3 SNPs eine pa-

thophysiologische Signifikanz in diesem Kontext besitzen. Zusätzlich sollte speziell SIRT3 

auch auf nsSNPs und deren funktionelle Auswirkungen hin untersucht werden, da SIRT3 

nicht nur bei den AML-subtypspezifischen Genexpressionsanalysen in fast allen AML Proben 

hoch reguliert war, sondern auch als einziges Sirtuin neben SIRT7 eine nachgewiesene signi-

fikante Korrelation mit Brustkrebs zeigte (Ashraf, et al 2006) und weil es im Verlauf dieser 

Arbeit immer mehr Publikationen zu diesem Sirtuin gab, welche viele zentrale Rollen von 

SIRT3 aufdeckten, wodurch es mehr und mehr aus dem Schatten von SIRT1, dem am besten 

analysierten Sirtuin hervortrat. Bisherige Studien zu SIRT3 SNPs gaben nur ein unvollständi-

ges und widersprüchliches Bild zu der Existenz und Wirkung von SIRT3 SNPs, speziell im 

Bezug auf aging (Lescai, et al 2009). So postulierten Rose et al. einen Einfluss von einem 

SIRT3 SNP G477T auf Überleben im Alter (Rose, et al 2003), wobei dieser SNP zu gar kei-

ner Veränderung auf Proteinebene führt (S159S) und die Autoren zeigten selber durch nach-

folgende Analysen, dass der angenommene Einfluss dieses SNPs auf einer gemeinsam auftre-

tenden VNTR (variablen Anzahl von Tandem-Wiederholungen) allelspezifischen Enhancer in 

Intron 5 basierte (Bellizzi, et al 2005). Da sich die Analysen der vorliegenden Arbeit auf 
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nicht-synonyme SNPs konzentrierten und weil auch eine Analyse von 2.461 Proben durch 

Lescai et al. weder den SNP noch den VNTR allelspezifischen Enhancer bestätigen konnten 

(Lescai, et al 2009), wurden sie nicht in die Analysen eingeschlossen. In dieser Studie wurde 

ein neuer SIRT3 SNP (rs939915) angegeben, der jedoch von uns durch Sequenzanalysen als 

ein SNP des benachbarten Gens psmd13 aufgedeckt wurde. 

Mit der Identifikation und Validierung von den beiden SIRT3 SNPs R80W und V208I und 

der Aufdeckung der anderen SNPs als nicht existent in der kaukasischen Bevölkerung 

(Dransfeld, et al) entstand ein klareres Bild der SIRT3 SNPs, was in zukünftigen Assoziati-

onsstudien, welche Verbindungen der Sirtuinbiologie mit metabolischen und degenerativen 

Krankheiten und Krebs weiter aufklären, berücksichtigt werden sollte. Dabei zeigten die funk-

tionellen Analysen, dass sich diese beiden SNPs aufgrund nicht signifikantem funktionellen 

Einfluss nicht für Assoziationsstudien eignen. 

Die Ergebnisse der Identifikation, Validierung und der Analyse des Einflusses der beiden bes-

tätigten SNPs auf die Aktivität und die Stabilität von SIRT3, welche (trotz der Vielzahl an 

SIRT3 Publikationen in jüngster Zeit) bisher nicht analysiert wurde, ist im Folgenden disku-

tiert. 

4.3.1 Identifikation und Validierung putativer SIRT3 SNPs 

Während zum Zeitpunkt der Analysen die Allel-Frequenzanalysen der kaukasischen Bevölke-

rung nur für einen der beiden bestätigten SIRT3 SNPs (V208I) vorlag, welche leichte Abwei-

chungen (um bis zu 12 %) aufwiesen, liegen mittlerweile auch Allel-Frequenzen (HapMap) 

der kaukasischen Bevölkerung für den bestätigten SIRT3 SNP R80W vor, welche mit 71,7 % 

wt, 26,5 % heterozygot und 1,8% homozygot für variantes Allel, sehr nahe an den hier ermit-

telten Werten (maximal 3,7 % Abweichung) liegen. Generell sind die in dieser Arbeit ermit-

telten Allel-Frequenzen aufgrund der deutlich höheren Probenanzahl von 640 im Vergleich zu 

120 bei HapMap verlässlicher bzw. statistisch signifikanter. Die Angaben zu den nicht bestä-

tigten SIRT3 SNPs wurden mittlerweile in den Datenbankeinträgen aktualisiert und bestätigen 

nun dass 100 % homozygote Vorkommen der Wildtypallele. Bis auf SNP G369S, der in der 

afrikanischen Bevölkerung zumindest in der heterozygoten Form (C/T 0,17 %) vorkommt, 

handelte es sich bei den anderen putativen SNPs tatsächlich um Falschpositive, da sie auch in 

den anderen Bevölkerungsgruppen nicht auftraten (HapMap). 

Die Analysen zeigten entsprechend, dass besonders die dbSNP Datenbank Falschpositive Ein-

träge aufweist, da sie auch nicht validierte Daten beinhaltet, wohingegen die Daten der Hap-

Map Datenbank immer validiert sind.  
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Mittlerweile sind in der dbSNP Datenbank (build 130) drei neue nicht validierte nsSNPs 

(rs61748606, rs61744899 and rs551570)  aufgeführt, wobei letzterer schon in der HapMap 

Datenbank als Falschpositiver aufgezeigt wurde (Int.-HapMap-Consortium 2003, Smigielski, 

et al 2000). Es ist anzunehmen, dass die beiden anderen nicht validierten nsSNPs ebenfalls 

Falschpositive sind, da sie nicht in HapMap gelistet sind, obwohl dieser Lokus in HapMap 

schon in verschiedenen Populationen untersucht wurde und weil die Analysen dieser Arbeit 

aufdeckten, dass alle SNPs, die nur als nicht validierte SNPs in der dbSNP Datenbank enthal-

ten waren, nicht bestätigt werden konnten. 

