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1 Einleitung

Die American Cancer Society verotffentlicht jedes Jahr geschatzte Zahlen zu Neuer-
krankungen und Todesféllen aufgrund von Krebs in den Vereinigten Staaten von Ame-
rika. Nach Herzerkrankungen ist Krebs die zweithaufigste Todesursache. In der aktu-
ellen ,Cancer Statistics 2019 werden fur dieses Jahr 21.450 neue Falle an akuter
myeloischer Leukamie (AML) prognostiziert. Diese Zahl ist die Summe aus den ge-
schatzten Neuerkrankungen bei 11.650 Mannern und 9.800 Frauen. Verglichen mit
anderen Leukamieformen ist die Anzahl der Neuerkrankungen an AML am hdchsten.
Die vermutliche Anzahl an Todesféallen im Jahr 2019 liegt bei 10.920 (Siegel et al.,
2019), obwohl gerade fur maligne hamatologische und lymphatische Erkrankungen
grof3e Fortschritte in der Behandlung seit Mitte der 1970er Jahre mit ansteigenden

Uberlebensraten erzielt wurden (Jemal et al., 2017).

Trotz Forschung und neuer Erkenntnisse hat sich die Behandlung der AML aber im
Laufe der letzten 40 Jahre kaum verandert (Papaemmanuil et al., 2016). Die Behand-
lung mit Chemotherapie, mit oder ohne daraufhin folgender Stammzelltransplantation,
weist nur eine Erfolgsquote von etwa 35 % auf (Dohner et al., 2015). Dies liegt mitunter
an Nebenwirkungen und der Entwicklung von Resistenzen der Tumorzellen gegeniber
neuen und bestehenden Medikamenten. So entwickeln bei der zunachst meist erfolg-
reichen Behandlung von AML-Fallen mit mutierter FMS-like Tyrosinkinase 3 (FLT3)
(Papaemmanuil et al., 2016) mit dem FLT3-Inhibitor (FLT3i) Quizartinib (AC220) viele
Patienten sekundéare Mutationen (Smith et al., 2012). Diese fuhren zu Resistenzen
gegenuber AC220, was gleichzeitig mit einem Rezidiv der Erkrankung einhergeht
(Pratz und Levis, 2010). Ziel der Forschung sind neue Behandlungsmethoden bei AML
mit mutiertem FLT3 zu entwickeln. Hierdurch soll erreicht werden, dass bei der Be-
handlung keine neuen Mutationen hervorgerufen werden. Neue Erkenntnisse in der
AML-Forschung sind vor allem fur Patienten, bei denen eine Chemotherapie nicht an-
schlagt beziehungsweise (bzw.) die ungeeignet sind fur eine Chemotherapie, ein wich-
tiger Fortschritt (Larrosa-Garcia und Baer, 2017). Diesen Fortschritt erhofft man sich
zum Beispiel (z.B.) aus der Kombinierung von Inhibitoren gegen FLT3 und Histon-
Deacetylasen (HDACs). Nach dem von Theophrastus Bombast von Hohenheim im 16.
Jahrhundert verfassten Zitat ,Die Dosis macht das Gift* (Paracelsus, 2014) ist die Stra-

tegie dahinter, bereits in nicht-toxischen Dosen ein synergistisches Zusammenwirken



zu erzeugen, um Krebszellen abzutdten ohne gesundes Gewebe zu schadigen. Ge-
rade die geringe Toxizitat ist in Anbetracht des hohen durchschnittlichen Alters der
AML-Patienten von etwa 70 Jahren und oftmals vorliegender Komorbiditat ein wichti-
ger Faktor (Shipley und Butera, 2009). Viele bereits eingesetzte Histon-Deacetylase-
Inhibitoren (HDACIs) wirken aber recht unspezifisch, da sie eine oder gleich mehrere
Klassen an HDACs hemmen. Gerade die fehlende Spezifitat fihrt zu einer uner-
wulnschten Toxizitat in Patienten (Wells et al., 2013). Im Idealfall werden durch rational
identifizierte Kombinationsschemata die bendétigten Dosen fir eine effektive Behand-
lung auf einen nicht-toxischen Bereich der Inhibitoren auf gesunde Zellen minimiert
(Pietschmann et al., 2012).

Ein synergistisches Zusammenwirken durch Kombinationsbehandlungen von FLT3i
mit HDACi konnten Pietschmann et al. (2012) bereits nachweisen. Dabei wurde der
FLT3i AC220 in Kombination mit dem pan-HDACi Panobinostat (LBH589) untersucht
(Pietschmann et al., 2012). Diese Forschungsergebnisse liefern den Ausgangspunkt
der in dieser Arbeit vorliegenden Versuche. Das Ziel dieser Dissertation ist es, die
synergistische Wirkung der von Pietschmann et al. (2012) eingesetzten Inhibitoren zu
spezifizieren und einen Wirkmechanismus auszuarbeiten. Die synergistische Wirkung
soll dabei auf bestimmte HDACSs reduziert und somit eingegrenzt werden. Dafur wurde
die AML-Zelllinie MV4-11 genutzt und Versuche mit AC220 und dem HDACi Romidep-
sin (FK228) durchgefuhrt, welcher HDACs der Klasse | (Odenike et al., 2008) inhibiert.
Des Weiteren wurden Versuche mit AC220 und RGFP966, einem Inhibitor gegen
HDAC3 (Malvaez et al., 2013), durchgefihrt. Dabei wurde AC220 in méglichst geringer
Konzentration in Kombination mit dem jeweiligen HDACI eingesetzt. Um den Wirkme-
chanismus der Inhibitoren zu ergriinden und zu charakterisieren, wurden verschiedene
Techniken eingesetzt. Durchflusszytometrische Analysen wurden eingesetzt, um Ver-
anderungen des Zellzyklus darzulegen sowie Aufschluss Uber die Induktion von
Apoptose zu geben. Durch Western-Blot-Analysen sollten die Modifikationen von fir
FLT3 typischen Signalkaskadenproteinen sowie von Markern des Zellzyklus, von Des-
oxyribonukleinsaure (DNA)-Schaden, Reparaturmechanismen, Apoptoseinduktion,

HDACI und proteasomaler Aktivitat nachgewiesen werden.



2 Literaturdiskussion

2.1 Hamatopoese
Stammzellen besitzen die Fahigkeit, sich in eine Mutter- und eine Tochterzelle zu tei-
len. So tragt die Mutterzelle zur Erhaltung der Stammzellen bei, wahrend die Tochter-
zelle zur Ausdifferenzierung bestimmt ist. Stellt man sich den Weg der Ausdifferenzie-
rung als Stammbaum vor, befindet sich ganz am Anfang die embryonale Stammzelle.
Diese ist omnipotent, was bedeutet, dass sie sich in jeglichen Zelltyp ausdifferenzieren
kann. Die embryonale Stammzelle differenziert als nachstes zur adulten Stammzelle
aus. Die adulte Stammzelle ist multipotent. Diese Stammzelle kann sich nur noch in
eine bestimmte Art an Gewebe entwickeln. Zu den adulten Stammzellen zahlen z.B.
mesenchymale Stammzellen, aus denen sich unter anderem (u.a.) Osteoblasten ent-
wickeln, oder hamatopoetische Stammzellen, die fur die Blutbildung entscheidend sind
(Piper, 2006). Bei der hamatopoetischen Stammzelle (s. Abb. 1) wird zwischen der
long term hamatopoetischen Stammzelle (LT-HSZ) und der short term hamatopoeti-
schen Stammzelle (ST-HSZ) unterschieden. Die Erstgenannte besitzt die Fahigkeit der
dauerhaften Selbsterneuerung und entwickelt sich zur ST-HSZ weiter, welche sich nur

noch zeitlich limitiert erneuern kann. Aus adulten ST-HSZ wiederum differenzieren

long term Hamatopoetische
Stammzelle (LT-HSZ) O

short term Hamatopoetische o 0
Stammazelle (ST-HSZ) l

“ multipotente Progenitorzelle
myeloische A/ lymphatische

Progenitorzelle Progenitorzelle

megakaryozyten/ ‘/ l

erythroide myelomonozytare
Progenitorzelle ‘ Progenitorzelle

/N ]\
o ‘~ @
I
f =¢ 9

Erythrozyten Thrombozyten Granulozyten Monozyten

NK-Zelle T-Zelle B-Zelle

Abbildung 1: Stammbaum der Hdmatopoese
Dargestellt ist die Ausdifferenzierung der verschiedenen Blutzellen in vereinfachter Form; modifiziert
nach (Baunach, 2014).
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multipotente Progenitorzellen aus. Diese multipotenten Vorlauferzellen sind nicht mehr
fahig sich selbst zu erneuern. Sie teilen sich weiter und differenzieren sich entweder
in myeloische oder lymphatische Vorlauferzellen aus, welche nur noch oligopotent
sind. Aus lymphatischen Progenitorzellen kdnnen naturliche Killerzellen (NK-Zellen),
T- und B-Lymphozyten ausdifferenzieren. Aus myeloischen Vorlauferzellen differen-
zieren myelomonozytare Progenitorzellen, welche sich zu Monozyten oder Granulozy-
ten entwickeln kdnnen, oder megakaryozyten/erythroide Progenitorzellen, welche zu
Thrombozyten oder Erythrozyten werden. Die letzte Stufe der Vorlauferzellen ist nur
noch unipotent. Folglich nimmt mit jeder Abstufung im Stammbaum die Differenzie-
rungsfahigkeit ab (Piper, 2006, Baunach, 2014).

2.2 Akute myeloische Leuk&mie
Der Begriff ,Leukamie® wurde 1845 von Rudolf Virchow definiert (Virchow, 1856).
Ubersetzt aus dem Altgriechischen bedeutet das Wort so viel wie ,WeiRblitigkeit* und
verweist so auf Blutkrebs. Je nach betroffener Entwicklungsstufe in der Hamatopoese

und nach Krankheitsverlauf, akut oder chronisch, werden vier Gruppen unterschieden.

Die AML gehoért laut World Health Organisation-(WHO)-Klassifikation den myeloischen
Neoplasien an (Piper, 2006). Dabei handelt es sich um eine Stérung der Proliferation
und Differenzierung der hamatogenen Vorlauferzellen (Shipley und Butera, 2009). Das
bedeutet, dass die myeloischen Stammzellen sich zwar vermehren, aber nicht ausdif-
ferenzieren kdnnen und so in einer unreifen Entwicklungsstufe verbleiben (Piper,
2006). Nicht ausdifferenzierte Zellen werden als Blasten bezeichnet. Diese unreifen
Myeloblasten gehen aus dem Knochenmark in das periphere Blut Uber und kénnen
andere Organe, wie z.B. die Lunge, infiltrieren, die aufgrund der Blasten funktionelle
Beeintrachtigungen aufweisen. Dies kann bis zum kompletten Versagen der Organe
fuhren (Glick et al., 1980). In Folge der fehlenden Ausdifferenzierung kommt es zum
Mangel an Blutzellen. Durch die Thrombozytopenie kann es u.a. zu Zahnfleisch- oder
Nasenblutungen kommen. Aufgrund der fehlenden Leukozyten kommt es zu einer sehr
stark erhohten Infektanfalligkeit. Das Fehlen der Erythrozyten zeigt sich in Form von
allgemeiner Blasse, Schwache und Mudigkeit (Piper, 2006). Die Diagnose AML kann
u.a. gestellt werden wenn = 20 % an Blasten im Knochenmark oder im peripheren Blut
vorliegen (Glick et al., 1980, Rollig et al., 2018). Bei der Erstdiagnose werden die Pa-
tienten nach der European Leukemia Net-(ELN-) Klassifikation von 2016 in eine von
drei Risikogruppen zugeteilt. Dabei wird zwischen einer ginstigen, intermediaren und
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unginstigen Risikogruppe unterschieden. Beispielsweise spielen hier der Lokus und
die Art mutierter Gene eine Rolle (Dohner et al., 2017). Eine weitere gebrauchliche
Einteilung ist die sogenannte French-American-British-(FAB-) Klassifikation. Dabei
entscheidet die Morphologie der abnormalen Zellen tber die Zuordnung zu einem
FAB-Typen. Unterteilt werden die FAB-Typen von MO bis M7. Entscheidend dabei ist
der prozentuale Anteil an Blasten, an Peroxidase und Esterase, sowie das Vorkommen
von Translokationen (Piper, 2006). Die Diagnose AML ist auf Grundlage von modernen
Methoden und Untersuchungen wie Knochenmarkbiopsie, Blutbild und Zytogenetik
recht eindeutig zu stellen. Trotzdem bestehen mdgliche Differenzialdiagnosen wie
akute lymphatische Leukamie, Virusinfektionen (z.B. HIV), Myelodysplastisches Syn-
drom oder Aplastische Anamie (Rdllig et al., 2018). Risikofaktoren zur Erkrankung an
AML sind u.a. Chromosomenaberrationen, hereditare Pradisposition, Strahlenbelas-
tung und Zigarettenkonsum (Piper, 2006). Aktives Rauchen steigert das Risiko an AML
zu erkranken um 40 % (Fircanis et al., 2014). Trotz vorhandener Behandlungsmdg-
lichkeiten sterben die meisten Patienten innerhalb von zwei Jahren, abhangig von Fak-
toren wie dem Alter, genetischen Mutationen und Begleiterkrankungen. Allgemein
kann gesagt werden, dass die Prognose mit steigendem Alter schlechter wird (Shipley
und Butera, 2009). Methoden zur Friherkennung oder zur Prophylaxe sind bisher nicht
bekannt (Rollig et al., 2018).

2.3 Behandlung der AML
Die Behandlung der AML hangt individuell vom Patientenalter, Konditionen sowie ge-
netischen Faktoren ab. Unbehandelt fihrt die Erkrankung schnell zum Tod. Bei jungen
sowie alteren, aber kérperlich leistungsfahigen Patienten, wird eine kurative Therapie
angestrebt (Rollig et al., 2018). Die kurative Therapie lasst sich in zwei Phasen unter-
teilen. Bei der anfanglichen Induktionstherapie wird mit dem Bestreben auf komplette
Remission hin behandelt. Die Postremissionstherapie zielt darauf ab, den erreichten
Ruckgang der Krankheit zu erhalten (Rollig et al., 2018). Die Wahrscheinlichkeit einer
kompletten Remission liegt bei Patienten bis zu einem Alter von 50 Jahren bei etwa
75 %. Patienten, die alter als 75 Jahre alt sind, erreichen dagegen nur noch eine Wahr-
scheinlichkeit von etwa 35 % zu Uberleben (Southam et al., 1951). Vergleicht man bei
der Behandlung der AML die Behandlungserfolge in Bezug auf die am haufigsten vor-
kommenden Mutationen, so wurde festgestellt, dass die Behandlungschancen der
FLT3-Tyrosinkinase Domane (FLT3-TKD) im Gegensatz zur FLT3-internen Tandem-
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duplikation (FLT3-ITD) besser ausfallen (Qiu et al., 2018). Auf die beiden zuvor er-
wahnten FLT3-Mutationen wird im Kapitel 2.4 genauer eingegangen. Mittlerweile be-
stehen Uberlebenschancen aufgrund effektiver Therapiemdglichkeiten. Die Chancen
auf eine uber 4 Jahre anhaltende vollstandige Remission steigen vor allem durch ein
junges Patientenalter (Crowther et al., 1970, Rdllig et al., 2018). Im Vergleich zu an-
deren Blutkrebsarten weist die AML die schlechteste Uberlebensrate auf (Chen et al.,
2017). Bei der Betrachtung der 5-Jahres-Uberlebensrate des alleinigen Patientenal-
ters als Kriterium, betragt diese bei < 30 Jahren 60 %, bei 30-54 Jahren 43 % und bei
55-64 Jahren nur noch 23 % (Juliusson et al., 2012). Wird neben einem Patientenalter
von < 60 Jahren die ELN-Gruppe mit in die 5-Jahres-Uberlebensrate einbezogen, liegt
diese fur die gunstige Gruppe bei 52 %, fur die intermediare Gruppe bei 34,5 % und
fur die unginstige Gruppe bei 14 % (Rollig et al., 2011).

Laut Leitlinie zur AML vom April 2018 sieht die Therapie der Wahl fur Patienten unter
65 Jahren und fir altere Patienten mit guter kdrperlicher Verfassung in der Induktions-
phase das Schema 3+7 vor. Dabei wird Uber drei Tage ein Anthrazyklin/Anthracendion
und danach fir sieben Tage Cytarabin gegeben. Sollte ein Patient auf die Induktions-
therapie nicht ansprechen, wird dieser mittels erneuter Induktionstherapie und auf-
grund der Unempfindlichkeit mit Ara-C in hoher Dosis als Zusatz behandelt. Die The-
rapie der Wahl ist bei diesen wenig ansprechenden Patienten eine Stammzelltrans-
plantation. Patienten mit nachgewiesener FLT3-ITD oder FLT3-TKD erhalten nach der
ersten Woche Induktionstherapie fiir die anschlieRenden zwei Wochen eine orale Ver-
abreichung von 50 mg Midostaurin zwei Mal am Tag. Wurde aufgrund der Induktions-
phase eine vollstandige Remission erreicht, wird zur Vermeidung eines Rezidivs um-
gehend eine Konsolidierungstherapie eingeleitet. Diese beinhaltet entweder Cytarabin
oder eine allogene Stammzelltransplantation. Eine palliative Behandlung der AML
sollte dann vorgenommen werden, wenn Faktoren wie Patientenalter Gber 75 Jahre,
Komorbiditat wie z.B. Nieren- oder Lebererkrankung, schlechte soziale Verhaltnisse
oder das ausdruckliche Ablehnen einer Chemotherapie vorliegen. Kommt es zum Re-
zidiv, wird nochmals mit Induktionstherapie begonnen, allerdings erneut mit dem Zu-
satz von Ara-C. Rezidive treten meist in den ersten 18-24 Monaten nach erfolgreicher
Therapie auf. Daher sollten die Patienten in den ersten zwei Jahren alle ein bis drei
Monate zur Kontrolle des Blutbildes erscheinen (Rdllig et al., 2018). Studien empfehlen
deswegen direkt bei der ersten Remission eine Stammzelltransplantation durchzufiih-

ren, um das Risiko eines Rezidivs zu senken (Bornhauser et al., 2007).



Des Weiteren gibt es moderne therapeutische Ansatze. Dazu zahlen u.a. Tyrosin-
kinase-Inhibitoren, Monoklonale Antikdrper, Zytostatika und weitere Substanzen wie
Histon-Deacetylase-Inhibitoren (Vorinostat, Panobinostat, Pracinostat), BCL2-Inhibito-
ren und MDM2-Inhibitoren (RO0llig et al., 2018). Auf spezifische und im Rahmen der
Dissertation verwendeten Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitoren (RTKis) (s. Kap. 2.5)
und Histon-Deacetylase-Inhibitoren (s. Kap. 2.7) wird zu einem spéateren Zeitpunkt ge-

nauer eingegangen.

In der Literatur liegen bereits untersuchte Kombinationen aus einem RTKi bei gleich-
zeitiger Chemotherapie vor. Diese haben eine Verbesserung der symptomfreien 3-
Jahres-Rate von 22 % auf 40 % erbracht (Rdllig et al., 2015) bzw. eine Verlangerung
der Uberlebenszeit von 25 zu 75 Monaten (Stone et al., 2015). Der RTKi Midostaurin
wurde 2017 in Kombination mit Chemo- und Erhaltungstherapie von der Europaischen
Arzneimittel-Agentur zugelassen. Genehmigt wurde Midostaurin auf Grundlage der Er-
gebnisse einer Studie mit AML-Patienten, bei der Patienten bis zu einem Alter von 60

Jahren als Probanden akzeptiert wurden (Stone et al., 2017).

2.4 Die Rezeptor-Tyrosinkinase FLT3
Der Aufbau des FLT3-Rezeptors ist in Abb. 2 dargestellt und né&her beschrieben. In
gesunden Zellen liegt der Rezeptor im inaktiven Zustand als Monomer vor. Durch die
Bindung von FLT3-Liganden kommt es dann zur Dimerisierung (Heldin, 1995). So kén-
nen durch die aktivierte Autophosphorylierung (Ullrich und Schlessinger, 1990) Tyro-
sinreste phosphoryliert und multiple Signaltransduktionswege initiiert werden. Diese
sind in Abb. 3 dargestellt. Dazu gehoéren folgende Signalwege: JAK/STAT,
RAS/RAF/MEK/ERK und PI3K/AKT. Der erstgenannte Weg bewirkt die Aktivierung
von signal transducer and activator of transcription 5 (STAT5). Der zweitgenannte Sig-
nalweg wird auch als mitogen-activated protein kinase (MAPK) bezeichnet. Dieser
sorgt fur die konstitutive Phosphorylierung von extracellular-signal regulated kinase 1
(ERK1) und extracellular-signal regulated kinase 2 (ERK2) (Small, 2006). Der FLT3-
Rezeptor kommt als hyperglykosylierte Form mit circa (ca.) 160 kDa und als hypogly-
kosylierte Form mit 130-143 kDa vor. Die hyperglykosylierte Form kommt an der Zell-
oberflache vor, welche aufgrund einer posttranslationalen Proteinmodifikation dorthin

transportiert wird (Lyman et al., 1993).
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Abbildung 2: Vereinfachte Darstellung des FLT3-Rezeptors

FLT3 ist eine Typ-lll-Rezeptor-Tyrosinkinase. Extrazellulér befinden sich 5 Immunglobulin-&hnliche Do-
manen. Die rdumliche Trennung zwischen dem extra- und intrazellularen Anteil bildet die Transmemb-
randomane. Der erste intrazellulare Abschnitt wird als Juxtamembran-Domane bezeichnet. Es folgt eine

Kinase Domane, welche sich in zwei Anteile gliedert (Agnes et al., 1994); modifiziert nach (Takahashi,
2011).
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Abbildung 3: Signaltransduktionswege des FLT3-Rezeptors
Die Aktivierung durch Dimerisierung induziert erhéhte Zellproliferation, -differenzierung und erhghtes —

Uberleben. Die Apoptose dagegen wird unterdriickt (Chen et al., 2017); modifiziert nach (Chen et al.,
2017).



Bei der AML sind Mutationen im FLT3-Gen zu finden (Papaemmanuil et al., 2016),
welches sich auf Chromosom 13g12 befindet (Carow et al., 1995). Eine Mutation des
FLT3-Rezeptors weisen etwa ein Drittel der AML-Patienten auf (Levis und Small,
2003). Bei einer Studie mit 1540 AML-Patienten wurden zu 80 % die Translokation
t(6;9) und zu 35 % die Translokation t(15;17) als Chromosomenmutationen nachge-
wiesen (Papaemmanuil et al., 2016). Die erstgenannte Translokation wird der ungiins-
tigen ELN-Risikogruppe zugeteilt (D6hner et al., 2017). Normalerweise tritt die Rezep-
tor-Tyrosinkinase FLT3 nur in cluster of differentiation (CD)34-positiven Stammzellen
auf (Chen et al., 2017) und wird im Laufe der Zellausdifferenzierung abgebaut (Rosnet
et al., 1996). Dies ist bei der AML nicht der Fall, da FLT3 weiterhin exprimiert wird
(Meierhoff et al., 1995).

Die am haufigsten auftretende Mutation bei der AML ist mit etwa 20 % die interne
Tandemduplikation (FLT3-ITD) in der Juxtamembran-Doméane des Rezeptors (Thiede
et al., 2002). Andere Arten an Mutationen sind z.B. Punktmutationen innerhalb der
Kinase Doméne (FLT3-TKD) an Asp835 (ca. 7 %) (Thiede et al., 2002, Small, 2006).
Die FLT3-ITD-Mutation der AML wurde bereits 1996 entdeckt (Nakao et al., 1996), die
FLT3-TKD-Mutation 2001 (Abu-Duhier et al., 2001). Vor allem die FLT3-ITD-Mutation
bedeutet fir Patienten eine schlechte Prognose (Yokota et al., 1997, Small, 2006). Sie
fuhrt zu einem erhohten Rezidivrisiko nach Behandlung, einem schnellen Fortschrei-
ten der Erkrankung und geringer Uberlebensrate (Levis und Small, 2003). Die interne
Tandemduplikation induziert eine ligandenunabhangige Dimerisierung, Autophospho-
rylierung und Aktivierung des Rezeptors (Kiyoi et al., 2002). Liegt solch eine geneti-
sche Veranderung vor, hat dies zur Folge, dass der Rezeptor konstitutiv aktiv ist (Kiyoi
et al., 2002). Durch die FLT3-ITD-Mutation entfallt die Aufgabe der Juxtamembran-
Domane in Form einer negativen Rickkopplung (Griffith et al., 2004). Diese verhindert
in der Regel eine irreguléare Dimerisierung und damit die Aktivierung des FLT3-Rezep-
tors (Chen et al., 2017). Interessanterweise kommt der FLT3-ITD-Rezeptor meist im
endoplasmatischen Retikulum vor, wahrend der nicht-mutierte FLT3-Rezeptor sich in
der Zellmembran befindet (Schmidt-Arras et al., 2005). Durch die Mutation in der Juxta-
membran-Domane wird der Transport des Rezeptors aus dem endoplasmatischen Re-
tikulum an die Zelloberflache verhindert (Choudhary et al., 2009). Die unterschiedli-
chen Lokalisationen des FLT3-Rezeptors zeichnen sich vor allem durch zwei Unter-
schiede aus. Wéahrend der FLT3-Rezeptor an der Zelloberflache kaum STAT5 gene-

riert, kommt es bei der im endoplasmatischen Retikulum befindlichen mutierten Form
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zu einer erhdhten Induktion von STAT5. Des Weiteren korreliert die hypoglykosylierte
Form mit etwa 130 kDa mit der Lokalisation im endoplasmatischen Retikulum, da diese
Form des FLT3-Rezeptors Kohlenhydrate in Form von Mannose enthalt, welche ty-
pisch fur unreife, im endoplasmatischen Retikulum lokalisierte Glykoproteine sind
(Schmidt-Arras et al., 2009). Durch die konstitutive Aktivierung der FLT3-ITD-Mutation
wird letztendlich das Uberleben und die Proliferation der AML-Zellen gefordert
(Drexler, 1996). Diese FLT3-Mutationen kénnen daher als ,aktivierende Mutationen
der Signaltransduktion® klassifiziert werden (R0llig et al., 2018). Die FLT3-TKD-Muta-
tion dagegen andert die Konformation des Rezeptors von inaktiv zu aktiv. Die katalyti-
sche Doméane zur Bindung von ATP ist bei nicht-mutierten FLT3-Rezeptoren im inak-
tiven ,geschlossenen” Zustand und verhindert damit eine Bindung von ATP. Der FLT3-
TKD-Rezeptor aber verandert die Konformation der katalytischen Domane in den ,ge-
offneten” und damit aktiven Zustand (Smith et al., 2012). Wéahrend der FLT3-ITD-Re-
zeptor alle drei genannten Signalwege aktiviert, stimuliert der FLT3-TKD-Rezeptor nur
AKT und ERK. STAT5 hingegen wird kaum induziert (Choudhary et al., 2005), da der
FLT3-TKD-Rezeptor an der Zelloberflache lokalisiert ist (Schmidt-Arras et al., 2009).
Nach Versuchen in Mausmodellen wurde festgestellt, dass eine der beiden genannten
FLT3-Mutationen alleine nicht ausreicht, um eine AML hervorzurufen. Es wird lediglich
eine myeloproliferative Erkrankung in Form einer Leukozytose hervorgerufen und kein
Vollbild einer AML ausgebildet. Es muss immer noch eine weitere Veranderung vorlie-
gen, beispielsweise die Koexistenz der FLT3-ITD-Mutation mit einer Translokation
(Kelly et al., 2002, Reckzeh et al., 2012). Dieses Modell wird als ,two-hit-hypothesis®
bzw. als ,multiple hitting“ bezeichnet. Zur Ausbildung einer AML missen also mehrere
Mutationen ausgeldst werden (Nordling, 1953, Knudson, 1971, Chen et al., 2017).

2.5 Der FLT3-Inhibitor AC220

Die Rezeptor-Tyrosinkinase FLT3 ist schon seit langerer Zeit als Zielstruktur der Be-
handlung von AML bekannt (Nakao et al., 1996). Alle FLT3is weisen die Gemeinsam-
keit auf, dass sie an die ATP-Bindestelle der intrazellular gelegenen FLT3-TKD binden.
Damit verhindern sie die Autophosphorylierung des Rezeptors, indem sie die ATP-
Bindung kompetitiv hemmen (Larrosa-Garcia und Baer, 2017). Diese kompetitive
Hemmung kann als Grundprinzip fast aller RTKis angesehen werden, indem ATP und
FLT3i um die Bindung an der FLT3-TKD konkurrieren (Leung et al., 2013).
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Die Klassifikation der FLT3is gliedert sich in eine erste und eine zweite Generation, je
nach Spezifitat des Inhibitors gegeniber FLT3 und ist abhéngig vom Entwicklungszeit-
punkt des Inhibitors (Larrosa-Garcia und Baer, 2017). RTKis der ersten Generation
eliminieren vornehmlich Blasten im peripheren Blut. Die der zweiten Generation hin-
gegen greifen Gberwiegend Blasten im Knochenmark an (Konig und Levis, 2015). Zeit-
lich gesehen greift die Eliminierung im Knochenmark erst spater als die im peripheren
Blut (Hospital et al., 2017). Resistenzen gegentber FLT3is wurden bei beiden Gene-
rationen entdeckt. Desweiteren werden die FLT3is in Typ | und Typ Il untergliedert,

ausgehend von der Bindung an FLT3 (Larrosa-Garcia und Baer, 2017).

AC220 wird bereits in klinischen Versuchsreihen in Phase | und Il angewandt (Cortes
et al., 2013, Cortes et al., 2018). AC220 ist ein Inhibitor der zweiten Generation und
wird als Typ Il klassifiziert. Zweite Generation bedeutet, dass diese Inhibitoren gegen-
Uber der ersten Generation potenter und spezifischer wirken und dabei weniger toxisch
sind. Sie binden Uberwiegend an FLT3. Typ Il kennzeichnet die Inhibitoren dahinge-
hend aus, dass sie uberwiegend an FLT3-ITD Zellen im Gegensatz zu FLT3-TKD bin-
den (Larrosa-Garcia und Baer, 2017). Eine klinische Versuchsreihe in Phase | mit
AC220 als Einzelbehandlung von rickfallig gewordenen oder resistenten Patienten hat
eine maximal tolerierte orale Dosis von 200 mg pro Tag ermitteln kénnen (Cortes et
al., 2013). Gerade fur diese AML-Patienten ist die Prognose schlecht, da Chemothe-
rapie wenig Erfolg zeigt. Entscheidende Faktoren fir den Verlauf der Behandlung sind
das Vorliegen einer FLT3-Mutation sowie das Patientenalter. Eine schlechte Voraus-
setzung fir eine erfolgreiche Behandlung sind FLT3-ITD-positive Patienten im hohen
Alter. In Phase Il der klinischen Versuchsreihe mit 333 Patienten wurde die Dosis fur
Manner auf 135 mg und fur Frauen auf 90 mg pro Tag gesenkt, da Herzrhythmussto-
rungen in Form von verlangerten QT-Zeiten aufgetreten sind. Weitere haufige Neben-
wirkungen waren aufgrund der Entwicklung der verschiedenen hamatopoetischen Zel-
len aus einer Stammzelle Anamie, Thrombozytopenie und Pneumonie (Cortes et al.,
2018). Dadurch treten typische Symptome wie Mudigkeit, Immunschwéache oder Haut-
und Schleimhautblutungen auf (Rollig et al., 2018). Die Halbwertszeit von AC220 liegt
bei etwa 3 Tagen (Sanga et al., 2017). Ein Drittel der Patienten unter 60 Jahren konnte
erfolgreich bis zur Stammzelltransplantation behandelt werden. Die Patienten, die lan-
ger als 1 Jahr Gberlebt haben, gehdrten gro3tenteils genau dieser Gruppe an, sprich
erfolgreiche Behandlung mit AC220 und darauf folgend eine Stammzelltransplantation

(Cortes et al., 2018). Allerdings belegen Studien, dass es zu Resistenzen gegenuber
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FLT3i kommen kann (Heydt et al., 2018). Dabei wird zwischen priméaren und sekunda-
ren Resistenzen unterschieden. Die primaren Resistenzen liegen bereits vor einer Be-
handlung mit einem FLT3i vor, wahrend sich sekundare Resistenzen aufgrund einer
Behandlung entwickeln (Larrosa-Garcia and Baer, 2017). Die Induktion des antiapo-
ptotischen Proteins B-cell lymphoma 2 (BCL2) kann bereits eine primare Resistenz
bewirken (Kohl et al., 2007). Im Fall von AC220 wurden Resistenzen behandlungsbe-
dingt durch sekundare Mutationen erworben (Heydt et al., 2018). Beispielsweise kann
eine FLT3-TKD-Mutation zusatzlich zur bereits vorliegenden FLT3-ITD-Mutation eine

sekundare Resistenz verursachen (Larrosa-Garcia and Baer, 2017).

2.6 Histon-Deacetylasen und Histon-Acetyl-Transferasen
HDACSs sind Enzyme und werden in vier Klassen unterteilt (Taunton et al., 1996). Da-
bei werden die zinkabh&angigen von den Nicotinamidadenindinukleotid-(NAD*-) abh&n-
gigen unterschieden. Zu der erstgenannten Gruppe zahlt die Klasse | (HDAC1, 2, 3
und 8), Klasse lla (HDAC4, 5, 7 und 9), Klasse lIlb (HDAC6 und 10) und Klasse IV
(HDAC11). Zu der zweitgenannten Gruppe gehort die Klasse Il (SIRT1-7) (Van Dyke,
2014). HDACSs steuern posttranslationale Modifikationen an Proteinen, indem sie den
Acetylierungszustand von Histonen und Nicht-Histon-Proteinen verandern. Die
Deacetylierung von Lysin an Histonen und Nicht-Histon-Proteinen (Van Dyke, 2014)
fuhrt zur Beendigung der Transkription (Bolden et al., 2006). HDACSs sind ebenfalls an
Prozessen wie DNA-Reparatur (Gong und Miller, 2013) und Apoptose (Fulda, 2012)
beteiligt. Weiterhin ist bekannt, dass in manchen Karzinomarten HDACs hoch-, bei
anderen Arten runterreguliert werden. Somit sind HDACs bei der Krebstherapie von
Interesse (Roos und Krumm, 2016). Das Ausschalten von z.B. HDAC1 und HDAC2
fordert die Entstehung von AML (Santoro et al., 2013). HDAC3 ist in die embryonale
Entwicklung involviert (Bhaskara et al., 2008) und damit fur die Zellen ein tiberlebens-
wichtiger Bestandteil. Die Hemmung von HDACS ist daher bei der Behandlung von
Krebs ein moglicher Ansatzpunkt (Wilson et al., 2006). Neben der unterschiedlichen
Regulation der HDACs in Karzinomarten wurde festgestellt, dass in Krebszellen auch
eine Dysregulation von Histon-Acetyl-Transferasen (HATS) vorliegen kann (Brownell
et al.,, 1996). Denn neben den deacetylierenden Enzymen liegen in Zellen auch En-
zyme vor, welche Acetylreste an u.a. Histone anhangen. Dabei handelt es sich um

HATSs. In gesunden Zellen stehen HATs und HDACs in einem dynamischen Gleichge-
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wicht, um Prozesse in der Zelle durch die gegenteilige Wirkung der Enzyme zu regu-
lieren (Yang, 2004). Eine fehlerhafte Funktion von HATs kann u.a. Leukamie auslosen.
Die Translokation t(11;16) (q23;p13) bspw. fuhrt zur Erkrankung an AML. Diese
Translokation generiert eine Fusion aus dem Protein Histon Methyltransferase (MLL)
und der HAT CREB binding protein (CBP). Dieses Onkoprotein bewirkt eine irregulére
Acetylierung und damit Aktivierung der Homéobox-(Hox-)Gene (Yang, 2004). Dies Iost
die Erkrankung am Myelodysplastischen Syndroms aus, welches wiederum die Wahr-
scheinlichkeit der Entwicklung einer Leukadmie steigert (Lavau et al., 2000).

