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Cancer begins and ends with people. In the midst of scientific abstraction, it is
sometimes possible to forget this one basic fact. Doctors treat diseases but they
also treat people, and this precondition of their professional existence sometimes

pulls them in two directions at once.

(June Goodfield)
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Apoptose-Resistenz als Schliisselmerkmal maligner
Zellen und effektiver Therapieansatz

Als Apoptose bezeichnet man den programmierten Zelltod. Es handelt sich um einen
aktiven zelluldren Mechanismus, welcher der Elimination iiberfliissiger oder geschidig-
ter Zellen dient. Somit ist Apoptose essenziell fiir die Zellhomoostase (1). Bosartig
entartete Zellen besitzen zahlreiche Strategien um den Apoptoseprozess einzuschrianken
oder zu umgehen um hierdurch einen Uberlebensvorteil zu erzielen. Deshalb gilt die
Resistenz gegeniiber dem programmierten Zelltod als ein Schliisselmerkmal maligner
Zellen (2). Klassische Mechanismen von Tumorzellen sind beispielsweise die Deletion
des Tumorsuppressorgens 7P53, die Uberexpression anti-apoptotischer Regulatorprote-
ine (wie BCL-2 und BCL-Xy) oder die gezielte Inaktivierung pro-apoptotischer Proteine
(wie BAX, BIM und PUMA) (2, 3). Die fehlregulierte Apoptose ist auch ein zentrales
Merkmal der Myelodysplastischen Syndrome (MDS) (4). MDS gehoren zu den héufigs-
ten malignen Erkrankungen des &lteren Menschen (5). Aufgrund von Alter und Be-
gleiterkrankungen der Patienten sind die Behandlungsoptionen héufig limitiert (6).
Neue Therapiestrategien werden dringend bendtigt. Diese sollten moglichst selektiv auf
die malignen Zellen wirken, um schwerwiegende systemische und hématologische
Nebenwirkungen zu vermeiden. Pro-apoptotische Substanzen wie der BCL-2-selektive
Inhibitor ABT-199 kénnen dazu beitragen, die Apoptose-Sensitivitdt im Hochrisiko-
MDS wiederherzustellen und das Gleichgewicht zugunsten des programmierten Zellto-
des zu verschieben. Ein gezieltes und stadiengerechtes Eingreifen in die krankheitsspe-
zifischen Pathomechanismen ist eine attraktive Behandlungsoption fiir dieses Patienten-

kollektiv.

1.1.1  Caspasen — Schliisselenzyme der Signalkaskade

Caspasen (Cysteinyl-aspartat-specific Proteases) sind spezifische Proteasen, die eine
zentrale exekutive Funktion im Apoptoseprozess einnehmen. Thre Aktivierung bewirkt
den selektiven Abbau zentraler zelluldrer Zielproteine. Hierdurch kommt es zu Frag-
mentierung der DNA, Schrumpfung des Zellkerns und Verlust der Zellform (1). Abhéin-
gig von ihrer Substratpriferenz werden sie in Initiator-Caspasen (Caspase-8, -9 und -10)
und Effektor-Caspasen (Caspase-2, -3, -6 und -7) unterteilt. Caspasen werden als en-

zymatisch inaktive Vorstufen, sogenannte Pro-Caspasen, synthetisiert und im Verlauf
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der Apoptose aktiviert (1). Hierfiir werden bei den Initiator-Caspasen zwei Mechanis-
men beschrieben. Liegt eine hohe lokale Konzentration von Pro-Caspase-8 vor, ist die
intrinsische Protease-Aktivitit des Zymogens ausreichend, um sich zwischen seinen
einzelnen Dominen zu spalten und sich somit selbst zu aktivieren (1). Caspase-9 beno-
tigt fiir ithre Aktivierung die Proteininteraktion mit APAF-1 (Apoptotic Protease-
activating Factor 1). Gemeinsam mit dem mitochondrialen Cytochrom c bilden sie das
sogenannte Apoptosom, ein Holoenzym, das Caspase-3 spaltet. Die Effektor-Caspasen
werden mittels proteolytischer Spaltung durch eine vorgeschaltete Caspase aktiviert (1).
Caspasen konnen iiber zwei unterschiedliche Apoptose-Signalwege aktiviert werden,
die verschiedene Initiator-Caspasen erfordern und auf Ebene der Effektor-Caspasen
zusammenfithren. Man unterscheidet einen intrinsischen und einen extrinsischen

Apoptose-Signalweg, die im Folgenden beschrieben werden (7).