4.3.2 SIRT3 nsSNPs haben keinen Einfluss auf SIRT3 Stabilität und Aktivität 

Bei den Analysen putativer funktioneller Einflüsse der SIRT3 nsSNPS auf Aktivität und Sta-

bilität, welche keine signifikanten Einflüsse aufzeigten, waren die Stabilitätsanalysen beson-

ders interessant, da Computeranalysen von krankheitsbezogenen SNPs angaben, dass ca. 75 

% der Mutationen das Protein destabilisieren und nur 7 % direkt die biochemische Funktion 

beeinflussen. Im Zusammenhang mit SNPs in krankheitsbezogenen Genen wurde gefolgert, 

dass Veränderungen der Proteinstabilität zu den wichtigsten Mechanismen monogenetischer 

Krankheiten gehören (Wang and Moult 2001, Yue, et al 2005, Yue and Moult 2006). Diese 

Computeranalyse gaben für nsSNPs ohne bekannten Krankheitsbezug eine (geringere) ca. 30 

%ige Wahrscheinlichkeit für Verringerung der Stabilität an, was durch jüngste Studien bestä-

tigt wurde (Allali-Hassani, et al 2009). 

Das Hauptziel unserer Stabilitätsanalysen bestand in der Aufdeckung potentieller Unterschie-

de zwischen wtSIRT3 und den SNP-Mutanten, welche jedoch keinen signifikanten Einfluss 

auf die Stabilität aufzeigten (Dransfeld, et al). 

Trotz zahlreicher Publikationen gibt es bisher keine Literaturangaben zu der Stabilität von 

SIRT3, so dass diese Analysen die ersten Hinweise auf die SIRT3 Stabilität darstellen.  

Während die durchschnittliche Halbwertszeit von mitochondrialen Proteinen (bei Säugern) 

zwischen 3,5 bis 5 Tagen liegt, gibt es auch mitochondriale Proteine mit sehr kurzen Halb-

wertszeiten von 20 bis 80 min (Russell, et al 1982). Aufgrund der zentralen regulatorischen 

Funktionen von SIRT3 erwartet man eine eher kurze Halbwertszeit und es ist hervorzuheben, 

dass die hier ermittelte Halbwertszeit von 2-2,5 Tagen zwar schon unter dem Durchschnitt, 

aber evtl. noch über der tatsächlichen Halbwertszeit liegt, da SIRT3 ein zentrales Protein der 

Stressantwort ist, wie z.B. auch SIRT1 und p53, welche durch Stress, der auch durch CHX 

induziert wird (Aparna, et al 2003), stabilisiert werden. So ist z.B. SIRT1 bekannt, dass 

stressinduzierte Phosphorylierung für die Stabilisierung verantwortlich ist. SIRT1 besitzt un-
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ter normalen Bedingungen eine Halbwertszeit von unter 2 h, wohingegen durch Phosphorylie-

rung (an S27) stabilisiertes SIRT1 auch nach über 9h noch stabil ist (Ford, et al 2008). In die-

sem Zusammenhang könnte ebenfalls eine durch Cycloheximid ausgelösten stressinduzierte 

Phosphorylierung bei SIRT3 ausgelöst worden sein, welche das Ergebnis der Halbwertszeit 

verfälscht. 

Es ist festzuhalten, dass die von uns verwendete Methode eine vergleichende (grobe) Analyse 

zwischen wt und SNP Varianten ermöglichte und eine maximale Halbwertszeit von SIRT3 

von 2 bis 2,5 Tagen aufzeigte, keine sichere Bestimmung der tatsächlichen SIRT3 Stabilität 

unter „normalen“, stressfreien Bedingungen erlaubte, dessen genaue Bestimmung jedoch auch 

nicht Ziel der vorliegenden Arbeit war.  

4.3.3 Monitoring der SIRT3 Bioaktivität  

Um die Ergebnisse der Analyse des funktionellen Einflusses der SIRT3 nsSNPs auf Aktivität 

und Stabilität zu verifizieren und zusätzlich die zentrale Rolle von SIRT3 im Energiemetabo-

lismus in lebenden Zellen zu visualisieren, wurde mit der Kombination von transienter Trans-

fektion und Biosensor-Chip-Analysen eine Methode etabliert, die eine Erfassung und online 

monitoring der Effekte von SIRT3 und dessen nsSNP Mutanten auf den zellulären Energie-

metabolismus in einem System ermöglicht, dass das physiologische Milieu nachahmt und den 

zellulären Energiemetabolismus über Messung des Sauerstoffverbrauchs und der Ansäue-

rungsrate erfassen kann. Ein besonderer Vorteil der Methode besteht darin, dass es nicht um 

Endpunktanalysen von Zellmaterial handelt, welches für die Analysen durch Detektionsmar-

ker oder Fixierungsschritte geschädigt oder zerstört wurde, sondern um Analysen in lebenden 

Zellen mit der Möglichkeit langfristige Veränderungen zu dokumentieren.  

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

SIRT3 war für die Messungen in diesem System und zu dessen Etablierung aufgrund seiner 

zentralen direkten und indirekten Funktionen im Energiemetabolismus (1.1.3.5) besonders gut 

geeignet, was in folgendem Schema (Abbildung 42) des zellulären Energiemetabolismus mit 

den wichtigsten Einflusspunkten von SIRT3 sowie den zusammenhängenden Messparametern 

der Biosensor-Chips verdeutlicht werden soll.  

Die SIRT3 Überexpression führt zum einen über direkte Interaktion über verstärkte Aktivie-

rung von Acetyl-CoA-Synthetase II und Glutamatdehydrogenase zu Bereitstellung von mehr 

Acetyl-CoA und α-Ketoglutarat für den Zitratzyklus und somit zu mehr NADH (1.1.3.2).  
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Zum anderen führt SIRT3 Überexpression über Aktivierung von Komplex I und II der mito-

chondrialen Atmungskette zu einem Respirationsanstieg und entsprechend erhöhtem Sauer-

stoffverbrauch, der über die „Clark-Typ“ Elektroden der Biosensor-Chips erfasst wurde. 

Die zusätzlichen indirekten Effekte wie z.B. die Steigerung des Energiemetabolismus durch 

Steigerung der Mitochondrienbiogenese über die Aktivierung der PGC-1α (Shi, et al 2005), 

sind in diesem Schema nicht enthalten, verdeutlichen aber zusätzlich den großen Einfluss von 

SIRT3 und dass SIRT3 besonders für die Etablierung dieser Methode geeignet war.  