2.7 Histon-Deacetylase-Inhibitoren als Therapie von AML
Die Behandlung mit HDACis hat bereits bei einigen Krebsarten zu positiven Resultaten
gefuhrt. So kann die Unterdriickung von HDAC1, 2 und 3 zur Wachstumsabnahme bei
Kolonkarzinomen durch Hemmung der Zellproliferation und Erhéhung der Apoptose-
rate fuhren (Wilson et al., 2006). Resistenzen in Krebszellen gegeniber Medikamen-
ten konnten aufgrund der Hemmung von insulin-like growth factor 1 receptor (IGF-1R)
aufgehoben werden (Sharma et al., 2010), indem Zellen durch HDACI sensibilisiert
wurden. HDACIis senken u.a. die Expression von Proteinen zur Reparatur von DNA-
Schaden, sodass die Zelle den Zelltod einleitet (Roos und Krumm, 2016). Eine Uber-
expression an HDACSs fuhrt dazu, dass Krebszellen Chemotherapeutika aufgrund der
erhohten Aktivitat des Effluxtransporters P-Glykoprotein besser verstoffwechseln und
somit eliminieren kdnnen. Dies macht die Zellen resistenter gegeniber solchen Be-
handlungen (Kaewpiboon et al., 2015, Ye et al., 2016). HDACis beeinflussen die Ge-
nexpression, indem sie die Deacetylierung von Histonen und Nicht-Histon-Proteinen
verhindern (Buchwald et al., 2009). Prozesse wie Transkription oder DNA-Replikation
werden durch HDACi moduliert (Roos und Krumm, 2016). Die Unterdriickung der ge-
nannten Ablaufe in der Zelle wird mitunter durch das Protein Poly-(ADP-Ribose) Poly-
merase 1 (PARP-1) bewirkt. Liegen DNA-Schaden in der Zelle vor, ist das Protein
PARP-1 an der DNA-Reparatur beteiligt, indem es an Chromatinproteine ADP-Ribose
anhangt, um Zugang zum Schaden zu ermgglichen (Satoh und Lindahl, 1992). Dieser
Prozess verbraucht allerdings NAD* (D'Amours et al., 1999). Zum Teil wird dabei NAD*
in so hohen Mengen verbraucht, dass es nicht mehr ausreichend flr andere Repara-
turprozesse zur Verfigung steht. In Folge dessen leitet die Krebszelle die Apoptose
ein (Roos et al., 2016). Ein weiterer Aspekt ist, dass HDACs die Chromatinstruktur
durch Deacetylierung verandern kdnnen. So machen HDACIis die DNA angreifbar fur
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Chemotherapeutika, da die DNA-Struktur durch die erhaltenen Acetylgruppen in Form
von Euchromatin aufgelockert vorliegt (Kim et al., 2003). Zusammenfassend zeigt eine
Behandlung mit HDACIs eine erhthte Apoptoserate (Roos und Krumm, 2016), indem
Mechanismen zur Einleitung des Zelltods schneller veranlasst werden. Das lasst sich
dadurch erklaren, dass die ,Barriere zur Zelltodeinleitung“ durch HDACis gesenkt wird.
So wird die Apoptose schon durch das Vorliegen von geringeren Mengen an Schaden
initiiert (Roos et al., 2016). Des Weiteren wird die DNA damage response (DDR) in
Tumorzellen durch HDACIs stark vermindert, wahrend zum Vergleich eine Behandlung
gesunder Zellen mit HDACis kaum Auswirkungen zeigen. Gesunde Zellen sind in der
Lage den erzeugten DNA-Schaden durch den HDACI zu reparieren, Tumorzellen da-

gegen nicht (Lee et al., 2010).

Der HDACIi FK228 wird aus dem Bakterium Chromobacterium violaceum gewonnen.
FK228 wirkt als Prodrug und inhibiert HDACs der Klasse | (Odenike et al., 2008, Liu et
al., 2018), davon hauptsachlich HDAC1 und HDAC2 (Furumai et al., 2002). Vergleicht
man die Gensequenzen der Proteine, so fallt auf, dass sich HDAC1 und HDAC?2 stark
ahneln. HDAC3 hingegen, welche auch der Klasse | angehoért, stimmt nur zu 53 % mit
HDAC1 und zu 52 % mit HDAC?2 Uberein (Yang et al., 2002). Ein Knockdown von
HDAC1 bzw. HDAC?2 fuhrt dazu, dass die Expression des jeweils anderen kompensiert
wird. Wird dagegen HDAC3 ausgeschaltet, werden zum Ausgleich keine anderen
HDACSs vermehrt exprimiert (Wells et al., 2013). Diese Aspekte machen deutlich, dass
es relativ schwer ist Inhibitoren zu entwickeln, die sich nur auf eine HDAC spezifizieren
(Wells et al., 2013). Des Weiteren regulieren HDAC1 und HDAC2 die Phosphorylie-
rung von Kinasen, welche an Kontrollpunkten des Zellzyklus beteiligt sind. Diese kon-
trollieren die Phosphorylierung der Kinasen anhand des Proteins PR130, indem
HDAC1 und HDAC2 die Aktivitdt von PR130 hemmen. Eine Hemmung von HDAC1
und HDAC2 sensibilisiert Tumorzellen gegentber replikativem Stress, da die Zellzyk-
luskontrollpunkte unterdriickt werden. Dies wird dadurch bewirkt, dass Proteine wie
ataxia telangiectasia mutated (ATM) aufgrund der Unterdrickung von HDAC1 und
HDAC?2 dephosphoryliert werden, da es zur erhdhten Expression an PR130 kommt.
Folglich sind HDAC1 und HDAC2 notwendig, um PR130 zu inhibieren und damit die
Phosphorylierung von Kontrollpunkt-Kinasen zu erhalten (Goeder et al., 2018). Dieser
Aspekt ist fur die Inhibition mit HDACs wichtig, da replikativer Stress die Apoptose
induzieren kann (Tanaka et al., 2017). Ein weiterer Unterschied zwischen den HDACs

1, 2 und 3 zeigt sich bei der Behandlung mit Vorinostat, auch bekannt unter dem Na-
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men SAHA (Bhaskara et al., 2008). Vorinostat inhibiert HDACs der Klasse | und I
(Marks und Xu, 2009). Der Vergleich an DNA-Schaden nach der Behandlung mit Vo-
rinostat und einem Knockdown an HDAC3 zeigt grof3ere Apoptoseraten bei Vorinostat.
Die Hemmung mehrerer HDACs Uberwiegt also hier gegentber dem selektiven Aus-
schalten von nur einer HDAC (Bhaskara et al., 2008).

Der HDACi RGFP966 ist ein spezifischer Inhibitor gegen HDACS3. Der half maximal
inhibitory concentration (ICso) Wert liegt bei 0,08 pM. Bis zu einer Dosis von 15 pM
werden keine anderen HDACs beeinflusst (Malvaez et al., 2013). Die volle Wirkung
von RGFP966 tritt nach etwa 4 h auf, welche mit einer starken Zunahme der Acetylie-
rung von Histon 4 korreliert (Wells et al., 2013). RGFP966 zeigt gegenliber AML-Zellen
eine starkere Wirkung im Vergleich mit anderen Zelllinien wie z.B. menschlichen emb-
ryonale Nierenzellen, humanen Lungen- und Brustkrebszellen. Dies spiegelt sich in
den untersuchten Uberlebensraten der Zellen wieder. Dabei wird die Vitalitat der AML-
Zellen bereits mit geringeren Dosen an RGFP966 starker gehemmt verglichen mit an-
deren Zelllinien (Li et al., 2017).

RGFP966 kann nachweislich das Wachstum von kutanen T-Zell-Lymphomen verlang-
samen. Die Behandlung fihrt zu einem Anstieg von apoptotischen Zellen und zu einer
Veranderung der Anzahl der sich in der S-Phase befindlichen Zellen. Die Geschwin-
digkeit, mit der die DNA-Replikation erfolgt, nimmt aufgrund des HDAC3i um 50 % ab.
Die Behandlung mit RGFP966 fuhrt in Tumorzellen folglich zur Schadigung der Repli-
kation. Die beobachtete Zunahme der Zellzahl der kutanen T-Zell-Lymphomzellen in
der S-Phase nach Behandlung mit RGFP966 im Vergleich zu den Kontrollzellen wird
dabei in Verbindung mit der Beeintrachtigung der DNA-Replikation gebracht (Wells et
al., 2013).

Mutierte Tyrosinkinase-Rezeptoren sind nicht nur bei AML zu finden. Bei Colon-Karzi-
nomen beispielsweise liegen Mutationen des Tyrosinkinase-Rezeptors epidermal
growth factor receptor (EGFR) vor (Chou et al., 2011). Dieser TKR ist vergleichbar mit
dem Tyrosinkinase-Rezeptor FLT3 bei AML. Beide weisen eine Aktivierung der Sig-
nalwege RAS/RAF/MEK/ERK und PI3K/AKT auf (Normanno et al., 2006). Eine weitere
Gemeinsamkeit ist, dass beim Colon-Karzinom die HDACs der Klasse | Uberexprimiert
sind (Mariadason, 2008). Behandlungen mit HDACis (Inhibition der Klasse | und Il mit
Vorinostat) haben gezeigt, dass die Expression des EGFR-Rezeptors sowie die Phos-
phorylierung an ERK blockiert werden. AufRerdem sind im Zellzyklus Zunahmen der

Zellanteile in der G1- und G2-Phase zu beobachten (Chou et al., 2011). Versuche mit
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FK228 haben ebenfalls eine Abnahme von EGFR und ERK im Fall von Lungenkrebs
ergeben (Yu et al., 2007). Bei nichtkleinzelligen Bronchialkarzinomen liegt ebenfalls
eine Mutation der Tyrosinkinase EGFR vor. Die Bronchialkarzinomzellen entwickelten
bei der Behandlung mit einem RTKi Resistenzen, was wiederum eine Parallele zur
AML bei der Behandlung mit AC220 ist. Bei der kombinierten Gabe des RTKi mit dem
HDACI Vorinostat traten diese jedoch nicht auf. Auch die Tumorgré3e nahm durch die
Kombinationsgabe ab und im Western-Blot konnte eine signifikante Zunahme an akti-
vierter cysteinyl aspartate-specific protease 3 (Caspase 3) festgestellt werden, was mit
einer hohen Apoptoserate korreliert. Vor allem stellen die Autoren dabei die wohl fih-
rende Rolle von HDAC3 im Fall von EGFR-Mutationen bei nichtkleinzelligen Bronchi-
alkarzinomen heraus (Tanimoto et al., 2017). Betrachtet man FLT3-mutierte AML-Zel-
len im Vergleich zu EGFR-mutierten Bronchialkarzinomzellen, so zeigt die Inhibition
von FLT3 bei gleichzeitiger Hemmung von HDAC3 mit 10 uM RGFP966 bereits nach
24 h eine deutliche Abnahme an FLT3 in Western-Blot-Analysen. Damit zeigen Li et
al. (2017) eine vergleichbare Rolle von HDAC3 bei den Tyrosinkinasen FLT3 und
EGFR auf (Li et al., 2017). Aufgrund der Literatur I&sst sich folglich vermuten, dass
konstitutiv aktive RTKs empfindlich gegentiber HDACI sind.

Andere Forschungsergebnisse zum Thema kombinierte Gabe mit HDACIs bei AML
liefern Zhou et al. (2015). Sie schlieRen aus ihren Forschungsergebnissen, dass eine
Hemmung von WEE1 die Wirkung von HDACis bei der Behandlung von AML verbes-
sert. Dabei ist irrelevant, ob die Hemmung auf genetischer Ebene durch einen Knock-
down oder auf pharmakologischer Ebene durch einen Inhibitor generiert wird (Zhou et
al., 2015). Andere Studien haben gezeigt, dass AML-Patienten, die resistent gegen-
uber Chemotherapie sind, den Oberflachenmarker CD123 auf Zellen aufweisen (Yan
et al., 2018). CD123 ist auch unter dem Namen Interleukin 3-Rezeptor bekannt (Testa
et al., 2014). Er ist ein Marker fir leukamische Stammzellen. CD123 wird auf vielen
CD34-positiven Stammzellen der AML Uberexprimiert (Jordan et al., 2000). Rund 45 %
der AML-Patienten weisen solch eine Uberexpression auf, welche eine schlechte
Prognose fir Patienten darstellt (Testa et al., 2002). FK228 kann bei diesen CD123-
positiven Zellen Apoptose induzieren und sensibilisiert diese so gegen Ara-C. FK228
wirkt dabei eher auf die langsamer wachsenden CD123-positiven Zellen, Ara-C dage-
gen wirkt eher auf die schneller wachsenden CD123-negativen Zellen. Somit schlieRen
Yan et al. (2018) aus ihren Forschungsergebnissen, dass sich FK228 und Ara-C in

Kombination zu einer synergistischen Wirkung potenzieren (Yan et al., 2018).
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2.8 Der Zellzyklus und die Regulation der Kontrollpunkte als Ansatzpunkt in
der Behandlung der AML

Im Verlauf des Zellzyklus muss der DNA-Gehalt erst verdoppelt werden, damit dieser
gleichermalRen auf zwei Zellen durch Zellteilung Ubertragen werden kann. Der Zellzyk-
lus besteht aus der Gap 1-(G1-), Synthese-(S-), Gap 2-(G2-) und Mitose-(M-)Phase.
In der S-Phase wird der DNA-Gehalt verdoppelt und in der M-Phase teilt sich die Zelle
in zwei Tochterzellen mit gleichem DNA-Gehalt auf. Diese beiden Phasen werden
durch die zwei G-Phasen voneinander getrennt (Barnum und O'Connell, 2014). Die
Phasen G1, S und G2 werden als Interphase zusammengefasst. Die Ubergange der
Zellzyklusphasen werden durch Kontrollpunkte gesteuert, wodurch die Integritat der
DNA kontrolliert wird. Liegen Schaden in der Zelle vor, werden Proteine aktiviert, wel-
che die Zellzyklusphase zum Zeitpunkt der Schadenserkennung arretieren. Es gibt drei
Kontrollpunkte: den G1/S-, den Intra-S- und den G2/M-Kontrollpunkt. So kann der Zell-
zyklus im Fall eines DNA-Schadens angehalten und Reparaturmechanismen eingelei-
tet werden, bevor sich die Zelle in der M-Phase teilt (Kastan und Bartek, 2004). An der
Regulierung des Zellzyklus sind Cyclin-abhangige Kinasen (CDKs) beteiligt
(Malumbres und Barbacid, 2009). CDKs kdnnen nur als Komplex mit einem Cyclin in
den aktiven Zustand ubergehen. Je nach Phosphorylierungsstelle der CDK-Cyclin-
Komplexe entscheidet sich, ob diese stimuliert oder inaktiviert werden. Der Ubergang
zur Mitose wird durch den Kontrollpunkt G2/M reguliert. Zur Veranschaulichung der
molekularen Vorgange des G2/M-Kontrollpunkts sind diese in Abb. 4 dargestellt. Fur
den G2/M-Kontrollpunkts ist die Tyrosinkinase WEE1 ein wichtiges Regulatorprotein,
welches den Ubergang in die M-Phase bei vorliegenden Schaden in der Zelle blockiert
(Do et al., 2013). Phosphoryliert WEE1 CDK1 an Tyrl5, hat dies zur Folge, dass die
Cyclin-abhangige Kinase inaktiviert und damit der Ubergang in die M-Phase durch ei-
nen G2-Arrest blockiert wird (Parker und Piwnica-Worms, 1992, Do et al., 2013). Der
Ubergang hangt also vom Phosphorylierungszustand von CDK1 ab (Nurse, 1990,
Dunphy, 1994). In der S- und G2-Phase ist die Transkriptionsrate und die Aktivitat von
WEEL1 hoch, in der M-Phase dagegen sinkt sie. Liegt in der Zelle kein DNA-Schaden
vor, kann die Zelle zur Zellteilung Ubergehen. Fiur die Einleitung der M-Phase wird
polo-like kinase 1 (PLK1) bendétigt. Diese Kinase phosphoryliert u.a. WEE1 und
CDC25. WEE1 wird dadurch ubiquitiniert und abgebaut (Lindqvist et al., 2009,
Matheson et al., 2016). Die Phosphatase cell division cycle 25 (CDC25) wird dagegen
durch das Anhéangen von Phosphat aktiviert (Lindqvist et al., 2009) und fuhrt eine
Dephosphorylierung von CDK1 durch. Das Resultat ist eine Aktivierung von CDK1
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(Boutros et al., 2007). Durch Komplexbildung von CDK1 mit Cyclin B wird schlie3lich
der Ubergang zur Mitose eingeleitet (O'Farrell, 2001). Dieser Komplex wird Mitosis
Promoting Factor (MPF) genannt (Masui und Markert, 1971, Smith und Ecker, 1971).
MPF phosphoryliert u.a. Histon 1, was mit dem Einleiten der Prophase der Mitose im
Zusammenhang steht (Chesnel et al., 2006).

Liegen Schaden in Form von DNA-Doppelstrangbriichen (DSBs) vor, wird ATM akti-
viert. ATM phosphoryliert und aktiviert Checkpoint-Kinase 2 (CHK2). CHK2 phospho-
ryliert seinerseits CDC25 C an Serin (Ser)216. Die Phosphorylierung von CDC25 C
fuhrt zu einem Transport des Proteins aus dem Zellkern ins Zytoplasma und verhindert
damit den Ubergang in die M-Phase (Matsuoka et al., 2000). Liegen Schaden in Form
von DNA-Einzelstrangbriichen (SSBs) vor, wird ataxia telangiectasia and Rad3 related
(ATR) aktiviert (Jazayeri et al., 2006). ATR phosphoryliert Checkpoint-Kinase 1
(CHK1) und aktiviert es damit. CHK1 phosphoryliert WEE1 und CDC25 C. WEE1 wird
dadurch aktiviert, CDC25 C dagegen wird gehemmt (Do et al., 2013).

DNA
Mitose

Abbildung 4: Signalkaskade bei Einzelstrangbriichen der DNA
Dargestellt ist der Signalweg zur Regulierung des G2/M-Kontrollpunkts im Zellzyklus; modifiziert nach
(Matheson et al., 2016).

Neben dem G2/M-Kontrollpunkt ist der G1/S-Kontrollpunkt von Interesse, da der G1/S-
Kontrollpunkt oftmals bei Tumorzellen fehlerhaft ist. So kann der Zellzyklus nicht vor-
zeitig angehalten werden und die Zelle geht trotz DNA-Schaden in die S-Phase Uber.
Der G2/M-Kontrollpunkt ist daher von gro3er Bedeutung und bewahrt die Tumorzellen
vor der Apoptose trotz DNA-Schaden. Damit wird der Zelltod aufgrund einer ,mitoti-
schen Katastrophe® verhindert (Bucher und Britten, 2008, Chen et al., 2012). Unter
dem Begriff mitotische Katastrophe versteht man die Einleitung eines Zustandes, aus
dem die Zelle aus der M-Phase entweder in den Zelltod oder in die Seneszenz lUber-

geht. Es kann damit als ,onkosuppressiver Mechanismus® beschrieben werden
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(Galluzzi et al., 2012). Die irregular eingeleitete Mitose lasst sich anhand von stark
veranderten Nukleoli beobachten. Dabei entstehen z.B. stark verkleinerte oder multiple
Zellkerne. Diese pragnanten Veranderungen konnen als Marker fur Zellen angesehen
werden, welche in eine mitotische Katastrophe tbergeleitet wurden (Kroemer et al.,
2009). Im Umkehrschluss lasst sich daraus deuten, dass die Hemmung des G2/M-
Kontrollpunkts gezielt Tumorzellen in die Apoptose treiben miusste, da intakte Zellen
Uber beide Kontrollpunkte verfigen. Damit sind Tumorzellen um zu tUberleben von dem
G2/M-Kontrollpunkt abh&ngig (Matheson et al., 2016).

An dem G2/M-Kontrollpunkt ist auch das Protein WEE1 beteiligt, welches bereits vor
Uber 30 Jahren in der Hefe Schizosaccharomyzes pombe entdeckt wurde (Russell und
Nurse, 1987). Neben seiner Rolle in der Zellzykluskontrolle ist WEE1 noch an der
DNA-Replikation in der S-Phase beteiligt (Do et al., 2013). WEEL stabilisiert die Rep-
likationsgabel (Dominguez-Kelly et al., 2011) und phosphoryliert Histon H2B an Tyr37.
Mit der Phosphorylierung wird signalisiert, dass die Histonsynthese abgeschlossen
und die Zelle bereit zum Ubergang in die Mitose ist. Sobald die Synthese der Histone
abgeschlossen ist, verlassen die Zellen recht ziigig die S-Phase und Histon H2B wird
dephosphoryliert (Mahajan et al., 2012). Wird jedoch das Protein HIRA (Lamour et al.,
1995) exprimiert, kommt es zum S-Phase-Arrest. HIRA ist ein Cyclin-CDK2-Substrat
und ist an der Kontrolle des Zellzyklus beteiligt (Hall et al., 2001). Die Phosphorylierung
von HIRA aktiviert das HIRA-Protein und bewirkt eine Akkumulation der Zellen in der
S-Phase. Aus diesen Untersuchungen lasst sich schlieRen, dass HIRA an der Regu-

lierung der Genexpression von Histonen beteiligt ist (Hall et al., 2001).

Untersuchungen haben gezeigt, dass WEEL1 in vielen Tumorzellen tberexprimiert
wird, so auch in AML-Zellen (Porter et al., 2012). Aufgrund der vermehrten Expression
in Tumorzellen wird die Inhibition von WEE1 als Therapiemdglichkeit bei der Behand-
lung der AML angesehen. Durch die Abhangigkeit der Tumorzellen vom G2/M-Kon-
trollpunkt ist auch das Uberleben der AML-Zellen besonders von diesem Kontrollpunkt
abhangig. Die Hemmung von WEE1 sensibilisiert diese Zellen so gegenuber
Chemotherapeutika, da ohne WEE1 der G2/M-Kontrollpunkt gehemmt ist und die Zel-
len in die mitotische Katastrophe getrieben werden (Matheson et al., 2016). Die kom-
binierte Behandlung von Brustkrebszellen mit einem WEE1i und Chemotherapeutika
erhoht die Apoptoserate, indem Zellen aus dem S-Phase-Arrest in die M-Phase Uber-
fuhrt werden, obwohl DNA-Schaden in der S-Phase nicht repariert wurden (Aarts et
al., 2012).
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Die Replikation der DNA findet in der S-Phase des Zellzyklus statt. Dabei steht der
Zelle nur eine limitierte Zeit zur Verfigung, sodass die Geschwindigkeit der Replikation
genau auf die anderen Zellzyklusphasen abgestimmt sein muss (Conti et al., 2007). In
Tumorzellen kommt es oft zu einer Anhaufung von einzelstrangiger DNA, da die Rep-
likationsgabeln aufgrund des erhdhten replikativen Stresses durch bspw. Mangel an
Nukleotiden gehemmt werden. Dies fuhrt dazu, dass der ATR-CHK1-WEE1-Signalweg
aktiviert wird (Saini et al., 2015). Die Zelle kann eine Erh6hung der Replikationsge-
schwindigkeit bis zu einem gewissen Grad tolerieren. Nimmt die mit Hilfe von DNA
Fibre Assay gemessene Geschwindigkeit jedoch tber 40 % im Vergleich zur Ge-
schwindigkeit gesunder Zellen zu, fihrt das zu DNA-Schaden. Somit fuhrt eine zu
starke Deregulierung der Replikationsgabel zu replikativem Stress und zur Aktivierung
der DDR (Maya-Mendoza et al., 2018). Ein Ansatzpunkt der Behandlung von Krebs ist
die Verstarkung von replikativem Stress in Tumorzellen, welcher in mutierten Zellen
bereits in erhéhter Menge vorhanden ist (Dobbelstein und Sorensen, 2015). Eine M6g-
lichkeit, den replikativen Stress in der Zelle zu erhdéhen, wird anhand der Hemmung
von WEEL1 erzielt. Die WEEZ1-Inhibition vermindert indirekt auch das Protein CHK1
durch eine Ruckkopplung. Durch die Hemmung von WEE1 wird auch das Protein
Claspin vermindert, welches als Koaktivator fiur CHK1 bendtigt wird. Durch diese indi-
rekte Reduktion von CHK1 nimmt gleichzeitig auch der replikative Stress in der Zelle
zu (Saini et al., 2015).

Das Tumorsuppressorprotein 53 (p53) wird auch als ,Hlter des Genoms* (Lane, 1992)
oder als ,Wachter der Zelle* (Levine, 1997) bezeichnet. Es ist verantwortlich fur die
Transkription von Regulationsgenen des Zellzyklus (Jabbur et al., 2000), der DNA-
Reparatur (Christmann und Kaina, 2013) und der Apoptose (Hopker et al., 2012). p53
spielt oft bei der Entstehung von Krebs eine wichtige Rolle (Abraham et al., 2016).
Fehlt p53 in den Zellen, ist der Allgemeinzustand der Zellen deutlich verschlechtert
(Maya-Mendoza et al., 2018). In gesunden Zellen wird p53 durch E3-Ligasen wie z.B.
murine double minute oncogene (MDM2) gesteuert und runterreguliert (Wu et al.,
1993).

Das Protein cyclin-dependent kinase inhibitor 1 (p21©PWail)y wird der CDK-Inhibitor-
Familie zugeordnet (Abbas und Dutta, 2009). Kommt es in der Zelle zu DNA-Schaden,
wird p53 an Ser20 aktiviert und agiert als Transkriptionsfaktor fuir p21(€iP2/Wafl) (g|-Deiry
et al., 1993, Jabbur et al., 2000). Die Aktivierung von p21(CPiWafl) |5st einen G1-Arrest

in den Zellen aus (Deng et al., 1995). Der Arrest der Zellen in der G1-Phase wird
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dadurch erzielt, dass p21©plWafl) CDK?2 inhibiert. Aktiviertes CDK2 wird aber zur Uber-
leitung in die S-Phase bendtigt (Zhu et al., 2005, Abbas und Dutta, 2009). Auf3erdem
kann p21(©rWafl) Seneszenz einleiten. Die aufgefiihrten Funktionen von p21(CiPl/Wafl)
schitzen somit die Zelle vor der Einleitung der Apoptose (Roninson, 2002). Die Hem-
mung der Apoptose wird durch p21CrWail) grzjelt, da das Protein ein entscheidender
Regulator der Replikation ist. Die Aktivierung von p21(©PtWaf) fijhrt dazu, dass die
Replikationsgeschwindigkeit abnimmt (Maya-Mendoza et al.,, 2018), indem
p21(©iplWail) an das Protein proliferating cell nuclear antigen (PCNA) (Moldovan et al.,
2007) bindet. PCNA wird als Kofaktor flr die DNA-Polymerase bendtigt. Durch die
Bindung von p21(€p1Wail) an PCNA wird es als Kofaktor unwirksam und die Replikation
wird damit gehemmt. Gleichzeitig aber werden durch die Bindung von p21(CplWafl) gn
PCNA Reparaturvorgéange aktiviert (Abbas und Dutta, 2009).

2.9 DNA-Schaden und die Rolle von HDACs in der DNA-Reparatur
Die Behandlung von Tumorzellen ist darauf ausgerichtet, in Zellen Schaden zu verur-
sachen und die Tumorzellen damit in den Zelltod zu treiben. Bei den Schaden kann es
sich beispielsweise um Strangbrtiche in Form von SSBs oder DSBs handeln (Vilenchik
and Knudson, 2003). Weitere Arten an DNA-Schaden sind u.a. Schadigungen durch
Oxidation (Ward, 1988) oder Methylierung (Tan et al., 1999).

Typische Anzeichen von Strangbriichen sind einerseits die Aktivierung von Kontroll-
punkten im Zellzyklus, um dessen Fortschreiten zu verhindern. Andererseits kommt es
zum Einsatz von DNA-Reparatur-Proteinen (Roos und Krumm, 2016). Bei DSBs
kommt es Uber mehrere Zwischenschritte, u.a. ATM (Thurn et al., 2013), zur Aktivie-
rung des nucleosome remodelling deacetylase-(NuRD-) Komplexes (Chou et al.,
2010). Dieser Komplex ist in DNA-Reparaturprozesse involviert (Li und Kumar, 2010)
und besteht aus HDAC1, HDAC2 und weiteren Proteinen (Xue et al., 1998). Diese
beiden genannten HDACs kommen nur im Zellkern vor (Graff und Tsai, 2013). Sie
entfernen Acetylgruppen von Lysin (Lys)56 an Histon 3 (Zhu et al., 2015) und von
Lys16 an Histon 4 (Miller et al., 2010). Bei der Formgebung des Chromatins und der
Aktivierung der Reparaturmechanismen bei DSBs sind somit HDAC1 und HDAC?2 mit-
beteiligt (Thurn et al., 2013, Roos und Krumm, 2016). Im Laufe des Reparaturprozes-
ses kommt es erneut zur Beteiligung des Proteins ATM, aber zusammen mit 60 kDa
tat-interactive protein (TIP60), einer Histon-Acetyltransferase (Sun et al., 2005). TIP60
wird von HDAC3 deacetyliert und damit stabilisiert (Yi et al., 2014). Die Aktivierung von
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ATM wird durch eine Acetylierung von TIP60 gefordert (Sun et al., 2005). HDAC3 steht
damit im Zusammenhang mit dem Erhalt der genomischen Stabilitat und der Chroma-
tinstruktur (Bhaskara et al., 2010). Kommt es im Zuge eines SSBs zur Phosphorylie-
rung von ATR, wird die DNA-Polymerase gehemmt, um die Replikation anzuhalten
(Zeman und Cimprich, 2014). Durch die Aktivierung von ATR werden Proteine wie
CHK1 und H2AX ebenfalls durch das Anhangen einer Phosphatgruppe aktiviert
(Rundle et al., 2017). RAD51 wird durch HDAC2 reguliert (Krumm et al., 2016). Somit
ist zusammenfassend die DDR fir die Kontrollpunkte des Zellzyklus, fur die DNA-Re-
paratur und Apoptose verantwortlich (Lydall und Weinert, 1995). Die Apoptose wird
dann eingeleitet, wenn der DNA-Schaden in der Zelle zu groR3 ist. Neben ATM und
ATR spielt bei der DDR das Protein DNA-dependent protein kinase (DNA-PK) eine
wichtige Rolle. DNA-PK phosphoryliert ATM, ATR und H2AX und aktiviert damit die
zuvor beschriebenen Signalwege (Blasius et al., 2011). Weitere typische Proteinmar-
ker fur die DDR sind u.a. RAD51 und Replikationsprotein A (RPA) (Maya-Mendoza et
al., 2018). Bei RPA handelt es sich um ein Protein, welches durch replikativen Stress
induziert wird. Es bindet an einzelstrdngige DNA und schitzt diese vor beispielsweise
Abbau (Toledo et al., 2013). Ein weiterer Bestandteil der DDR ist das Ubiquitin-Pro-
teasom-System (UPS). Proteine des UPS werden bei DNA-Schaden Uberexprimiert
(Mu et al., 2007). Das UPS degradiert Proteine, indem es von Ubiquitin-Ligasen mar-
kierte Proteine erkennt und diese dann abbaut (Petroski und Deshaies, 2005). Das
UPS wird im letzten Kapitel der Literaturdiskussion genauer erklart. Zusammengefasst

sind HDACs in die Prozesse der Meldung und Reparatur eines DNA-Schadens betei-

ligt.

2.10 Apoptose
Bei der Apoptose handelt es sich um einen ,programmierten Zelltod* (Lockshin und
Williams, 1965). Die Zellen leiten den Zelltod ein, ohne dabei Entziindungsreaktionen
im umliegenden Gewebe auszuldsen. Dabei wird die Zelle in Form von Apoptosekor-
perchen abgebaut und dann durch Phagozytose beseitigt. So wird kein Zellinhalt an
das umliegende Gewebe abgegeben. Damit werden keine Stimulation des Immunsys-
tems und folglich keine Entziindungsprozesse ausgeldst (Savill und Fadok, 2000,
Elmore, 2007). Es gibt einen extrinsischen und einen intrinsischen Weg, um Apoptose
einzuleiten (Vaux und Korsmeyer, 1999). Dabei sind Caspasen wichtige Proteine fur
die Initiation und Exekution der intrinsischen/mitochondrialen Apoptose (Ellis und
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Horvitz, 1986). Stimuli wie Hypoxie oder Toxine kdnnen den intrinsischen Apoptose-
weg auslosen, indem sie z.B. DNA-Schaden verursachen. Das l6st Signalwege aus,
welche Auswirkungen auf die Mitochondrienmembran haben. Das Verhaltnis zwischen
den pro- und antiapoptotischen Faktoren wird an die Situation angepasst, indem sich
das Gleichgewicht zu den proapoptotischen hin verschiebt. Die Proteine BCL2-associ-
ated X protein (BAX) und BCL2-antagonist-of-cell-death (BAD) gehéren zur BCL2-Fa-
milie und haben Einfluss auf die Permeabilitat der Mitochondrien. Die Permeabilitat
nimmt dadurch zu, dass BAX oder BAD auf der Membranoberflache der Mitochondrien
oligomerisieren und dadurch Poren in der Mitochondrienmembran bilden (Dewson und
Kluck, 2009, Morsi et al., 2018). Durch die Poren kommt es zur Freisetzung von Cy-
tochrom c aus den Mitochondrien (Liu et al., 1996). Cytochrom c bindet an den apopto-
tischen Protease-Aktivierungsfaktor-1 (Apaf-1) und bildet so einen Proteinkomplex
(Baliga und Kumar, 2003). Der Cytochrom c-Apaf-1-Komplex aktiviert daraufhin die
Initiatorcaspase Caspase 9, welche dann die Effektorcaspase Caspase 3 durch Spal-
tung aktivieren kann (Li et al., 1997a). Auch aktivierte Initiatorcaspase Caspase 8 kann
Caspase 3 initiieren (Muzio et al., 1997). Fur die Signalwege der Apoptose sind Prote-
ine der BCL2-Familie wichtig. Je nach Situation sind diese Proteine pro- oder antiapo-
ptotisch (Gross et al., 1999). BCL2 selber agiert als antiapoptotisches Protein, da es
die Freisetzung von Cytochrom c verhindert. Damit wirkt es auch der Aktivierung von
Caspase 3 entgegen (Swanton et al., 1999). Weitere antiapoptotische Proteine sind B-
cell lymphoma-extra large (BCL-XL) und induced myeloid leukemia cell differentiation
protein (MCL1) (Certo et al., 2006). Die Proteine der BCL2-Familie sind bei AML-Pati-
enten Uberexprimiert. Vorranging handelt es sich dabei um BCL2 und BCL-XL
(Andreeff et al., 1999).

In der Literatur wurde bereits mehrfach beschrieben, dass Apoptose auch im Zusam-
menhang mit reactive oxygen species (ROS) stehen kann (z.B. (Li et al., 1997b)). Wird
in Zellen Apoptose auf Grund von zu grof3en Mengen an ROS induziert, wurde der
Hauptanteil an ROS dabei meist in den Mitochondrien produziert (Kroemer et al., 1998,
Mignotte und Vayssiere, 1998). Die Behandlung mit einem HDAC1 und 3-Inhibitor bei-
spielsweise induziert in leukamischen Zelllinien bereits nach 2 h einen grof3en Anstieg
an ROS, was gleichzeitig mit erhdhter Permeabilitdt der Mitochondrien und vermehrter
Cytochrom c Freisetzung einhergeht (Rosato et al., 2003). Das Verursachen von er-
hohten ROS-Werten wurde auch mit dem HDACI Vorinostat festgestellt. Bei diesen

Versuchsreihen wurde eine Abnahme der Integritat der Mitochondrienmembran durch
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die Spaltung und damit Aktivierung des Proteins BH3-interacting domain death agonist
(BID) beobachtet, welches wie BAX oder BAD Poren in der Mitochondrienmembran
bilden kann. Durch den Einsatz von Antioxidantien konnten sowohl eine Schéadigung
der Mitochondrien, sowie die Apoptoserate gesenkt werden. Damit wurde gezeigt,
dass erhohte ROS-Werte mit erhdhter Apoptoserate korrelieren konnen (Ruefli et al.,
2001).

2.11 Die E2 Ubiquitin-Konjugase UBCHS8

Das Protein Ubiquitin Conjugating Enzyme E2 E2 (UBE2EZ2), welches auch unter dem
Namen UBCHS8 bekannt ist, wird vom UBE2L6-Gen kodiert und gehort zur UBE2E-
Protein-Familie. Dabei handelt es sich um Ubiquitin-konjugierende Enzyme (Shibata
et al.,, 2011). Diese Enzyme sind an der Ubiquitinierung von Proteinen beteiligt. Der
Prozess der Ubiquitinierung markiert Proteine fir den Abbau durch Proteasomen
(Arrigo et al., 1988). Proteasekomplexe bestehen aus drei Untereinheiten. Eine zent-
rale, zylinderférmige 20S-Untereinheit (Yoshimura et al., 1993, Tamura et al., 1995)
und zwei daran endstandig aufsitzende 19S-Untereinheiten. Die 19S-Untereinheiten
haben die Aufgabe, markierte Proteine zu identifizieren und diese der 20S-Untereinheit
zuzufuhren (Peters et al., 1993, Yoshimura et al., 1993). Zur Ubiquitinierung kommt es
in drei Schritten. Als erstes wird Ubiquitin durch ATP anhand eines E1 Ubiquitin-akti-
vierenden Enzymes stimuliert. Danach folgt die Ubertragung des aktivierten Ubiquitins
auf ein E2 Ubiquitin-konjugierendes Enzym. Als letztes erfolgt die Ubertragung des
Ubiquitins auf das zu markierende Protein durch eine E3 Ubiquitin Ligase. Das
Ubiquitin wird dabei durch kovalente Bindung auf ein spezifisches Lysin des Zielpro-
teins Ubertragen (Hershko und Ciechanover, 1992, Hershko und Ciechanover, 1998).
Eine groR3e Gruppe an E3 Ubiquitin Ligasen bilden die cullin ring-based E3 ubiquitin
ligases (CRLs) (Hotton und Callis, 2008). So spielt CRL4C%? eine wichtige Rolle bei
der Aufrechterhaltung des Zellzyklus (Abbas und Dutta, 2011). Das E2-Enzym UBCHS8
und das E3-Enyzm CRL4%% sind gemeinsam an der Polyubiquitinierung von
p21(CiplWail) heteiligt. Damit regen sie den Abbau von p21(©PIWail) an UBCHS8 und
CRL4%42 regulieren die Menge an p21(©PiWail) \ym einen korrekten Ubergang in die S-
Phase zu ermdglichen. Wird UBCH8 gehemmt, steigt die Menge des Proteins
p21(CrWail) ' sowie dessen Halbwertszeit an. Das fuihrt dazu, dass der Anteil der Zellen
in der G1-Phase zunimmt und der Anteil der Zellen in der S-Phase abnimmt (Shibata
etal., 2011).
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Wird die Menge des Proteins UBCH8 bei der Behandlung von AML-Zellen mit dem
HDACIi LBH589 betrachtet, so fallt auf, dass das E2-Enzym UBCHS8 verstarkt induziert
wird. Die Menge des dabei untersuchten E3-Enyzms seven in absentia homolog 1
(SIAH1) dagegen bleibt konstant. Dadurch wird eine Ubiquitinierung des FLT3-ITD-
Rezeptors induziert. Dies fuhrt schlie3lich zum Abbau des Rezeptors durch Proteaso-
men. Der entscheidende Faktor um FLT3-ITD zu ubiquitinieren, ist die Fahigkeit des
Rezeptors zur Phosphorylierung an Tyr591. Wird jedoch die Phosphorylierung des
FLT3-ITD-Rezeptors aufgrund eines FLT3i gehemmt, resultiert dies darin, dass der
Rezeptor resistent gegentber UBCH8 wird. Der Abbau der FLT3-ITDs wird jedoch
nicht alleine durch das Proteasom induziert. Die Behandlung mit LBH589 generiert
sowohl einen proteasomalen, als auch einen durch Caspasen initiierten Abbau. Die
Inkubation der Zellen mit dem HDACI und Z-VAD-FMK, einem pan-Caspase-Inhibitor,
bewirkt keine gravierende Apoptoseinduktion. Folglich wird der GrofR3teil des Abbaus
des FLT3-Rezeptors durch die Aktivitat von Caspasen generiert. Die Proteolyse durch
Proteasomen dagegen macht einen geringeren Anteil der Apoptoseinduktion aus
(Buchwald et al., 2010).
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate

Tabelle 1: Gerate

Gerat Hersteller
Absaugpumpe Vacusafe Integra
Blottingapparatur Mini Trans-Blot® Cell Bio-Rad

CO2-Inkubator HeraCell150
Durchflusszytometer FACSCanto™
Eisflockenbereiter AF 80
Elektrophoresekammer

Feinwaage Basic

Gefrierschrank Liebherr GNP 2713
Gefrierschrank VIP Series -86C Ultra-Low Tempe-
rature

GelgieRapparatur

Heizblock Thermomixer Comfort

Konfokales Laserscanning Mikroskop LSM710
Kihlschrank Liebherr IKB 2320 Comfort
Mikroskop Primovert

Mini-Centrifuge; Tischzentrifuge
Phasenkontrastmikroskop Axiovert 35
Photometer Sunrise Microplate Reader

Pipet-X

Pipette AutoRep E

Pipet-Lite XLS (2 pL, 20 pL, 200 pL, 1000 pL)
Rocking Platform

Rollenmischer RS-TR05

Ruhrplattform Variomag Mono

Sonifizier-Gerat UP2200HTt ultrasonic processor
Spannungsquelle PowerPac™ HC

Sterilbank LaminAir HB2472

Vortexer Vortex Genie 2

Waage Precisa Junior 500
Wasseraufbereitungssystem PURELAB Classic
Wasserbad AQUAIline AL 5

Western-Blot Odyssey®-Infrared Imaging-System
Zentrifuge Heraeus Fresco 21

Zentrifuge Heraeus Megafuge 16

Thermo Scientific
BD Biosciences
Scotsman
Bio-Rad
Sartorius
Liebherr

SANYO

Bio-Rad
Eppendorf

Carl Zeiss
Liebherr

Zeiss

Roth

Zeiss

Tecan

Mettler Toledo
Rainin

Rainin

VWR

Phoenix Instruments
Thermo Scientific
Hielscher

Bio-Rad

Thermo Scientific
Scientific Industries
Precisa

ELGA LabWater
Lauda

Li-Cor Biosciences
Thermo Scientific
Thermo Scientific
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3.1.2 Labormaterialien

Tabelle 2: Labormaterialien

Material Hersteller
CELLStar® Zellkulturflaschen (40 mL, Greiner Bio-one
200 mL)

CELLStar® 6-Well-Zellkulturplatten
CELLStar® 12-Well-Zellkulturplatten
CELLStar® Serologische Pipetten (5
mL, 10 mL, 25 mL)

Chromatography Paper Whatman™
Einmal-Skalpell

Einweghandschuhe Nitrile Powder-Free
FACS-Ro6hrchen

Falcon-Tubes (15 mL, 50 mL)
Filter-Pinzette

Glaswaren

Mini PROTEAN® Glass Plates
Neubauer Zdhlkammer
Nitrozellulose-Membran
Protan 0.2 ym NC
Pasteurpipetten

Pipette AutoRep E
Pipette Tips Pipettenspitzen (10 uL, 200 pL, 1250
uL)

Reagiergefal 1,5 mL EASY CAP
Rotilabo®-Mikrotiterplatten

Safe Lock Tubes 1,5 mL

Serologische Messpipetten aus Glas

Amersham

3.1.3 Chemikalien
Tabelle 3: Chemikalien

Greiner Bio-one
Greiner Bio-one
Greiner Bio-one

GE Healthcare Life Science
Feather

Abena

Sarstedt

Greiner Bio-one

Millipore

Schott Duran

Bio-Rad
Marienfeld-Superior Germany
GE Healthcare Life
Science

Roth

Rainin

Greiner Bio-one

Sarstedt

Roth

Eppendorf

Hirschmann Instruments™

Chemikalie Hersteller
Acrylamid Rotiphorese® Gel 40 Roth
Ammoniumperoxidsulfat Roth

Annexin V Miltenyi Biotec
Aqua dest. BRAUN
Bromphenolblau Sigma-Aldrich
Coomassie Brilliant Blue® Merck
Dimethylsulfoxid Roth
Dithiothreitol Sigma-Aldrich
EdU Sigma-Aldrich
Ethanol, vergallt Roth
Ethylendiamintetraessigsaure Applichem

FACS clean
FACS flow
Gelatine
Glycerin
Glycin
Isopropanol

Becton Dickinson
Becton Dickinson
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth

Roth
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Kaliumchlorid

Low-melting point Agarose

Milchpulver Blotting grade, pulv., fettarm
Natriumazid

Natriumchlorid

Natriumcitrat

NEWBIot™ Nitro Strippingbuffer
Nonidet® P-40

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder

PBS Dulbecco
Phosphataseinhibitor
Phosphorsaure
Propidiumiodid
Proteaseinhibitorcocktail-Tablette
Salzsaure 37%
Sodiumdodecylsulfat
Tetramethylethylendiamin
TO-PRO-3 Stain

Tris Puffer

Triton X-100

Trypanblau

Tween®

VECTASHIELD® Antifade Mounting Medium

Roth

Roth

Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Li-COR Biosciences
Fluka

Thermo Scientific
Biochrom
Sigma-Aldrich
Roth
Sigma-Aldrich
Roche

Roth

Roth

Roth

Thermo Scientific
Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth

Vector Laboratories

3.1.4 Puffer- Losungen und Farbungen

Tabelle 4: Puffer, Lésungen und Farbungen

Name

Zusammensetzung

Annexin V Puffer (1x)

Apoptose-Farbung

Blotpuffer

Blockpuffer

Bradford Reagenz

Comet-Assay Elektrophoresepuffer (alka-
lisch)

Comet-Assay Elektrophoresepuffer (neut-

ral)

Comet-Assay Lysepuffer

10 mM HEPES/NaOH pH 7,4
140 mM NacCl

2,5 mM CacClI2

0,1 % BSA

Annexin V Puffer (1X)

50 pg/mL PI

2 pL Annexin V (1x) pro Probe
5x Lammli-Puffer

20 % Ethanol

5 %ig Milchpulver in TBS-T (w/v) mit 0,1
% Tween

0,061 mM Coomassie Brilliant Blue®
5 % Ethanol

10 % Phosphorsaure

300 mM NaOH

1 mM EDTA

pH Uber 13 einstellen

90 mM Tris

90 mM Borsaure

2 mM EDTA

pH 7,5

2,5 M NacCl

100 mM EDTA
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Comet-Assay Neutralisationspuffer (alka-
lisch)

FACS-Puffer

HFS-Puffer

Immunfluoreszenz Block-Puffer
Immunfluoreszenz Fixier-Losung
Immunfluoreszenz hochsalzhaltiges PBS
5x Lammli-Puffer

Low-melting point Agarose

Net-N Lysepuffer

Propidiumiodid-L6sung (Comet-Assay)

Propidiumiodid-Lésung (FACS)
6x Probenpuffer nach La&mmli

SDS-Elektrophoresepuffer
10x TBS-Puffer
TBS-T Puffer

Trypanblau
Viability-Farbung

10 mM Tris

Alkalisch: pH 10 mit NaOH einstellen
Neutral: pH 7,5 mit HCI einstellen

1 % Triton X-100

10 % DMSO

0,4 M Tris

pH 7,5

PBS + 2 mM EDTA

3,88 mM Natriumcitrat

0,1 % (v/v) Triton X-100

0,3 % (v/v) Triton X-100

5 % (w/v) BSA

in PBS

Methanol und Aceton im Verhéltnis 7:3
0,4 M NaCL in PBS

0,25 M Tris

1,92 M Glycin

0,5 %ig Low-melting point Agarose in
Aqua dest. (w/v)

100 mM NacCl

10 mM Tris-HCI pH 8,0

10 % Glycerin

1 mMEDTA

0,5 % NP-40

Zusatze:
Proteaseinhibitorcocktail-Tablette

(1 Tablette/10 mL), Phosphataseinhi-
bitor (1:100), DTT (1:1000)

50 pg/mL PI, Verdinnung 1:20 in Aqua
dest.

50 yg/mL Pl in PBS

375 mM Tris-HCI pH 6,8

12 % SDS

30 % Glycerin

500 mM DTT

0,01 % Bromphenolblau

5x Lammli-Puffer

0,1 % (w/v) SDS

20 mM Tris

1,4 M NacCl

10 x TBS

0,05 % Tween®

0,5 % Trypanblau

3,6 mM DAPI im Verhdltnis 1:1000 in
FACS-Puffer
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3.1.5 Acrylamidgele
Tabelle 5: Acrylamidgele

7,5 %iges Trenngel 1,08 M Aqua dest.
1,5 M Tris pH 8,8
110 mM Acrylamid (40 %)
1,26 mM SDS (10 %)
1,56 mM APS (10 %)
0,12 mM TEMED
15 %iges Trenngel 0,7 M Aqua dest.
1,5 M Tris pH 8,8
219 mM Acrylamid (40 %)
1,26 mM SDS (10 %)
1,56 mM APS (10 %)
0,12 mM TEMED
4 %iges Sammelgel 0,49 M Aqua dest.
1,5 M Tris pH 6,8
24 mM Acrylamid (40 %)
0,4 mM SDS (10 %)
1,04 mM APS (10 %)
0,08 mM TEMED

3.1.6 Zelllinie

Tabelle 6: Zelllinie

Zelllinie | Herkunft Kultureigenschaft | Hersteller
MV4-11 | isoliert aus dem periphe- | Suspensionszel- | Zellen erhalten von Prof.
ren Blut eines zehnjahri- | len Dr. Frank-Dietmar Boh-
gen, mannlicher AML-Pa- mer, Friedrich-Schiller-
tienten in der myeloischen Universitat Jena; verifi-
Blastenkrise ziert von DSMZ in
Braunschweig

MV4-11 Zellen sind AML-Zellen mit mutiertem FLT3-ITD-Rezeptor (Li et al., 2017). Es
handelt sich hierbei um humane Blasten mit einer Translokation an t(4;11) (American
Type Culture Collection, 2016). Die Verdopplungszeit der MV4-11 Zellen liegt bei ca.

50 Stunden (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, 2018).

3.1.7 Medium und Mediumzuséatze

Tabelle 7: Medium und Mediumzuséatze

Name | Hersteller
Fotales Kalberserum Biochrom
RPMI-1640 Sigma-Aldrich
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3.1.8 Inhibitoren

Tabelle 8: Inhibitoren

Inhibitor Konzentration Katalognummer Hersteller
Hauptstock [mM]

AC220 10 Zur Verfligung ge-
stellt von AG Mab-
hoobi (Universitat
Regensburg)

FK228 10 S3020 Selleck Chemicals

RGFP966 50 S7229 Selleck Chemicals

3.1.9 Primare Antikorper

Tabelle 9: Priméare Antikorper (Western-Blot- und Immunfluoreszenz-Analyse)

Antikorper Wirt Verdin- | Katalog- Hersteller
nung nummer
ac-H3Lys14) Kaninchen | 1:1000 | Milli 06-599 Millipore
ac-H4Lysd) Kaninchen | 1:1000 | Cellsig#86475 | Cell Signaling
ac-p53(Lys3e2) Kaninchen | 1:1000 | Cellsig#2524 Cell Signaling
a-Tubulin Kaninchen | 1:1000 | Ab176560 Abcam
B-Aktin Maus 1:200 Sc-47778 Santa Cruz
clvd. Caspase 3 Kaninchen | 1:500 Cellsig#9661 Cell Signaling
ERK 1 Maus 1:1000 | Cellsig#271269 | Cell Signaling
y-H2AX(Ser139) Kaninchen | 1:500 Cellsig#9718 Cell Signaling
GAPDH Kaninchen | 1:1000 | Ab128715 Abcam
p21(Cip1/Wail) Kaninchen | 1:1000 | Ab109520 Abcam
p-CHK1(Ser29) Kaninchen | 1:1000 | Cellsig#2349 Cell Signaling
p-CHK1(Sers45) Kaninchen | 1:1000 | Cellsig#2348 Cell Signaling
pan-CHK1 Maus 1:500 Cellsig#2360 Cell Signaling
p-ERK 1(Thr202) / Kaninchen | 1:1000 | Cellsig#9101 Cell Signaling
p-ERK 2(Tyr204)
p-FLT3(Tyr591) Kaninchen | 1:250 Cellsig#3461 Cell Signaling
pan-FLT3 Kaninchen | 1:500 Sc-480 Santa Cruz
pan-HSP90 Kaninchen | 1:1000 | Cellsig#4877 Cell Signaling
p-p53(Sertd) Kaninchen | 1:1000 | Cellsig#9284 Cell Signaling
p-RPA(Thr21) Kaninchen | 1:1000 | Ab661065 Abcam
p-STAT5(y1694) Kaninchen | 1:500 Thermo  MAS5- | Thermo Fis-
14973 her
pan-STATS5 Maus 1:250 BD616191 BD
Biosciences
RAD51 Kaninchen | 1:1000 | Ab6380 Abcam
UBCHS8 Kaninchen | 1:500 AP2118a Abgent
Vinculin Maus 1:500 Sc-7336 Santa Cruz
WEE1 Maus 1:200 Sc-5285 Santa Cruz

Alle Erstantikdrper wurden

in Net-G, TBS-T und 3 mM NaAz angesetzt und bei 4 °C

gelagert. Die STAT-Antikdrper wurden in 2 %-iger Milch mit 3 mM NaAz angesetzt und

bei -20 °C gelagert.
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3.1.10 Sekundare Antikorper (Western-Blot-Analyse)

Tabelle 10: Sekundére Antikorper (Western-Blot-Analyse)

Antikorper Wirt Verdinnung in Hersteller

TBS-T
IgG Kaninchen Esel 1:10000 Li-Cor Biosciences
IRDye® 800CW
IgG Maus IRDye® | Esel 1:10000 Li-Cor Biosciences
800CW
IgG Kaninchen IR- | Esel 1:10000 Li-Cor Biosciences
Dye® 680RD
IgG Maus IRDye® | Esel 1:10000 Li-Cor Biosciences
680RD

3.1.11 Sekundare Antikérper (Immunfluoreszenz-Analyse)

Tabelle 11: Sekundare Antikérper (Immunfluoreszenz Analyse)

Antikorper Wirt Verdinnung im | Hersteller Fluoreszenzfarbe
Block-Puffer
IgG Anti-Maus Ziege | 1:300 Thermo Fis- | grin
Alexa Fluor 488 her
3.1.12 Software
Tabelle 12: Software
Name Hersteller
Combenefit Cancer Research UK Cambridge Insti-
tute (zum Herunterladen verfugbar)
EndNote X7 Bilaney Consultants GmbH
FACSDiva™ Software BD Biosciences

FlowJo® Version 10
GraphPad Prism 6

Image Studio Lite Version 5.2
Microsoft Office 2016
Odyssey Software

Zen 2

FlowJo, LLC

GraphPad Software Inc.
Li-Cor Biosciences
Microsoft

Li-Cor Biosciences

Carl Zeiss
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur
Alle Arbeiten in der Zellkultur wurden unter sterilen Bedingungen durchgefuihrt. Dazu
wurde unter der Sterilbank mit Handschuhen, sowie mit zuvor durch einen Sterilisati-
onsprozess in einem Autoklav sterilisierten Materialien gearbeitet. Desinfektionsmalf3-

nahmen wurden mit 70 %igem Ethanol durchgefuhrt.

3.2.1.1 Auftauen der Zellen
Die Lagerung der Zellen erfolgte in -196 °C kaltem, flissigen Stickstoff. Zum Auftauen
der Zellen wurden diese in einem 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut. Zur Lagerung
mit flissigem Stickstoff wurde DMSO als Frostschutzmittel verwendet. Um dieses zu
entfernen, wurden die Zellen bei 1,2 x G fir 5 min bei Raumtemperatur (RT) zentrifu-
giert. Danach wurde der Uberstand mittels Vakuumpumpe abgesaugt und das entstan-
dene Zellpellet mit auf 37 °C vorgewarmtem Medium resuspendiert. Nach etwa einer

Woche konnten die Zellen fur Experimente verwendet werden.

3.2.1.2 Erhaltungskultur
Die Zellen werden im Inkubator bei 37 °C und einer Atmosphére von 5 % CO: kultiviert.
Zur Aufrechterhaltung der Kultur musste das Medium regelmafRig gewechselt werden,
um eine zu starke Zunahme der Zelldichte und folglich ein Absterben der Zellen zu
verhindern. Dazu wurden die Zellen in den Kulturflaschen alle zwei bis drei Tage ge-
splittet. Abhangig von der Zelldichte wurde dies in einem Verhéltnis von 1:8 bis 1:12

durchgefuhrt.

3.2.2 Bestimmung der Zellzahl und Zellaussaat
Zur Bestimmung der Zellzahl wurden MV4-11-Zellen in einer 1:2 Verdinnung mit
Trypanblau gemischt und auf eine Neubauer-Zahlkammer aufgetragen. Unter einem
Mikroskop wurde dann die Zellzahl bestimmt. Dazu z&hlte man die Zellen in der Neu-
bauer-Zahlkammer. Diese besteht aus vier Quadranten, wovon jeder Quadrant aus 16
Quadraten besteht (s. Abb. O im Anhang). Alle Zellen, die sich in den vier Quadranten
befinden, werden addiert. Anhand folgender Rechenformel kann dann die Zelldichte

bestimmt werden:

Anzahl der gezahlten Zellen 4 Zellzahl
x2x107"x

1
4 mL~  mL

Formel 1: Berechnung der Zelldichte
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Um zu berechnen, wie viele mL der Zellsuspension fir die Aussaat gebraucht werden,

wurde folgende Formel verwendet:

gewulnschte Zelldichte
vorliegende Zelldichte

= bendtigtes Zellsuspensionsvolumen

Formel 2: Berechnung des bendtigten Zellsuspensionsvolumens

Die berechnete Menge an Volumen wurde dann bei 1,2 x G bei RT fur 5 min zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde abgenommen und mit dem gewiinschten Volumen wurde

die bendtigte Zelldichte eingestellt.

3.2.3 Behandeln der Zellen mit Inhibitoren
Im Rahmen dieser Dissertation wurden die Zellen sowohl einzeln mit AC220, FK228
und RGFP966, als auch in Kombination behandelt. Zur Kombinationsbehandlung
wurde AC220 jeweils mit FK228 oder mit RGFP966 verwendet.

AC220 und FK228 lagen als 1 mM Stocklésung vor. Zur Behandlung der Zellen wurden
Stocks von 1 yM angesetzt. RGFP966 lag als 50 mM Stocklésung vor, behandelt

wurde mit einer Stockkonzentration von 1 pM.

3.2.4 Herstellung von Proteinlysaten
Die Zellen wurden bei 1,2 x G fir 5 min bei RT zentrifugiert. Die folgenden Schritte
wurden alle auf Eis durchgefiihrt. Der Uberstand wurde abgenommen, das Zellpellet
in Net-N Puffer resuspendiert und fir 10 min lysiert. Anschlieend wurden die Zellen
mit einer Amplitude von 40 % und jeweils 10 PulsstoRen sonifiziert. Danach wurden
die Zellen bei 21,1 x G fir 30 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand mit den darin
enthaltenen Proteinen wurde in ein neues Eppendorf-Gefal3 tberfihrt und fur eine zeit-
nahe Verwendung bei -20 °C gelagert. Fur die Langzeitlagerung wurden die Protein-

proben bei -80 °C aufbewabhrt.

3.2.5 Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976)
Zur Bestimmung der Proteinmenge in der Proteinsuspension wurde die von Bradford
entwickelte Methode genutzt. Hierbei wird die Veranderung des Absorptionsspektrums
des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue® genutzt. Das Absorptionsmaximum der
Bradfordldosung liegt ohne Bindung an Proteine bei 465 nm und stellt sich in der Farbe

Rot dar. Kommt es zur Bindung des negativ geladenen Farbstoffes an positiv geladene
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Seitenketten der Proteine, steigt das Absorptionsmaximum auf 595 nm an und stellt
sich in der Farbe Blau dar. Die optische Dichte korreliert hierbei mit der Menge an
Protein-Farbstoff-Komplexen. Die Strahlungsintensitat wird durch absorbierende Sub-
stanzen abgeschwacht, wodurch der Extinktionskoeffizient ansteigt (Lambert, 1760).

Die Proteinmenge konnte anhand einer zuvor erstellten Standardgerade von bekann-
ten Proteinkonzentrationen bestimmt werden. Die Absorption der Probe wurde zur Be-
stimmung der vorliegenden Proteinmenge mit der Absorption der Eichgerade vergli-
chen.

3.2.6 SDS-Gelelektrophorese

Bei der Natriumdodecylsufat-(SDS-) Gelelektrophorese (SDS-PAGE) werden Protein-
gemische anhand ihres Molekulargewichtes aufgetrennt. Durch das Aufkochen der
Proteine bei 95 °C werden diese denaturiert. Das SDS kann sich an die Proteine an-
lagern und bildet mit ihnen SDS-Protein-Komplexe. Der SDS-Protein-Komplex erhéalt
eine stark negative Ladung. Durch das SDS wird die Eigenladung der Proteine tber-
deckt, sodass ein konstantes Ladungs- zu Masseverhéltnis entsteht. Wird eine Span-
nung am Acrylamid-Gel angelegt, wandern die Proteine je nach Stokes-Radius unter-
schiedlich schnell durch die Polyacrylamid-Matrix zur Anode. Sie werden nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt. Kleine Proteine wandern schneller, da sie vom Moleku-
largewicht her leichter sind. Schwere Proteine wandern langsamer. Je gré3er die Pro-
teine sind, umso weniger % -ig sollte das Acrylamidgel sein. Kleine Proteine dagegen
werden bei hdher % -igen Gelen besser aufgetrennt, da der Polyacrylamidgehalt hoher
ist und die Poren damit kleiner sind und folglich eine erfolgreichere Trennung der Pro-
teine erreicht wird (Smith, 1984).

Fir die SDS-Gelelektrophorese wurden Zellen in einer Dichte von 0,2x10°8 Zellen/mL
ausgesat. Pro Geltasche wurden 40 ug Proteine aufgetragen. Dazu wurde 6-facher
Probenpuffer hinzugefugt und die Probe fir 5 min bei 95 °C im Heizblock erhitzt und
dann bei -20 °C gelagert. Die Acrylamidgele (Zusammensetzung siehe Kap. 3.1.5) be-
stehen aus einem Sammelgel und einem Trenngel. Das Sammelgel tiberschichtet das
Trenngel und ordnet die Proteine auf gleicher Hohe an. Im Trenngel erfolgt dann die
Separierung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht durch den Siebeffekt der po-

résen Polyacrylamidmatrix.
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3.2.7 Western-Blot
Im Anschluss an die Elektrophorese erfolgt das Blotten der Proteine auf eine Nitrozel-
lulosemembran. Diese spezielle Membran bindet Proteine durch hydrophobe Wech-
selwirkungen (Blancher und Jones, 2001, Rehm und Letzel, 2016), wo letztendlich die

Proteine Uber spezifische Antikorper detektiert werden kdnnen.

In einer Western-Blot-Kammer wandern in einem elektrischen Spannungsfeld die ne-
gativ geladenen Proteine Richtung Anode und damit aus dem Acrylamid-Gel auf die
Nitrocellulosemembran. Dabei wurde die Kammer mit Blotting-Puffer gefillt. Geblottet

wurde zwei Stunden lang. Die Anordnung in der Blotkammer ist in Abb. 5 dargestellt.

Kathode (-) 1

fe=— et e s === — = ————=——=— =3 Schwamm

Transfer- Whatmanpapier (3 Schichten)
richtung Schiitten EEsEasssenREsERE N Polyacrylamidgel
Nitrozellulosemembran
Whatmanpapier (3 Schichten)
Schwamm

R e S S T e
e ey

Anode (+) N

Abbildung 5: Schematischer Aufbau eines Western-Blots
Quelle: eigene Darstellung

Nach dem Blotten wurden die Membranen in 5 %-iger Trockenmilchpulverldsung (w/v)
in TBS-T fir eine Stunde bei RT geblockt. Damit wurden verbliebene freie Proteinbin-
dungsstellen abgesattigt, um unspezifische Bindungen von Antikdrpern zu vermeiden.
Die Membranen wurden Uber Nacht bei 4 °C auf einem 3-dimensionalen-Taumelroll-
mischer im Primarantikérper inkubiert. Um ungebundene Antikérper zu entfernen, wur-
den die Membranen am néchsten Tag drei Mal in TBS-T gewaschen. Die Membranen
wurden fur zwei Stunden in Sekundéarantikdrper bei RT inkubiert. Diese binden spezi-
fisch an die Erstantikorper und sind fur die Detektion mit einem Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelt. Folgende Schritte erfolgten in Dunkelheit. Mit Hilfe des Western-Blot
Odyssey®-Infrared Imaging-System konnten die Proteine detektiert werden. Je nach
gekoppeltem Fluoreszenzfarbstoff wurden diese im roten oder griinen Kanal detektiert.

3.2.8 Durchflusszytometrische Analysen
Bei der Durchflusszytometrie werden Zellen nach gewiinschten Eigenschaften gemes-
sen (Kamentsky et al., 1965). Die Zellen werden dafir in eine Kapillare gedrickt und
passieren aufgrund einer trichterférmigen Anordnung des Flussigkeitsstromweges mit

hoher Geschwindigkeit einzeln nacheinander aufgereiht einen Laserstrahl
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(Universitatsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz, 2013). Die resultie-
rende Lichtstreuung gibt dabei Auskunft Gber die Grol3e der Zelle (forward scatter;
FSC) und die Granularitat der Zelle (sideward scatter; SSC). Bei dem Vorwartsstreu-
licht (FSC) wird die Zeit, die die Zelle braucht um den Laser zu passieren, gemessen.
Proportional steigt die bendtigte Zeit der Passage mit der Grol3e der Zelle. Das Mal3
fur die Granularitat der Zelle bildet das Seitwartsstreulicht (SSC). Je starker die Streu-
ung ist, umso granularer ist die Zelle. Durch Aktivierung unterschiedlicher Laser kon-
nen, angeregt von Fluoreszenzfarbstoffen und fluoreszenzgekoppelten Antikorpern,
Zellen nach DNA Gehalt, Proteingehalt und Proteinmodifikationen analysiert werden.
Dabei regt der Laser den Fluoreszenzfarbstoff an und bringt diesen so zum Leuchten.

Je intensiver das Leuchten ist, umso héher ist der Proteingehalt (Basiji et al., 2008).

Alle Messungen wurden am FACS Canto Il durchgefuhrt. Zur Auswertung wurden die
Computerprogramme FACSDiva™ und FlowJo® genutzt. Fir durchflusszytometrische
Analysen wurden die Zellen in einer Dichte von 0,1x10° Zellen/mL ausgesat. Nach der
Ernte wurden die Zellen bei 1,4 x G bei RT fir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand in
den FACS-Ro6hrchen wurde abgesaugt und das Zellpellet wurde, je nach gewinschter

Messung, mit dem entsprechenden Farbstoff inkubiert.

3.2.8.1 Apoptose-Messung

Zur Bestimmung der apoptotischen Zellen werden diese mit Propidiumiodid (PI) und
fluoreszenz-gekoppeltem Annexin V gefarbt (Vermes et al., 1995). Im frihen Stadium
der Apoptose verlagern Zellen Phosphatidylserine von der Innenseite der Lipidmemb-
ran auf die Aul3enseite (Bevers et al., 1983, Vermes et al., 1995). In der Anwesenheit
von Calcium-lonen bindet das Protein Annexin V an exponierte Phosphatidylserine.
Um das Protein detektieren zu kénnen, wurde es an das Fluorochrom fluorescein iso-
thiocyanate (FITC) gekoppelt. Da Annexin V unspezifisch bindet, also sowohl an nek-
rotische als auch apoptotische Zellen, wurden die Zellen zusatzlich mit Pl angefarbt.
P1 dringt in nekrotische Zellen mit lytischen Zellmembranen ein und interkaliert dort in
der DNA. Vitale Zellen sind folglich Annexin V- und Pl-negativ. Zellen in Apoptose sind
Annexin V-positiv und Pl-negativ. Nekrotische und spat apoptotische Zellen sind An-
nexin V- und Pl-positiv (Vermes et al., 1995, Wallberg et al., 2016).

Die Zellen wurden erst kurz vor der durchflusszytometrischen Messung mit 200 uL der
Apoptose-Farbung fur 15 min inkubiert.
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3.2.8.2 Vitalitats-Messung

Mit dieser Messung kann die Lebensfahigkeit (Vitalitat) der Zellen beurteilt werden.
Dafiur werden die Zellen mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) angeféarbt. DAPI ist ein
Fluoreszenzfarbstoff, der nicht durch intakte Zellmembranen diffundieren kann. Bei
sterbenden Zellen ist die Integritat der Membran gestoért und DAPI kann durch Perfo-
rationen in der Membran eindringen. Somit kénnen mit dieser Methode lebende von
toten Zellen unterschieden werden. DAPI bindet dabei an die DNA, wodurch die Fluo-
reszenz um das 20-fache gesteigert wird. Das Emissionsmaximum liegt bei 460 nm.
Bindet DAPI an Ribonukleinsdure (RNA), so fuhrt das zu einer Steigerung der Fluo-
reszenz von nur 20 %. AulRerdem liegt hierbei das Emissionsmaximum bei 500 nm.
Dadurch ist eine recht spezifische Bindung an die DNA gewahrleistet (Tanious et al.,
1992, Kapuscinski, 1995, Wallberg et al., 2016).

Die Zellen wurden unmittelbar vor der Messung mit 200 pL der Vitalitats-Farbung in-
kubiert. DAPI-negative Zellen entsprechen vitalen Zellen, DAPI-positive Zellen werden
als tote Zellen definiert.

3.2.8.3 Zellzyklus-Messung
Zur Bestimmung der Zellzyklusphasen werden die Zellen mit Pl gefarbt. Anhand des
DNA-Gehalts kann dann auf das Zellzyklusstadium der zuvor behandelten und auf die
Messung vorbereiteten Zellen riickgeschlossen werden, da die Fluoreszenz an PI pro-
portional zum DNA-Gehalt ist. Pl interkaliert, wie in der Apoptose-Messung beschrie-
ben, in die DNA von apoptotischen Zellen mit lytischen Zellmembranen. In der subG1-
Phase liegt nur noch fragmentierte DNA vor, da diese bei sterbenden Zellen degradiert
wird. Es ist folglich nur ein schwaches Fluoreszenzsignal messbar. In der G1-Phase
beginnt die Zelle mit dem Wachstum, bis ein bestimmtes Verhéltnis zwischen Kern und
Plasma erreicht ist. Dort liegen die Chromosomen als ein Chromatid (2 C) vor. An-
schlieBend geht die Zelle in die Synthese-Phase tber. Nach der Replikation in der S-
Phase liegt die Erbinformation in der G2-Phase als doppeltes Chromatid (4 C) vor. Die
G2-Phase hat die Aufgabe, die Zelle auf die anstehende Zellteilung abschlie3end vor-
zubereiten, indem u.a. Reparaturmechanismen oder Proteinsynthesen initiiert werden.
Das Fluoreszenzsignal ist folglich in der G2-Phase am starksten (Poeggel, 2009) und
etwa doppelt so stark wie in der G1-Phase, da ein doppelter Gehalt an DNA vorhanden

ist.
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Im Rahmen dieser Dissertation wurde hypotonic fluorochrome solution-(HFS-) Puffer
genutzt (Fried et al., 1978). Dadurch entfiel das Fixieren der Zellen und die Lyse der
Zellmembran durch Ethanol, sowie die Nutzung der RNase A zur Verdauung der RNA.
Die Elimination der RNA ist wichtig, da das Pl sowohl an DNA, als auch an RNA binden
kann. Alle zuvor genannten Vorgange werden durch den HFS-Puffer in einem Schritt
vereint. Der Einsatz einer RNase ist nicht nétig, da Nicoletti et al. (1991) durch den
Einsatz von HFS-Puffer eine bessere Auftrennung und Darstellbarkeit der Diploidie der
DNA feststellen konnten im Vergleich zur klassischen Fixierung und Lyse. Durch die
hypotone Losung kommt es zu einem massiven Einstrom an Wasser in die Zellen,
sodass der innere osmotische Druck zum Platzen der Zelle fiihrt. Das Detergenz Triton
X-100 sorgt ebenfalls fur die Beschadigung der Zellmembran, indem es die Oberfla-
chenspannung senkt. Angesetzt wurde der HFS-Puffer mit Pl in einer Konzentration
von 50 pg/mL PI (Nicoletti et al., 1991).

Die Zellen wurden kurz vor der Messung mit 200 uL HFS-Puffer mit Pl inkubiert.

3.2.8.4 Combenefit
Combenefit ist ein Programm zur Ermittlung der pharmakodynamischen Interaktion
von pharmakologisch aktiven Substanzen. Das Programm stellt drei Algorithmen zur
Berechnung der Interaktionen zur Verfigung: den Algorithmus nach Loewe (Loewe
und Muchnick, 1926), nach Bliss (Bliss, 1939) und den highest single agent (HSA)
(Tan et al., 2012, Mathews Griner et al., 2014). Die in der Dissertation vorliegenden
Berechnungen wurden anhand des Synergismusalgorithmus HSA vorgenommen, da
dieser Algorithmus die aktuellste Variante darstellt und die beiden &alteren Varianten in

sich vereint.

Der errechnete Synergismus zwischen den in dieser Dissertation verwendeten Inhibi-
toren wird farblich definiert. Je héher der synergistische Effekt ausfallt, umso tief blauer
gestaltet sich die farbliche Darstellung. Die Farbe Griin bedeutet, dass sich die Inhibi-
toren gegenseitig nicht beeinflussen. Gelb dagegen definiert einen schwachen anta-
gonistischen Effekt. Eine starke antagonistische Wirkung wird Rot dargestellt. Die sta-
tistische Signifikanz des Synergismus wird durch die Anzahl der Sterne (*) ausgezeich-
net. Ein Stern bedeutet statistisch signifikant, zwei Sterne sind hoch signifikant und
drei sehr hoch signifikant. Parallel dazu zeigt ein Score an, in wie weit sich ein Syner-
gismus oder Antagonismus ermitteln lasst. Dieser Score wird anhand der grél3er dar-

gestellten Zahl im Kastchen gezeigt (Di Veroli et al., 2016).
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3.2.9 Comet Assay

Der Comet Assay wird zur Messung und Quantifizierung von DNA-Schéaden in Form
von Strangbrichen genutzt. Die Methode wird auch Einzelzellgelelektrophorese ge-
nannt, da Einzelzellen auf Objekttrager aufgetragen und unter einem Fluoreszenzmik-
roskop untersucht werden. Daflir werden die Zellen in Agarose eingebettet, anschlie-
Rend lysiert und mit Pl angefarbt. Die durch die Lyse freigegebene DNA kann sich
dann entwinden. Der Nachweis von Einzelstrangbriichen wird mit Hilfe des alkalischen
Comet Assay durchgefiihrt. Dazu wird zur Entwindung der DNA ein pH-Wert von tber
13 bendtigt. Dieser hohe pH-Wert 16st die Wasserstoffbriickenbindungen in der DNA-
Doppelhelix, sodass Einzelstrange entstehen. Fur einen neutralen Comet Assay, zum
Nachweis von Doppelstrangbriichen, ist dagegen ein pH-Wert von 7,5 erforderlich.
Anschlieiend kommt es zur Wanderung der DNA-Bruchstticke im elektrischen Feld.
Diese werden hierbei in Abhangigkeit ihrer Grél3e aufgetrennt. Die negativ geladenen
DNA-Bruchstiicke wandern zur positiv geladenen Anode, sodass sich im Fall eines
DNA-Schadens ein Kometenschweif ausbildet. Die kleinsten DNA-Bruchstiicke legen
die langste Strecke zurtick und bilden das Ende des Kometenschweifs. Je nach Bruch-
stickgréRe ordnen sich somit die DNA-Fragmente zwischen Kopf und Schweifende
an. Liegen keine DNA-Schéaden vor, kdnnen keine Bruchstiicke im elektrischen Feld
wandern, da eine intakte DNA nicht aus dem Zellkern wandern kann. Die Intensitat im
Kometenkopf entspricht der nicht gewanderten DNA. Im Kometenschweif wird folglich
die DNA sichtbar, die aufgrund der Fragmentierung im elektrischen Feld gewandert ist.
Die Fluoreszenzintensitat einer Zelle betragt insgesamt eins. Anhand von Formeln
kann der prozentuale DNA-Gehalt in Kopf und Schweif berechnet werden. Je langer
der Schweif ist, umso groR3er ist der DNA-Schaden. Die Anzahl an Zellen mit oder ohne
DNA-Schaden wird mit Hilfe eines Computerprogrammes quantifiziert und visuell er-
fasst (Ostling und Johanson, 1984, Collins, 2004, Majtnerova und Rousar, 2018).