 

 
Abbildung 42: Monitoring von SIRT3 Bioaktivität im zellulären Energiemetabolismus mittels Biosensor-
Chip System. 
Durch SIRT3 Überexpression kommt es, neben einem Anstieg der Konzentration von α-Ketoglutarat und Ace-
tyl-CoA in den TCA Zyklus, zu einer verstärkten direkten Aktivierung der mitochondrialen Atmungskette über 
Deacetylierung von Komplex I und II, sowie indirekt z.B. durch Steigerung der Expression von Komplex V 
(Sternchen) und entsprechend zu einem erhöhten Sauerstoffverbrauch, welcher über „Clark-Typ“ Sauerstoffsen-
soren detektiert wird. (Referenzen siehe Text) 
 

Durch den Nachweis der Korrelation des Anstiegs der Respiration mit dem Anstieg des zellu-

lären SIRT3 Levels durch die kinetischen Analysen (Abbildung 30) konnte entsprechend die 

erfolgreiche Etablierung des Systems nachgewiesen werden.  
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4.3.3.2 Vorteile und Einschränkungen der Methode 

Die Vorteile der Kombination von transienter Transfektion und den Biosensor-Chip Analysen 

bestehen neben der Ermöglichung der Analyse des Einflusses einzelner Proteine auf den 

Zellmetabolismus in lebenden Zellen über längere Zeiträume, in der Möglichkeit den Einfluss 

von Mutanten zu erfassen, wobei dabei nicht nur ein Aspekt wie Aktivität oder Stabilität, 

sondern viele Aspekte auf einmal erfasst werden (vgl. auch 4.3.3.3). Entsprechend kann die 

Methode entweder dazu genutzt werden, um generelle Wirkungen abzuschätzen, um bei vor-

handenem Effekt in weiteren Analysen nach dem genauen Effekt zu suchen, oder um ab-

schließend jedweden Effekt auszuschließen bzw. zu verifizieren.  

Des Weiteren könnte diese Methode zur Analyse des Einflusses von einzelnen, oder mehreren 

Expressionsveränderungen (Überexpression und oder Herunterregulation) spezifischer Protei-

ne auf die Behandlung mit unterschiedlichen Stoffen bzw. Therapeutika (welche über die an-

geschlossenen Mediumsbehälter und Pumpen zugegeben werden können) genutzt werden, um 

z.B. den Effekt von SNPs auf Therapieansprechen abschätzen zu können. 

Generell sollte in Zusammenhang mit der Nutzung dieser Methode zur Analyse des Einflusses 

einzelner überexprimierter (oder auch ausgeschalteter) Gene auf den Energiemetabolismus 

hervorgehoben werden, dass aufgrund der durchschnittlichen Standardabweichungen von 10 

% das Protein von Interesse einen deutlichen Effekt von über 10 % haben muss, um zu signi-

fikanten Ergebnissen zu führen. 

4.3.3.3 SIRT3 SNPs haben keinen Einfluss auf SIRT3 Bioaktivität 

Die Ergebnisse der abschließenden Analysen des putativen Einflusses der SIRT3 SNP-

Mutanten auf die Bioaktivität bzw. Funktionalität von SIRT3 im zellulären Metabolismus mit 

dem Biosensor-Chip-System stehen im Einklang mit den Analysen zur Stabilität und Deace-

tylierungsaktivität, da in allen Analysen kein signifikanter Unterschied zwischen wtSIRT3 

und SIRT3 SNP-Mutanten zu erkennen war, so dass ein signifikanter Effekt ausgeschlossen 

werden kann. 

Es ist hervorzuheben, dass mit dieser Methode eigentlich alle möglichen Einflüsse der 

nsSNPs auf SIRT3 erfasst werden müssten; So müsste neben der Aktivität und Stabilität auch 

putative Unterschiede in der Lokalisierung erfasst werden, da SIRT3 nur dann aktiv ist, wenn 

es in der mitochondrialen Matrix prozessiert wurde (Schwer, et al 2002) und als aktives Pro-

tein mit Untereinheiten des Komplexes I der mitochondrialen Atmungskette interagieren 

(Ahn, et al 2008) und die Respiration steigern kann.  
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Die Biosensor-Chip-Analysen bestätigen also nicht nur die Ergebnisse der Aktivitäts- und 

Stabilitätsanalysen, sondern zeigen außerdem, dass die SNPs keinen Einfluss auf die „Bioak-

tivität“ bzw. Funktionalität von SIRT3 im zellulären Energiemetabolismus haben und deuten 

darauf hin, dass die beiden nsSNPs ebenfalls keinen signifikanten Einfluss auf die SIRT3 Lo-

kalisierung haben. 

4.3.3.4 Erklärung des fehlenden Einflusses der SIRT3 SNPS  

Trotz der Lokalisierung in der konservierten Deacetylasedomäne von SIRT3 und der Identifi-

kation einer potenziellen Glykosylierungsstelle an Aminosäureposition 207-210 (Onyango, et 

al 2002), war es nicht besonders wahrscheinlich, dass der SIRT3 SNP V208I einen signifi-

kanten Effekt auf Proteinebene hat, da der hervorgerufene Aminosäureaustausch zwischen 

zwei Aminosäuren der gleichen biochemischen Gruppe stattfand (Valin zu Isoleucin (alipha-

tisch)). 

Die Lage des SNPs in einer potentiellen Glykosylierungsstelle war dabei besonders interes-

sant, da Glykosylierung Einfluss auf Stabilität haben kann (Vegarud and Christnsen 1975), 

allerdings erfolgt die Glykosylierung nur an Asparagin, Serin oder Threonin.  

Bei dem SIRT3 SNP R80W kommt es zu einem Austausch einer positiv geladenen, hoch ba-

sischen Aminosäure (Arginin) in eine aromatische, neutrale Aminosäure (Tryptophan), was 

gute Voraussetzungen für einen Effekt auf Proteinebene darstellt. Das Fehlen einer Auswir-

kung dieses SNPs könnte durch die N-terminale Lokalisierung erklärt werden, da diese Regi-

on nach dem Import in Mitochondrien abgeschnitten wird und somit bei dem aktiven SIRT3 

nicht mehr vorliegt und scheinbar keinen Einfluss auf den Import und die Prozessierung hat.  

4.3.3.5 SIRT3 hat größeren steigernden Effekt auf Respiration als SIRT1 

In der Literatur gibt es zahlreiche Hinweise für aktivierende Effekte von SIRT1 (SIRT1 und 

UCP2 (Bordone, et al 2006), UCP3 (Amat, et al 2007), PGC1 (Rodgers, et al 2008)) und 

SIRT3 (Shi, et al 2005) auf den Energiemetabolismus, aber die vergleichenden Biosensor-

Chip Analysen stellen die ersten direkten vergleichenden, quantitativen Analysen von 

wtSIRT3 mit wtSIRT1 im Zusammenhang mit dem zellulären Metabolismus dar.  