In der vorliegenden Dissertation wurde zur Auswertung die % DNA im Schweif (% tall

DNA) genutzt. Diese berechnet sich folgendermalien:

optische Intensitat im Kopf

0 i if =1-
% DNA im Schweif = 1~( optische Intensitat in Kopf und Schweif

x100)

Formel 3: Berechnung der % DNA im Schweif

Fir den Comet Assay wurden die Zellen in einer Dichte von 0,1x108 Zellen/mL ausge-

sat. Als Negativkontrolle wurde die unbehandelte CTRL verwendet. Als Positivkontrolle
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wurden die Zellen 30 min vor der Ernte mit 70% t-BOOH behandelt. t-BOOH initiiert

u.a. Radikale und oxidative Prozesse, welche unmittelbar DNA-Schaden auslosen.

Die Schritte der Zellernte bis zur Ubergabe zur weiteren Abwicklung der Analyse an
eine Mitarbeiterin des Instituts fur Toxikologie, erfolgten alle auf Eis. Nach der Zentri-
fugation bei 1,2 x G bei RT fur 5 min wurde der Uberstand abgesaugt. Das Zellpellet
wurde in 1 mL phosphate buffered saline (PBS) resuspendiert. Es folgte eine erneute
Zentrifugation bei 21,1 x G bei 4 °C fir 5 min. Nach dem Absaugen des Uberstands
wurden die Zellpellets zur Durchfiihrung der weiteren Schritte des Comet Assays an
eine Technische Assistentin im Labor Gbergeben. Es folgte die Aufnahme der Zellsu-
spension in 37 °C warme low-melting point Agarose, die Inkubation im Lysepuffer und
die Uberfiihrung in die Elektrophoresekammer. Die Elektrophorese findet bei 25 V fiir
10-20 min statt. Anschlie3end wurden die Praparate im Fall des alkalischen Comet
Assays mit Neutralisationspuffer fir insgesamt 15 min Uberschichtet. Zur Fixierung
wurden die Zellen fir 5 min in 100% Ethanol getaucht und danach fur 2 h zum Trock-
nen ausgelegt. Die anschlieRende Farbung der DNA mit Pl in einer Konzentration von
50 pug/mL PI erfolgte in einer Verdiinnung von 1:20.

3.2.10 Immunfluoreszenz-Analyse
Die Immunfluoreszenz ist eine Methode, um mit Hilfe eines Konfokalen Laserscanning
Mikroskops Proteine in Zellen durch Fluoreszenzfarbung genauer lokalisieren und
quantifizieren zu kénnen. Hierflr nutzt man die Antigen-Antikorper-Reaktion. Bei der
hier genutzten indirekten Methode richtet sich der Primarantikérper gegen das ge-
wuinschte Antigen. Erst durch den fluoreszenz-gekoppelten Sekundarantikérper ent-
steht ein detektierbares Fluoreszenzsignal (Rehm und Letzel, 2016).

5-ethynyl-2"-deoxyuridine (EdU) ist ein Analogon des Nukleosids Desoxythymidin, wel-
ches nur in der S-Phase der Zellen eingebaut werden kann (Salic und Mitchison,
2008). Durch einen sogenannten ,Klick-Mechanismus® (Rostovtsev et al., 2002,
Tornge et al., 2002) geht EdU eine kovalente Bindung mit der DNA ein (Buck et al.,
2008). Der Nachweis erfolgt mit Hilfe von fluoreszierenden Aziden (Diermeier-Daucher
et al., 2009). EdU dient damit der Markierung der DNA-Synthese und ist somit ein
Marker der S-Phase (Cavanagh et al., 2011).

Fur die Immunfluoreszenz-Analyse wurden die Zellen in einer Dichte von 0,1x10° Zel-

len/mL ausgesat. 45 min vor der Ernte wurden die Zellen im Verhaltnis von 1:1000 mit
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EdU behandelt. EdU wurde hier als Primarantikérper verwendet. Die Stockkonzentra-
tion des EdU lag bei 10 uM. Die Schritte der Zellernte bis zur Ubergabe an eine Insti-
tutsmitarbeiterin der Toxikologie zur Fertigstellung der Immunfluoreszenz-Analyse er-
folgten alle auf Eis und bei Dunkelheit. Nach der Zentrifugation bei 1,2 x G bei RT fur
5 min wurde der Uberstand abgesaugt. Das Zellpellet wurde in 10 uL PBS resuspen-
diert und anschlie3end auf ein Deckglaschen aufgetragen. Anschliel3end wurden die
Zellen mittels der vorgekuhlten Methanol-Aceton-Ldsung fir 9 min bei -20 °C fixiert.
Danach wurden die fixierten Zellen drei Mal fur jeweils 5 min bei RT mit PBS gewa-
schen. Zur Durchfihrung der weiteren Schritte der Immunfluoreszenz-Analyse wurden
die Proben an eine Mitarbeiterin des Instituts flr Toxikologie Ubergeben. Die Proben
wurden anschlieend fur 60 min mittels 0,3 %-igem Triton X-100 (v/v) und 5 %-igem
BSA (w/v) in PBS bei RT geblockt. Anschlie3end folgte die Inkubation mit Primaranti-
korpern zur Detektion des Proteins Uber Nacht bei 4 °C. Dieser Schritt ist aufgrund der
Vorbehandlung mit EdU entfallen. Die Proben wurden drei Mal mit PBS gewaschen.
Alle weiteren Schritte wurden in Dunkelheit durchgefiihrt. Es folgte die Inkubation fur
60 min bei RT mit dem Sekundarantikorper Alexa Fluor 488. Dieser Sekundarantikor-
per bindet an EdU als Primarantikérper, wodurch der EdU-Anteil bei der Betrachtung
unter dem Mikroskop in Grun dargestellt wird. AnschlieBend wurde zwei Mal fir 5 min
mit PBS und einmal fir 2 min mit hochsalzhaltigem PBS gewaschen. Nach erneutem
Waschen mit PBS wurden die Proben mit TO-PRO-3 (Stockkonzentration: 100 pM)
zur Anfarbung der Zellkerne im Verhéltnis von 1:100 in PBS fur 15 min inkubiert. Das
Fluoreszenzsignal wird hierbei durch Bindung an die DNA aktiviert und ist abhéngig
von Nukleinséauren. Die Zellkern-Farbung stellt sich unter dem Mikroskop in der Farbe
Blau dar. Im Anschluss daran wurden die Deckglaschen mit VECTASHIELD® Antifade
Mounting Medium eingedeckelt. VECTASHIELD® verhindert ein zu schnelles Verblas-
sen bzw. Ausbleichen der Fluoreszenz-Farbungen. Mit farblosem Nagellack wurden
die Deckglaschen zum Schluss versiegelt. Analysiert wurden die Objekttrager mit ei-
nem Konfokalen Laserscanning Mikroskop LSM710.
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4 Ergebnisse

FK228 wurde bereits von der Food and Drug Administration (FDA) fiir die Behandlung
von kutanen T-Zell-Lymphomen genehmigt (Li et al., 2012). In kutanen T-Zell-Lym-
phom-Zelllinien ist FK228 gegenuber RGFP966 ein starkerer Induktor der mit
Apoptose assoziierten DNA-Fragmentierung. AufRerdem wurde beobachtet, dass
FK228 deutlich starker als RGFP966 zu einem Anstieg der S-Phasen-Population fuhrt.
Wells et al. (2013) fuhren diese Ergebnisse darauf zurtick, dass FK228 eine ganze
Klasse an HDACSs inhibiert, wohingegen RGFP966 nur HDAC3 hemmt (Wells et al.,
2013). Auf Grundlage dieser Daten habe ich zuerst untersucht, wie sich die Behand-
lung mit FK228 auf die Zellzyklusverteilung in Kulturen der AML-Zelllinie MV4-11 aus-
wirkt. Im zweiten Teil meiner Analysen habe ich analoge Versuche mit RGFP966
durchgefthrt. AuRerdem wurden auf Basis der von Pietschmann et al. (2012) entdeck-
ten synergistischen Wirkung von AC220 mit LBH589 kombinierte Behandlungen von
AC220 mit FK228 bzw. RGFP966 durchgefihrt.

Verweise auf Abbildungen mit einem Grol3buchstaben befinden sich im Anhang.

4.1 Ermittlung zellularer Reaktionen auf die Behandlung mit AC220 und/
oder FK228 via Durchflusszytometrie nach 24 h

Es wurde untersucht, wie die Behandlung der MV4-11 Zellen mit AC220 und FK228
die Phasen des Zellzyklus beeinflusst. Dazu wurden sowohl Einzelbehandlungen, als

auch Kombinationsbehandlungen mit beiden Inhibitoren durchgefinhrt.

Zuerst wurde eine Dosisreihe erhoben, um effektive Konzentrationen von AC220 und
FK228 zu ermitteln. So sollte festgestellt werden, in welchem Dosisbereich Steigerun-
gen der antiproliferativen Wirkungen durch Kombinationsbehandlungen erzielbar sind.
Die entsprechenden Dosisreihen sind im Anhang als Abb. A und Abb. B zu finden.
Abb. A stellt den Vorversuch zur Zellzyklusanalyse dar. FK228 generiert im Bereich
zwischen 0,5 nM und 1 nM jeweils knapp 3 % an Zellen in der subG1-Phase. AC220
generiert mit 5 nM eine Apoptoseinduktion von 52,7 % und FK228 erzeugt mit 5 nM
eine Apoptoseinduktion von 61,9 %, gemessen als Akkumulation der subG1-Popula-
tion. Ein Vorversuch mit dem Farbstoff DAPI (s. Abb. B) lieferte ahnliche Ergebnisse
wie die Untersuchung der Zellzyklusverteilung mittels PI.
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Die Verteilung der Zellzyklusphasen nach Gabe von 1-10 nM AC220 und 1-5nM
FK228 ist in Abb. 6-A dargestellt. Mit ansteigenden Konzentrationen an AC220 und
FK228 in Einzel- und Kombinationsbehandlung der MV4-11 Zellen zeichnet sich eine
Zunahme der Zellen in der subG1-Phase ab. Bei einer Dosis von 1 nM AC220 ist der
prozentuelle subG1-Anteil mit 6,1 % sehr gering und Ubersteigt kaum die basal auftre-
tende Apoptose in unbehandelten Kontrollzellen. Ab einer Dosis Uber 2 nM AC220
nimmt dieser Anteil stetig zu und steigt bei den hochsten Konzentrationen (7,5 nM, 10
nM AC220) auf knapp tber 60 % an. Die Behandlung mit 1 nM und 2 nM FK228 bewirkt
eine geringfligige Zunahme der subG1-Population auf 5,6 % im Vergleich zu den Kon-
trollzellen. Ab 3 nM FK228 steigt der Anteil an Zellen in der subG1-Phase mit 21,6 %
schon deutlich an. Bei einer Behandlung mit 5 nM FK228 befinden sich 70,5 % der
Zellpopulation in der subG1-Phase. Mit steigendenden Dosen wird erkennbar, dass
mit FK228 in Einzelbehandlung sprunghafte Zunahmen der subG1-Population zu be-
obachten sind, wohingegen AC220 einen gleichmafigeren Anstieg, bei steigenden
Konzentrationen, an Signal in der subG1-Phase erzielt. Bei der Kombinationsbehand-
lung fallt auf, dass bereits in den hier angewandten geringeren Dosen an AC220 und
FK228 (2-3 nM) ein hoher Anteil an Zellen oder Zelltrimmern mit fragmentierter DNA
vorliegt. Die Einzelbehandlung mit 2 nM AC220 induziert ein subG1-Population von
12,8 %. Die Einzelbehandlung mit 2 nM des HDACi FK228 erzeugt einen subG1-Anteil
von 5,6 %. Werden MV4-11 Zellen mit beiden Substanzen in Konzentrationen von
2 nM kombiniert behandelt, so steigt der Anteil der detektierten Zellen in der subG1-
Phase auf 27,9 % an. Noch deutlicher wird der Anstieg der subG1-Population bei der
Kombination aus 2 nM AC220 mit 3 nM FK228. Bei Einzelbehandlung mit 2 nM AC220
wird eine subG1-Population von 12,8 % generiert. Die Gabe von 3 nM FK228 bewirken
einen Anstieg der Zellen in der subG1-Phase auf 21,6 %. Werden die Zellen mit 2 nM
AC220 und 3 nM FK228 kombiniert behandelt, befinden sich 66,8 % der Zellen in der
subG1-Phase, was etwa mit deren Verfunffachung im Vergleich zur Einzelbehandlung
mit 2 nM AC220 und mit deren Verdreifachung im Vergleich zur Einzelbehandlung mit
3 nM FK228 entspricht.
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Ausgangswert Vergleichswert Signifikanz
AC220 1 nM AC220 1 nM + FK228 2 nM ns
FK228 2 nM AC220 1 nM + FK228 2 nM ns
AC220 1 nM AC220 1 nM + FK228 3 nM ok
FK228 3 nM AC220 1 nM + FK228 3 nM ok
AC2202 nM AC220 2 nM + FK228 2 nM b
FK228 2 nM AC220 2 nM + FK228 2 nM e
AC220 2 nM AC220 2 nM + FK228 3 nM e
FK228 3 nM AC220 2 nM + FK228 3 nM ok
AC220 3 nM AC220 3 nM + FK228 2 nM Rk
FK228 2 nM AC220 3 nM + FK228 2 nM Rk
AC220 3 nM AC220 3 nM + FK228 3 nM e
FK228 3 nM AC220 3 nM + FK228 3 nM e
AC220 5 nM AC220 5 nM + FK228 2 nM Rk
FK228 2 nM AC220 5 nM + FK228 2 nM ok
AC220 5 nM AC220 5 nM + FK228 3 nM Rk
FK228 3 nM AC220 5 nM + FK228 3 nM e
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Abbildung 6: Zellulare Reaktionen auf kombinierte Behandlungen aus FLT3i AC220 mit Klasse |
HDACI FK228 in MV4-11 Zellen nach 24 h

Die Werte sind Mittelwerte aus sechs Versuchen. (A) MV4-11 Zellen wurden mit dem FLT3i AC220 und
dem HDACI FK228 einzeln und kombiniert behandelt. Im Anschluss wurde eine Zellzyklusfarbung mit
PI1 durchgefihrt und die Proben tber Durchflusszytometrie gemessen. Die jeweiligen Zellzyklusphasen
sind prozentual dargestellt. Das Balkendiagramm wurde mittels GraphPad Prism 6 erstellt. (B) Das Bal-
kendiagramm wurde auf Basis der Daten von Abb. 6-A erstellt. Die prozentuellen Anteile der Zellzyk-
lusphasen, die Zelllinie, die Behandlung, der Behandlungszeitraum und das Messverfahren entspre-
chen den Angaben aus Abb. 6-A. Die subG1-Anteile wurden von der Gesamtpopulation subtrahiert und
die verbleibende Population auf 100 % gesetzt. (C) Tabellarische Auffiihrung der Signifikanz erwéh-
nenswerter Mengen von AC220 und FK228 in Einzelbehandlung im Vergleich zur Kombinationsbehand-
lung bezogen auf die subG1-Population aus Abb. 6-A. Two way ANOVA; p <0,05; n =3 + SD; Bonferroni
multiple comparison test; ™ p < 0,01;™p < 0,001; ™ p < 0,0001; ns = nicht signifikant. Die Signifikanz
wurde mittels GraphPad Prism 6 berechnet. (D) Beispielhafte Darstellung der Signifikanz der subG1-
Population einer attraktiven Kombinationsbehandlungsmenge, basierend auf Abb. 6-C. Quantitative
Darstellung der Zellzyklusverteilung der Zelllinie MV4-11. Die durchflusszytometrische Messung erfolgte
anhand einer Pl-Farbung. Two way ANOVA,; p < 0,05; n = 6 + SD; Bonferroni multiple comparison
test;™ p < 0,0001. (E) Die Abbildung wurde unter Verwendung des Synergismus-Programmes Com-
benefit erstellt. Die lllustration basiert auf Abb. 6-A. Die Darstellung zeigt den Mittelwert des Synergis-
mus anhand des Scores, die statistische Signifikanz des Synergismus sowie die Standardabweichung.
Letztgenannte wird durch die Zahl mit vorangesetztem +/- reprasentiert.

Das Balkendiagramm (s. Abb. 6-A) zeigt einen starken Anstieg der subG1-Population
in MV4-11 Kulturen, die eine kombinierte Gabe beider Inhibitoren erhalten haben. Aus
Abb. 6-E wird ersichtlich, dass Kombinationen aus 2 nM AC220 und 2 nM FK228 sowie
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2 nM AC220 mit 3 nM FK228 synergistisch wirken, erkennbar an der hellblau bzw.
tiefblauen Farbe, dem als statistisch signifikant (*) eingestuften Synergismus und ei-
nem Score von 16 bzw. 46 (s. Abb. 6-E).

Zur besseren Einschatzung der Anteile der Zellzyklusphasen G1, S und G2 wurde in
Abb. 6-B der subG1-Anteil von der Gesamtpopulation aus den Daten von Abb. 6-A
subtrahiert und die verbleibende Population auf 100 % gesetzt. In Abb. 6-B ist ersicht-
lich, dass die Einzelbehandlung mit 1 nM AC220 kaum Auswirkungen auf die Vertei-
lung der Zellen in der G1-, S- und G2-Phase hat. In der G1-Phase befinden sich nach
Behandlung mit 1 nM AC220 54,1 % der Zellen, in der G2-Phase 38,4 %. Mit anstei-
gender Dosis des FLT3i nimmt der Anteil an Zellen in der G1-Phase weiter zu. Bei
5 nM des FLT3i steigen die Zellen in der G1-Phase auf 90,9 % an, die G2-Population
sinkt auf 5,9 %. Die Behandlung mit dem HDACI zeigt dagegen ein anderes Verhaltnis
zwischen den G1- und G2-Phasen-Anteilen. Nach Gabe von 1 nM FK228 liegt die G1-
Population bei 55,7 %, die G2-Population bei 34,3 %. Bei 5 nM FK228 liegt der G1-
Anteil bei 44,1 %, der G2-Anteil bei 47,3 %. Die Kombinationsbehandlungen mit 1 nM
bzw. 2 nM AC220 mit verschiedenen Dosen an FK228 zeigen vom Verteilungsmuster
der Zellen in der G1- und G2-Phase her starke Ahnlichkeit mit der Verteilung nach
Gabe von AC220. Ab 3 nM AC220 bis 10 nM AC220 zeigt sich im Verlauf der anstei-
genden Konzentration an FK228, dass die G2-Population ansteigt und damit der Zell-
zyklusphasen-Verteilung der HDACi-Behandlung &hnelt. Besonders deutlich wird dies
bei der kombinierten Gabe von AC220, in den Konzentrationen von 1 nM bis 5 nM, mit
5 nM FK228. Des Weiteren zeigt Abb. 6- B, dass in den Kombinationsbehandlungen,
v.a. mit 4 nM und 5 nM FK228, der Anteil der S-Phasen-Population merklich zunimmt.
Vergleicht man hierfur die einzeln behandelten Zellen mit den in Kombination behan-
delten Zellen, so steigt der S-Phasen-Anteil bei den Einzelbehandlungen von AC220
mit 2 nM auf 6,4 % an. Bei FK228 steigt der Anteil der S-Phase-Population mit 5 nM
auf 8,6 % an. Die Zellen, die mit einer Kombination aus 2 nM AC220 und 5 nM FK228
behandelt wurden, weisen eine Zunahme der S-Phasen-Population auf 14,3 % auf.
Dieser Wert entspricht in etwa der Summe aus den Werten der Einzelbehandlung mit
2 nM AC220 und 5 nM FK228.

Zur Einschétzung der vorliegenden Ergebnisse wurde die Signifikanz eines vorliegen-
den Synergismus oder Antagonismus mit Hilfe des Programmes GraphPad Prism 6
ermittelt. Dabei bedeutet ein Stern (*) signifikant, zwei (™) sehr signifikant, drei (™)

hoch signifikant und vier (™) sehr hoch signifikant. Die spater auch per Western-Blot
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(s. Abb. 7, 8, 9) analysierten und als Kombinationsbehandlung als interessant be-
stimmten Mengen an AC220 und FK228 sind in Abb. 6-C tabellarisch zusammenge-
fasst. Dabei wurde jeweils der Anteil der subG1-Fraktion der Einzelbehandlung mit
dem Anteil der subG1-Population der Kombinationsbehandlung verglichen. Bei der
Kombination aus 1 nM AC220 mit 2 nM FK228 zeigt sich keine signifikante Verande-
rung der subG1-Population im Vergleich zur jeweiligen Einzelbehandlung. Ab einer
kombinierten Gabe von 1 nM AC220 mit 3 nM FK228 zeigt sich eine sehr signifikantes
(™) bis sehr hoch signifikantes (™) Ergebnis.

Die Abb. 6-D zeigt exemplarisch die quantitative Auswertung der Zellzyklusverteilung
bei Behandlung mit ausschlie3lich 2 nM AC220, 3 nM FK228 bzw. die Kombination
beider Inhibitoren. Die abgebildeten Daten werden hier exemplarisch gesondert aus
Abb. 6-A, prozentuale Verteilung der Zellzyklusanteile, und aus Abb. 6-C, Signifikanz
der subG1-Population der Ausgangswerte im Bezug zu den Vergleichswerten, darge-
stellt. Der Vergleich der subG1-Anteile nach Behandlung mit 2 nM AC220 mit 12,8 %
mit der Kombination aus 2 nM AC220 und 3 nM FK228 mit 66,8 % entspricht einer
sehr hohen Signifikanz (™). Der subG1-Anteil wird bei der Kombinationsbehandlung
ca. verfunffacht. Auch der Vergleich aus 3 nM FK228 mit 21,6 % mit der Kombinati-
onsbehandlung liefert eine sehr hohe Signifikanz (™). Hierbei nimmt der Anteil der

subG1-Population in der Kombination um etwa das Dreifache zu.

Um die zuvor ermittelte Signifikanz zu bestatigen, wurde auf das Programm Com-
benefit zurtickgegriffen. Die Darstellung der Ergebnisse ist Abb. 6-E zu enthehmen. In
dieser Abbildung ist auffallend, dass bei der Verwendung von 1 nM FK228 kein Syner-
gismus erkennbar ist. Mittels Durchflusszytometrie konnte nachgewiesen werden,
dass die subG1-Population nach Behandlung mit 1 nM FK228 auf 4,2 % ansteigt (s.
Abb. 6-A). Es wirkt in dieser Menge weder synergistisch, noch antagonistisch. Dies
wird mit der grinen Farbe in Abb. 6-E dargestellt. Behandlungen im Bereich zwischen
2 nM und 5 nM FK228 zeigen hingegen eine durchgehend synergistische Tendenz.
Besonders hervorstechend sind die Kombinationen aus 2 nM AC220 mit 3 nM FK228,
sowie aus 3 nM AC220 mit 3 nM FK228. Beide Kombinationen weisen eine dunkel-
blaue Farbe auf, welche mit dem hohen Mittelwert in dem jeweiligen Kéastchen korre-
liert. AulRerdem weisen beide Kombinationen Sterne auf. Die erstgenannte Kombina-

tion ist statistisch signifikant (*), die zweite sehr hoch signifikant (™).

49



Nach der Darstellung der durchflusszytometrischen Messungen des Zellzyklus stellt
sich die Frage, ob diese Ergebnisse mit anderen Messverfahren der Durchflusszyto-
metrie vergleichbar sind. Die Messungen, die in Abb. 6-A und 6-B dargestellt werden,
wurden parallel auch als Vitalitats-Messung durchgefuhrt (s. Abb. C u. D). Ungluckili-
cherweise steigt der Anteil der noch vitalen Zellen bei hohen Dosen an Kombinationen
aus AC220 und FK228 wieder an. Dies ist beispielsweise bei der Kombination aus
5 nM AC220 mit 2 nM FK228 gegeben. Hierbei liegt der Anteil an DAPI-negativen Zel-
len bei 22,5 %. Im Vergleich dazu liegt der Anteil an DAPI-negativen Zellen nach Be-
handlung mit 5 nM AC220 in Kombination mit 5 nM FK228 bei 40,5 %. Durch diese
Beobachtung ist keine adaquate Auswertung der Zellen im Verlauf an ansteigenden
Kombinationsdosen mdglich. Aufgrund der Unempfindlichkeit des Systems gewisse
Unterschiede zu detektieren, wurde die Prioritat auf die Ergebnisse der Zellzyklusmes-
sungen gelegt. Mit der Vitalitats-Farbung ist der Synergismus folglich nicht so Uber-
zeugend darstellbar wie mit dem Zellzyklus, da er weniger empfindlich ist, weshalb

Abb. D Uberwiegend die Farbe Griin zeigt.

4.2 Zellulare Effekte der Kombinationsbehandlungen auf Proteinebene
mittels Western-Blot-Analysen

Bei allen dargestellten Western-Blots erfolgte die Einschatzung der Intensitatsveran-
derungen visuell. Waren jedoch nur minimale Veranderungen erkennbar und dement-
sprechend die Western-Blots nicht klar beurteilbar, wurde auf die Quantifizierung der
Bandenintensitat mit Hilfe des Programms Image Studio Lite von Li-Cor Biosciences
zurlckgegriffen. Die prozentualen Angaben beziehen sich immer auf den Vergleich mit
der jeweiligen Kontrolle, welche auf den Zahlenwert 1 gesetzt wurde. Die Western-
Blot-Ergebnisse wurden mindestens als biologische Triplikate angefertigt, um ver-
gleichbare Ergebnisse vorzuweisen, die nicht auf Zuféllen oder sonstigen methodi-

schen Einschrankungen beruhen.

4.2.1 Einzelbehandlung der MV4-11 Zellen mit AC220 und FK228 hemmt
die Induktion von FLT3 und ERK

Neben den Messungen der Durchflusszytometrie wurde unter Zuhilfenahme von Wes-
tern-Blots geschaut, welche Veranderungen auf Proteinebene bei der Behandlung der
MV4-11 Zellen mit AC220 und FK228 erfolgen. Es wurde bereits mehrfach in der Lite-
ratur beschrieben, dass STAT5, ERK1 und ERK2 typische Schlisselproteine des
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FLT3-Signalwegs sind (Small, 2006). STAT5 ist fiir das Uberleben der FLT3-ITD Zel-
len notwendig, da es direkt vom mutierten Rezeptor phosphoryliert und konstitutiv ak-
tiviert wird. Durch konstitutive Aktivierung des Rezeptors kann die Zelle liganden-un-
abhangig proliferieren (Choudhary et al., 2007). Auch ERK1 und ERK2 werden dauer-
haft phosphoryliert. Der Verlust an STAT5 und den beiden ERKs kann als Marker fur
die Wirksamkeit des Inhibitors angesehen werden (Pietschmann et al., 2012). Aus die-
sem Grund wurde als erstes geschaut, inwiefern die Behandlung mit AC220 und/oder
FK228 die Zielproteine von FLT3 beeinflusst.

Abb. E zeigt die Wirksamkeit der Inhibitoren AC220 und FK228 in der Einzelbehand-
lung. AC220 und FK228 verandern die Phosphorylierung von FLT3 und ERK. Durch
die Behandlung mit AC220 reduziert sich die Phosphorylierung von FLT3 an Tyr591
bereits mit 1 nM im Vergleich zur Kontrolle um etwa 46,5 % bei beiden Banden. Ab
einer Behandlung von 5 nM AC220 ist keine Phosphorylierung an FLT3 mehr sichtbar,
die Reduktion belauft sich bei beiden Banden auf circa 94,8 %. Die Behandlung mit
FK228 erzeugt mit 1 nM erste Abschwachungen an p-FLT3(MW™9)_ Dabei reduziert sich
die Intensitat der beiden Banden von p-FLT3(M™1) im Vergleich zur Kontrolle um etwa
36,9 %. Mit einer Behandlung von 3 nM FK228 verstarkt sich die Reduktion der Bande
auf etwa 73,3 %. Mit 5nM FK228 nimmt das Signal der beiden Banden von p-
FLT3(M91) um etwa 94,8 % ab. Bei der Betrachtung von pan-FLT3 fallt im Verlauf der
Behandlung mit 1 bis 10 nM AC220 eine Zunahme der oberen und eine Abnahme der
unteren Bande auf. Dabei nimmt die obere Bande im Vergleich zur Kontrolle nach Be-
handlung mit 1 nM AC220 um das 1,8-fache zu, mit 5 nM AC220 um das 2,4-fache
und mit 10 nM AC220 um das 1,6-fache zu. Die Abnahme der Intensitat der unteren
Bande von pan-FLT3 liegt bei 1 nM AC220 bei 33,8 %, bei 5 nM AC220 bei 50 % und
bei 10 nM AC220 bei 73,5 %. In der Literatur steht geschrieben, dass der FLT3-Re-
zeptor als hyperglykosylierte Form mit ca. 160 kDa und als hypoglykosylierte Form mit
130-143 kDa vorkommt. Dabei wird davon ausgegangen, dass sich die hyperglykosy-
lierte Form an der Zelloberflache befindet (Lyman et al., 1993). Aufgrund des veran-
derten Zustands der Glykosylierung ist die posttranslationale Proteinmodifikation dys-
reguliert (Lyman et al., 1993). So kommt FLT3-ITD meist im endoplasmatischen Reti-
kulum vor, wahrend sich der nicht-mutierte FLT3-Rezeptor in der Zellmembran befin-
det (Schmidt-Arras et al., 2005). Folglich entspricht die beobachtete Zunahme nach
Behandlung mit AC220 der oberen Bande von pan-FLT3 und ist durch die Hypergly-

kosylierung des FLT3-Rezeptors zu erklaren. Durch die Behandlung wird der mutierte
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FLT3-Rezeptor vom endoplasmatischen Retikulum zur Zelloberflache transportiert.
Die Betrachtung von pan-FLT3 zeigt bei einer Steigerung der Dosis von FK228 eine
nahezu kongruente Abnahme der beiden Banden. Dabei reduziert sich das Signal von
etwa 36,5 % nach Behandlung mit 1 nM FK228 zu etwa 84,4 % mit 3 nM und letztlich
zu etwa 96,6 % mit 5 nM. Des Weiteren zeigt Abb. E die Proteinmenge von p-
ERK1(T202) ' n.ERK2(M™r204) ynd ERK1. Die Phosphorylierung von ERK1 an Threonin
(Thr)202 und ERK2 an Tyrosin (Tyr)204 reduziert sich nach Behandlung mit 5 nM
AC220 um etwa 57,7 %, mit 10 nM AC220 um etwa 82,2 %. FK228 dagegen bewirkt
keine derart offensichtliche Abnahme der Intensitat der Phosphorylierung von ERK1
und ERK2. Wahrend sich die Phosphorylierung von ERK1 bis zu einer Behandlung mit
3 nM FK228 um das 1,5-fache Verstarkt, ist die Intensitat bei 5 nM FK228 vergleichbar
mit der Kontrolle. Die Phosphorylierung von ERK2 gleicht bei 3 nM FK228 in etwa wie-
der der Intensitat der Kontrolle. Mit 5 nM FK228 verbleiben nur noch ca. 63,1 % der
Phosphorylierung. Damit ist erst ab 5nM eine Reduktion an p-ERK2(M™™204 durch
FK228 messbar. Bei ERK1 nimmt das Signal mit 1 nM AC220 um etwa 25,8 % ab.
Dieser Wert wird mit der Behandlung von 3 nM FK228 erreicht.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Aktivitat von FLT3 selber und seinem
Schlusselprotein ERK durch die Gabe von AC220 und FK228 gehemmt wird. Bei Be-
handlung mit beiden Inhibitoren zeigt sich eine starke Reduktion von p-FLT3(%° und
pan-FLT3. Wéahrend die beiden phosphorylierten Varianten von ERK mit AC220 stark
reduziert werden, bleibt p-ERK1(Th"202) mijt FK228 unverandert, p-ERK2(Y204) wird da-
gegen durch Behandlung mit FK228 reduziert. ERK1 wiederum wird mit beiden Inhibi-
toren leicht reduziert. Schlussendlich zeigt ERK1 im Vergleich mit den anderen unter-
suchten Proteinen in Bezug auf Zielproteine von FLT3 die geringste Beeinflussung.

Alle folgenden Western-Blot-Abbildungen vergleichen AC220 oder FK228 als Einzel-
behandlung mit der kombinierten Gabe von AC220 und FK228 in den zuvor beschrie-
benen Dosen. Die Abb. 6-E diente als Grundlage fur die Auswahl der vielverspre-
chendsten Dosen an Kombinationsbehandlungen von AC220 mit FK228. Dabei wur-
den die Konzentrationen nach erreichtem Synergismus ausgewahlt. Vertreten sind
eine Kombination ohne Wechselwirkung der Inhibitoren (Farbe Griin) und Kombinati-

onsdosen mit unterschiedlich starken synergistischen Wirkungen (Farbe Blau).
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4.2.2 Synergistische Wirkungen gegentuber FLT3, STAT5 und ERK durch
Kombinationsbehandlung der Zellen mit AC220 und FK228

Die Reduktion der Phosphorylierung von FLT3 und ERK nach Einzelbehandlungen mit
AC220 und FK228 (s. Abb. E) waren Anlass der Analyse der Wirkungen dieser Sub-
stanzen in Kombination. Damit sollen die Ergebnisse der Durchflusszytometrie (s. Abb.
6-A) und des errechneten Synergismus (s. Abb. 6-E) des FLT3i in Kombination mit

dem Klasse | HDACI bestétigt und der damit verbundene Mechanismus untersucht

werden.
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Abbildung 7: Western-Blot-Analyse von Schlusselproteinen des FLT3-Sighalweges in MV4-11
Zellen nach Behandlung mit AC220 und/oder FK228 fur 24 h

Gezeigt sind p-FLT3(MW591), p-STAT5(Y 69 pan-STATS, p-ERK1(T202) ynd p-ERK2(y204) Als Ladekon-
trolle wurde Vinculin verwendet. Die farbliche Darstellung der pharmakologischen Interaktion beider In-
hibitoren basiert auf Abb. 6-E.

Die Auswirkungen der Einzelbehandlungen mit AC220 und FK228 auf p-FLT3(Ty59),
p-ERK1(M202) ynd p-ERK2(294) in MV4-11 Zellen zeigen ahnliche Ergebnisse wie be-
reits in Abb. E beschrieben. Bei deren kombinierter Gabe zeigt p-FLT3(™™9) pereits
ab 1 nM AC220 mit 3 nM FK228 einen starken Riickgang (s. Abb. 7). Ein abnehmen-
des Signal wird bei der Phosphorylierung von ERK1 an Thr202 und ERK2 an Tyr204
ab einer Kombination von 5 nM AC220 mit 2 nM FK228 deutlich. Die Einzelbehandlung
mit 5 nM AC220 zeigt einen sehr starken Rickgang des Signals von p-STAT5(Ty1694)
und pan-STATS. Die Einzelbehandlung mit 5 nM FK228 fuhrt ebenfalls zu einem sehr
deutlichen Riickgang von p-STAT5(%4) das Signal an pan-STAT5 dagegen bleibt

konstant bestehen. In kombinierter Gabe von 2 nM AC220 mit 3 nM FK228 nimmt die
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Phosphorylierung von STAT5 an Tyr694 stark ab. Bei pan-STATS5 ist eine deutliche
Reduktion der detektierbaren Menge ab einer Kombination von 2 nM AC220 mit 2 nM

FK228 zu erkennen.

Alle zuvor genannten kombinierten Dosen haben die Gemeinsamkeit, dass das Signal
der in der Kombination verwendeten Dosen im Vergleich zu den Einzeldosen schwé-
cher ist. Die Aussagen des vorliegenden Western-Blots stlitzen damit die Ergebnisse
der aus Abb. 6-A und 6-E entnommenen synergistischen Kombinationsdosen. Damit
werden FLT3-ITD-typische Schlisselproteine durch die gemeinsame Gabe von

AC220 und FK228 bereits in geringeren Konzentrationen reduziert.

4.2.3 Inhibition der an der Regulation des G2/M-Kontrollpunkts beteiligten
Proteine durch kombinierte Behandlung von AC220 und FK228

Bei der Analyse der durchflusszytometrischen Untersuchungen ist aufgefallen, dass
Kombinationsbehandlungen von AC220 mit FK228 den Anteil der Zellen in der G2-
Phase verandern (s. Abb. 6-B). Um den Einfluss auf den Zellzyklus zu konkretisieren,
wurde nach Schlisselproteinen des G2/M-Kontrollpunkts geschaut. Ein wichtiger Be-
standteil davon ist die Tyrosinkinase WEE1, welche den Ubergang in die Mitose bei
einem Vorliegen von DNA-Schaden in der Zelle verhindert (Do et al., 2013). Liegen
DNA-Schaden in Form von DNA-Einzelstrangbrtichen vor, wird ATR aktiviert (Jazayeri
et al., 2006). ATR phosphoryliert und aktiviert CHK1. CHK1 wiederum phosphoryliert
WEEL1 (Do et al., 2013).