Der stärkere steigernde Effekt auf die zelluläre Respiration von SIRT3 beruht wohl darauf, 

dass SIRT3 im Gegensatz zu SIRT1 sowohl indirekte (Hallows, et al 2006, Shi, et al 2005), 

als auch direkte aktivierende Effekte auf den Energiemetabolismus, speziell die Respiration 

besitzt ((Ahn, et al 2008), Abbildung 42). So kann SIRT1 den zellulären Metabolismus indi-

rekt beeinflussen über die Regulation der Genexpression mitochondrialer Gene (1.1.3.5). 
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SIRT3 hingegen besitzt wie unter 1.1.3.5 beschrieben ebenfalls diese indirekten Regulations-

wege und zusätzlich direkte aktivierende Effekte auf die Atmungskette, sowie weiterhin akti-

vierende Mechanismen im Energiemetabolismus über Acetyl-CoA-Synthetase und GDH. 

Alle diese Daten (vgl. 4.1.5.2.1) helfen den starken steigernden Einfluss von SIRT3 auf die 

Respiration zu verstehen und unterstreichen die Bedeutung von SIRT3 im zellulären Ener-

giemetabolismus.  

Unter Berücksichtigung der Transfektionseffizienz von 50 – 60 % stellen die gemessenen 40 

bzw. 15 % Respirationssteigerung durch SIRT3 bzw. SIRT1 nicht das volle Potential dar, 

welches bei einer 100 % Transfektionseffizienz bei ca. 80 % für SIRT3 und 30% für SIRT1 

liegen könnte. Eine 80-%tige Respirationssteigerung durch SIRT3 stimmt mit in vitro Daten 

überein, welche eine 80 % Respirationssteigerung in HIB1B Zellen zeigten, die murines 

SIRT3 überexprimierten (Shi, et al 2005). 

Die in lebenden Zellen nachgewiesenen starken steigernden Effekte von SIRT3 auf die zellu-

läre Respiration verdeutlichten neben den anderen bekannten Funktionen (1.1.3.4) die immer 

deutlicher werdende Rolle von SIRT3 im Kontext des Zellüberlebens, Zellmetabolismus, de-

generativen Krankheiten und Krebs (neben SIRT1) und verdeutlichen weiterhin, dass die er-

staunlichen Funktionen von Sir2 in Modellorganismen (wie Hefe, Caenorhabditis elegans und 

Drosophila Melanogaster) beim Menschen nur ausreichend beurteilt werden können durch 

Kombinationsanalysen, die alle oder zumindest die prominentesten humanen Vertreter, zu 

denen neben SIRT1 auch SIRT3 gehört, berücksichtigen. 

4.4 AML Pharmakogenetik – SNPs in Ara-C metabolisierenden Enzy-
men 

Bis heute ist auch die AML Therapie mit Ara-C dem effektivsten Standardtherapeutikum mit 

dem Problem immer wieder auftretenden der patientenspezifischer Unterschiede bei Thera-

pieansprechen und auftretenden Nebenwirkungen konfrontiert und es ist schon lange bekannt, 

dass diese zum Teil auf Unterschieden in der Ara-C Metabolisierung beruhen (Harris and 

Grahame-Smith 1982) und dass die beschriebenen Schlüsselenzyme der Ara-C Aktivierung 

und Inaktivierung (1.2.5.2) dabei eine besondere Rolle spielen (vgl. 1.2.5.4).  

Da SNPs, speziell nicht synonyme SNPs (nsSNPs) und Promotor-SNPs, eine Hauptursache 

für genetisch bedingte Unterschiede der Genexpression und Proteinaktivität darstellen (1.3), 

wurden im Rahmen der pharmakogenomischen Analysen zur weiteren Aufklärung der patien-

tenspezifischen Unterschiede beim Ansprechen und Auftreten von Nebenwirkungen bei der 
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Ara-C Therapie entsprechende SNP Kandidaten identifiziert, validiert und auf entsprechende 

Korrelationen analysiert (Mahlknecht, et al 2009).  

Es ist hervorzuheben, dass zwar schon Korrelationsanalysen von SNPs in Genen von Protei-

nen mit Funktionen im Ara-C Metabolismus und Therapieansprechen durchgeführt wurden, 

aber dabei handelte es sich meist um Studien, die sich mit wenigen SNPs und einzelnen Ge-

nen und meist in anderen Bevölkerungsgruppen (meist asiatischen Populationen) in einer 

deutlich geringeren Probenanzahl und meist im Zusammenhang mit anderen Tumoren und 

mit anderen Antimetaboliten (z.B. Gemcitabin) beschäftigten (vgl.1.3.1). 

Die hervorzuhebenden Vorteile dieser Analysen bestehen also sowohl in der statistisch signi-

fikanten großen Probenanzahl von 360 AML Patienten, als auch darin, dass sie Informationen 

in der kaukasischen (europäischen) Bevölkerung lieferte und dass mehrere SNPs in Kombina-

tion analysiert wurden.  

4.4.1 Identifikation und Validierung von Promotor- und nsSNPs in Enzymen des 
Ara-C Metabolismus 

Die Validierung der über in silico Analyse und Literatur Recherche identifizierten putativen 

SNPs der drei analysierten Schlüsselenzyme des Ara-C Metabolismus (1.2.5.2) konnte 4 

SNPs nicht bestätigen, was darauf hindeutet, dass es sich bei diesen SNPs entweder um 

„Falsch-Positive“ Datenbankeinträge darstellen können oder dass diese SNPs zumindest in 

der kaukasischen Bevölkerung zu selten bzw. gar nicht auftreten. Letzteres trifft auf den SNP 

G208A zu, der in der japanischen Bevölkerung vorkommt (mit Frequenzen von 4,3 %) und 

sogar zu einer signifikante Reduktion der Aktivität der CDA führt (Yue, et al 2003) und in 

neuen Studien mit langsamerem Abbau der Gemcitabin Konzentration im Plasma (Clearence) 

nachgewiesen wurde (Sugiyama, et al 2007, Ueno, et al 2009). SNP G208A wurde auch in 

einer anderen Studie in der kaukasischen Bevölkerung analysiert und konnte dabei ebenfalls 

nicht bestätigt werden (Fitzgerald, et al 2006). Des Weiteren wurde er mittlerweile auch in 

der Datenbank dbSNP aufgeführt, wobei bestätigt wird, dass er nicht in der kaukasischen, 

sondern nur in der asiatischen Bevölkerung auftritt (5,5 %), wodurch unsere Analysen bestä-

tigt werden. Der DCTD SNP A172G (Asn58Asp), welcher in dieser Studie nicht bestätigt 

werden konnte, zeigte auch in einer anderen Studie in kaukasischer, Amerikanischer Bevölke-

rung nur eine Frequenz von unter 1 %, wobei für den SNP ein stark inhibierender Effekt auf 

die DCTD Aktivität (11 % des WT) gezeigt werden konnte, weshalb der SNP in die Analysen 

aufgenommen wurde (Gilbert, et al 2006). 
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Das identifizierte Kopplungsungleichgewicht (Linkage disequlibrium) von SNP A79C, A-

92G und C-451T, welche in hoher und ähnlicher Frequenz auftreten, steht in Einklang mit 

früheren Studien (Sugiyama, et al 2007) und unterstützt die Richtigkeit unserer Analysen. 

Es ist noch zu hervorzuheben, dass die statistischen Auswertungen unserer Korrelationsanaly-

sen nur signifikante Korrelationen für den CDA SNP C-451T ergaben, obwohl auch für den 

SNP A79C ein reduzierender Effekt auf die CDA Aktivität gezeigt wurde (Giovannetti, et al 

2008, Kirch, et al 1998). Dies könnte darauf hindeuten, dass der reduzierende Effekt (1,3-3 

fach in vitro) auf CDA Aktivität durch den CDA SNP A79C nicht ausgeprägt genug ist bzw. 

alleine nicht ausreicht, um eine signifikante Korrelation mit Überleben hervorzurufen, son-

dern dass der die CDA Expression verringernde Effekt durch SNP C-451T (vgl. 4.4.3 

(Fitzgerald, et al 2006)) eine deutlich stärkere Auswirkungen bzw. eine stärkere klinische 

Relevanz hat, als die Verringerung der Aktivität durch A79C. Ein weitere Punkt der dafür 

spricht, dass der Effekt von C-451T die eigentliche Ursache ist, stellt eine vergleichenden 

Studie zu dem Effekt von CDA SNPs A79C und G208A auf die Plasma-Aktivität von CDA 

da, welche zeigte, dass (im Gegensatz zu G208A) für A79C kein Effekt nachgewiesen werden 

konnte (Sugiyama, et al 2007).  

In diesem Zusammenhang ist eine Korrelationsstudie zu erwähnen, in welcher der CDA SNP 

A79C mit einer erhöhten therapiebedingten Sterblichkeit korreliert wurde (Bhatla, et al 2009), 

wobei die Autoren schon selber diskutierten, dass andere, nicht berücksichtigte, Poly-

morphismen einen Einfluss haben könnten. Da in dieser Studie nur der A79C SNP angeschaut 

wurde, welcher jedoch meist gemeinsam mit C-451T auftritt und C-451T den Effekt von 

A79C scheinbar überwiegt, ist anzunehmen, dass C-451T die eigentliche Ursache dieses Ef-

fektes war. Das wird entsprechend durch die in der vorliegenden Studie durchgeführten Mul-

tivarianzanalysen verdeutlicht, die zeigten, dass die Korrelationen nur für C-451T signifikant 

sind. 

Nach Abschluss unserer Analysen wurden noch weitere nsSNPs in der dbSNP Datenbank 

hinzugefügt. Bei der CDA wurde rs17854868 (Lys26Asn) zugefügt, welcher jedoch nicht 

validiert wurde und nicht in HapMap aufgeführt wird, d.h. es handelt sich wohl um einen 

Falsch-Positiven SNP.  

Bei der Desoxycytidin Kinase (DCK) erscheinen in der NCBI Datenbank (dbSNP, (Sherry, et 

al 2001)) mittlerweile 5 nsSNPs, wobei es sich bei 4 davon tatsächlich nur um 2 verschiedene 

SNPs handelt. So sind sowohl rs66878317 und rs66878318 (Ile24VAl), als auch rs67437265 

und rs67437266 (Pro122Ser) identisch. Bei letzterem handelt es sich um den in dieser Studie 

analysierten SNP C364T, welcher in der Datenbank mit Frequenzen von 1,1 – 3,8 % in unbe-
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kannter Population angegeben sind, was etwas über der in dieser Studie (3.4.1) ermittelten 

Frequenz von unter 2 % in der kaukasischen Bevölkerung liegt. Neben diesem analysierten 

SNP sind also nur 2 weitere nsSNPs Ile24Val sowie Ala119Gly (rs66472932) hinzugekom-

men, wobei für diese beiden neuen nsSNPs schon gezeigt wurde, dass sie nur in der afrikani-

schen Bevölkerung (mit geringer Frequenz von 2,5 % und 1,7%) auftreten (Lamba, et al 

2007) und entsprechend nicht im vorliegenden Probenpool zu berücksichtigen sind. 

Auch bei der Deoxycytidylat Deaminase (DCTD) sind zwei neue nsSNP Einträge vorhanden, 

wobei wiederum beide nicht in HapMap aufgeführt sind und einer (rs35932500, Asp69Asn) 

mit einer sehr geringen Frequenz von 2,8 % auftritt, wobei die Population nicht genau defi-

niert ist, was dafür spricht ihn in zukünftigen Analysen zu berücksichtigen. Der zweite 

(rs17849458) weist keine Validierung auf und ist entsprechend eher ein weiterer Falschpositi-

ver SNP. 

Zusammenfassend führte die Aufdeckung der DCK und DCTD SNPs als Falsch-Positive bzw. 

das Fehlen der varianten Form in der europäischen Bevölkerung zu einer Beschränkung der 

Analysen auf 3 SNPs der Cytidin Deaminase und es konnte zwar kein Markerset, aber CDA 

SNP C-451T als unabhängiger prognostischer Marker identifiziert werden (4.4.2, 

(Mahlknecht, et al 2009)). 