Die Proteinmenge an WEEZ1, hier in Abb. 8 dargestellt, nimmt bei der Behandlung mit
AC220 ab 2 nM ab und ist bei 5 nM nicht mehr detektierbar. Bei der Behandlung mit
FK228 nimmt die Menge an WEE1 ab 5 nM stark ab. Bei der kombinierten Behandlung
mit 2 nM AC220 und 2 nM FK228 reduziert sich die Bande von WEE1 deutlich im
Vergleich zu den jeweiligen Dosen in der Einzelbehandlung. Die Phosphorylierung von
CHK1 an Ser345 ist bei 5 nM AC220 sowie ab einer Kombinationsbehandlung von
2 nM AC220 mit 2 nM FK228 nachweisbar. Die Phosphorylierung an Ser345 steht da-
bei im Zusammenhang mit der Aktivierung des G2-Kontrollpunkts und wird bei Zellen
in der S-Phase vermehrt exprimiert (Niida et al., 2007). Vergleicht man die Menge an
pan-CHKZ1 in Einzel- und Kombinationsbehandlung, so fallt auch hier bereits ab gerin-
gen kombinierten Dosen ein Rickgang der Banden auf. In Einzelbehandlung mit
AC220 ist eine Reduktion des Signals ab 2 nM sichtbar. Das Bandensignal in der Ein-

zelbehandlung mit FK228 bleibt bei den Konzentrationen 2, 3 und 5 nM relativ kon-
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stant. Kombiniert bewirkt die Gabe von 1 nM AC220 mit 3 nM FK228 bereits einen

klaren Ruckgang.

Analysiert man den in Abb. 8 vorliegenden Western-Blot, lasst sich daraus schlussfol-
gern, dass die Phosphorylierung von CHK1 an Ser345 aufgrund eines vorliegenden
DNA-Schadens durch die Behandlung mit 5 nM AC220 verstarkt wird. Es lasst vermu-
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Abbildung 8: Western-Blot-Analyse von Regulatorproteinen des G2/M-Kontrollpunkts des Zell-
zyklus in MV4-11 Zellen nach Behandlung mit AC220 und/oder FK228 fiir 24 h

Die oben aufgefiihrten Proteine werden gezeigt. Als Ladekontrolle wurden Vinculin, a-Tubulin und B-
Aktin verwendet. Die farbliche Darstellung der pharmakologischen Interaktion beider Inhibitoren basiert
auf Abb. 6-E.

ten, dass dadurch der Ubergang der Zellen in die Mitose verhindert wird, da der G2/M-
Kontrollpunkt aktiviert wird. Die gesamte Menge an WEE1 und pan-CHK1 dagegen
wird in Einzelbehandlung mit 5 nM AC220 und in Kombination stark reduziert. Der
Verlust dieser beiden Proteine lasst vermuten, dass die Zelle aufgrund dessen nicht
mehr in der Lage ist, den G2/M-Kontrollpunkt zu aktivieren und dieser damit nicht mehr
existent ist. AuRerdem liefert Abb. 8 erneut einen Nachweis fur die synergistische Wir-
kung der Kombinationsbehandlungen, da sich die Menge an WEE1 und pan-CHK1 in

Abb. 8 in Kombination friher reduziert, verglichen mit der Einzelbehandlung.

4.2.4 p53wird durch die Behandlung mit AC220 und FK228 in Kombination
stabilisiert, p21(CiPWall) dagegen wird reduziert

Auf Grundlage der Daten zur detektierten Phosphorylierung von CHK1 an Ser345 (s.

Abb. 8) ist das Interesse an den Zellzyklus-Regulatorproteinen p53 und p21(Cipl/Wail)
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aufgekommen. Das Protein p53 wird u.a. durch ATM, ATR, CHK1 oder bei DNA-Scha-
den an verschiedenen Positionen phosphoryliert. Die Phosphorylierung schitzt p53
vor proteasomalem Abbau (Honda et al., 1997, Chehab et al., 2000). Kommt es zur
Dysregulationen in der Zelle, wird p53 durch Phosphorylierung stabilisiert und damit
aktiviert (el-Deiry et al., 1994). Es kann dann an die DNA binden, die Transkription von
bestimmten Proteinen wie p21(©iPIWail) jnitiieren und somit den Zellzyklus anhalten (el-
Deiry et al., 1993). Neben der Phosphorylierung ist die Acetylierung eine posttransla-
tionale Moglichkeit der Proteinmodifikation (Gu und Roeder, 1997, Blasius et al.,
2011). Je nach Phosphorylierungsstelle an p53 wird eine Acetylierung des Proteins
erleichtert oder erschwert (Reed und Quelle, 2014). Die acetylierte Form von p53 wird
im Zusammenhang mit Tumorsuppression gesehen (Wang et al., 2016), da eine
Acetylierung antiproliferativ wirkt (Reed und Quelle, 2014). Eine Acetylierung von p53
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Abbildung 9: Western-Blot-Analyse von Zellzyklus-Regulationsproteinen in MV4-11 Zellen nach
Behandlung mit AC220 und/oder FK228 fiir 24 h

Die Proteine p-p53(Se19), ac-p53(ys3s2) ynd p21CrlWal) werden gezeigt. Als Ladekontrolle wurden B-
Aktin und Vinculin verwendet. Die farbliche Darstellung der pharmakologischen Interaktion beider Inhi-
bitoren basiert auf Abb. 6-E.

wirkt stabilisierend, da kein Abbau von p53 durch die E3-Ligase MDM2 mehr méglich
ist (Wu et al., 1993). p53 kann von HDAC1, 2 und 3 beeinflusst werden, indem p53
deacetyliert wird. Damit wird die Aktivitat von p53 verringert (Juan et al., 2000). Die
Aktivierung von p21©r1Wail) ywyrde bereits mehrfach in der Literatur mit Zunahme der
Zellen in der G1-Phase beschrieben (z.B. (Deng et al., 1995)). Damit kann p21(Cip/Wafl)
den Zellzyklus zur Reparatur der Schaden arretieren und Zellen so vor der Einleitung
der Apoptose schiitzen (Roninson, 2002).
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Der Verlauf der Phosphorylierung von p53 an Serl5 und der Acetylierung von p53 an
Lys382 in Abb. 9 dhneln sich recht stark. Bei beiden fallt eine moderate Zunahme der
Bande bei den Kombinationsbehandlungen im Vergleich zu den Einzeldosen auf. Auch
die Intensitat der Bande bei beiden Proteinen nimmt lediglich bei der Kombination von
5 nM AC220 mit 3 nM FK228 ab. Eine mogliche Erklarung dafir ist, dass sich bei
dieser hohen Kombinationsdosis die Zellen grof3tenteils in der subG1-Phase befinden
(s. Abb. 6-A). Durch den hohen Anteil an toten Zellen kénnte eine Korrelation zur Ab-
nahme der Proteine gesehen werden. Bei p21(©riWall) f3|it auf, dass das Signal bei
der Einzelbehandlung mit AC220 sehr schwach ist und im Verlauf der Dosissteigerung
reduziert wird im Vergleich zur Kontrolle. Bei 5 nM AC220 ist es schlief3lich nicht mehr
sichtbar. Folglich generiert AC220 eine Reduktion der Proteinmenge von p21(Cpl/Wafl),
Bei der Behandlung mit dem HDACi wird p21(CPiWafl) dagegen stark induziert. Dies
korreliert mit den Aussagen der Literaturangaben. Diese besagen, dass HDACs u.a.
auch fur die Unterdrtickung des Proteins p21©r1/Wail) yerantwortlich sind (Wilson et al.,
2006). Im Umkehrschluss bedeutet dies, dass mit HDACi p21(©ipiWafl) yerstarkt indu-
ziert wird. Dies steht auch im Zusammenhang mit einem G2-Arrest (Chou et al., 2011),
welcher in den Messungen der Durchflusszytometrie mit FK228 beobachtet wurde (s.
Abb. 6-B). In allen Kombinationsdosen wird das Signal an p21(©rWafl) jm Gegensatz
zur Einzelbehandlung mit FK228 deutlich reduziert, bis auf die Kombination aus 1 nM
AC220 mit 3 nM FK228. Bei dieser Kombination ist eine deutliche Induktion der Bande

trotz synergistischer Wirkung zu beobachten.

Die anhaltenden Stabilisierungen von p-p53©¢15 und ac-p53Hs382) in Abb. 9 deuten
darauf hin, dass durch die Behandlung mit AC220 und FK228 eine Dysregulation durch
verursachte Zellschaden herrscht. Die starke Induktion von p21(©iPlWafl) hej HDACI
verdeutlicht, dass der Zellzyklus nach Behandlung mit FK228 offenkundig angehalten
wird. Nach Behandlung mit AC220 dagegen sinkt die Proteinmenge an p21(Cipl/Wafl)
Diese Beobachtung wurde auch von Abe et al. (2016) gemacht. Durch den FLT3i wird
die Proteinmenge an p21(©iriWail) reduziert und damit die Zellproliferation beschleu-
nigt. Damit steigt die Ansprechbarkeit der FLT3-ITD Zellen gegeniiber Chemothera-
peutika. Die Induktion von p21(CriWail) geht einher mit der Resistenz der Zellen ge-
gentuber Inhibitoren (Abe et al., 2016).
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4.2.5 Induktion von yH2AX(er139) ynd Reduktion von RAD51 deuten DNA-
Schaden bei gemeinsamer Gabe von AC220 und FK228 an

Um den aus den zuvor beobachteten Ergebnissen vermuteten DNA-Schaden zu be-
statigen (s. Abb. 8), wurden typische Schlisselproteine der DNA-Reparatur unter-
sucht. Ein typisches Protein der DNA-Reparatur ist RAD51, welches an der Reparatur
von DSB beteiligt ist (Shinohara et al., 1992). Die Phosphorylierung von H2AX an
Ser139 wird als Marker fir DDR angesehen (Rogakou et al., 1998), wobei die Phos-
phorylierung u.a. durch DSB ausgeltdst werden kann (Rogakou et al., 2000). Phospho-
ryliertes (y) H2AX(Ser139) hat dabei zwei Funktionen. Entweder es erleichtert die Einlei-
tung der Apoptose durch Beteiligung der Verpackung fragmentierter DNA in Apopto-
sekorperchen oder yH2AX(Ser139) |eitet DNA-Reparatur durch Aktivierung von Endonuk-

leasen ein (Rogakou et al., 2000).
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Abbildung 10: Western-Blot-Analyse von DNA-Schaden- und Reparaturmarkern in MV4-11 Zellen
nach Behandlung mit AC220 und/oder FK228 fir 24 h

Die oben aufgefuhrten Proteine werden gezeigt. Als Ladekontrolle wurden B-Aktin und Vinculin verwen-
det. Die farbliche Darstellung der pharmakologischen Interaktion beider Inhibitoren basiert auf Abb. 6-
E.

Bei der Betrachtung von Abb. 10 sind bereits basale Level an yH2AX®e139) in der Ein-
zelbehandlung erkennbar. Es folgt eine Zunahme der Intensitat mit 5 nM AC220. Diese
Beobachtung der Induktion durch FLT3i stimmt mit der Literatur Gberein. Eine Zu-
nahme an yH2AX®e139) pedeutet gleichzeitig eine Abnahme der DNA-Reparatur
(Seedhouse et al., 2006). Auch bei der Behandlung mit FK228 ist eine starke Bande
bei 5 nM erkennbar. Kombiniert man AC220 und FK228, so ist bereits bei Konzentra-
tionen ab 1 nM AC220 mit 3 nM FK228 eine hohere Intensitat in der Bande von
yH2AXEer139) zy sehen, verglichen mit den jeweiligen Einzelbehandlungen. RAD51
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zeigt bei den eingesetzten Dosen an Einzelbehandlung von AC220 und FK228 an-
fanglich eine leichte Induktion. Bei beiden Inhibitoren nimmt die Menge an RAD51 mit
Zunahme der Konzentration stark ab. Vergleicht man auch hier die Bande der Kombi-
nation aus 1 nM AC220 und 3 nM FK228 mit den jeweliligen Einzeldosen, fallt in der
Kombination eine Abnahme des Signals im Vergleich zur ersten angewandten Kombi-
nation auf. Dies zeigt, dass in Kombination bereits geringere Dosen ausreichen, um
einen grolReren DNA-Schaden zu generieren, da das Signal an RAD51 schwacher
ausfallt.

Der Vergleich der Bandensignale von yH2AXSe139) mit RAD51 zeigt, dass sich diese
Proteine reziprok zueinander verhalten. Wenn sich die Intensitat an RAD51 reduziert,
wird yH2AX(Ser139) induziert. Dies ist dadurch erklarbar, dass der vorliegende Schaden
in der Zelle zu grof} ist, folglich keine Reparatur mehr sinnvoll ist. Deswegen erhéht
sich daraufhin yH2AX(Se139)  Die Funktion von yH2AX(e139) kann hier als Marker der
Apoptose vermutet werden. Kritisch anzusehen wére bei der Analyse von Abb. 10,
dass das Signal an RAD51 bereits in der Kontrolle recht stark ist. Diese Beobachtung
lasst sich aber durch bereits veroffentlichte Untersuchungen erklaren. Bei FLT3-ITD
Zellen kommt es zur Induktion von RAD51,da die Transkription von FLT3-ITD einher-
geht mit der Transkription von RAD51 (Rebechi und Pratz, 2017). Die Behandlung von
FLT3-ITD-positiven Zellen mit einem FLT3i zeigt eine Reduktion des Proteins RAD51

(Seedhouse et al., 2006), was mit den hier vorliegenden Ergebnissen tbereinstimmit.

4.2.6 Erhdhte Apoptoseinduktion durch die Kombination aus AC220 und
FK228

Buchwald et al. (2010) haben in ihren Forschungsergebnissen gesehen, dass der Ab-
bau von FLT3-ITD Zellen nicht nur durch Proteasomen, sondern vor allem durch
Caspasen verursacht wird. Eine erhdohte Apoptose korrelierte bei der Behandlung mit
einem HDACI mit der erhéhten Induktion an Caspase 3 (Buchwald et al., 2010). Auch
die Forschungsgruppe um Pietschmann et al. (2012) haben sich mit der Aktivitat von
Caspase 3 beschaftigt. Sie konnten beobachten, dass Kombinationen aus FLT3i und
HDACI eine Induktion von aktivierter Caspase 3 bewirkt, welche dabei im Zusammen-
hang mit proteolytischem Abbau von FLT3 und STAT5 steht (Pietschmann et al.,
2012). UBCHS8 ist ein Protein, welches mit an der Ubiquitinierung und damit Markie-
rung von Proteinen zum Abbau beteiligt ist (Shibata et al., 2011). Mit diesem Wissen
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liegt es nahe, sich die Aktivitat von aktivierter Caspase 3 und UBCH8 genauer anzu-

schauen.

Die Induktion an aktivierter Caspase 3 in Abbildung 11 zeigt in der Einzelbehandlung
mit 1 nM AC220 bzw. mit 2 nM FK228 eine mit der Kontrolle vergleichbare Intensitat
auf. Die Kombination aus den zuvor genannten Dosen dagegen weist schon eine deut-
lich sichtbare Bande an aktivierter Caspase 3 auf. Dies ist ein erneuter Hinweis auf die
Frage nach der synergistischen Wirkung. Betrachtet man UBCHS8, fallt eine Abnahme
der Bandenintensitat bei 5 nM AC220 und bei den Kombinationsdosen mit 5 nM
AC220 auf. Aufgrund dessen kann bei UBCHS8 von keiner synergistischen Wirkung
gesprochen werden. Interessant ist, dass durch die Behandlung mit5 nM AC220, 5 nM
FK228 und durch Kombinationen ab 1 nM AC220 mit 3 nM FK228 eine Doppelbande
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Abbildung 11: Western-Blot-Analyse von Apoptose-, HDACIi- und Proteasom-Marken in MV4-11
Zellen nach Behandlung mit AC220 und/oder FK228 fiir 24 h

Die oben aufgefuhrten Proteine werden gezeigt. Als Ladekontrolle diente Vinculin und B-Aktin. Die farb-
liche Darstellung der pharmakologischen Interaktion beider Inhibitoren basiert auf Abb. 6-E.

von UBCHS8 induziert wurde. Auf Vermutungen dazu wird in der Diskussion eingegan-
gen. Zu sehen ist in Abb. 11 noch die Detektion der Acetylierung von Histon 3 (H3) an
Lys14. Damit wird ein Beweis fur die Wirksamkeit von FK228 geliefert, da sich die
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Acetylierung von Histonen bei der Behandlung mit FK228 auf Lysine von H3 und H4
beschrankt (Aron et al., 2003). Mit zunehmender Dosis des HDACI in Einzelbehand-
lung wird die Induktion an acetyliertem-H3 starker. Die Intensitat der Banden bei Kom-
binationsbehandlungen spiegelt erneut das synergistische Zusammenwirken von
AC220 mit FK228 wider. Beispielsweise das Bandensignal nach Gabe von 1 nM
AC220 mit 3 nM FK228 ist in dieser Kombination deutlich starker ausgepragt als nach
Einzelbehandlung mit 3 nM FK228.

Aus den ermittelten Ergebnissen lasst sich schlieRen, dass die Untersuchungen von
aktivierter Caspase 3 und ac-H3Ms1% die synergistische Wirkung von AC220 mit
FK228 bestatigen. Der Prozess der Apoptose, hier durch aktivierte Caspase 3 vertre-
ten, zeigt sich in Kombinationsbehandlung als synergistische Wirkung von AC220 mit
FK228. Auch die Induktion an acetyliertem-H3 verstarkt sich deutlich in Kombination.

4.3 Ermittlung des DNA-Schadens durch Comet Assays

Aufgrund der starken Induktion von aktivierter Caspase 3 (Abb. 11), der Aktivierung
von p-CHK1(Ser345) (Apb. 8), der Induktion von yH2AXSer139) in niedrigen Dosen (Abb.
10) sowie der grof3en Anteile der Zellen in der subG1-Phase (Abb. 6-A) sollte anhand
des Comet Assays untersucht werden, ob eine Akkumulation von DNA-Schéden in
den Zellen vorliegt. Ein anfanglicher Versuch mit MV4-11 Zellen, die Gber 24 h behan-
delt wurden, ergab keine auswertbaren Ergebnisse. Die Zellen waren bereits zu be-
schadigt und gro3tenteils nur noch als Fragmente auf den Objekttragern sichtbar und
daher nicht auswertbar. Dies lasst sich anhand des in Abb. F dargestellten Western-
Blots nachvollziehen. Die Bande an aktivierter Caspase 3 zeigt nach 24 h eine sehr
starke Induktion, sowohl nach der Behandlung mit AC220, als auch mit FK228. Dies
korreliert mit der Beobachtung von sehr vielen fragmentierten und folglich toten Zellen
bei Betrachtung unter dem Mikroskop. Aus diesem Grund wurde der Behandlungszeit-
raum fur die vorliegenden Analysen der Comet Assays von 24 h auf 16 h verkirzt.
Begriinden lasst sich diese Entscheidung mit der nach 16 h bereits leichten Intensi-
tatssteigerung an aktivierter Caspase 3 im Vergleich zur Kontrolle (s. Abb. F). Damit
liegen in den Zellen erste Anzeichen einer Apoptoseinduktion vor. Diese ist aber nicht
zu stark ausgepragt und damit fur die angestrebten Analysen verwendbar. Weitere
Vergleiche der Behandlung nach 16 und 24 h der in Abb. F detektierten Proteine be-
furworten ebenfalls die Reduktion des Behandlungszeitraumes. Besonders deutlich
wird dies neben aktivierter Caspase 3 bei pan-FLT3. Wahrend nach 24 h pan-FLT3
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bei beiden Inhibitoren sehr stark reduziert wurde, sind nach 16 h noch schwache Sig-
nale detektierbar. Das Signal an p21(©riWaf) ynterscheidet sich allerdings nach Be-
handlungen mit AC220 von FK228. Mit AC220 ist weder nach 16, noch nach 24 h eine
Zunahme zu sehen. Mit FK228 ist die Induktion von p21(Cip1Wafl) nach 16 h besonders
stark, nach 24 h dagegen nur noch sehr schwach. Bezogen auf die DNA-Reparatur
lasst sich daraus schlieRen, dass nach 16 h der Zellzyklus angehalten wurde, um der
Zelle die Moglichkeit zur Reparatur zu bieten. Nach 24 h dagegen scheint die Zell-
proliferation aufgrund von zu starker DNA-Schadigung wieder fortgefiihrt zu werden.
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Abbildung 12: Alkalischer Comet Assay zur Detektion von Einzelstrangbriichen in MV4-11 Zellen
nach 16 h

Die Behandlung mit t-BOOH dient als Positivkontrolle. Verwendet wurden 2 nM AC220 und 3 nM FK228
in Einzel- oder Kombinationsbehandlung. (A) Exemplarische Darstellung einzelner Zellen. Der gemes-
sene Kometenschweif wird in den Abbildungen von der blauen Linie links und der lila Linie rechts be-
grenzt. Die im unteren Bereich der Abbildungen in Form einer Gaul3schen Glockenkurve in Griin dar-
gestellten Verteilung entspricht der Gesamtheit der intakten DNA. Gewanderte DNA-Bruchstiicke wer-
den dagegen als orange Kurve dargestellt. (B) Quantitative Darstellung der Tail Intensity; n = 2.
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Die Ergebnisse in Abb. 8 haben Reduktionen der Proteine pan-CHK1 und WEEL1 ge-
zeigt. Modifikationen der Expression dieser Proteine kdnnen Hinweise auf DNA-Ein-
zelstrangbriichen liefern (Jazayeri et al., 2006, Do et al., 2013), weswegen mit Hilfe
von Comet Assays danach geschaut wurde.

Abb. 12 zeigt die Ergebnisse des alkalischen Comet Assays. Die Kontrollzellen, wel-
che aus unbehandelten Zellen bestehen und wie erwartet keinen Schweif zeigen, die-
nen als Negativkontrolle. Die Behandlung mit der genotoxischen Substanz t-BOOH
dagegen zeigt einen deutlichen Kometenschweif. Die Behandlung hat folglich funktio-
niert und den erwarteten DNA-Schaden verursacht. t-BOOH ist ein Oxidationsmittel,
das zu freien Radikalen in Zellen und damit zu DNA-Schaden durch oxidativen Stress
fuhrt (Cesquini et al., 2003). Vergleicht man nun den prozentualen Anteil der DNA im
Schweif, weisen die Kontrollzellen einen Wert von 0,75 % auf. Die Einzelbehandlung
mit 2 nM AC220 erreicht einen Wert von 0,65 %, mit 3 nM FK228 einen von 1,05 %.
Die Kombination aus den zuvor genannten Einzeldosen erzielt einen Wert von 0,95 %.
Zusammenfassend zeigt sich hier also keine nennenswerte Steigerung des prozentu-
alen Anteils der DNA im Schweif, weder mit der Behandlung von AC220, noch mit
FK228. Die Behandlung mit t-BOOH dagegen zeigt mit 38,9 % einen hohen Wert. Die-
ses Ergebnis zeigt, dass die Zunahme der apoptotischen Zellen anscheinend nicht

aufgrund von Einzelstrangbrtichen verursacht wird.

Aufgrund des nicht detektierbaren DNA-Schadens im alkalischen Comet Assay, den
Hinweisen auf mdgliche Doppelstrangbriiche durch die Reduktion von RAD51 und die
Induktion von yH2AX(Se139) in Abb. 10, wurde mittels neutralem Comet Assay nach

DNA-Schaden in Form von DSBs geschaut.

Abb. 13 zeigt erneut die Kontrollzellen als Negativkontrolle und t-BOOH als Positiv-
kontrolle. Auch hier zeigt sich im Vergleich der einzeln und kombiniert behandelten
Zellen keine Zunahme des Schweifs. Die Kontrollzellen erreichen ein Mal3 an prozen-
tualen Anteilen der DNA im Schweif von 1,3 %. Die Einzelbehandlung mit AC220 er-
zeugt 1,0 %, die mit FK228 1,1 %. Die Kombination aus beiden erzielt mit 1,3 % keine
nennenswerte Steigerung an detektierbaren DNA-Schéden. Die Positivkontrolle mit t-
BOOH dagegen zeigt einen Wert von 19,9 %. Der neutrale Comet Assay zeigt, dass
die Einleitung der Apoptose wahrscheinlich nicht durch Doppelstrangbriiche ausgelost

wird.
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Damit ist, basierend auf den vorliegenden Ergebnissen, ein DNA-Schaden durch die
Behandlung mit AC220 und/oder FK228 eher auszuschliel3en.
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Abbildung 13: Neutraler Comet Assay zur Detektion von Doppelstrangbriichen in MV4-11 Zellen
nach 16 h

Die Behandlung mit t-BOOH dient als Positivkontrolle. Verwendet wurden 2 nM AC220 und 3 nM FK228
in Einzel- oder Kombinationsbehandlung. (A) Exemplarische Darstellung einzelner Zellen. Der gemes-
sene Kometenschweif wird in den Abbildungen von der blauen Linie links und der lila Linie rechts be-
grenzt. Die im unteren Bereich der Abbildungen in Form einer Gauf3schen Glockenkurve in Grin dar-
gestellten Verteilung entspricht der Gesamtheit der intakten DNA. Gewanderte DNA-Bruchstlicke wer-
den dagegen als orange Kurve dargestellt. (B) Quantitative Darstellung der Tail Intensity; n = 1.

4.4 Nachweis von Veranderungen in der S-Phase durch die Behandlung mit
AC220 und/oder FK228 unter Zuhilfenahme von Immunfluoreszenz

Der Anlass fir diesen Versuch war die bereits beschriebene Zunahme der S-Phase-
Population nach Behandlung der Zellen mit FK228 (s. Abb. 6-B). Damit soll ein Nach-
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weis fur die unterschiedlichen Verteilungen der Anteile der Zellzyklusphasen nach Be-
handlung mit AC220 und FK228 erbracht werden. Es wurden drei Hypothesen aufge-
stellt. Erstens weisen die mit AC220 behandelte Zellen einen G1-Arrest und eine Re-
duktion der S-Phasen-Population auf (s. Abb. 6-B) und bauen daher weniger EdU im
Vergleich zu den Kontrollzellen ein. Zweitens weisen die mit FK228 behandelte Zellen
sowohl einen G1-, als auch einen G2-Arrest und einen erhéhten S-Phase-Anteil auf
(s. Abb. 6-B), weshalb sie deutlich mehr EdU einbauen mussten. Drittens sollte die
Kombination aus AC220 mit FK228 von der Anzahl der EdU-positiven Zellen eher der
Anzahl der mit FK228 behandelten Zellen &hneln. Wie bereits beim Comet Assay wur-
den zur Immunfluoreszenz die Zellen aufgrund der Aussagen von Abb. F nur Uber
einen Zeitraum von 16 h behandelt, um eine zu starke apoptotische Fragmentierung

der Zellen zu vermeiden.

Abb. 14-A zeigt reprasentative Aufnahmen als Uberlagerung der zwei Kanale, von der
Zellkernfarbung TO-PRO-3 und EdU. Der Vergleich der Gesamtzellzahl zu den EdU-
positiven Zellen wurde immer auf 100 Zellkerne bezogen. Bei den Kontrollzellen lagen
durchschnittlich 53 EdU-positive Zellen vor. Nach der Behandlung mit 2 nM AC220
wurden 21 EdU-positive Zellen gezahlt und nach der Behandlung mit 3 nM FK228 37
EdU-positive Zellen. Nach der Kombinationsbehandlung aus 2 nM AC220 mit 3 nM
FK228 wurden 24 EdU-positive Zellen gezahlt. Diese Durchschnittswerte werden in
Abb. 14-B dargestellt. Das Ergebnis zeigt, dass sich mit AC220 etwa halb so viele
Zellen in der S-Phase befinden im Vergleich zu den Kontrollzellen. Vergleicht man die
EdU-positiven Kontrollzellen mit den FK228 behandelten Zellen, fallt auf, dass sich ca.
70 % davon in der S-Phase befinden. Eine quantitative und reprasentative Darstellung
der Zellkernzahl im Verhaltnis zur Anzahl der EdU-positiven Zellen liefert auch Abb. G.
In dieser Darstellung sind die Zellen in den einzelnen Kanalen sowie in der Uberlage-
rung abgebildet. Allgemein fallt in Abb. 14-A auf, dass sich die Gesamtzellzahl pro
Probe unterscheidet, trotz gleichmafiger Aussaat. Wahrend sich auf den Objekttra-
gern der Kontrollzellen durchschnittlich 73 Zellkerne befanden, waren es bei den mit
AC220 behandelten nur 63. Bei den mit FK228 behandelten waren es 150 und bei der
Kombinationsbehandlung 98. Diese Zellzahlunterschiede traten auf, obwohl fir alle
Behandlungen die gleiche Dichte an Zellen ausgesét wurde. Inwiefern dies auf eine

Hyperproliferation hindeuten kénnte, wird in der Diskussion erlautert.
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Abbildung 14: Reprasentative Darstellung der Immunfluoreszenzfarbung mit EAU in MV4-11 Zel-
len nach 16 h Einzel- und Kombinationsbehandlung mit AC220 und FK228; n =2

(A) Uberlagerung der Kandale. (B) Quantitative Darstellung der EdU-positiven Zellen, bezogen auf eine
Gesamtzellzahl von 100.
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Die zuvor aufgestellten Hypothesen wurden damit nicht im erwarteten Ausmalf3 erfullt.
Die Anzahl der EdU-positiven Zellen ist wie vermutet bei der Behandlung mit AC220
geringer als mit FK228 und im Vergleich zu den Kontrollzellen. Die Anzahl der EdU-
positiven Zellen der Kombinationsbehandlung (24) ahnelt eher der Anzahl der EdU-
positiven Zellen nach der Behandlung mit 2 nM AC220 (21) und nicht wie erwartet der
der Anzahl an EdU-positiven Zellen nach der Behandlung mit FK228 (37).

4.5 Ermittlung zellularer Reaktionen via Durchflusszytometrie durch
Veranderungen im Zellzyklus nach 16 h Behandlung mit AC220 und/oder
FK228

Aufgrund der Ergebnisse der Immunfluoreszenz haben sich neue Fragen aufgeworfen.
Beispielsweise muss in Betracht gezogen werden, dass die Resultate der Immunfluo-
reszenz nach 16 h erhoben wurden und damit nicht vollstandig mit den Ergebnissen
der Durchflusszytometrie nach 24 h verglichen werden kénnen. Méglicherweise sind
die bestehenden Unterschiede der Grund dafir, dass die zuvor aufgestellten Hypothe-
sen in Kap. 4.4 nicht erfullt wurden. Um den Einfluss von AC220 und FK228 auf MV4-
11 Zellen nach 16 h beurteilen zu kénnen, wurde die Versuchsreihe aus Abb. 6 mit

einer 16-stiindigen Behandlungszeit durchgefuhrt.

Die Verteilung der Populationen in den Zellzyklusphasen wird in Abb. 15-A dargestellit.
Die Einzelbehandlung mit AC220 bewirkt mit einer Dosis von 1 nM einen subG1-Anteil
von 7,9 %, bei 5 nM steigt dieser auf 22,9 % an. Die Behandlung mit FK228 erzeugt
bei 1 nM, 2 nM und 3 nM etwa gleiche Anteile an Zellen in der subG1-Phase mit um
die 6 %. Bei 5 nM FK228 ist eine Zunahme der Zellen in der subG1-Phase auf 16,5 %
zu erkennen. Bei den Kombinationsbehandlungen fallt auf, dass sich kaum additive
oder synergistische Effekte an subG1-Anteilen abzeichnen, was mit der Beschreibung
von Abb. J zu einem spateren Zeitpunkt untermauert wird. Bei niedrigen Dosen von
1 nM der Inhibitoren sind eher antagonistische Tendenzen zu erkennen. Die Einzelbe-
handlung mit 4 nM AC220 erzeugt einen subG1-Anteil von 16,3 %. Die Einzelbehand-
lung mit 1 nM FK228 generiert einen subG1-Anteil von 5,9 %. In Kombination erzeugen
die zuvor genannten Konzentrationen einen Anteil an Zellen in der subG1-Phase von
9,9 %. Erst bei der hochsten angewandten kombinierten Gabe zeichnet sich eine
leichte synergistische Tendenz ab. Mit 5 nM AC220 in Einzelbehandlung wird eine
subG1-Population von 22,9 % erreicht. Eine Einzelbehandlung von 5 nM FK228 liefert
einen subG1-Wert von 16,5 %. Die Kombinationsbehandlung aus den beiden generiert

eine subG1-Population von 30,2 %. Zur besseren Ubersicht der Verteilung der Zellen
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in den jeweiligen Zellzyklusphasen G1, S und G2 wurde in Abb. 15-B der subG1-Anteil
von der Gesamtpopulation aus den Daten von Abb. 15-A subtrahiert und die verblei-

bende Population auf 100 % gesetzt.
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Abbildung 15: Zelluldre Reaktionen auf kombinierte Behandlungen aus FLT3i AC220 mit Klasse |
HDACI FK228 in MV4-11 Zellen nach 16 h

Die Werte entsprechen Mittelwerten aus drei Versuchen. (A) MV4-11 Zellen wurden mit dem FLT3i
AC220 und dem HDACI FK228 einzeln und kombiniert behandelt. Im Anschluss wurde eine Zellzyklus-
farbung mit PI durchgefiihrt und die Proben tber Durchflusszytometrie gemessen. Die jeweiligen Zell-
zyklusphasen sind prozentual dargestellt. Das Balkendiagramm wurde mittels GraphPad Prism 6 er-
stellt. (B) Das Balkendiagramm wurde auf Basis von Abb. 15-A erstellt. Die prozentuellen Anteile der
Zellzyklusphasen, die Zelllinie, die Behandlung, der Behandlungszeitraum und das Messverfahren ent-
sprechen den Angaben aus Abb. 15-A. Die subG1-Anteile wurden von der Gesamtpopulation subtra-
hiert und die verbleibende Population auf 100 % gesetzt.

Die Behandlung mit 1 nM AC220 zeigt, dass die Verteilung der Zellen in der G1-, S-
und G2-Phase der Verteilung der Phasen der Kontrollzellen &hnelt. Mit ansteigender
Dosis an AC220 nimmt der G1-Phase-Anteil dabei stetig zu, die Anteile der S- und G2-

Phase dagegen nehmen ab. Nach Behandlung mit 1 nM AC220 zeigt sich, dass
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51,3 % der Zellen in der G1-Phase, 21,3 % in der S-Phase und 27,4 % in der G2-
Phase sind. Nach Behandlung mit 5 nM AC220 verschiebt sich die Verteilung hin zu
79,9 % in der G1-Phase, 6,5 % in der S-Phase und 13,6 % in der G2-Phase. Man
erkennt bei der Behandlung mit dem FLT3i den Uberwiegenden Arrest der Zellen in
der G1-Phase. Vergleicht man dazu die Verteilung der drei Zellzyklusphasen mit der
Verteilung der Phasen nach FK228-Behandlung, féllt eine andere Gewichtung auf.
Nach Behandlung mit 1 nM FK228 befinden sich 45,2 % der Zellen in der G1-Phase,
23,2 % in der S-Phase und 31,6 % in der G2-Phase. 5 nM FK228 dagegen erzeugt
eine G1-Population von 24,9 %, eine S-Population von 18,4 % und eine G2-Population
von 56,7 %. Folglich verbleiben nach Behandlung mit dem HDACI unter Steigerung
der Dosis mehr Zellen in der G2-Phase und weniger in der G1-Phase. Die S-Phasen-
Population hingegen weist keine signifikanten Unterschiede auf. Vergleicht man die
Behandlungen in Kombination, so fallt auf, dass sich in der Verteilung der Zellzyklus-
phasen das Verteilungsmuster von FK228 durchsetzt. Zu erkennen ist pro dargestellter
Kombinationsbehandlungsgruppe mit einer Konzentration an AC220, dass mit steigen-
der Dosis an FK228 die G1-Population ab-, und die G2-Population zunimmt. Die S-
Phasen-Population bleibt ab 3 nM AC220 mit FK228 immer gréRRer als im Vergleich
mit der jeweiligen Einzelbehandlung mit AC220. Die Kombinationsbehandlungen mit
1 nM bzw. 2 nM AC220 weisen teilweise leichte Abnahmen der Zellzahl in der S-Phase
auf. Der grof3te Unterschied liegt bei 1 nM AC220 mit 3 nM FK228 mit 17,2 % der
Zellen in der S-Phase im Vergleich zu 21,4 % bei 1 nM AC220 vor. Die S-Phasen-
Population der Kombinationsbehandlung sinkt dabei um 19,6 % verglichen mit der Ein-
zelbehandlung des FLT3i.

Zur Einschéatzung der vorliegenden Ergebnisse wurde die Signifikanz des Synergis-
mus oder Antagonismus ermittelt. Abb. H stellt die gleichen Kombinationsbehandlun-
gen wie Abb. 6-C dar. Es wurde jeweils der Anteil der subG1-Fraktion der Einzelbe-
handlung mit dem Anteil der subG1-Population der Kombinationsbehandlung vergli-
chen. Der tabellarischen Ansicht kann entnommen werden, dass so gut wie keine Sig-
nifikanz vorliegt. Nur Behandlungen in Kombination mit 5 nM AC220 liefern einen Sy-

nergismus, welcher als signifikant (*) bzw. sehr signifikant (™) eingestuft wird.