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

Mit der durch Multivaranzanalysen statistisch abgesicherten Identifizierung von CDA SNP C-

451T als neuen unabhängigen prognostischen Marker für um 50 % verringertes Gesamtüber-

leben (bei homozygot varianten Genotyp) und erhöhtes Risiko von Nebenwirkungen der Ara-

C Therapie (Augentoxizität) konnte durch die vorliegende Arbeit ein Beitrag in Richtung ver-

besserter Prognose und patientenspezifischer Therapie, speziell im Hinblick auf Dosisanpas-

sung der Ara-C Standardtherapiedosis (bei Patienten mit dem CDA SNP C-451T), geleistet 

werden. Durch gemeinsame Berücksichtigung dieses SNP und aller bisher identifizierten 

SNPs mit Einfluss auf den Ara-C Metabolismus (1.3.1, zusammengefasst in (Roumier and 

Cheok 2009)) könnte eine Art SNP-Markerset und ein entsprechendes „Test-Kit“ (SNP-

Assay-Sammlung) entwickelt werden, um vor einer Ara-C Therapie all diese bekannten Ein-

flussfaktoren zu erfassen und bei der Therapie (Dosis) zu berücksichtigen (vgl. 4.4.6). 

Die Studie, welche die auftretende Korrelation mit erhöhter (therapiebedingter) Sterblichkeit 

mit A79C statt C-451T verband (Bhatla, et al 2009), unterstützt die vorliegenden Ergebnisse, 

da wie zuvor beschrieben C-451T, welcher in der Studie nicht berücksichtigt wurde und meist 

mit A79C gemeinsam auftritt, die eigentliche Ursache des Effekts darstellt (4.4.1). 
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Neben dem zugrunde liegenden Mechanismus (4.4.3) des CDA SNP C-451T sind auch die 

Korrelationen mit erhöhtem Auftreten von Nebenwirkungen (4.4.4) und verringertem Ge-

samtüberleben (4.4.5) noch zu diskutieren bzw. zu erläutern.  

4.4.3 Mechanismus hinter der prognostischen Funktion von CDA SNP C-451T 

Nach der Identifikation von CDA SNP C-451T als neuem prognostischem Marker stellte sich 

natürlich die Frage nach dem dahinter liegenden Mechanismus.  

Die Wirkung von C-451T wurde schon von Fitzgerald et al. 2006 analysiert und beschrieben, 

dass es durch C-451T, in der varianten Form zu einer starken (75 %) Inhibition der CDA Ex-

pression kommt (Fitzgerald, et al 2006).  

Die nahe liegende Ursache dieser Wirkung ist eine Veränderung der Transkriptionsfaktorbin-

destelle durch den Austausch von C zu T an Position -451. Es ist auch schon in der Literatur 

beschrieben, dass der proximale Promotor des CDA Gens mehrere Transkriptionsfaktoren 

enthält, welche die CDA Expression in vivo regulieren und in vitro Promotoraktivität zeigten 

(Demontis, et al 1998, Fitzgerald, et al 2006, Ge, et al 2004, Watanabe and Uchida 1996). 

Für den SNP C-451T wurde von Fitzgerald et al. 2006 über in silico Analysen mittels der 

TRANSFAC Datenbank (http://www.gene-regulation.com; http://www.genomatrix.de) eine 

Veränderung einer ETS1 Bindestelle zu einer LYF1 Bindestelle beschrieben. Dabei ist ETS1 

ein (angiogenese stimulierender) Transkriptionsaktivator (Sharrocks, et al 1997) während 

LYF1 (alias IKZF1) als starker Transkriptionsrepressor wirken kann, der u.a. in Korepressor-

komplexen mit HDACs agiert (Koipally, et al 1999), was die Verringerung der CDA Expres-

sion durch die variante Form erklären würde. 

Die neueren Studien haben Bindestellen und eine Regulation über GATA-1 Bindestellen (z.B. 

-475 bis -478) nachgewiesen (Ge, et al 2004, Ge, et al 2005, Muntean, et al 2006) und disku-

tierten, dass eine Verringerung der GATA-1 Transaktivierungsaktivität zu verringerter CDA 

Expression und erhöhter Ara-C Sensitivität führen könnte.   

Interessanterweise ergab eine eigene in silico Analyse mittels dem Programm TF Search 

(3.4.2.2) eine GATA-1 Bindestelle (91,4 %) an Position des SNPs C-451T, welche durch den 

Basenaustausch von Cytosin zu Thymin nicht mehr vorhanden wäre (Abbildung 38), wodurch 

der Enhancer Effekt entfallen würde, was den eben beschriebenen Effekt einer Verringerung 

der CDA Expression zur Folge hätte und somit eine weitere Erklärung der Wirkung des C-

451T SNPs darstellt. 
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4.4.4 Erklärung für Korrelation CDA SNP C-451T mit Grad I II/IV Augentoxi-
zität 

Es ist schon lange bekannt, dass Augentoxizität als Nebenwirkung von Ara-C Therapie von 

der Dosis und Dauer der Ara-C Therapie abhängig ist (Ritch, et al 1983). 

Aufgrund des nachgewiesenen hemmenden Einflusses des SNP C-451T auf die CDA Expres-

sion wurde entsprechend schon von Fitzgerald et al. ein Anstieg der Toxizität und Nebenwir-

kungen unter Standard Dosis Ara-C angenommen (Fitzgerald, et al 2006), was durch die vor-

liegenden Ergebnisse der Korrelationen von C-451T mit Grad III/IV Augentoxizität bestätigt 

wurde. Diese Korrelation kann dadurch erklärt werden, dass es durch Reduktion der CDA 

Expression zur Reduktion des Levels von aktivem CDA, welches Ara-C irreversibel inakti-

vieren würde und somit zu einem Anstieg der intrazellulären Ara-C Konzentration kommt. 

Eine entsprechende Korrelation eines Anstiegs der intrazellulären Ara-C Konzentration und 

erhöhter Ara-C Sensitivität aufgrund verringerter CDA Expression (Chabner, et al 1979, Ge, 

et al 2004, Ge, et al 2005, Lamba 2009, Muntean, et al 2006) bzw. Aktivität (z.B. durch SNP 

(Yue, et al 2003)) wurde schon mehrfach beschrieben (diskutiert). 

Da CDA durch die irreversible Inaktivierung von Ara-C maßgeblich an der kurzen Halb-

wertszeit von Ara-C von 2-6 h verantwortlich ist (1.2.5.3), kommt es durch die SNP bedingte 

Reduktion des CDA Levels neben der erhöhten Ara-C Konzentration wohl auch zu einer län-

geren Halbwertszeit von Ara-C und zu einer längeren Exposition mit aktivem Ara-C, was eine 

weitere Erklärung für eine stärkere Auswirkung der Augentoxizität sein könnte. 

Es ist dabei hervorzuheben, dass als Hauptursache der Augentoxizität ein signifikanter An-

stieg der Ara-C Konzentration in der Zerebrospinalflüssigkeit angesehen wird (Slevin, et al 

1983), in welcher Ara-C langsamer abgebaut wird (Ho and Frei 1971) und eine deutlich ver-

längerte Halbwertszeit hat (mit bis zu 24h zytotoxischen Ara-C Leveln) als im Plasma 

(Kwong, et al 2009, Lopez, et al 1985, Slevin, et al 1983). Dass die Ara-C Toxizität nur bei 

der Augentoxizität signifikante Korrelationen zeigte, könnte daher dadurch erklärt werden, 

dass die Auswirkungen durch den C-451T SNP, eine Verringerung der CDA Expression und 

der Effekt eines zusätzlich verlangsamten Ara-C Abbaus dort stärker zum Tragen kommt. Die 

verdeutlicht wiederum, dass nicht die Plasmakonzentrationen von Ara-C, sondern die intrazel-

lulären Ara-C Konzentrationen mit den zytotoxischen Effekten assoziiert sind (Milano, et al 

2002). 
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4.4.5 Erklärung für Korrelation C-451T mit verringerter G esamtüberlebensrate 

Die durch C-451T erhöhte intrazelluläre Ara-C Konzentration und vor allem die längere 

Halbwertszeit könnten auch dazu führen, dass Ara-C in stärkerem Ausmaß auch gesunde Zel-

len schädigt, welche bei normalem Ara-C Abbau diesem nur kurz ausgesetzt wären, was auf-

grund der geringere Teilungsrate gegenüber den Krebszellen geringeren Schaden anrichtet, da 

Ara-C speziell bei der Replikation schädigend bzw. apoptoseinduzierend wirkt (1.2.5.1).  

Eventuell entstehen vermehrt Schäden (Einbau Ara-C in die DNA) in gesunden Zellen, die 

jedoch aufgrund geringeren Ausmaßes nicht sofort Effekte zeigen (aufgrund geringeren Aus-

maßes überleben die Zellen), sondern erst mit der Zeit zu sich akkumulierenden weiteren 

Schäden führen, die sich negativ auf die Gesundheit bzw. die Überlebensfähigkeit auswirken 

und evtl. andere Krankheiten (z.B. Immunschwäche) hervorrufen; was eine Erklärung für den 

negativen Einfluss des CDA SNP C-451T auf die 5 Jahres Gesamtüberlebensrate darstellen 

könnte.  

Ein Ähnlicher Effekt, der diese mögliche Erklärung unterstützt ist das „Ara-C Phänomen“. So 

ist bekannt, dass eine kurze Verabreichung von Ara-C in mittlerer (0,1-1g/m2 alle 12h, 6 Do-

sen) bis hoher Konzentration (2-3g/m2 alle 12h für 5-6 Tage) zu optimaler Wirkung (Schädi-

gung der Krebszellen und komplette Remission) bei geringeren Nebenwirkungen führt (Early, 

et al 1982, Harousseau, et al 1989), während eine lang anhaltende Verabreichung einer gerin-

gen Konzentration (0,005-0,01g/m2 alle 12 h für 10-21 Tage) zu extrem verstärkten Neben-

wirkungen führt (Winter, et al 1985). In diesem Zusammenhang könnte der durch C-451T 

angenommene langsamere Ara-C Abbau bzw. länger anhaltende toxische intrazelluläre Ara-C 

Konzentration (4.4.3) dem Effekt einer länger anhaltenden Therapie mit geringerer Ara-C 

Konzentration ähneln und entsprechend wie oben beschrieben Schäden hervorrufen, die das 

Gesamtüberleben negativ beeinflussen. 

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

Es ist hervorzuheben, dass es immer mehrere Determinanten bei der Vorhersage des Thera-

pieansprechens und den Nebenwirkungen gibt, was sehr schön von Evans et al. 2003 verdeut-

licht wurde, als er die „polygenetische Komponenten der Medikamenten-Antwort“ durch 

zwei sich beeinflussende genetische Polymorphismen veranschaulichte und illustrierte wie die 

Medikamentenwirkung durch unterschiedliche Ausprägung (Hetero- oder Homozygotie der 

Varianten Form) von SNPs in einem Medikamenten-metabolisierenden Enzym (Abbau) und 

in einem Medikamentenrezeptor (Effizienz) beeinflusst (verstärkt oder ausgeglichen) wird 

(Evans and McLeod 2003).  
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Auch im Ara-C Metabolismus gibt es, wie schon beschrieben (1.2.5.2), viele Komponenten 

durch viele beteiligte Ara-C metabolisierende Enzyme und Transporter, für die zum Teil 

schon einige SNPs mit Einfluss auf deren Aktivität/Funktionalität (Kinetik) oder Expressions-

stärke nachgewiesen wurden. Das heißt, der von uns identifizierte CDA SNP C-451T muss 

mit den anderen bekannten SNPs zusammen betrachtet werden, um die „gesamte“ Wirkung 

abschätzen zu können. So könnten sich z.B. bei Auftreten von Cytidine Deaminase (CDA) 

SNP C-451T, welcher zu erhöhter intrazellulären Ara-C Konzentration führen würde, ge-

meinsam mit den Desoxizytidine Kinase (DCK) SNPs C-360G und C-201T, welche über ge-

ringere DCK Expression zu reduzierter Ara-C Aktivierung führen (Shi, et al 2004), die Effek-

te gegenseitig aufheben. 

Nach der vollständigen Identifizierung aller SNPs mit klinischer Relevanz werden also noch 

weitere Analysen notwendig sein, bis ein vollständiges SNP-Marker-Set zur „vollständigen“ 

prognostischen Beurteilung bzw. Abschätzung eventueller Wechselwirkungen zur Verfügung 

steht. In diesem Zusammenhang ist zu erwähnen, dass bei der Ara-C Therapie noch andere 

Medikamente wie z.B. Anthrazykline eingesetzt werden, so dass in Hinblick auf ein vollstän-

diges Markerset entsprechend auch SNPs in metabolisierenden Enzymen und Transportern 

dieser Stoffe, für die ebenfalls schon einige klinisch relevante SNPs bekannt sind (z.B. MDR1 

Polymorphismen (Illmer, et al 2002)), mit einbezogen werden sollten. 