Abb. | zeigt reprasentativ die quantitative Auswertung der Zellzyklusverteilung nach
Behandlung mit entweder 2 nM AC220 oder mit 3 nM FK228 sowie nach kombinierter
Gabe aus 2 nM AC220 mit 3 nM FK228 im Vergleich. Die prozentuale Verteilung der
Zellzyklusanteile basiert dabei auf Abb. 15-A. Die Signifikanz der subG1-Population
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der Ausgangswerte zu den Vergleichswerten beruht auf Abb. H. Der Anteil an Zellen
in der subG1-Phase nach Behandlung mit 2 nM AC220 liegt bei 8,5 % und bei 3 nM
FK228 bei 6,4 %. Die kombinierte Behandlung erreicht einen Wert an subG1-Popula-
tion von 9,2 %. Damit ist der Vergleich der Kombinationsbehandlung weder mit der

Einzelbehandlung mit AC220, noch mit der Einzelbehandlung mit FK228 signifikant.

Zum Vergleich der berechneten zellularen Effekte mit GraphPad wurden diese auch
mit Combenefit errechnet. Die Darstellung der Ergebnisse ist Abb. J zu entnehmen.
Ersichtlich ist anhand der grinen Farbe, dass kein Synergismus vorliegt. Grof3tenteils
beeinflussen sich die Inhibitoren in kombinierter Gabe nach 16 h nicht gegenseitig. Die
Kombination aus 1 nM FK228 mit 2 nM, 3 nM und 4 nM AC220 wirkt allerdings leicht
antagonistisch. Eine leichte Tendenz zum Synergismus wird anhand des Scores deut-
lich. Dieser stellt sich in der Spalte mit 5 nM AC220 und in der Zeile mit 5 nM FK228
als positiver Zahlenwert, zum Teil als zweistellige Zahl dar. Damit deutet sich nach
16 h Kombinationsbehandlung eine anfangliche Entstehung des Synergismus in den

hdchsten untersuchten Konzentrationen an.

4.6 Ermittlung zellularer Reaktionen auf die Behandlung mit AC220 und/oder
RGFP966 via Durchflusszytometrie nach 24 h

Bisher wurde gezeigt, dass die Inhibition der HDAC-Klasse | synergistisch mit der In-
hibition von FLT3 wirkt. Nach der Inhibition einer ganzen HDAC-Klasse kam die Frage
auf, was bei der Inhibition eines einzelnen HDACSs passiert in Bezug auf Veranderun-
gen im Zellzyklus und auf Proteinebene. Von Interesse hierbei ist, ob sich der syner-
gistische Effekt auch mit der Inhibition eines HDACs darstellt. Aufgrund der guten sy-
nergistischen Wirkung von AC220 in Kombination mit der HDAC-Klasse |, fiel die Aus-
wahl auf RGFP966, einen selektiven HDAC3i (Malvaez et al., 2013), da HDAC3 mit
zur Klasse | der HDACs gehort. Vorteilhaft ware die gezielte Hemmung nur eines
HDACs dahingehend, dass sich vermutlich durch HDACi verursachte Nebenwirkungen
reduzieren. Aul3erdem ist diese Versuchsreihe interessant, da in der Literatur bisher
sehr wenige Veroffentlichungen zu der Kombination aus FLT3i und HDACSi zu finden
sind. In diesem Abschnitt, den Versuchen der Durchflusszytometrie, wurden Analysen
zur Veranderung der Zellzyklusphasen durch Einzel- und Kombinationsbehandlung
der FLT3-ITD-positiven MV4-11 Zellen mit AC220 und RGFP966 durchgefihrt.

Vor Ausfihrung der eigentlichen Versuchsreihe wurde eine Dosisreihe erhoben (s.
Abb. K und L), um rationale Konzentrationen des HDACis RGFP966 zu ermittelt.
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Abb. K zeigt dazu den Vorversuch zur Zellzyklusverteilung nach Behandlung. Die Do-
sen von AC220 wurden als Schlussfolgerung aus Abb. K bis zu einer Konzentration
von 5 nM getestet, da die Konzentration von 10 nM sehr &hnliche Resultate zu 5 nM
an Zellen in der subG1-Phase liefert. Nach einer Behandlung mit 5 nM AC220 steigt
die subG1-Population auf 72,7 %, mit 10 nM AC220 auf 70,7 %. Bei RGFP966 wurde
mit einer Dosis von 0,5 uM begonnen, welche eine subG1-Population von 4,6 % ge-
neriert. Die niedrigeren getesteten Konzentrationen von 0,05 uM und 0,1 uM erzeugen
mit 3,7 % und 4,7 % sehr ahnliche Anteile an Zellen in der subG1-Phase. Da der Un-
terschied zwischen 1 pM mit einer subG1-Population von 5,5 % und 5 pM mit 34,3 %
recht grol3 ist, wurde in der eigentlichen Versuchsreihe auch die Konzentration von
2 UM RGFP966 untersucht. Auf Grundlage des Vorversuchs in Abb. K lasst sich die
Hypothese aufstellen, dass Kombinationsbehandlungen von AC220 mit RGFP966
nicht den gewiinschten synergistischen Effekt aufweisen wie Kombinationsbehandlun-
gen aus AC220 mit FK228. Dies lasst sich daran begriinden, dass die Einzelbehand-
lung mit 2 nM AC220 eine subG1-Population von 35,2 % generiert. Die versuchsweise
in Abb. K dargestellten getesteten Kombinationen mit 2 nM AC220 und RGFP966 da-
gegen erreichen mit 0,05 uM des HDACIi 32,4 % an subG1l-Population, mit 0,1 uM
26,5 % und mit 0,5 uM 20,7 %. Es zeigt sich tendenziell eine antagonistische Wirkung
der Kombination aus AC220 mit RGFP966. Zum Vergleich der Farbung mit PI fur die
Zellzyklusmessung wurde die Dosisreihe noch als Apoptosemessung mit Annexin V
durchgeflihrt. Das Ergebnis dazu ist in Abb. L dargestellt. Die Messungen bestatigten
die bereits bei der Zellzyklusverteilung beschriebenen Beobachtungen zur Bestim-
mung der letztlich verwendeten Dosen an AC220 und RGFP966 sowie die Tendenz

zur antagonistischen Wirkung der Inhibitoren in Kombination.

Die Versuchsreihe zur Zellzyklusverteilung ist in Abb. 16 dargestellt. Bei der Betrach-
tung der subG1-Population nach Behandlung mit AC220 fallt die schon aus den Ver-
suchen mit FK228 bekannte Zunahme bei steigenden Dosen auf. Bei einer Dosis von
1 nM AC220 liegt der subG1-Anteil bei 6,8 %. Bei 3 nM AC220 werden bereits Anteile
an subG1 von 51,3 % erreicht. Die Konzentrationen 4 nM und 5 nM AC220 generieren
mit 64,2 % und 67,1 % &ahnliche Mengen an subG1-Populationen. Die Einzelbehand-
lung mit RGFP966 bewirkt mit 0,5 uM und 1 uM bereits aus dem Vorversuch bekannte
Ergebnisse der subG1-Population mit 4,9 % und 5,3 %, welche vergleichbar sind mit
der subG1-Fraktion der Kontrollzellen mit 5,2 %. Die Konzentration von 2 uM erzeugt
einen Anteil an subG1 von 10,7 %. 5 uM entsprechen mit 36,2 % fast dem Wert des
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Abbildung 16: Zellulare Reaktionen auf kombinierte Behandlungen aus FLT3i AC220 und
HDACS3i RGFP966 in MV4-11 Zellen nach 24 h

Die Werte sind Mittelwerte aus funf Versuchen. (A) MV4-11 Zellen wurden mit dem FLT3i AC220 und
dem HDACi RGFP966 einzeln und kombiniert behandelt. Im Anschluss wurde eine Zellzyklusfarbung
mit P durchgefiihrt und die Proben tGber Durchflusszytometrie gemessen. Die jeweiligen Zellzykluspha-
sen sind prozentual dargestellt. Das Balkendiagramm wurde mittels GraphPad Prism 6 erstellt. (B) Das
Balkendiagramm wurde auf Basis der Daten von Abb. 16-A erstellt. Die prozentuellen Anteile der Zell-
zyklusphasen, die Zelllinie, die Behandlung, der Behandlungszeitraum und das Messverfahren entspre-
chen den Angaben aus Abb. 16-A. Die subG1-Anteile wurden von der Gesamtpopulation subtrahiert
und die verbleibende Population auf 100 % gesetzt. (C) Tabellarische Auffiihrung der Signifikanz er-
wahnenswerter Mengen von AC220 und RGFP966 in Einzelbehandlung im Vergleich zur Kombinati-
onsbehandlung bezogen auf die subG1-Population aus Abb. 16-A. Two way ANOVA; p<0,05;n=3 +
SD; Bonferroni multiple comparison test; *p < 0,05; ™p < 0,01;™ p < 0,001;™p < 0,0001; ns = nicht
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signifikant. Die Signifikanz wurde mittels GraphPad Prism 6 berechnet. (D) Beispielhafte Darstellung
der Signifikanz der subG1-Population einer attraktiven Kombinationsbehandlungsmenge, basierend auf
Abb. 16-C. Quantitative Darstellung der Zellzyklusverteilung der Zelllinie MV4-11. Die durchflusszyto-
metrische Messung erfolgte anhand einer PI-Farbung. Two way ANOVA, p < 0,05; n =5 + SD; Bonfer-
roni multiple comparison test; ™ p < 0,0001. (E) Die Abbildung wurde unter Verwendung des Synergis-
mus-Programmes Combenefit erstellt. Die lllustration basiert auf Abb. 16-A. Die Darstellung zeigt den
Mittelwert des Synergismus anhand des Scores, die statistische Signifikanz des Synergismus sowie die
Standardabweichung. Letztgenannte wird durch die Zahl mit vorangesetztem +/- reprasentiert.

Vorversuchs. Mit Dosen Uber 5 uM steigt die subG1-Population auf tiber 60 % an und
erreicht mit 10 uM 75,5 %. Die Kombinationsbehandlung zeigt, dass sich zwei Kon-
zentrationsbereiche unterscheiden lassen, in denen unterschiedliche Wirkungen er-
zielt werden. Die Kombinationen mit RGFP966 in den Dosen von 0,5 pM bis 5 uM
wirken mit AC220 neutral bis antagonistisch und bestatigen die aus der Dosisreihe
geschlussfolgerte Hypothese zur kombinierten Gabe. Die Kombinationen mit
RGFP966 in den Dosen von 6 uM bis 10 uM mit AC220 wirken hingegen synergistisch.
Ein gutes Beispiel einer antagonistisch wirkenden Kombination bietet 3 nM AC220 zu-
sammen mit 0,5 pM RGFP966. Als Einzelbehandlung erzeugt 3 nM AC220 einen An-
teil an subG1 von 51,3 %, 0,5 uM RGFP966 erzeugt 4,9 %. Die Kombination aus bei-
den generiert nur einen subG1-Anteil von 29,4 %. Ein Beispiel einer tendenziell syner-
gistisch wirkenden Kombination bietet die Behandlung mit 3 nM AC220 und 6 uM
RGFP966. 3 nM AC220 induziert einen subG1-Anteil von 51,3 %, 6 UM RGFP966
induziert 61,5 %. Kombiniert man diese beiden Inhibitoren in den genannten Mengen,
steigt die Population an subG1 auf 87,4 % an. Dies entspricht etwa einer 1,5-fachen
Zunahme der subG1-Fraktion im Vergleich zu den Einzelbehandlungen. Diese Steige-
rung der subG1-Population ist damit als schwach synergistisch einzuschatzen. Zu be-
achten ist bei der Bewertung des Synergismus, dass 3 nM AC220 und 6 uM RGFP966
bereits als Einzelbehandlung tiber 50 % an subG1-Population erzielen. Damit wird die

Aussagekraft Uber additive oder synergistische Wirkungen deutlich erschwert.

Zur besseren Auswertbarkeit der Zellzyklusphasen G1, S und G2 wurde in Abb. 16-B
der subG1-Anteil von der Gesamtpopulation aus den Daten von Abb. 16-A subtrahiert
und die verbleibende Population auf 100 % gesetzt. Abb. 16-B zeigt, dass die Einzel-
behandlung mit 1 nM AC220 im Vergleich zu den Kontrollzellen keine nennenswerten
Veranderungen Zellen in der G1-, S- und G2-Phase aufweist. Mit ansteigender Dosis
des FLT3i nimmt die Population in der G1-Phase weiter zu, die in der S- und G2-Phase
nehmen ab. Nach Behandlung mit 1 nM AC220 sind 62,9 % der Zellen in der G1-
Phase, 12,1 % in der S-Phase und 25 % in der G2-Phase. Nach 5 nM AC220 erreicht

die G1-Phasen-Population einen Anteil von 91,5 %, die S-Phasen-Population 3,3 %
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und die G2-Phasen-Population 5,2 %. Nach der Behandlung mit RGFP966 sind trotz
einer ebenfalls ansteigenden G1-Phasen-Population mit ansteigender Konzentration
des Inhibitors durchgehend hdhere Anteile an Zellen in der S- und G2-Phase zu er-
kennen im Vergleich zu AC220. Nach Behandlung mit 0,5 uM RGFP966 sind 56,7 %
der Zellen in der G1-Phase, 10,9 % in der S-Phase und 32,4 % in der G2-Phase. Nach
einer Behandlung mit 10 uM RGFP966 liegt der Anteil der Zellen in der G1-Phase bei
74,8 %, der S-Phase bei 8 % und der G2-Phase bei 17,2 %. Damit wird ersichtlich,
dass RGFP966 bevorzugt Zellen in der G1-Phase arretiert. Nach Kombinationsbe-
handlungen aus RGFP966 und 1 nM sowie 2 nM AC220 ist auf Grundlage der vorlie-
genden Ergebnisse nicht abschatzbar, welcher Inhibitor mit seiner typischen Zellzyk-
lusverteilung dominierend ist. Ab einer Kombination von RGFP966 mit 3 nM AC220
und hoéher fallt auf, dass vor allem ab einer Dosis von 6 uM RGFP966 die Verteilung
der Phasen eher dem Verlauf der Einzelbehandlung mit dem HDACI entspricht. Dies
zeigt sich daran, dass die Anteile der S- und G2-Phasen-Population im Gegensatz zur

Verteilung der Phasen nach Einzelbehandlung mit AC220 héher vertreten sind.

Die Signifikanz eines vorliegenden Synergismus oder Antagonismus, welche mit Hilfe
des Programmes GraphPad Prism 6 berechnet wurde, ist tabellarisch in Abb. 16-C
dargestellt. Dabei wurde jeweils der Anteil der subG1-Fraktion der Einzelbehandlung
mit dem Anteil der subG1-Population der Kombinationsbehandlung verglichen. Die
Kombinationen aus 1 nM AC220 und 6 pM RGFP966 sowie 1 nM AC220 und 7 pM
RGFP966 weisen unterschiedliche Signifikanzen auf. Das liegt daran, dass die subG1-
Population nach Gabe von AC220 im Vergleich zur subG1-Population nach Kombina-
tionsbehandlung einen grof3en Unterschied aufweist. Dagegen fallt der Unterschied in
der subG1-Fraktion nach RGFP966-Gabe und der subG1-Fraktion nach Kombinati-
onsbehandlung recht klein aus. Die anderen aufgelisteten Kombinationen in Abb. 16-
C zeigen sehr signifikante (™) bis sehr hoch signifikante (™) Ergebnisse an. Dabei
handelt es sich um Kombinationsbehandlungen aus 3 nM AC220 mit RGFP966.

Zur besseren Veranschaulichung des Synergismus zeigt Abb. 16-D exemplarisch die
quantitative Auswertung der Zellzyklusphasenverteilung bei Behandlung ausschliel3-
lich mit 3 nM AC220, 6 uM RGFP966 bzw. die Kombination beider Inhibitoren. Die
abgebildeten Daten werden hier exemplarisch gesondert aus Abb. 16-A, prozentuale
Verteilung der Zellzyklusanteile, und aus Abb. 16-C, Signifikanz der subG1-Population
der Ausgangswerte im Bezug zu den Vergleichswerten, dargestellt. Der Vergleich der
subG1-Anteile nach Behandlung mit 3 nM AC220 mit 51,3 % mit der Kombination aus
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3 nM AC220 und 6 uM RGFP966 mit 87,4 % entspricht einer sehr hohen Signifikanz
(™). Der subG1-Anteil steigt nach Kombinationsbehandlung um etwa das 1,7-fache
an. Der Vergleich der subG1-Population nach 6 uM RGFP966 mit 61,5 % mit der Kom-
binationsbehandlung liefert ebenfalls eine sehr hohe Signifikanz (™).

Um die Signifikanz des Synergismus oder Antagonismus aus Abb. 16-C mit anderen
Synergismusberechnungen zu vergleichen, wurde Combenefit verwendet. Die Ergeb-
nisse werden in Abb. 16-E dargestellt. Der obere Anteil der Abbildung, von 0,5 uM bis
5 uM RGFP966, zeigt tiberwiegend keinen Synergismus an. Kombinationen von 2 nM
und 3 nM AC220 mit Dosen zwischen 0,5 pM und 1 uM RGFP966 wirken sogar anta-
gonistisch. Erst ab einer kombinierten Gabe von AC220 mit 5 uM RGFP966 ist ein
Synergismus zu erkennen. Die Versuche mit dem HDACi RGFP966 hatten sich an-
fangs auf den oberen Anteil der Abb. 16-E beschrankt. Der angezeigte Synergismus
ab einer Kombination aus 3 nM AC220 mit 5 uM RGFP966 gab die Anregung zu Kom-
binationen mit héheren Dosen an RGFP966. Diese Resultate sind im unteren Ab-
schnitt der Abbildung unter den RGFP966-Mengen von 6 uM bis 10 uM dargestellt. Es
zeigt sich ein nahezu einheitlich synergistisch wirkender Bereich. Besonders hervor-
stechend sind die Kombinationen aus 3 nM AC220 mit 5 uM RGFP966 im oberen Ab-
schnitt, sowie aus 3 nM AC220 mit 6 uM RGFP966 im unteren Abschnitt der Abbildung.
Beide Kombinationen weisen eine dunkelblaue Farbe auf, welche mit dem jeweiligen
hohen Score korreliert. Au3erdem ist die erstgenannte Kombination statistisch signifi-
kant (*), die zweite sehr hoch signifikant (™). Verglichen mit den generierten Ergeb-
nissen der Kombinationsbehandlung mit FK228 (s. Abb. 6-E) zeigt sich aber kein so
stark wirkender Synergismus mit RGFP966. Der hochste erreichte Score bei FK228
liegt bei 49, RGFP966 kommt dagegen nur auf einen maximalen Score von 27.

Die Gegenuberstellung der Signifikanz der Programme GraphPad Prism 6 und Com-
benefit liefert vergleichbare Resultate. Die Kombination aus 3 nM AC220 und 0,75 uM
RGFP966 wird in Abb. 16-C bei beiden Vergleichswerten mit sehr hoher Signifikanz
(™) angezeigt. In Abb. 16-E hat besagte Kombination einen Score von -17, ein sehr
signifikantes Ergebnis (™) und tragt die einen Antagonismus anzeigende Farbe
Orange. Die kombinierte Gabe aus 1 nM AC220 mit 7 uM RGFP966 wird in der tabel-
larischen Signifikanzauflistung mit sehr hoher Signifikanz (™) bzw. ns deklariert. Die
mit Combenefit erstellte Abbildung gibt einen Score von 10 und eine leicht Blaue Farbe
an und wird als signifikant (*) dargestellt. Zu erklaren ist der Signifikanzunterschied
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durch die bereits in der Einzelbehandlung unterschiedlich starke Verteilung der Zellen
in der subG1-Phase.

Die Ergebnisse aus Abb. 16-A und -B wurden analog auch als Vitalitats-Messung
durchgefuhrt (s. Abb. M und N), um die Ergebnisse der Zellzyklus-Messung mit einem
anderen durchflusszytometrischem Messverfahren vergleichen zu kénnen. Wie bereits
bei der Vitalitats-Messung mit FK228 (s. Abb. C), steigt auch hier der Anteil an noch
vitalen Zellen bei hohen Kombinationsdosen von AC220 mit RGFP966 wieder an. Es
l&sst sich vermuten, dass das System zu unempfindlich ist um gewisse Unterschiede
noch detektieren zu kénnen. Dadurch, dass so keine verwendbaren Schlussfolgerun-
gen aus Kombinationen der angewandten Inhibitoren in hohen Konzentrationen gezo-
gen werden konnten, wurde auch im Fall der RGFP966-Versuchsreihe die Darstellung
der Ergebnisse vorranging auf die Zellzyklus-Messungen gelegt. Dennoch zeigt
Abb. N sowohl im oberen als auch im unteren Abschnitt tendenziell &hnliche Ergeb-
nisse zur Zellzyklusmessung an, namlich im oberen Bereich keinen Synergismus und

im unteren einen teilweise vorliegenden Synergismus.

Zusammenfassend zeigen die durchflusszytometrischen Analysen der Kombinationen
aus AC220 mit RGFP966, dass in Dosen von Uber 5 uM RGFP966 eine synergistische
Wirkung vorliegt. Allerdings fallt diese deutlich schwacher aus als mit FK228. Die aus
der Dosisreihe gezogene Hypothese, dass die Kombination aus AC220 und RGFP966
antagonistisch wirkt, konnte aufgrund der Dosissteigerung von RGFP966 widerlegt
werden. Bei den im Rahmen der Dissertation verwendeten Inhibitoren wurde FK228
im Bereich von nM verwendet, RGFP966 dagegen in uM, was einer Differenz um das
1000-fache entspricht. Auch Wells et al. (2013) haben in ihrer Versuchsreihe FK228
im nM-Bereich und RGFP966 im pM-Bereich verwendet. Damit wird die hier festge-
stellte Beobachtung bestatigt, dass die subG1-Population durch FK228 in starkerem
Mafl3e generiert wird als mit RGFP966. Allgemein konnte in der vorliegenden Arbeit
durch die HDACI eine Anreicherung der Zellen in der S-Phase beobachtet werden,
wobei diese Zunahme am starksten bei der Behandlung mit FK228 ausfallt. Der von
Pietschmann et al. (2012) erzeugte starke Synergismus mit LBH589 konnte durch die
Behandlung der Zellen mit RGFP966 nicht erreicht werden. Hierbei stellt sich nun die
Frage, ob der im Gegensatz zu LBH589 und FK228 erreichte schwache Synergismus
mit RGFP966 dadurch erzielt wird, dass nur eine einzige HDAC gehemmt wird oder
ob HDAC3 allgemein bei der Generierung des Synergismus keine wichtige Stellung

einnimmt.
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4.7 Zellulare Effekte der Kombinationsbehandlungen auf Proteinebene
mittels Western-Blot-Analysen

Auch bei der Behandlung der MV4-11 Zellen mit AC220 und RGFP966 wurden Prote-
ine mit Hilfe von Western-Blots nachgewiesen, um die antagonistischen und synergis-
tischen Wirkungen besser verstehen zu kénnen. Die im Folgenden abgebildeten Wes-
tern-Blots zeigen zu Beginn die Dosen der Einzelbehandlungen, welche auch in den
Kombinationsdosen verwendet wurden. Die angewandten Dosen von AC220 und
RGFP966 basieren auf den Ergebnissen aus Abb. 16-E. Dabei wurde eine antagonis-
tisch wirkende Kombination (markiert durch die Farbe Orange), eine Kombination die
weder synergistisch noch antagonistisch wirkt (markiert durch die Farbe Griin) sowie
synergistisch wirkende Kombinationen (markiert durch die Farbe Blau) ausgewabhilt.
Die vier synergistisch wirkenden und durch die Farbe Blau dargestellten Kombinati-
onsdosen weisen unterschiedliche Starken des Synergismus auf. Die dabei u.a. ver-
wendete Kombination aus 3 nM AC220 mit 6 uM RGFP966 generiert den starksten

ermittelten Synergismus.

4.7.1 Kombinationsbehandlung der Zellen mit AC220 und RGFP966 zeigt
synergistische Wirkung gegentiber FLT3 und ERK

Als erstes wurden Proteine detektiert, welche fur die Inhibition des bei der AML mu-
tierten FLT3-Rezeptors von Interesse sind. Dabei handelt es sich sowohl um FLT3
selber, als auch um dessen typische Schlisselproteine ERK1 und ERK2 (Small, 2006).

Abb. 17 zeigt, dass sich nach Behandlung mit 3 nM AC220 die Phosphorylierung von
FLT3 an Tyr591 um etwa 41,3 % bei beiden Banden im Vergleich zur Kontrolle redu-
ziert. Die Behandlung mit RGFP966 erzeugt ab 2 uM eine Abschwachung der Phos-
phorylierung um etwa 57,8 %. Mit 7 uM RGFP966 verbleibt bei FLT3 nur noch eine
Phosphorylierung von etwa 3,8 %. Bei den Kombinationsbehandlungen sieht man bei
3 nM AC220 mit 0,75 uM RGFP966 im Vergleich zu den anderen Behandlungen in
Kombination die Banden am deutlichsten. Trotz oranger Farbe, also antagonistischer
Wirkung, ist nur eine Phosphorylierung von etwa 1 % nachweisbar. Bei der Betrach-
tung von pan-FLT3 fallt im Verlauf der Einzelbehandlung mit 1 nM bis 3 nM eine Zu-
nahme der oberen, hyperglykosylierten Bande auf, was wieder die Verlagerung des
FLT3-ITD-Rezeptors vom endoplasmatischen Retikulum zur Zelloberflache anzeigt (s.
Kap. 4.2.1). So nimmt die obere Bande von pan-FLT3 bei 1 nM AC220 um das 2,9-
fache, mit 3 nM sogar um das 3,6-fache zu. Mit RGFP966 dagegen nimmt die Intensitat
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Abbildung 17: Western-Blot-Analyse von Schliisselproteinen des FLT3-Signalwegs in MV4-11
Zellen nach Behandlung mit AC220 und/oder RGFP966 fiir 24 h

Gezeigt sind p-FLT3(y39), pan-FLT3, p-ERK1(Th202) n-ERK2(™r204) ynd ERK1. Als Ladekontrolle wurde
B-Aktin verwendet. Die farbliche Darstellung der pharmakologischen Interaktion beider Inhibitoren ba-
siert auf Abb. 16-E.

beider Banden von pan-FLT3 mit steigender Konzentration ab. Bei 2 yM RGFP966
verbleibt nur eine Bandenintensitat von etwa 42,3 %, bei 7 uM nur noch 4,4 %. Auch
bei pan-FLT3 wirkt sich die gemeinsame Gabe von 3 nM AC220 mit 0,75 uM
RGFP966 am starksten antagonistisch aus, da die Proteinbanden von pan-FLT3 mit
einer verbleibenden Intensitat von 4,9 % am starksten sichtbar sind verglichen mit al-
len anderen Kombinationsdosen. Die Phosphorylierung von ERK1 an Thr202 und
ERK2 an Tyr204 reduziert sich bei den dargestellten Einzeldosen an AC220 minimal
bzw. bleibt mit der Kontrolle vergleichbar. RGFP966 dagegen bewirkt ab 2 uM eine
Veranderung der Phosphorylierung von ERK1 und ERK2. Diese nimmt um etwa
63,1 % ab. Mit 7 uM RGFP966 verbleibt bei ERK1 und ERK2 nur noch eine Phospho-
rylierung von etwa 3,9 %. Bei den synergistischen Kombinationsbehandlungen nimmt
die Intensitat der Banden stark ab, sie reduziert sich um etwa 96,5 %. Die Intensitat
der ERK1-Bande zeigt mit 3nM AC220 eine 2,1-fache Verstarkung. Mit 2 uM
RGFP966 sinkt die Intensitat an ERK1 um ca. 31,5 %. Die Kombinationsbehandlung
aus 3 nM AC220 mit 5 uM RGFP966 erzielt eine Senkung des Bandensignals von
ERK1 um etwa 90,8 % im Vergleich zur Kontrolle.

Zusammenfassend zeigt Abb. 17, dass nach Kombinationsbehandlungen die Banden-
signale mit dem in der Legende angegebenen Synergismus bzw. Antagonismus uber-
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einstimmen. FLT3 und ERK werden sowohl in der phosphorylierten-, als auch in der

pan-Variante, in den als synergistisch markierten Kombinationen, reduziert.

4.7.2 Hemmung von WEE1 und CHK1 im Bezug zum G2/M-Kontrollpunkt
durch kombinierte Behandlung in MV4-11 Zellen von AC220 und
RGFP996

Auch bei der Behandlung mit AC220 und RGFP966 wurde nach Schlusselproteinen
des G2/M-Kontrollpunkts geschaut. Mitbeteiligt an der Regulation des G2/M-Kontroll-
punkts sind die Proteine WEE1 und CHK1, welche bei DNA-Schaden durch Phospho-

rylierung aktiviert werden (Do et al., 2013).
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Abbildung 18: Western-Blot-Analyse von Regulatorproteinen des G2/M-Kontrollpunkts des Zell-
zyklus in MV4-11 Zellen nach Behandlung mit AC220 und/oder RGFP966 flir 24 h

Die oben aufgeflhrten Proteine werden gezeigt. Als Ladekontrolle wurde B-Aktin verwendet. Die farbli-
che Darstellung der pharmakologischen Interaktion beider Inhibitoren basiert auf Abb. 16-E.

Abb. 18 zeigt, dass die Menge an WEE1 nach Behandlung mit 3 nM AC220 im Ver-
gleich zur Kontrolle abnimmt. Nach Behandlung mit RGFP966 ist ab 2 uM eine deutli-
che Abschwéchung zu beobachten. Bei allen angewandten Kombinationsdosen sind
deutliche Reduktionen an WEEL1 zu erkennen, nur bei der antagonistisch wirkenden
Kombination (markiert durch die Farbe Orange) ist wieder ein etwas starkeres Signal
im Vergleich zu den anderen kombinierten Dosen zu sehen. Auffallig ist hierbei jedoch,
dass das Signal an WEE1 bei der Kombination aus 3 nM AC220 mit 0,75 uM
RGFP966 deutlich schwécher ausfallt als durch die jeweiligen Einzelbehandlungen
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vermutet. Die Phosphorylierung von CHK1 an Ser296 zeigt in Einzelbehandlung mit
AC220 keine Induktion, sondern eine abnehmende Bandenintensitat im Vergleich zur
Kontrolle. Bei Einzelbehandlung mit RGFP966 dagegen ist ab 2 uM eine Induktion an
p-CHK1(5er2%) sjchtbar. In Kombination ist das Signal der Phosphorylierung bei 1 nM
AC220 mit 6 uM und 7 uM RGFP966 sowie bei 3 nM AC220 mit 2 uM RGFP966 zu
erkennen. Nach Behandlung mit 3 nM AC220 und 5 uM bzw. 6 uM RGFP966 dagegen
sinkt die Menge an p-CHK1(¢2%) wieder im Vergleich zu den davor genannten Kom-
binationsdosen. Das Bandensignal von pan-CHK1 stellt sich im Verlauf im Gegensatz
zu p-CHK1(5¢2%) anders dar. Die Intensitat an pan-CHK1 sinkt stark ab 3 nM AC220.
Bei 0,75 uM RGFP966 ist das Signal mit der Kontrolle vergleichbar. Mit ansteigender
Konzentration an RGFP966 sinkt die Intensitat an pan-CHK1, ist bei 7 uM RGFP966
aber immer noch vorhanden. Die Kombinationen aus 3 nM AC220 mit 2 bzw. 5 bzw.
6 UM RGFP966 zeigen im Vergleich zu den Einzelbehandlungen ein schwéacheres Sig-

nal und deuten damit eine synergistische Wirkung an.

Die Analyse der an der Regulierung des G2/M-Kontrollpunkts beteiligten Proteine
zeigt, dass es in Kombination mit 1 nM AC220 zur leichten, mit 3 nM AC220 zur deut-
lichen Reduktionen der Bandenintensitaten von pan-CHK1 und WEE1 kommt. Gene-
rell fallt auf, dass das Signal von pan-CHK1 bei allen Kombinationsversuchen schwa-
cher ausfallt als in den Einzelversuchen. Bei p-CHK1(5¢2%) dagegen ist eine Reduktion
des Bandensignals nach Kombinationen aus 3 nM AC220 mit 5 bzw. 6 uM RGFP966
zu sehen. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das synergistische Potential von

RGFP966 im Gegensatz zur Behandlung mit FK228 deutlich geringer ausfallt.

4.7.3 RGFP966 induziert p21(©ipiWail) in Kombination mit AC220 ist kein
Signal an p21(CiplWail) qetektierbar

Die Beobachtung eines mdglichen DNA-Schadens aufgrund der Aktivierung von p-
CHK1(5er2%) (Apbb. 18) durch die Behandlung mit AC220 und RGFP966 flihrte zu der

Frage nach moglichen Veranderungen der am Zellzyklus beteiligten Proteine p53 und
le(Cipll\Nafl)_

Die Phosphorylierung von p53 an Serl5 in Abb. 19 reduziert sich bei 3 nM AC220 im
Vergleich zur Induktion bei 1 nM AC220. Durch die Behandlung mit RGFP966 zeigt
sich bei 0,75 uM ein sehr starkes Signal an p-p53(¢19), welches sich ab 2 uM deutlich
reduziert. In Kombination reduziert bzw. erhéht sich das Signal entsprechend des an-
gegebenen Synergismus bzw. Antagonismus. Das Signal an pan-p53 &hnelt stark dem
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Abbildung 19: Western-Blot-Analyse von am Zellzyklus beteiligten Proteinen in MV4-11 Zellen
nach Behandlung mit AC220 und/oder RGFP966 fur 24 h

Die oben aufgefiihrten Proteine werden gezeigt. Als Ladekontrolle diente B-Aktin. Die farbliche Darstel-
lung der pharmakologischen Interaktion beider Inhibitoren basiert auf Abb. 16-E.

beschriebenen Verlauf von p-p53(¢1%) mit dem Unterschied einer schwacheren Re-
duktion der Intensitat von pan-p53 bei 3 nM AC220. Das Signal von p21(Crl/Wafl) hej
der Einzelbehandlung mit AC220 nimmt im Vergleich zur Kontrolle ab. Der HDACIi da-
gegen induziert p21(©PWail) in hohem MaRe, besonders stark bei 2 uM RGFP966. Bei
samtlichen untersuchten Kombinationsdosen ist kaum p21(Cip1Wafl) detektierbar, was
einen Nachweis fur den ermittelten Synergismus darstellt. Mit 1 nM AC220 ist
p21(CpIWail) detektierbar, mit 6 UM RGFP966 ist das Protein deutlich induziert. Die
Kombination aus 1 nM AC220 mit 6 uM RGFP966 dagegen weist ein kaum mehr sicht-
bares Signal an p21(CiP/Wafl) gyf,

Im Gegensatz zur Behandlung mit FK228 wird p-p53©¢™% durch RGFP966 bereits ab
2 UM reduziert. Dies macht einen Unterschied zwischen den HDACis FK228 und
RGFP966 deutlich. Fir HDACIs typisch zeigt sich in Abb. 19 aufRerdem eine hohe
Induktion an p21(©P1Wail) Daraus lasst sich vermuten, dass die Zelle nach Behandlung
mit RGFP966 den Zellzyklus anhalt um Reparaturmechanismen einzuleiten, wahrend
samtlich getestete Kombinationsbehandlungen kein p21(©plWail) gufweisen. Folglich
stellt sich die Frage, ob der Synergismus bei den Kombinationsbehandlungen aus
RGFP966 mit AC220 fiir das fehlende p21(©PWail)_Sjgnal verantwortlich ist.
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4.7.4 Erhohte Induktion von p-RPA2Y) ynd yH2AX(Ser139) hei gemeinsamer
Gabe von AC220 und RGFP966

Falls durch die Kombinationsgabe aus AC220 und RGFP966 der DNA-Schaden in er-
hoéhtem Mal3e aktiviert wird, was auf Grundlage von Abb. 19 vermutet wird, mussten
Schlusselproteine der DDR induziert werden. Dazu gehéren u.a. RPA (Maya-Mendoza
et al., 2018) und H2AX (Rogakou et al., 1998).
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Abbildung 20: Western-Blot-Analyse von Schlusselproteinen der DDR in MV4-11 Zellen nach Be-
handlung mit AC220 und/oder RGFP966 fiir 24 h

Gezeigt sind p-RPA21) ynd yH2AXSer139)  Als Ladekontrolle diente B-Aktin. Die farbliche Darstellung
der pharmakologischen Interaktion beider Inhibitoren basiert auf Abb. 16-E.

Vergleicht man in Abb. 20 den Verlauf der Induktion der beiden detektierten Proteine,
zeigt sich ein sehr ahnliches Muster. Die Phosphorylierung von RPA an Thr21 und von
H2AX an Serl39 verstarkt sich deutlich bei 3 nM AC220. Auch ab 2 uM RGFP966
nimmt die Induktion zu. Bei allen angewandten Kombinationsdosen ist ein Signal de-
tektierbar. Bei yH2AX(®er139) jst die Intensitat der Bande mit 3 nM AC220 in Kombination
mit 2 und 5 uM RGFP966 besonders deutlich zu sehen, obwohl die erstgenannte Kom-

bination nicht synergistisch ist (markiert durch die Farbe Grin).

Die in Abb. 20 detektierten Proteine unterstitzen die Vermutung, dass DNA-Schaden
induziert werden. Daraus lasst sich mutmafen, dass die Zellen Mechanismen wie Re-

paratur oder Apoptose einleiten.