Nichtsdestoweniger bleibt festzuhalten, dass durch die Identifizierung des CDA SNPs C-451T 

als neuen prognostischen Markers im Ara-C Metabolismus (bzw. AML Therapie) 

(Mahlknecht, et al 2009) eine weitere polygenetische Komponente der Ara-C Antwort aufge-

deckt wurde und auch schon in aktuelle Reviews zur Pharmakogenomik in AML (Roumier 

and Cheok 2009) und genetischen Einflussfaktoren der Ara-C Therapie (Lamba 2009) aufge-

nommen wurde und somit einen Teil zur Weiterentwicklung im Bereich Pharmakogenomik 

und patientenspezifischer AML Therapie und dem Ziel der Erstellung eines SNP Markersets 

beigetragen wurde.  
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5 Zusammenfassung  

Fehlregulationen von Histondeacetylasen (HDACs) sind entscheidende Ereignisse der Patho-

genese der akuten myeloischen Leukämie (AML) und die Basis für innovative, epigenetische 

Behandlungsstrategien, zu denen besonders der Einsatz von HDAC-Inhibitoren zählt. Durch 

die AML-Subtypspezifischen Genexpressionsanalysen konnten Unterschiede im Expressi-

onsmuster der HDACs aufgedeckt und AML M1 als Subtyp mit signifikant höheren HDAC 

Expressionen identifiziert werden, was Einfluss auf die Wirkung und Anwendung von 

HDAC-Inhibitoren haben könnte und einen zusätzlichen diagnostischen Marker darstellen 

könnte (eingereicht: Dransfeld, et al. 2010). 

Die Analyse nicht synonymer SNPs (nsSNPS) in Klasse I HDACs mit putativer Funktion bei 

Anfälligkeit für AML deckte nsSNPs als Falschpositive auf und zeigten, dass sie in den hoch 

konservierten HDACs in Kaukasiern nicht existieren (Dransfeld, et al 2007). Die Analyse der 

zwei validierten nsSNPs von SIRT3, welches in allen analysierten AML Proben als hochregu-

liert aufgedeckt wurde, zeigte, dass sie keinen Einfluss auf Aktivität, zelluläre Funktionen im 

Energiemetabolismus oder die SIRT3 Stabilität, für deren Halbwertszeit diese Studie erste 

Hinweise lieferte, aufweisen (Dransfeld, et al).  

Im Kontext der Optimierung und Individualisierung der Ara-C Therapie konnte mit dem Cy-

tidin Deaminase SNP C-451T ein neuer, signifikanter, unabhängiger prognostischer Überle-

bens-Marker für AML Patienten aufgedeckt werden (Mahlknecht, et al 2009). 
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Abstract 

Missregulation of Histone deacetylases (HDACs) is considered as a crucial event in acute 

myeloid leukemia (AML) pathogenesis and therefore the basis for innovative epigenetic 

treatment strategies, whereby HDAC-inhibitors takes part of these new therapeutic strategies. 

With our AML subtype specific gene expression analyses of HDACs we could reveal subtype 

specific HDAC expression patterns, with AML M1 representing a subtype with significant 

higher HDAC expression levels, which could hardly affect the impact of HDACi-therapy and 

present an additional diagnostic marker of AML subtypes (submitted: Dransfeld, et al. 2010). 

Concerning putative functions of class I HDAC nsSNPs in susceptibility to AML our analyses 

showed that there actually do not exist any class I HDAC nsSNPs in Kaukasians (Dransfeld, 

et al 2007). By analysing two nsSNPs of SIRT3, which was over expressed in all analysed 

AML probes, it was shown that they had no influence on SIRT3 activity, cellular functions in 

energy metabolism or stability, which was defined for the first time in this study (Dransfeld, 

et al). 

Finally, in the context of optimization of Ara-C standard therapy, this work leads to the iden-

tification of cytidine deaminase SNP C-451T as a new, significant, independent prognostic 

factor for survival of AML patient treated with Ara-C, which further prompts the need for 

individualized adjusted chemotherapy in patients who are being given Ara-C or other nucleo-

side analogs (Mahlknecht, et al 2009). 
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8 Anhang 

8.1 Abbildungen 

 

 
Abbildung 43: Korrelation der einzelnen HDAC Expressionen mit AML Gruppen mit bestimmten zyto-
genetischen Aberrationen. 
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Abbildung 44: Korrelation der HDAC6 Expression mit AML Gruppen mit bestimmten zytogenetischen 
Aberrationen. 
(A) einzelne Werte und B) Durchschnitt mit Signifikanzen) 
 

 

 
Abbildung 45: Korrelation der HDAC9 Expression mit AML Gruppen mit bestimmten zytogenetischen 
Aberrationen. 
(A) einzelne Werte und B) Durchschnitt mit Signifikanzen) 
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8.2 Tabellen 

 

Tabelle 19: Signifikanzen (P-Werte) der AML-Subtypspezifischen HDAC Expressionsunterschiede. Die 
statistische Auswertung erfolgte nach dem Man-Whitney U-Test (für nicht-parametrische Ergebnisse) und die p-
Werte entsprechen der exakten, zweiseitigen Signifikanz. 
 

  AML M1 AML M2 AML M4 AML M4/E0  AML M5a  
SIRT1 0,000 0,141 0,087 0,473 0,173 

SIRT3 0,005 0,084 0,436 0,263 0,945 

SIRT4 0,054 0,86 0,386 0,463 0,221 

SIRT5 0,019 0,04 0,923 0,815 0,133 

HDAC5 0,08 0,145 1 0,791 0,73 

HDAC6 0,003 0,312 0,416 0,014 0,774 

HDAC9 0,418 0,002 0,169 0,128 0,197 

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

  Inv(16) t(8;21) 
Mono 

7/del(7q) Standard Risiko 
SIRT1 0,131 0,892 0,256 0,993 

SIRT3 0,99 0,713 0,331 0,009 

SIRT4 0,302 0,877 0,62 0,823 

SIRT5 0,825 0,626 0,406 0,318 

HDAC5 0,776 0,205 0,502 0,651 

HDAC6 0,002 0,54 0,633 0,001 

HDAC9 0,058 0,000 0,136 0,642 
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