4.7.5 Erhohtes aktivierte Caspase 3-Signal als Resultat der Kombination
aus AC220 und RGFP966 in MV4-11 Zellen

Infolge der erhdhten Induktion an DDR-Proteinen (s. Abb. 20) wurde geschaut, ob die
DNA-Schaden so grof3 sind, dass die Zellen den Zelltod einleiten. Dafur wurde nach

der Aktivitat von Caspase 3 geschaut. Ausstehend bei der Versuchsreihe mit
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RGFP966 ist noch der Nachweis der Wirksamkeit des HDACSis. Dies kann an einer
erhohten Induktion der Acetylierung an Histon 4 nachgewiesen werden, welches vor-
nehmlich an Lysin 5 acetyliert wird nach Behandlung mit RGFP966 (Liu et al., 2005).
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Abbildung 21: Western-Blot-Analyse von Apoptose- und HDACIi-Markern in MV4-11 Zellen nach
Behandlung mit AC220 und/oder RGFP966 flir 24 h

Gezeigt sind clvd. Caspase 3 und ac-H41ys9), Als Ladekontrolle diente B-Aktin. Die farbliche Darstellung
der pharmakologischen Interaktion beider Inhibitoren basiert auf Abb. 16-E.

Der Apoptosemarker aktivierte Caspase 3 (Tanimoto et al., 2017) weist bei 3 nM
AC220 und ab einer Behandlung mit 5 uM RGFP966 ein deutlich starkeres Signal auf
im Vergleich zur Kontrolle. Die Kombinationsbehandlung bestehend aus 3 nM AC220
und 5 uM RGFP966 bspw. zeigt eine viel hohere Induktion im Vergleich zu den jewei-
ligen Einzelbehandlungen und ist damit eine Bestatigung der synergistischen Wirkung
der genannten Kombination. Interessanterweise zeigt sogar schon die als nicht syner-
gistisch gekennzeichnete (markiert in der Farbe Griin) Kombination aus 3 nM AC220
mit 2 UM RGFP966 ein deutlich starkeres Bandensignal an aktivierter Caspase 3 als
die Einzelbehandlungen der genannten Kombination. Die Wirksamkeit des HDACI
RGFP966 wurde anhand der Acetylierung von H4 an Lys5 belegt. Die Starke der
Bande nimmt bei der Einzelbehandlung mit RGFP966 ab 5 uM zu und zeigt sich bei
den beiden letzten aufgetragenen Kombinationsbehandlungen am starksten. Genau
diese beiden Kombinationen aus AC220 und RGFP966 sind von den sechs ausge-
wahlten diejenigen mit dem starksten Synergismus. Somit kann auch anhand von ac-
H4(ys5) der Synergismus von 3 nM AC220 mit 5 bzw. 6 uM RGFP966 bestatigt werden.

Ein verstarktes Signal an aktivierter Caspase 3 ist bei fast allen Kombinationsdosen
gegeben im Vergleich zur Kontrolle. Es lasst sich vermuten, dass die Zelle aufgrund
des hohen Schadens durch die Behandlung mit AC220 und RGFP966 die Apoptose

einleitet.
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5 Diskussion

5.1 Inhibition von HDACs der Klasse | wirkt synergistisch mit der Inhibition
von FLT3 in FLT3-ITD-positiven Zellen

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei einer Kombinationsbehandlung aus
dem FLT3i AC220 und dem HDACIi FK228 nach 24 h die Wirkung synergistisch ist.
Auch bei der Kombination aus AC220 und dem HDAC3i RGFP966 wurde eine syner-
gistische Wirkung nachgewiesen. In der nachweislich synergistischsten Dosis wurde
gezeigt, dass die subG1-Population verdreifacht wurde. Damit kann der von Pietsch-
mann et al. (2012) veroffentlichte Synergismus zwischen einem FLT3i und einem pan-
HDACI in FLT3-ITD Zellen bestatigt bzw. ergdnzt werden. Die vorliegenden Ergeb-
nisse konkretisieren die Ergebnisse von Pietschmann et al. (2012) dahingehend, dass
HDACSs der Klasse | an dem Synergismus beteiligt sind. Bei den Daten dieser Disser-
tation zeigen sich im Vergleich von FK228 und RGFP966 aber Unterschiede bezliglich
der Signifikanz des festgestellten Synergismus. Der durch das Programm Combenefit
ermittelte Synergismus erreicht mit FK228 einen max. Score von 49 (s. Abb. 6-E), wah-
rend der Score bei der kombinierten Behandlung mit RGFP966 max. auf 27 ansteigt
(s. Abb. 16-E). AuRRerdem ist zu beachten, dass RGFP966 in puM-Dosen eingesetzt
wurde, FK228 dagegen in nM. Diese affinitatsbedingten Konzentrationseigenschaften
zeigen einen weiteren Unterschied der beiden eingesetzten HDACIis auf. Die in der
Arbeit dargestellten Ergebnisse fuhren zu der Schlussfolgerung, dass der Synergis-
mus mit FK228 deutlich starker ausfallt als mit RGFP966. Eine Behandlung mit 6 uM
RGFP966 zeigt schon eine starke Wirkung auf MV4-11 Zellen mit tiber 60 % der Zellen
in der subG1-Phase (s. Abb. 16-A). Erst ab dieser Dosis konnte in Kombination mit
AC220 ein Synergismus erreicht werden. Untersuchte niedrigere Dosen an RGFP966
dagegen zeigten keine synergistische Wirkung mit AC220. Daher fallt der Synergismus
wahrscheinlich generell schwécher mit RGFP966 als mit FK228 aus. Dies deutet auf
eine Relation der Menge der gehemmten HDACs zur Starke des Synergismus hin. Zu
beachten ist aul3erdem bei RGFP966, dass die Messbarkeit am Durchflusszytometer
dahingehend erschwert wird, dass fir die Ermittlung synergistischer Wirkungen hohe
Dosen an RGFP966 verwendet werden missen, sodass eine Steigerung der subG1-
Population im Vergleich der Einzel- und Kombinationsbehandlung schwerer nachweis-
bar ist. Optimale kombinierte Wirkungen mit FK228 dagegen zeichnen sich durch ge-
ringe Dosen in Einzelbehandlung mit subG1-Populationen von < 6 % bzw. < 22 % ab

(s. Abb. 6-A). Gestutzt wird die Synergismushypothese auch durch die Tatsache, dass
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das Signal an aktivierter Caspase 3 in Kombinationsbehandlung von AC220 mit FK228
bzw. RGFP966 deutlich an Intensitat zunimmt im Vergleich zur Einzelbehandlung (s.
Abb.11 u. 21). Auch die verstarkte Induktion an ac-H3s14) in Kombination mit FK228
bzw. ac-H4Lys% in Kombination mit RGFP966 beflirworten den ermittelten Synergis-
mus (s. Abb.11 u. 21). Interessant an dem verstarkten Signal der acetylierten Histone
ist die Tatsache, dass in Folge einer Behandlung mit AC220 keine Acetylierung von
Proteinen durchgefihrt wird, was im Kontrast zu der Behandlung mit HDACIis steht.
Daraus lasst sich schliel3en, dass die Inhibition der HDAC-Klasse | MV4-11 Zellen an-
falliger macht gegentber der Behandlung mit AC220 oder umgekehrt. Da die Zellen
immer gleichzeitig mit dem FLT3i und HDACi behandelt wurden, kann nicht gesagt
werden, in welcher Reihenfolge die Sensitivierung und Potenzierung ausfallt. Daher
wirde es sich anbieten, eine zeitversetzte Gabe der Inhibitoren zu untersuchen, bei
der geschaut wird, ob der FLT3i durch den HDACI an inhibitorischer Potenz gewinnt
oder umgekehrt oder ob eine zeitversetzte Behandlung mit beiden Inhibitoren gar kei-

nen Unterschied macht.

Der Vergleich der Ergebnisse dieser Arbeit mit den Ergebnissen der Arbeit von Pie-
tschmann et al. (2012) zeigt, dass die dort ermittelten Ergebnisse beziiglich der Kon-
zentrationen des FLT3i AC220 vergleichbar sind mit den hier vorliegenden Untersu-
chungen. Im veroffentlichten Artikel wurden optimale Ergebnisse des pan-HDACI in
Kombination mit 2 nM AC220 erzielt. Dabei wurde eine Steigerung der subG1-Popu-
lation nach Kombinationsbehandlung im Vergleich zur Einzelbehandlung um etwa das
4,5-fache erzielt. Auch die in dieser Arbeit gezeigten synergistischen Wirkungen wur-
den nach Behandlung mit 2 nM und 3 nM AC220 als optimal angesehen. Die Zunahme
der Zellanzahl in der subG1-Phase bei Pietschmann et al. (2012) lasst sich dadurch
erklaren, dass LBH589 ein pan-HDACI ist. Im Vergleich lasst sich festhalten, dass eine
Hemmung aller HDACs eine Steigerung um etwa das 4,5-fache erzeugt (2 nM AC220
mit 10 nM LBH589), eine Hemmung der Klasse | der HDACs eine 3-fache Erhéhung
(2 nM AC220 mit 3 nM FK228) und eine Hemmung von HDAC3 eine 1,5-fache Stei-
gerung (3 nM AC220 mit 6 uM RGFP966) der subG1-Population in kombinierter Gabe
mit AC220. Somit zeigt sich, dass je mehr HDACs gehemmt werden, umso starker fallt
der Synergismus einer Kombinationsbehandlung aus. Aus den zusammengefassten
Ergebnissen zeigt sich, dass FK228 gegeniiber LBH589 mit der Hemmung nur einer
Klasse der HDACs eine beachtliche Akkumulation an Zellen in der subG1-Phase ge-

neriert. Vergleicht man dafur die Entwicklung der subG1-Population bei steigenden
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Dosen der Kombinationsbehandlungen, erzielt FK228 mit einer 3-fachen Erhéhung
fast 67 % der Steigerung von LBH589. Folglich zeigt sich bei FK228 ein glinstigeres
Verhaltnis zwischen der Menge der gehemmten HDACs und der Hohe der erreichten
subG1-Population im Vergleich zu LBH589. Bei Betrachtung der Kombinationsbe-
handlung mit AC220 ist denkbar, dass durch FK228 mit der Hemmung nur einer
HDAC-KIlasse geringere Nebenwirkungen in Patienten méglich waren als mit der Hem-
mung aller HDACs, da die Inhibition spezifischer und damit weniger toxisch ist. Die
Korrelation zwischen der Menge der gehemmten HDACs und der Hohe der subG1-
Population wurde auch schon von Bhaskara et al. (2008) bei Untersuchungen von
murinen embryonalen Fibroblasten festgestellt und ahnelt den vorliegenden Untersu-

chungen. Damit kann diese Beobachtung auf zwei Entitdten bezogen werden.

Die vorliegenden Versuche zeigen in Ubereinkunft mit der Literatur, dass die Behand-
lung FLT3-ITD-positiver AML-Zellen durch eine Kombinationsbehandlung von FLT3i
mit HDACi als vielversprechende Behandlungsmethode angesehen werden kann. Da-
bei wird der FLT3i AC220, welcher bereits in klinischen Studien untersucht wurde
(Cortes et al., 2013, Cortes et al., 2018), in Kombination mit dem HDACi FK228 im
Gegensatz zu RGFP966 favorisiert, da MV4-11 Zellen deutlich sensitiver gegentber
Kombinationen aus AC220 und FK228 reagieren als auf die Einzelbehandlung. Es be-
steht die Moglichkeit, dass die Dosis von 2 nM AC220 so gering ist, dass bei Patienten
keine toxischen Nebenwirkungen entwickelt werden. Versuchsreihen mit Mausen ha-
ben gezeigt, dass eine orale Gabe von AC220 mit 10 mg/kg nach 2 h einen max. Plas-
maspiegel von 3,8 uM erreicht. Die Aktivitat des FLT3-ITD-Rezeptors war nach Gabe
der genannten Menge nach 2 h zu 90 %, nach 24 h zu 40 % inhibiert (Zarrinkar et al.,
2009). In Bezug auf die vorliegende Arbeit ware es von Interesse herauszufinden, wel-
cher Plasmaspiegel durch Kombinationen von 2 nM AC220 mit FK228 erreicht werden
und wie stark die Inhibition nach unterschiedlichen Behandlungszeiten ausfallt. Mit
solch einem Versuch kdnnte der Vorteil einer Kombinationsbehandlung von AC220 mit
HDACI durch synergistische Wirkung im Vergleich zur Einzelbehandlung mit FLT3i be-
kraftigt werden. AuRerdem konnte der als optimal ermittelte Wirkbereich von 2 nM
AC220 mit 3 nM FK228 der in vitro-Untersuchungen auf in vivo-Versuche spezifiziert

bzw. angepasst werden.

Es konnte gezeigt werden, dass die synergistische Wirkung von AC220 in Kombination
mit FK228 in dem Zeitraum zwischen 16 h und 24 h nach der Behandlung der Zellen
eintritt (s. Abb. 6, 15 u. H-J). Nach einer 16-stiindigen Behandlung zeigen weder der
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FLT3i, noch der HDACI in Einzelbehandlung eine derartige Steigerung der subG1-Po-
pulation (s. Abb. 15), wie sie nach einer 24-stiindigen Behandlung vorzufinden ist (s.
Abb. 6). Die Toxizitat der Inhibitoren ist noch nicht messbar, es kommt nach 16 h auch
zu keiner signifikanten synergistischen Wirkung (s. Abb. H-J). Um den genauen Zeit-
punkt des Eintritts des Synergismus konkreter zu ergriinden, kénnte die unter Kap. 4.1
und 4.5 durchgeflihrte Versuchsreihe nach einer Behandlung von beispielsweise 20 h
via Durchflusszytometrie tber die Messung der Induktion der Fragmentierung erfolgen
oder allgemein eine Zeitreihe dazu untersucht werden. Daraus ruckschlie3end kénn-
ten Versuche via Western-Blot durchgefuhrt werden, allerdings zu einem friiheren Zeit-
punkt als der ermittelte Eintritt des Synergismus. Der verantwortliche Mechanismus fur
die synergistische Wirkung muss bereits vorher eintreten, sonst wirde es nicht zur

Akkumulation der Zellen in der subG1-Phase kommen.

Zur Bestatigung des ermittelten Synergismus, konnte im nachsten Schritt ein Knock-
down der HDACs 1, 2 oder 3 mit Hilfe von siRNA erfolgen. Der Nachweis des Syner-
gismus wurde sich darin zeigen, dass die siRNA-veranderten Zellen empfindlicher ge-
genuber der Behandlung mit AC220 reagieren, im Vergleich zu Zellen ohne HDAC
Knockdown. Chou et al. (2011) konnten in ihren Versuchen durch eine Ausschaltung
von HDAC1-3 zeigen, dass diese Uberlebenswichtig fir mutierte EGFRs in Kolonkar-
zinomen sind. Durch die Ausschaltung von HDAC3 verblieben mehr Zellen in der S-
und der G2-Phase als durch die Ausschaltung von HDAC1 und HDAC2. Durch einen
Knockdown kénnte somit spezifischer geschaut werden, welche Inhibition der HDACs
der Klasse | (HDAC1, 2 o. 3) eine fur den Synergismus mit AC220 relevante Rolle
spielt. Auch die Wichtigkeit von HDAC1 und HDAC2 in Bezug auf die Veranderung der
Zellzykluspopulationen kdnnte ermittelt werden, indem untersucht wird, welche HDAC
die gleiche Verteilung an Zellen in den unterschiedlichen Zellzyklusphasen bewirkt.
Die Spezifizierung, welche HDACs wirklich an der synergistischen Wirkung beteiligt
sind, kann mit Hilfe eines Knockdowns erfolgen, da auch mehrere siRNAs pro Ver-
suchsreihe eingeschleust werden kdnnen. So kann bspw. ein Knockdown von HDAC1
und HDAC2 gleichzeitig untersucht werden. Es kdnnte somit auch herausgefunden
werden, inwiefern die Kombination aus mehreren HDACs bendétigt wird oder welcher
Unterschied zwischen der Hemmung von HDAC1 und HDAC2 bzw. deren Kombina-
tion besteht. Zusammengefasst kdnnte somit die Menge der fiir den Synergismus be-

notigten HDACs auf ein Minimum reduziert werden.
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Des Weiteren stellt sich die Frage, ob die Hemmung anderer HDAC-Klassen oder spe-
zifischer HDACs, wie z.B. HDACS6, in Kombination mit FLT3i eine synergistische Wir-
kung hervorruft. Folglich kdnnten Versuchsreihen mit anderen HDACis und anderen
HDAC Knockdowns durchgefiihrt werden. Anhand dieser Versuche kénnte herausge-
funden werden, in wie fern die jeweiligen HDACs an der synergistischen Wirkung von
pan-HDACIs in Kombination mit AC220 beteiligt sind, welche bei Pietschmann et al.
(2012) bereits festgestellt wurde. Es ist zu vermuten, dass je spezifischer die Inhibition
der HDACs ausfallt, umso geringer fallen die Nebenwirkungen in Bezug auf die Toxi-
zitat aus. Jedoch sollte bei der Erforschung dieser Frage berticksichtig werden, dass
es nicht nur auf die Anzahl der gehemmten HDACs ankommt, sondern auch auf die
erzeugte synergistische Wirkung. Zwar wére anhand des in dieser Arbeit untersuchten
Inhibitors RGFP966 die Hemmung auf nur eine HDAC begrenzt, jedoch fallt die syner-
gistische Wirkung nicht stark genug aus, um die wahrscheinlich geringere Toxizitat
durch die Hemmung einer HDAC zu rechtfertigen im Vergleich zu anderen HDACIs,
welche mehrere HDACs hemmen. Aul3erdem ist in Bezug auf die Toxizitdt noch zu
erwahnen, dass FLT3is in Einzelbehandlung wahrscheinlich nicht auf gesunde Zellen
wirken, da der FLT3-Rezeptor nur in der Hamatopoese vorkommt. Kombinationsbe-
handlungen aus FLT3i und HDACI kénnten folglich schadlich fur das blutbildende Sys-

tem sein.

Durch die Versuche der vorliegenden Arbeit ist die Frage aufgekommen, inwiefern sich
die ermittelten synergistischen Wirkungen in anderen Zelllinien auswirken. Zu unter-
suchen ware, ob nur FLT3-ITD Zellen von der Kombination der Inhibitoren AC220 und
FK228 beeinflusst werden, oder ob diese Inhibitoren auch auf nicht-mutierte Zellen
wirken. In MOLM-13 Zellen, einer anderen FLT3-ITD Zelllinie, konnten Pietschmann
et al. (2012) zeigen, dass auch in diesen Zellen starke synergistische Wirkungen zwi-
schen AC220 und LBH589 auftreten. Weitere Zelllinien wie K562, ein Vertreter der
chronisch myeloischen Leukéamie ohne konstitutiv aktiven mutierten FLT3-Rezeptor,
zeigten dagegen nur schwache Beeinflussungen durch die Inhibitorkombination. So
lag die Apoptoserate bei samtlich getesteten Konzentrationen von AC220 mit LBH589
unter 10 % bei anderen getesteten nicht-mutierten FLT3-ITD Zelllinien wie K562
(Pietschmann et al., 2012). Auf Grundlage der Ergebnisse von Pietschmann et al.
(2012) kann spekuliert werden, dass auch mit der Kombination aus AC220 und FK228
der Synergismus spezifisch in FLT3-ITD Zellen generiert wird. In diesem Fall wére dies

ein positiver Aspekt in der Behandlung von AML-Patienten, da so anzunehmen ist,

90



dass durch die Kombinationsgabe von AC220 und FK228 nur FLT3-ITD Zellen ange-
griffen werden und keine gesunden. Aul3erdem kdnnte durch Untersuchungen mit
MOLM-13 Zellen gezeigt werden, dass der Synergismus nicht nur ein zelllinien-spezi-
fischer Effekt in MV4-11 Zellen ist, sondern spezifisch auf FLT3-ITD-positive Zellen

wirkt.

5.2 AC220, FK228 und RGFP966 induzieren unterschiedliche Anteile der
Zellen in den Zellzyklusphasen G1, S und G2

Es wurde per Durchflusszytometrie ermittelt, dass FLTi und HDACi unterschiedliche
Auswirkungen auf die Verteilung der Zellen im Zellzyklus haben. Die Behandlung von
Zellen mit AC220 tber 16 h und 24 h korreliert dabei immer mit einem deutlichen G1-
Arrest der Zellen (s. z.B. Abb. 6-B). Mit steigender Dosis an AC220 reduziert sich dabei
die Menge an p21(©ipiWail) (s Abb. 9). Die Behandlung mit dem HDACi FK228 mit5 nM
Uber 24 h resultiert dagegen in einer etwa gleichen Aufteilung der Zellen in der G1-
und G2-Phase mit 44,1 % bzw. 47,3 % (s. Abb. 6-B). Der gro3e Anteil an Zellen in der
G2-Phase konnte u.a. durch die hohe Induktion an p21©rtWail) hej der Behandlung
mit FK228 im Zusammenhang stehen (s. Abb. 9), sowie mit der Induktion an pan-
CHK1 (s. Abb. 8). Kombinationsbehandlung ab 3 nM AC220 mit FK228 zeigen, dass
sich das Verteilungsmuster der Zellen in der G1- und G2-Phase mehr dem fur den
HDACI typischen Verteilungsmuster anpasst. Dies ist daran erkennbar, dass die pro-
zentuale Verteilung der Zellen in den Zellzyklusphasen mehr der Verteilung der Zellen
nach Behandlung mit FK228 &hnelt als mit AC220. Auf Proteinebene zeigt sich dabei
bei p21(©PiWail) ein nur noch sehr schwach detektierbares Signal (s. Abb. 9). Nach
einer 16-stindigen Behandlung mit 5 nM FK228 lberwiegt der Zellanteil in der G2-
Phase mit 56,7 % deutlich gegeniiber dem in der G1-Phase mit 24,9 % (s. Abb. 15-B).
Auch bei diesem Behandlungszeitraum zeigt sich in Kombination eine deutliche Ten-
denz der fur FK228 typischen hohen Akkumulation der Zellen in der G2-Phase. Inte-
ressanterweise zeigt sich bei Betrachtung der S-Phase, dass der Anteil der sich in
dieser Phase befindlichen Zellen bei FK228 nach 24 h hoéher ist als bei AC220, und
dass die S-Phasen-Population bei Kombinationen mit 5 nM FK228 deutlich zunimmt
(s. Abb. 6-B). Auch nach einer Behandlung von 16 h mit FK228 zeichnet sich der ver-
starkte Anteil an Zellen in der S-Phase bei den Kombinationsbehandlungen ab. Diese
Beobachtung wirft die Vermutung auf, dass die Zellen vermehrt in die S-Phase uber-
gehen, moglicherweise durch den Verlust des G1-Kontrollpunkts. Bestétigt bzw. beo-

bachtet werden konnte diese Annahme jedoch nicht anhand der Immunfluoreszenz-
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Analysen (s. Kap. 4.4). Dort ist der S-Phasen-Anteil nach Kombinationsbehandlung
eher mit dem nach Behandlung mit AC220 vergleichbar. Fraglich ist hierbei, warum
die Ergebnisse der Durchflusszytometrie und der Immunfluoreszenz bezuglich der Ak-
kumulation der Zellen in der S-Phasen bei Kombinationsbehandlungen nicht tberein-
stimmen. Ein Unterschied der beiden Analysen besteht darin, dass die durchflusszy-
tometrischen Daten Mittelwerte aus sechs Versuchen darstellen, wahrend die Immun-
fluoreszenz zwei Mal durchgefihrt wurde. Es wirde sich anbieten, die Immunfluores-
zenz-Analyse noch mindestens einmal durchzufihren. Mdglicherweise lasst sich die
Diskrepanz auch anhand des manuellen Gatings der Zellzyklusphasen bei der Aus-
wertung der durchflusszytometrischen Daten erklaren. Sollten diese Untersuchungen
keine Kongruenz schaffen, sollte das Ergebnis der Immunfluoreszenz favorisiert wer-
den, da hier aufgrund der geringeren untersuchten Zellzahl anzunehmen ist, dass

diese Methode genauere Ergebnisse beziglich der Zellen in der S-Phase liefert.

Die Behandlung mit RGFP966 zeigt, dass Zellen in der G1-Phase deutlich starker ver-
treten sind als mit FK228 (s. Abb. 16-B). Vergleicht man jedoch die Zellzyklusanteile
von RGFP966 mit AC220, zeichnen sich gro3ere Anteile an Zellen in der S-Phase und
der G2-Phase bei RGFP966 ab. Nach Kombinationsbehandlungen ab 3 nM AC220 mit
6 UM RGFP966 oder mehr lasst sich wieder eine Dominanz des Verteilungsmusters
von RGFP966 beobachten. Summa summarum lasst sich bezuglich der G1- und G2-
Phasen-Anteile nach 24-stindiger Behandlung im Vergleich der drei Inhibitoren sagen,
dass sich eine Abstufung der Zellen in der G1-Phase abzeichnet. Dabei generiert
AC220 die groRte G1-Population, bei RGFP966 fallt diese geringer aus als bei AC220.
FK228 erzeugt die geringsten Zellanteile in der G1-Phase verglichen mit den beiden
anderen. Vergleicht man zu der G1-Phasen Abstufung von AC220 Giber RGFP966 zu
FK228 das Signal an p21(©riWwai) f3]It auf, dass AC220 das p21(CiplWail).| evel stark
reduziert. RGFP966 zeigt eine mittelstarke Induktion. Das starkste Signal wird von
FK228 generiert. Damit verhélt sich die Menge der Zellen in der G1-Phase gegenteilig
zur Menge an p21©pIWafl) 1n mehreren Veroffentlichungen wurde bereits bestatigt,
dass HDACIis die Induktion von p21CpiWail) fgrdern (Ocker und Schneider-Stock,
2007). Diese Beobachtung wurde auch in den durchgefiihrten Western-Blot-Analysen
deutlich (s. Abb. 9 u. Abb. 19). Weiterhin ist bekannt, dass p21(CiPWafl) dyrch Dephos-
phorylierung und damit Aktivierung des Retinoblastom-Proteins (Rb) eine Akkumula-
tion der Zellen in der G1-Phase erzeugen kann (Broude et al., 2007). Ebenfalls verof-

fentlicht wurde aber auch, dass p21(CPiWail) im Zusammenhang mit einem zellularen
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G2-Phase-Arrest stehen kann. Dabei ist wieder das Zusammenspiel aus p21(Cip/Wwafl)
mit Rb entscheidend (Niculescu et al., 1998). In Bezug auf die vorliegende Arbeit kann
aus der Induktion von p21(CriWail) die Hypothese geschlussfolgert werden, dass
p21(CPIWail) mijt einem erhohten G2-Arrest der Zellen im Zusammenhang stehen
kénnte. Um genauere Ruckschliisse zum Mechanismus des G2-Arrests zu ziehen,

konnte per Western-Blot-Analyse die Phosphorylierung von Rb untersucht werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich die nach Behandlung generierten An-
teile der Zellzyklusphasen der untersuchten HDACis gegeniber denen nach FLTS3i-
Behandlung durchsetzen. Ein Vergleich der Hemmung der HDACs 1-3 mit bereits ver-
offentlichten Versuchen zeigt, dass HDAC3 an Prozessen in der S-Phase beteiligt zu
sein scheint, da ein Knockdown in embryonalen Fibroblasten dazu fuhrt, dass die Zel-
len spater als Ublich in die G2-Phase lbergehen (Bhaskara et al., 2008). Ebenfalls
wurde ein Anstieg der Zellen in der S-Phase von Wells et al. (2013) durch HDAC3-
Inhibition festgestellt. Damit wird der S-Phase-Anstieg auch in einer anderen Entitat,
namlich in Zellen des kutanen T-Zell-Lymphoms, beobachtet und kann durch die hier
vorliegenden Versuche in AML-Zellen belegt werden. Da das Protein HIRA in der Ver-
offentlichung von Mahajan et al. (2012) im Zusammenhang steht mit einer beobachte-
ten Akkumulation von Zellen in der S-Phase, kdnnte die Detektion dieses Proteins mit-
tels Western-Blot-Analyse eventuell mehr Aufschluss Gber den Grund der Anreiche-
rung der Zellen in der S-Phase geben. Ein Zusammenhang zwischen bisher detektier-
ten Proteinen und der Akkumulation der Zellen in der S-Phase konnte bislang nicht
gefunden werden und bedarf daher genauerer Untersuchungen. Wilson et al. (2006)
konnten in Kolonkarzinomzellen unterschiedliche Zellzyklusveranderungen zwischen
der Hemmung von HDAC2 und HDAC3 feststellen. Wahrend die Inhibition von HDAC2
sowohl einen G1-, als auch einen G2-Phase-Anstieg generiert, bewirkt die Hemmung
von HDAC3 einen deutlichen G2-Arrest. Mit diesen Daten stimmen die hier vorliegen-
den Ergebnisse dahingehend Uberein, dass sich die Hemmung der HDAC-Klasse |
und HDAC3 unterschiedlich auspragt, sowohl die durchflusszytometrischen Untersu-
chungen, als auch die Western-Blot-Analysen betreffend. Die in der Literatur darge-
stellte Verteilung der Zellen in der G1- und der G2-Phase entspricht der hier vorliegen-
den Untersuchung von FK228. Allerdings erzeugt die Hemmung von HDAC3 durch
RGFP966 eine weniger pragnante Zunahme der Population in der G2-Phase. Zu be-
achten ist hierbei, dass zwei unterschiedliche Entitaten miteinander verglichen werden,

namlich AML-Zellen, welche in der vorliegenden Dissertation genutzt wurden, mit Ko-
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lonkarzinomzellen. Es wére daher interessant, weitere Untersuchungen dazu durch-
zufuihren, nicht nur auf unterschiedliche Entitdten, sondern auch auf unterschiedliche
HDACSs bezogen.

Aufgrund der erhdhten Population in der S-Phase wurde die Immunfluoreszenz-Féar-
bung mit EdU-Einbau der Zellen durchgefihrt (s. Kap. 4.4). Als Ergebnis der EdU-po-
sitiven Zellen wurde ermittelt, dass sich nach einer 16-stiindigen Behandlung der Zel-
len mit AC220 ca. 50 % in der S-Phase befinden und mit FK228 ca. 70 % der Zellen
im Vergleich zu den Kontrollzellen. Die Anzahl der EdU-positiven Zellen der Kombina-
tionsbehandlung dagegen waren vergleichbar mit der Anzahl der EdU-positiven Zellen
der Einzelbehandlung mit AC220 und entsprachen damit nicht der vermuteten Domi-
nanz des HDACI. Eine interessante Beobachtung lieferte der Versuch dahingehend,
dass samtlich getestete Proben mit FK228 ungefahr doppelt so viele Zellkerne aufwie-
sen wie die Kontrollzellen. Die mit AC220 behandelten Zellen dagegen waren von der
Zellkernanzahl her geringer vertreten als die Kontrollzellen. Durch diese Beobachtung
stellt sich die Frage, ob der FLT3i einen schnelleren Zellzyklusstopp bewirkt als FK228
bzw. ob es durch die Behandlung mit dem HDACI zu einer Hyperproliferation der Zel-
len kommt. Die Hypothese der beschleunigten Proliferation wurde aufgestellt, weil in
allen Proben die gleiche Menge an Zellen ausgesat wurde und trotzdem die Zellzahl
auffalliger Weise zwischen den Proben voneinander abwich. Um diese Fragestellung
zu beantworten, wére es von Interesse zu wissen, wie viele Zellzyklen die Zellen nach
der Behandlung mit AC220 bzw. FK228 noch durchlaufen. Diese Untersuchung lasst
sich mit Hilfe der sog. carboxyfluorescein succinimidy! ester-(CFSE-) Farbung (Parish,
1999) als durchflusszytometrische Messung durchfiihren. In den Zellen wird der Fluo-
reszenzfarbstoff kovalent u.a. an Lysinreste gebunden. Die kovalente Bindung wird
dadurch abgeschwacht, dass sich die Zelle teilt. Das bedeutet, dass pro Zellzyklus die
Intensitat des Farbstoffs um die Halfte reduziert wird (Quah und Parish, 2010). So
konnte herausgefunden werden, ob die mit FK228 behandelten Zellen im Gegensatz
zu den Kontrollzellen und den mit AC220 behandelten einen zusétzlichen Zellzyklus
durchlaufen. Von Interesse wére hier auch zu wissen, ob die eventuelle Hyperprolife-
ration nur bei FLT3-ITD-positiven Zellen auftritt oder auch bei anderen Zelllinien zu
beobachten ist. Wirde sich die Anregung der Proliferation nur auf die FLT3-ITD Zellen
beschranken, wére dies ein weiterer Vorteil in der Behandlung der AML. Es wirde sich
die Hypothese aufstellen lassen, dass die Behandlung spezifisch auf mutierte FLT3-

Zellen wirkt und gesunde Zellen von der Behandlung nicht stark beeinflusst werden.
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5.3 Kombinationsbehandlungen aus AC220 und HDACi wirken in AML-Zellen
synergistisch auf die Degradation/Reduzierung von Proteinen

In der vorliegenden Dissertation werden Ansatze zum Wirkmechanismus der beobach-
teten Akkumulation der Zellen in der subG1-Population und der damit einhergehenden
synergistischen Wirkung dargestellt. Die Ergebnisse der Western-Blot-Analysen zei-
gen, dass sowohl nach Kombinationsbehandlung von AC220 mit FK288, als auch nach
AC220 mit RGFP966, FLT3 selber und dessen Schllsselproteine STAT5 und ERK
friher reduziert werden im Vergleich zur jeweiligen Einzelbehandlung (s. Abb. 7 u. 17).
Die Beobachtung, dass bereits geringe Dosen der Inhibitoren h6here Degradationen
an FLT3 und STATS5 induzieren, wurde auch von Pietschmann et al. (2012) festgestellt
und konnte mit den im Rahmen der Dissertation genutzten Inhibitoren somit bestatigt
werden. Aufgrund der hier vorliegenden Western-Blot-Analysen zu FLT3, STAT5 und
ERK und in Ubereinkunft mit der Literatur, liefern diese Ergebnisse einen weiteren
Nachweis fur den festgestellten Synergismus und zeigen aul3erdem, dass der mutierte
FLT3-Rezeptor als Zielstruktur erfolgreich degradiert wurde. Durch die Kombination
aus FLT3i und HDACi kommt es durch zwei Mechanismen zum Verlust an FLT3, da
nicht nur FLT3is, sondern auch HDAC:s alleine zur Degradation von FLT3 fuhren, was
die Effektivitat der Behandlung steigert. Zwar fallt die Reduktion von FLT3 in Einzelbe-
handlung mit den HDACIis nicht so stark aus wie mit AC220, dennoch ist eine Reduk-
tion des Bandensignals zu sehen. Diese Erkenntnis beruht darauf, dass Pietschmann
et al. (2012) auf zweierlei Wegen gegen den FLT3-ITD-Rezeptor der AML angehen,
da in Einzelbehandlung die Gabe von AC220 kaum einen vollstandigen Ruckgang der
Erkrankung trotz Blockade der katalytischen Aktivitdt des FLT3-ITD-Rezeptors auf-
weist (Pietschmann et al., 2012). Die kombinierte Gabe aus AC220 und LBH589 soll
einerseits die Kinase-Aktivitdt sowie die Induktion bekannter FLT3-Schlusselproteine
durch den FLT3i hemmen und andererseits zur Degradation durch den HDACI fuihren
(Pietschmann et al., 2012). Die Grundidee von Pietschmann et al. (2012) konnte dem-
nach mit den dargelegten Versuchen und Analysen bestétigt werden. Hervorzuheben
ist hier im Vergleich zur bereits veréffentlichten Untersuchung mit LBH589, dass diese
synergistischen Effekte der Degradation des FLT3-ITD-Rezeptors im Rahmen der Dis-
sertation auch mit FK228 und mit RGFP966 nachgewiesen wurden. Demnach bedarf
es nicht der Inhibition aller HDACs, um eine Verstarkung der Degradation des FLT3-
ITD-Rezeptors durch eine Kombination aus AC220 mit HDACI zu erreichen. Des Wei-
teren zeigen die Western-Blot-Analysen in Abb. 8 und 18, dass WEE1 und pan-CHK1
in Kombinationsbehandlung hochgradig abgebaut werden. Es ist folglich denkbar,
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dass so der G2-Kontrollpunkt der Zellen gehemmt wird. Da viele Tumorzellen einen
dysregulierten G1-Kontrollpunkt aufweisen (Chen et al., 2012), wirden somit beide
Kontrollpunkte des Zellzyklus in der Zelle fehlerhaft sein. Dies kdnnte darauf hindeu-
ten, dass die durch AC220 mit FK228 bzw. RGFP966 behandelten Zellen in eine mi-
totische Katastrophe gedrangt werden (Matheson et al., 2016), wodurch sich die in
Kombinationsbehandlung erhéhte Zellpopulation in der subG1-Phase erklaren liel3e.
Die Behandlung von AML-Zellen mit einem WEE1i in Kombination mit dem HDACI
Vorinostat hat gezeigt, dass es zum verfrihten Eintritt der Zellen in die Mitose aufgrund
des Verlusts des G2-Kontrollpunkts kommt, da die kombinierte Behandlung sowohl
WEEL1, als auch pan-CHK1 reduziert. Zhou et al. (2015) vermuten, dass durch die
gemeinsame Gabe des WEE1i mit dem HDACi sowohl der G2-, als auch der G1-Kon-
trollpunkt tbergangen werden (Zhou et al., 2015). Diese Mdglichkeit einer mitotischen
Katastrophe (s. Kap. 2.8) stimmt zwar mit der Vermutung von Zhou et al. (2015) tber-
ein, konnte mit dem EdU-Einbau via Immunfluoreszenz bisher jedoch nicht belegt wer-
den. Falls dies stimmt, miusste die Immunfluoreszenz-Analyse zeigen, dass in der
kombinierten Gabe wesentlich mehr Zellen EdU-positiv sind. Daher bedarf diese Hy-

pothese genauerer Untersuchung.

Es wurde untersucht, ob die Proteinspiegel von p53 und p21(CiptWafl) miteinander kor-
relieren und ob die angewendeten Behandlungen hierauf einen Einfluss haben. AC220
verringert die Menge an p21(©iPlWafl) ghne eine signifikante Reduktion von p53 zu be-
wirken (s. Abb. 19). 2 uM RGFP966 induzieren p21(€plWail) starker als hohere Dosen
an RGFP966. Ab ca. 6 pPM RGFP966 entsprechen die p21(©iplWail) _Spjegel den in
unbehandelten Zellen. p53 wird dosisabhéngig von RGFP966 verringert (s. Abb. 19).
Alle getesteten Kombinationsbehandlungen aus AC220 mit RGFP966 reduzieren p53
und p21CrWail) ~\erglichen mit RGFP966 ist FK228 ein wesentlich starkerer Induktor
von p21©rWal) (g Apb. 9 u. 19). Dies entspricht auch unseren Erwartungen. Durch
FK228 kommt es zu einer Inhibition der HDACs 1-3, wahrend RGFP966 nur HDAC3
hemmt. Dies deutet auf eine Regulation des p21(Cpl/Wail).Gens durch HDAC1-3 hin. In
Kombination mit AC220 werden die von HDACIs induzierten Signale fiir p21(Cipl/Waf)
verringert. In diesem Kontext weisen Publikationen darauf hin, dass die Induktion von
p21(CipIWail) jm Zusammenhang mit dem Schutz der Zellen vor durch HDAC: induzierte
Apoptose gebracht wird (Rosato et al., 2003, Kradmer et al., 2008). Das lasst sich damit
erklaren, dass p21(©PWail) an Caspase 3 binden kann und die Caspase somit im in-
aktiven Zustand gehalten wird (Suzuki et al., 1999). Rosato et al. (2003) haben bei der
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Behandlung leukamischer Zellen mit einem HDAC1- und HDAC3-Inhibitor festgestellt,
dass die Zunahme von p21(©iPIWail) mijt einem Anstieg der Zellen in der G1-Phase kor-
reliert. Die p21(©PYWafl) |nduktion unterbricht das Fortschreiten des Zellzyklus, worauf-
hin die Zellen Zeit zur Reparatur von Schaden haben und somit vor Apoptose ge-
schitzt werden (Rosato et al., 2003). Weiter ist bekannt, dass p21CPWall) jn Darm-
krebszellen Apoptose durch replikativen Stress und Klasse | HDACi unterdriicken kann
(Kramer et al., 2008). AuRerdem ist bekannt, dass p21(©PWafl) gych Seneszenz ein-
leiten kann (Roninson, 2002). Daher ware auch denkbar, dass die im Rahmen der
Dissertation behandelten Zellen zum Schutz vor apoptotischem Abbau den Zustand
der Seneszenz einleiten und somit ihre Zellteilung einstellen. Andere Versuche zeigen,
dass ein Knockdown von p21(©iriWafl) keine Veranderungen in Bezug auf die bewirkte
Apoptose hat (Newbold et al., 2014). Mit einem Knockdown von p21(CriWail) ynter den
in der Arbeit angewandten Bedingungen kdnnte herausgefunden werden, inwieweit
p21(CiplWail) mit der Apoptose in Verbindung steht und ob p21(CPWail) tatsachlich Aus-
wirkungen auf einen G1- bzw. G2-Arrest hat. Strittig ist der Aspekt, ob die Induktion
von p21(©iptWail) dapei von p53 abhangig ist (el-Deiry et al., 1993) oder ob sie auch
unabhangig stattfinden kann (Richon et al., 1996). Im Fall der hier vorliegenden Ana-
lysen ist denkbar, dass die gewahlten Kombinationen eine Induktion von p21 (Cip1/Wafl)
in Abhéngigkeit von p53 bewirken. Um dies genauer zu untersuchen kdnnte ein Knock-
down von p53 durchgefiihrt und dann analysiert werden, inwiefern sich die Induktion

an p21CrWail) der p53-modifizierten und unbehandelten Zellen unterscheidet.

Versucht man die Western-Blot-Analysen von CHK1, p53 und p21(CrYWail) miteinander
in Verbindung zu bringen, kdnnen weder die Ergebnisse von Beckerman et al. (2009),
noch die von Umezawa et al. (2016) in Bezug auf einen schliissigen Wirkmechanismus
genutzt werden. Laut der Forschergruppe um Beckerman, kann bei Zellen im S-Phase-
Arrest beobachtet werden, dass mit einer Reduktion an CHK1 gleichzeitig eine Induk-
tion an p21(©piWall) einhergeht. Dies liegt moglicherweise daran, dass CHK1
p21CpIWail) ynterdriicken konnte oder daran, dass die Reduktion von CHK1 auf einem
noch nicht bekannten Signalweg die Aktivierung von p21(CriWail) gys|gst (Beckerman
et al., 2009). Die Arbeitsgruppe von Umezawa dagegen hat herausgefunden, dass
unter Chemotherapie bei hdmatopoetischen Zellen die Induktion an p53 in Korrelation
steht mit der Reduktion an CHK1. Damit verbunden sind der Verlust des G2-Kontroll-
punkts und erhdhte Apoptoseraten (Umezawa et al., 2016). Weder der Zusammen-
hang zwischen CHK1 und p21(©iplWail) noch der zwischen CHK1 und p53 kann laut
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Abb. 8 u. 9 auf FK228 oder laut Abb. 18 u. 19 auf RGFP966 bezogen werden. Dem-
nach bedarf es weiterer Untersuchungen von Proteinen, um die Signalwege, die damit
verbundenen Mechanismen und die gegenseitige Beeinflussung zu ergrinden, um ei-
nen verstandlichen Zusammenhang zu finden. Eventuell kbnnten Untersuchungen an-

derer Phosphorylierungsstellen von p53 oder CHK1 aufschlussreich sein.

5.4 Rolle von DNA-Schaden als Mechanismus der Apoptoseinduktion durch
Kombinationsbehandlungen von FLT3i und HDACiI

In der vorliegenden Arbeit wurden RAD51 als Vertreter der DNA-Reparaturproteine
(Shinohara et al., 1992) und yH2AX(Se139) (Rogakou et al., 1998) sowie RPA (Maya-
Mendoza et al., 2018) als Marker fir DDR analysiert. Dabei wurde deutlich, dass bei
der Behandlung mit AC220 und FK228 bzw. RGFP966 die Menge an RAD51 abnimmt
und die an YH2AX(Se139) sowie an p-RPA21) zunimmt (s. Abb. 10 u. 20). Auch wurde
bei beiden HDACIs eine Induktion der Phosphorylierung von CHK1 an Ser345 bzw.
Ser296 beobachtet (s. Abb. 8 u. 18). Auf Grund der Western-Blot-Analysen wurde die
Hypothese aufgestellt, dass es in den Zellen durch die Kombinationsbehandlungen zu
DNA-Schaden kommt. Die Tatsache, dass via Comet Assays nach einer Behandlungs-
zeit von 16 h keine DNA-Schaden nachgewiesen wurden (s. Abb. 12 u. 13), stimmt
nicht mit den aus den Western-Blot-Analysen gezogenen Erwartungen aufgrund der
Modifikationen von RAD51, yH2AX(Ser139) ynd p-RPA(1 (iberein. Des Weiteren wur-
den in den vorliegenden Ergebnissen aktivierte Caspase 3 als Apoptosemarker (Tani-
moto et al., 2017) und UBCHS8 als Marker des proteasomalen Abbaus untersucht (Ar-
rigo et al., 1988; Shibata et al., 2011). Bei der Behandlung der Zellen mit AC220 und
den HDACIs wird aktivierte Caspase 3 deutlich induziert (s. Abb. 11 u. 21). Bei der
Gabe von AC220 mit FK228 zeigt auch die Bandenintensitat von UBCHS8 bis zu einer
Dosis von 5 nM AC220 ein deutlich detektierbares Signal (s. Abb. 11). Die ermittelte
Zunahme an aktivierter Caspase 3 wurde auch von Pietschmann et al. (2012) anhand
der Kombination eines FLT3i und eines pan-HDACi gesehen und kann damit bestétigt
werden. Bereits in Kombinationsbehandlung mit geringeren Dosen als in Einzelbe-
handlung ist ein Anstieg an aktivierter Caspase 3 zu sehen (Pietschmann et al., 2012).
Die Induktion an aktivierter Caspase 3 steht dabei laut Pietschmann et al. (2012) im
Zusammenhang mit dem proteolytischen Abbau von FLT3-ITD und STATS5. Die Re-
duktion von STATS, einem antiapoptotischen Protein (Pietschmann et al., 2012),
wurde in Kap. 5.1 beschrieben. Um herauszufinden, wodurch die Apoptose im Zusam-

menhang mit dem deutlichen Anstieg an aktivierter Caspase 3 in den Versuchen mit
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AC220 und FK228 bzw. RGFP966 induziert wurde, kdnnten Versuche mit Hilfe von Z-
VAD-FMK durchgefihrt werden. Dabei handelt es sich um einen pan-Caspase-Inhi-
bitor (Van Noorden, 2001). Um den Signalweg des Zellabbaus besser zu verstehen,
kann so herausgefunden werden, inwiefern die Apoptoseinduktion durch Caspasen
abhangig ist, da durch Z-VAD-FMK alle Caspasen gehemmt und damit inaktiviert wer-
den. So waren die Zellen vor einem proteolytischen Abbau durch Caspasen geschiitzt
und die subG1-Population wirde nicht so stark ansteigen. Dies ware gleichzeitig ein
Nachweis dafir, dass wirklich Apoptose in den Zellen ausgel6st wird (Porter und Jani-
cke, 1999). Dadurch kénnten mehr Rickschlisse Uber die Gewichtung zwischen

Caspasen und UBCHS8 beziglich der Zelldegradation der FLT3-ITD gezogen werden.

In der vorliegenden Dissertation wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen
UBCHS8 und anderen Proteinen zu finden ist. In der Literatur wurde beschrieben, dass
eine Reduktion von UBCHS in Verbindung steht mit einer Induktion an p21(CiPl/wafl)
was zu einem G1-Phase-Arrest fuihrt, da UBCH8 p21CrlWail) nolyubiquitinyliert
(Shibata et al., 2011). Diese Korrelation lasst sich im Rahmen der vorliegenden Arbeit
nicht bestatigen. Grunde hierfir kdnnten zum Beispiel die Wahl des Zellmodels sein,
da die Versuche von Shiabata et al. (2011) mit humanen Dickdarmkrebszellen durch-
gefuhrt wurden. Die Ergebnisse von Buchwald et al. (2010) dagegen lassen sich gut
auf die hier dargestellten Ergebnisse beziehen. Bei den Versuchen von Buchwald et
al. (2010) wurden AML-Zellen mit LBH589 behandelt. Dabei wurde eine Induktion von
UBCHS8 sowie eine Degradation von FLT3-ITD aufgrund von proteasomalem Abbau
beobachtet. In Bezug auf hier angewandte Kombination aus FLT3i und HDACI ist die
Untersuchung von UBCHS8 von Interesse, denn durch den FLT3i wird die Fahigkeit von
FLT3-ITD zur Phosphorylierung gehemmt. Inwiefern der FLT3i die Degradation von
FLT3-ITD durch die HDAC-induzierte Ubiquitinierung untersttitzt, konnte durch weitere
Forschungen untersucht werden. Es ist denkbar, dass die erhdhte Aktivierung von
Caspasen in mit AC220 und HDACI behandelten Zellen den Abbau von FLT3-ITD be-
wirkt. Demnach wiirde die Zugabe von AC220 zu mit HDACIi behandelten Zellen einen
Wechsel von dem vorwiegend proteasomalen Abbau von FLT3-ITD in nur mit HDACI
behandelten Zellen (Buchwald et al., 2010) zu einem von Caspasen vermittelten Ab-
bau in mit AC220 und HDACI behandelten Zellen bewirken.

Von Interesse ware in Zukunft in Bezug auf das Protein UBCH8 herauszufinden,
wodurch die durch Behandlung induzierte Doppelbande in Abb. 11 entstanden ist. Un-

tersuchungen haben gezeigt, dass FLT3-ITD von UBCHS8 polyubiquitiniert und damit
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zur Proteolyse markiert wird (Buchwald et al., 2010). Es besteht die Mdglichkeit, dass
es sich um eine Phosphorylierung von UBCHS8 handeln kdénnte und dass diese regu-
latorische Effekte hat. Es kdnnte untersucht werden, ob Tyrosin- oder Serin-/Threonin-
kinasen diese Modifikation katalysieren. Am deutlichsten ist die Doppelbande von
UBCHS8 nach Behandlung mit 5 nM AC220 zu sehen (s. Abb. 11). Daher wiirde es sich
empfehlen, diese Konzentration bevorzugt fur zukinftige Analysen zu verwenden.
Nach der Ernte konnten die Proben dann mit unterschiedlichen Lysepuffern inkubiert
werden. Dafur konnte auf verschiede Kombinationen mit und ohne EDTA, Natriu-
morthovanadat und Natriumfluorid zurtickgegriffen werden. EDTA besitzt die Eigen-
schaft, Chelatkomplexe zu bilden und so Kofaktoren zu binden, welche von Phospha-
tasen bendtigt werden (The MAK-Collection for Occupational Health and Safety,
2009). Mit Hilfe von Natriumorthovanadat bzw. Natriumfluorid konnte nachgewiesen
werden, welche Kinase-Familie eine mogliche Phosphorylierung von UBCH8 kataly-
siert. Natriumorthovanadat inhibiert ausschlie3lich Tyrosin-Phosphatasen (Buchwald
et al., 2010). Natriumfluorid inhibiert sowohl Serin-, als auch Threonin-Phosphatasen.
Wirde sich die Intensitat der mit AC220 Gabe entstandenen Doppelbande nicht ver-
andern, wirde sich kein Ruckschluss auf eine Phosphorylierung ergeben. Es kénnten
aber auch andere posttranslationale Modifikationen des UBCHS8 auftreten. In Erwa-
gung zu ziehen ist beispielsweise eine Modifikation durch den small ubiquitin-related
modifier (SUMO), welcher an Prozessen wie der Apoptose oder der Transkription be-
teiligt ist. SUMO-Proteine (SUMO1, -2, -3) besitzen eine Grol3e von 11,5 kDa und sind
mit Ubiquitin verwandt. Beispielsweise ist die Modifikation mit SUMO sowie Ubiquitin
von ATP in der Zelle abhangig. Interessanterweise sind Ubiquitinierung und SUMOYy-
lierung zum Teil gemeinsam an Prozessen in der Zelle beteiligt, aber SUMOylierung
markiert Proteine im Unterschied zu Ubiquitin meist nicht zur Degradation (Mahajan et
al., 1997, Jackson und Durocher, 2013, Barysch et al., 2014). Eine SUMOylierung von
UBCHS8 kdnnte eine Verbindung zwischen den SUMOylierenden und ubiquitinyrenden
Systemen darstellen. Es ist allerdings anzunehmen, dass die von mir gefundene zu-
satzliche Bande des UBCHS8 aufgrund der Grol3e keine Ubiquitinylierung oder SUMOYy-
lierung reprasentiert. Diese Modifikation wirde UBCHS8 eine Grol3e von ca. 23 bis
25 kDa verleihen. Die von mir beobachtete Modifikation verandert das Laufverhalten
von UBCHS in der Gelelektrophorese nur um ca. 3-5 kDa (s. Abb. P). Allgemein waren
weitere Untersuchungen von UBCH8 von Interesse, um beurteilen zu kénnen, ob
UBCHS8, wie von Buchwald et al. (2010) beschrieben, wirklich auch bei den in der Dis-
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sertation verwendeten Kombination aus FLT3i und HDACI eine Rolle spielt.

Da durch die Comet Assays ein DNA-Schaden in Form eines SSB oder DSB ausge-
schlossen wurde (s. Abb. 12 u. 13), sollte dem Grund fir die starke Induktion der
Apoptose weiter nachgegangen werden. Bevor DNA-Schéaden aber vollkommen aus-
geschlossen werden kénnen, sollte ein Comet Assay erneut durchgefuhrt werden, al-
lerdings zu einem deutlich friiheren Zeitpunkt nach der Behandlung, z.B. nach 4 h. Es
besteht die Moglichkeit, dass nach den hier getesteten 16 h bereits die Schaden in der
Zelle zu grol3 waren, um Uberhaupt detektiert werden zu kdnnen. Fraglich ware dann
allerdings, warum zu einem spéateren Zeitpunkt keine DNA-Schaden mehr detektierbar
sind, obwohl sich die DNA-schadigenden Effekte theoretisch verstarken mussten.
Maoglicherweise sind die Analysen des Comet Assays nicht empfindlich genug, sodass
alternative Methoden zur Messung von DNA-Schaden genutzt werden sollten, wie z.B.
die YH2AX-Immunfluoreszenz, bei der DSBs in Form von Focis zur Quantifizierung des
DNA-Schadens detektiert werden (Rothkamm und Lobrich, 2003).

Als weitere mogliche Ursache fir die Apoptose kénnten genauere Untersuchungen
des Radikals ROS vorgenommen werden. In der Literatur wurde des Ofteren schon
ein Zusammenhang zwischen erhéhten Werten an ROS durch HDACi und der Apopto-
seeinleitung beschrieben (Rosato und Grant, 2005, Wang et al., 2018). Mit Hilfe eines
Antioxidants wie Glutathion oder N-acetyl-cysteine (NAC) kann ROS abgefangen wer-
den (Kerksick und Willoughby, 2005). Somit kdnnte untersucht werden, ob sich die
Apoptoseinduktion mit bzw. ohne ROS in der Zelle verandert. Wirde man den Effekt
der Behandlung aus bspw. AC220 und FK228 aufheben, indem NAC oder Glutathion
hinzugefugt wird, wére denkbar, dass kaum noch Apoptoseinduktion messbar ist. Dies
ware ein Nachweis dafir, dass ROS eine wichtige Rolle im Zusammenhang mit
Apoptose spielt. Alternativ konnte der Einfluss von ROS mit Hilfe des Comet Assays
ermittelt werden. ROS induziert u.a. die DNA-Lasion 8-Oxoguanin, welche durch das
Enzym formamidopyrimidine DNA glycosylase (FPG) abgebaut wird. Dieser Prozess
hinterlasst in der DNA eine Lucke, wodurch die DNA-Fragmentierung zunimmt und im

Comet Assay einen Kometenschweif ausbildet (Leipold et al., 2000).

Es sollten auch Proteine untersucht werden, welche in der Kontrolle der Apoptose eine
Rolle spielen. Hierbei handelt es sich um Proteine der BCL2-Familie, welche jeweils
pro- oder antiapoptotische Funktionen erfullen. Bei der Behandlung von Zellen eines
Lymphoms mit einem Inhibitor, der HDAC1 und HDAC3 hemmt, konnten in Western-

Blot-Analysen bei den Proteinen BCL2, BCL-X. und MCL1 keine Verdnderungen nach
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Behandlung fur 24 h festgestellt werden. Nach 48 h dagegen war eine zweite Bande
bei BCL2 in Form von clvd. BCL2 sowie eine Abnahme an MCL1 sichtbar (Rosato et
al., 2003). Allgemein ist bekannt, dass CD34-positive Zellen eine erhdhte Induktion an
BCL2 aufweisen, was fiir diese Zellen ein verstarktes Uberlebenssignal ist (Andreeff
etal., 1999). Einerseits wurden Zusammenhange in Bezug auf eine Prognose fur AML-
Patienten zwischen der Induktion von BCL2 und dem FAB-Typen festgestellt (Venditti
et al., 2004), andererseits wurden keine Korrelationen zwischen diesen Faktoren ge-
funden (Kornblau et al., 1999). Andere Quellen wiederum sind sich sicher, dass eine
erhohte Generierung der BCL2-Proteine fliir AML-Patienten eine schlechte Prognose
liefert und mit geringeren Remissionsraten korreliert (Karakas et al., 1998). Zum Pro-
tein BAX ist dagegen bekannt, dass dessen verstarkte Induktion im Zusammenhang
mit hoheren Uberlebensraten und langeren Remissionsraten steht (Ong et al., 2000).
Es wird deutlich, dass oft ein Zusammenhang zwischen Proteinen der BCL2-Familie
und AML gefunden wurde, die Literatur dariiber aber unterschiedliche Ergebnisse lie-
fert. Es wére also von Interesse zu untersuchen, ob bei Proteinen der BCL2-Familie
Veranderungen durch Kombinationsbehandlungen auftreten, um zu schauen, ob der

intrinsische Weg neue Erkenntnisse bezlglich der Apoptoseinduktion liefert.

Laut Literatur kdnnte auch die genauere Prufung von Survivin eventuell Aufschluss
Uber den Mechanismus der Apoptoseinduktion geben. Survivin ist ein Protein, welches
als Apoptose-Inhibitor fungiert und gehdrt der inhibitor of apoptosis protein (IAP)-Fa-
milie an. In Tumorzellen wurde eine veranderte Genexpression von Survivin beobach-
tet (Ambrosini et al., 1997). Eine Hemmung der Survivin-Expression steht dabei in Re-
lation mit der Einleitung der Apoptose (Ambrosini et al., 1998). Die antiapoptotische
Wirkung von Survivin wird u.a. dadurch erwirkt, dass das Protein an aktivierte
Caspase 3 bindet und diese damit gehemmt wird (Tamm et al., 1998). Zhou et al.
(2009) haben nach der Generierung einer resistenten MV4-11-Zelllinie gegen RTKi
herausgefunden, dass in diesen resistenten Zellen eine Uberexpression an STAT-Pro-
teinen und an Survivin induziert wird. Bei ERK dagegen wurden keine Veréanderungen
festgestellt. Untersuchungen mit dieser resistenten Zelllinie zeigen aul3erdem eine Ak-
kumulation der Zellen in der S-Phase (Zhou et al., 2009). Laut Zhou et al. (2009) haben
folglich FLT3is Einfluss auf Survivin. Auch HDACIis bewirken eine Reduktion an Survi-
vin (Chowdhury et al., 2011). Es kdnnte also nach der durch AC220 und FK228 bzw.
RGFP966 bewirkten Veranderung von Survivin geschaut werden, da eine Hemmung

von Survivin durch eine Kombinationsbehandlung aus FLT3i und HDACI nicht unwahr-
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scheinlich ware. Es ware zu erwarten, dass das Signal an Survivin in der Kontrolle
deutlich sichtbar ist und sowohl durch Einzel-, als auch durch Kombinationsbehand-
lung reduziert wird, im ldealfall in kombinierter Gabe schon friiher als in Einzelbehand-
lung. Damit kdnnte nicht nur der in der Arbeit unergriindete Ausléser der Apoptose
naher untersucht werden, sondern auch Riickschlisse aus der Tatsache gezogen wer-
den, dass eine verstarkte Induktion an Survivin als Resistenzmechanismus angesehen
wird (Zhou et al., 2009). So kénnte eine Verbesserung des Problems mit entstehenden
Resistenzen gegenuber FLT3is im Allgemeinen angegangen werden.

Eine weitere Moglichkeit zur Aufklarung der Ursache der verstarkten Apoptose nach
Kombinationsbehandlung kdnnte die Prifung der Autophagie liefern. Bei der Autopha-
gie handelt es sich um einen Prozess, bei dem die Zelle eigene beschadigte Bestand-
teile abbaut und recycelt. Die abzubauenden Bestandteile sind z.B. Proteine oder Or-
ganellen. Diese werden von Autophagosomen aufgenommen. Autophagosomen sind
Vesikel mit Doppelmembranen. Diese sequestieren das aufgenommene Material be-
vor es zum endgultigen Abbau mit Lysosomen fusioniert. So verhindert die Zelle to-
xisch wirkende Ansammlungen von nicht funktionsfahigen Proteinen (Mizushima und
Komatsu, 2011). Das Thema Autophagie hat bei der Krebsentstehung ebenfalls eine
Bedeutung. In der Anfangsphase wirkt Autophagie als Tumorsuppressor. Bei schon
fortgeschrittenen Krebsformen dagegen unterstiitzt es das Uberleben der Tumorzellen
(White, 2015). Bei einigen Behandlungsformen von Krebs wurde die erhdhte Aktivie-
rung von Autophagie als Grund fur Therapieresistenz festgestellt. Die Hemmung der
Autophagie erhohte daraufhin den Therapieerfolg (Bellodi et al., 2009). Ein Inhibitor
der Autophagie ist bspw. Hydroxychloroquin (Rebecca und Amaravadi, 2016). Auch
FLT3-ITD Zellen der AML weisen erhdhte Werte an Autophagie auf. Dabei hat activat-
ing transcription factor 4 (ATF4) eine Bedeutung in der Signalkaskade zum Anstieg
der Autophagie. ATF4 wird relativ frih in der Signaltransduktionskaskade von FLT3-
ITD exprimiert. Dabei ist die Proliferation der mutierten Zellen von ATF4 abhangig, das
Uberleben dagegen nicht. Die Inhibition von ATF4 oder Autophagie fiihrt zur Prolifera-
tionsschadigung der leukamischen Zellen, selbst wenn diese resistent gegentber
FLT3is sind. Eine kombinierte Behandlung aus Hemmung der Autophagie und FLT3-
ITD liefert minimal erfolgreichere Ergebnisse als die jeweilige Einzelbehandlung
(Heydt et al., 2018). Folglich kénnten Untersuchungen beztiglich einer Behandlung mit
Hydroxychloroquin oder Analysen von ATF4 in Zukunft neue Informationen zum

Apoptosemechanismus liefern.
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6 Zusammenfassung

Innerhalb der malignen Entartungen des blutbildenden Systems weist die akute myelo-
ische Leukamie (AML) die hochste Neuerkrankungsrate auf (Siegel et al., 2019). Bei
circa einem Drittel der Patienten mit AML lassen sich Mutationen der Rezeptor-Tyro-
sinkinase FLT3 nachweisen (Levis und Small, 2003, Papaemmanuil et al., 2016). Zu
diesen zdhlen zum Beispiel interne Tandemduplikationen (FLT3-ITD), die mit etwa
20 % die am haufigsten auftretende FLT3-Mutation reprasentieren (Thiede et al.,
2002). Die Erfolgsquote der Behandlung in FLT3-mutierter AML betragt nur etwa 35 %
(Dohner et al., 2015). Wahrend FLT3-Mutationen oft mit Kinaseinhibitoren adressiert
werden konnen, sind wahrend der Behandlung oftmals entstehende sekundare Muta-
tionen in FLT3 ein ungeldstes Problem (Smith et al., 2012). Diese fuihren oft zu Resis-
tenzen und Rezidiven (Pratz und Levis, 2010). Eine Verbesserung der Behandlungs-
moglichkeiten wird durch Kombinationsbehandlungen aus FLT3i und anderen Medika-
menten angestrebt, wobei sich die Wirkung der Inhibitoren synergistisch potenzieren
soll. Die Forschungsergebnisse von Pietschmann et al. (2012) konnten diese syner-
gistische Wirkung in FLT3-ITD-positiven AML-Zellen mit dem FLT3i AC220 und dem
pan-HDACIi LBH589 generieren. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das Zusam-
menwirken von AC220 mit FK228, einem spezifisch gegen Klasse | HDACs gerichte-
ten Inhibitor (Odenike et al., 2008), und dem spezifisch gegen HDAC3 gerichteten In-
hibitor RGFP966 (Malvaez et al., 2013) festzustellen. Dadurch sollte erfasst werden,
ob Dosisreduktionen mdglich sind, um potentielle Nebenwirkungen zu verringern. Fur
dieses Vorhaben wurden FLT3-ITD-positive MV4-11 Zellen aus einer kindlichen AML
verwendet (Li et al., 2017). Mit Hilfe von durchflusszytometrischen Messungen, Wes-
tern-Blot-Analysen, Comet Assays und Immunfluoreszenz-Analysen wurden Verande-
rungen des Zellzyklus, der Proteinexpression und der genomischen Integritat durch
die Behandlung mit AC220 in Kombination mit FK228 bzw. RGFP966 analysiert. Zu-
sammenfassend lasst sich aus den ermittelten Ergebnissen sagen, dass AC220 mit
FK228 eine starke synergistische Wirkung gegen MV4-11 Zellen entfaltet. Diese lasst
sich teilweise als Zunahme der subG1-Population um den dreifachen Wert im Ver-
gleich zu den jeweiligen Einzelbehandlungen nachweisen. Derartige synergistische
Wirkungen werden auf3erdem schon mit einer niedrigen Konzentration von 2 bzw.
3 nM AC220 generiert (s. Abb. 6). Die Kombination aus AC220 mit RGFP966 zeigt erst
ab einer Dosis von 6 phM RGFP966 synergistische Wirkungen, die im Vergleich zu

FK228 deutlich geringer ausfallen (s. Abb. 16). Die Akkumulation von Zellen in der G1-
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Phase mit dem FLT3i und die Zunahme von Zellen in der S- und der G2-Phase mit
den HDACIs sind dabei typische Zellzyklusveranderungen (s. Abb. 6-B u. 16-B). Der
beobachtete Synergismus spiegelt sich in einer potenzierten Abnahme der Phospho-
rylierung und Expression von FLT3-ITD und seinen gleichfalls fiir das Uberleben von
Leukdmiezellen essentiellen Zielproteinen STAT5 und ERK wider (s. Abb. 7 u. 17).
Auch Regulatoren des Zellzyklus wie CHK1 und WEE1, welche den G2-Kontrollpunkt
steuern (Do et al., 2013), werden bei Kombinationsbehandlung reduziert (s. Abb. 8 u.
18). Vermuten lasst sich, dass durch die Kombination der Inhibitoren der G2-Kontroll-
punkt gehemmt wird und die Zellen damit in eine mitotische Katastrophe getrieben
werden (Bucher und Britten, 2008). Beide Inhibitoren aktivieren die Effektorcaspase
Caspase 3 in Kombinationsbehandlung deutlich friher und starker als die Einzelbe-
handlungen (s. Abb. 11 u. 21). Die Zunahme an durch Autoproteolyse aktivierter
Caspase 3 korreliert dabei mit der Akkumulation der Zellen in der subG1-Phase und
kann damit als Marker fur die Apoptose angesehen werden (Tanimoto et al., 2017).
Dass es sich bei den hier vorliegenden Beobachtungen um eine priméare Induktion der
Apoptose und um kein sekundéares Ereignis durch DNA-Schéaden handelt, zeigen Co-
met Assays (s. Kap. 4.3). Welche Ursachen bzw. welche Signalwege letztlich fur die
erhohte Induktion der Apoptose durch die verwendeten Kombinationsbehandlungen
verantwortlich sind, bedarf weiterer Untersuchungen. Mogliche Ausloser konnten Au-
tophagie, erhdhte ROS-Werte oder Veranderungen von Proteinen der BCL2-Familie

sein. Diese Hypothesen kdnnen in zukinftigen Untersuchungen Gberpruft werden.

Zusammengefasst zeigt die vorgelegte Dissertation, dass Kombinationen aus AC220
und FK228, zwei bereits klinisch zugelassene Inhibitoren (Li et al., 2012, Cortes et al.,
2018), in nanomolaren Dosen als verbesserte Moglichkeit fur die Therapie von AML

mit mutiertem FLT3 genutzt werden kénnten.
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Abbildungen A und B: Quantitative Darstellung der durch Durchflusszytometrie ermittelten zel-
luldren Reaktionen der MV4-11 Zellen nach 24 h mit dem FLT3i AC220 und dem Klasse | HDACI
FK228 in Einzel- und/oder Kombinationsbehandlung als Dosisreihe; n =1

(A) Darstellung der Zellzyklusverteilung mittels PI-Féarbung. (B) Darstellung der Vitalitét der Zellen durch
Anféarben mit DAPI als Viability-Messung.
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Abbildungen C und D: Zellulare Reaktionen auf kombinierte Behandlungen aus FLT3i AC220 mit
Klasse | HDACi FK228 in MV4-11 Zellen nach 24 h; n =6

(C) Die Zellen wurden mit AC220 und FK228 einzeln und kombiniert behandelt. Zur Farbung wurde
DAPI verwendet. Die Proben wurden Uber Durchflusszytometrie gemessen. Die Viability-Anteile sind
prozentual dargestellt. Das Balkendiagramm wurde mittels GraphPad Prism 6 erstellt. (D) Die Abbildung
wurde mit dem Programm Combenefit erstellt und basiert auf Abb. C. Dargestellt werden die Mittelwerte
des Synergismus sowie die Standardabweichung.
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Abb. D
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Abbildung E: Western-Blot-Analyse von Markern der FLT3-Signalkaskade in MV4-11 Zellen nach

24 h

Einzelbehandlung mit AC220 und FK228. Gezeigt sind p-FLT3("%1), pan-FLT3, p-ERK1(Th202) / p-
ERK2(r204 ynd ERK1. Als Ladekontrolle diente Vinculin und GAPDH.
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Abb. F
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Abbildung F: Western-Blot-Analyse von Markern der FLT3-Signalkaskade, des Zellzyklus, der
Apoptose und der Wirksamkeit des HDACi FK228

Die Expression der oben aufgefuhrten Proteine wurde nach 2 h, nach 6 h, nach 16 h und nach 24 h als
Einzelbehandlung untersucht. Als Ladekontrolle wurden Vinculin, pan-HSP90 und GAPDH verwendet.
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Abb. G

Uberlagerung

FK228 3 nM AC220 2 nM Kontrolle

AC220 2 nM
+ FK228 3 nM

Abbildung G: Quantitative exemplarische Darstellung der einzelnen Kanéale der Immunfluores-
zenzfarbung mit EAU in MV4-11 Zellen

Die Veranschaulichung des Verhéltnisses von EdU-positiven Zellen zu ungefarbten, EdU-negativen Zel-
len bezieht sich auf eine Zellzahl von 100. Die Zellen wurden 16 h mit AC220 und/oder FK228 behandelt;
n=2
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Abb. H
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Abb.J
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Abbildungen H-J: Verschiedene Darstellungen der Signifikanz des Synergismus auf die einzelne
sowie kombinierte Gabe von AC220 und FK228 in MV4-11 Zellen nach 16 h Behandlung; n =3
(H) Tabellarische Auffihrung der Signifikanz interessierender Mengen von AC220 und FK228 in Einzel-
behandlung im Vergleich zur Kombination bezogen auf die subG1-Population, jeweils nach 16 h Be-
handlung. Abb. | stellt eine Passage der Tabelle beispielhaft dar. Two way ANOVA; p <0,05;n=3 +
SD; Bonferroni multiple comparison test;*p < 0,05;™p < 0,01. (I) Quantitative Darstellung der Zellzyk-
lusverteilung der Zelllinie MV4-11. Die durchflusszytometrische Messung erfolgte anhand einer PI-Far-
bung. Beispielhafte Darstellung der Signifikanz der subG1-Population nach 16 h Behandlung, basierend
auf Abb. H. Dargestellt ist eine zuvor, nach 24 h, ermittelte attraktive Kombinationsbehandlungsmenge.
Two way ANOVA; p < 0,05; n = 3 + SD; Bonferroni multiple comparison test. (J) Die Abbildung wurde
mittels des Programmes Combenefit erstellt und basiert auf den quantitativen Daten der Abb. 15-A.
Dargestellt werden die Mittelwerte des Synergismus bzw. Antagonismus sowie die Standardabwei-
chung.
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Abb. K
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Abbildungen K und L: Quantitative Darstellung der durch Durchflusszytometrie ermittelten zel-
luldren Reaktionen der MV4-11 Zellen nach 24 h mit AC220 und RGFP966 in Einzel- und/oder
Kombinationsbehandlung als Dosisreihe; n =2

(K) Darstellung der Zellzyklusverteilung mittels PI-Farbung. (L) Darstellung der Apoptoserate der Zellen
durch Anfarben mit Pl und fluoreszenz gekoppelten Annexin V.
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Abb. M
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Abb. N
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Abbildungen M und N: Zelluladre Reaktionen auf kombinierte Behandlungen aus FLT3i AC220 mit
HDAC3i RGFP966 in MV4-11 Zellen nach 24 h; n =5

(M) Die Zellen wurden mit den zuvor genannten Inhibitoren einzeln und kombiniert behandelt. Zur Far-
bung wurde DAPI verwendet. Die Proben wurden Uber Durchflusszytometrie gemessen. Die Viability-
Anteile sind prozentual dargestellt. Das Balkendiagramm wurde mittels GraphPad Prism 6 erstellt. (N)
Die Abbildung wurde mit dem Programm Combenefit erstellt und basiert auf Abb. M. Dargestellt werden
die Mittelwerte des Synergismus bzw. Antagonismus sowie die Standardabweichung.
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Abb. O

Abbildung O: Vereinfachte Darstellung einer Neubauer-Zéahlkammer
Die Zahlkammer ist in 4 Quadranten eingeteilt, welche wiederum aus 4 x 4 quadratischen Feldern be-
stehen; Quelle: eigene Darstellung.
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Abbildung P: Western-Blot-Analyse der entstandenen Doppelbande von UBCH8 nach Behand-
lung von MV4-11 Zellen mit AC220 und/oder FK228 fiir 24 h

Angezeigt sind UBCHS8 und dessen potentielle phosphorylierte (p-) und ubiquitinylierte (ubi-) Formen.
Als Ladekontrolle wurden Vinculin verwendet. Die farbliche Darstellung der pharmakologischen Interak-
tion beider Inhibitoren basiert auf Abb. 6-E.

XLVI



Danksagung

XLVII



Lebenslauf

XLV



XLIX