1.1.2  Der extrinsische Apoptose-Signalweg

Der extrinsische oder rezeptorvermittelte Apoptose-Signalweg wird durch die Bindung
spezifischer Liganden an Todesrezeptoren der TNF-R (Tumor Necrosis Factor Recep-
tor)-Superfamilie ausgelost. Diese Rezeptoren sind an der Plasmamembran lokalisiert
und besitzen extrazellulire Cystein-reiche Doménen zur Ligandenbindung sowie eine
zytoplasmatische Todesdoméne. Diese ,,Death Domain* (DD) tiberfiihrt das Todessig-
nal von der Zelloberfldche in intrazelluldre Signalwege (3). Wichtige Todesrezeptoren
sind CD95 (APO-1/Fas), TNFR1 (TNF Receptor 1), TRAIL-R1 (TNF-related Apopto-
sis-inducing Ligand Receptor 1) und TRAIL-R2 (TNF-related Apoptosis-inducing
Ligand Receptor 2). Zu den korrespondierenden Liganden zdhlen CD95L (CD95 Lig-
and), TNF-a (Tumor Necrosis Factor) und TRAIL (TNF-related Apoptosis-inducing
Ligand) (3). Die Bindung eines Liganden an den entsprechenden Rezeptor bewirkt
dessen Trimerisierung sowie die Rekrutierung von zytoplasmatischen Adapterproteinen
an die Todesdoméne. Gemeinsam bilden der aktivierte Rezeptor, Adapterproteine wie
FADD (Fas associated Death Domain) und Caspase-8 den zytosolischen Signaltrans-
duktionskomplex ,,DISC* (Death-inducing signaling Complex) (3). Dies fiihrt zur auto-
katalytischen Spaltung von Caspase-8 und zur konsekutiven Aktivierung der Effektor-
Caspasen. Caspase-8 kann durch proteolytische Spaltung des BCL-2-Proteins BID auch
den mitochondrialen Apoptose-Signalweg aktivieren. Hierdurch wird das Apoptose-

signal verstirkt (3).
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1.1.3  Der intrinsische Apoptose-Signalweg

Der intrinsische oder mitochondriale Apoptose-Signalweg wird durch zellinterne
Stresssignale wie DNA-Schidden, Hypoxie oder Zytokin-Mangel ausgeldost (3). Die
BCL-2-Proteinfamilie funktioniert als Schaltzentrale, die diverse inter- und intrazellu-
lare Signale integriert und bestimmt, ob der intrinsische Apoptose-Signalweg aktiviert
wird oder nicht. Dies geschieht iiber die Interaktionen zwischen anti-apoptotischen und
pro-apoptotischen BCL-2-Proteinen (8). Normalerweise befinden sich diese in einem
Gleichgewichtszustand (9). Uberwiegt das pro-apoptotische Signal, bewirken pro-
apoptotische Effektorproteine wie BAX und BAK die Permeabilisierung der dulleren
Mitochondrienmembran (9). Dadurch gelangen mitochondriale Proteine wie Cytochrom
¢, SMAC/DIABLO, OMI/HTRA?2 und Endonuklease G ins Zytosol (3). Cytochrom c
kann an die C-terminale Region von APAF-1 binden, einem zytosolischen Protein mit
der N-terminalen Caspase-Rekrutierungsdomine ,,CARD* (Caspase Recruitment Do-
main). Hierdurch oligomerisiert diese und rekrutiert konsekutiv die Initiatior-Caspase-9
(3). Dieses Holoenzym, Apoptosom genannt, aktiviert die Effektor-Caspase-3, die eine
zentrale Funktion im Apoptoseprozess einnimmt. SMAC/DIABLO und OMI/HTRA2
wirken Apoptose-fordernd, indem sie IAP (Inhibitor of Apoptosis Protein)-Proteine
neutralisieren (3). Dies sind endogene Caspasen-Inhibitoren, welche die Caspasen-
Funktion mit ihrer BIR (Baculoviral IAP Repeat)-Domine beeintriachtigen. Sie stellen
einen essenziellen zelluldren Kontrollmechanismus dar, um den Zelltod durch eine
zufdllige Caspasen-Aktivierung zu verhindern. Somit liegt ein dynamisches Gleichge-
wicht zwischen pro- und anti-apoptotischen Effektormolekiilen vor, das die apoptoti-

sche Signaltransduktion streng reguliert (3).

1.1.4 Die Familie der BCL-2-Proteine

Die Steuerung des intrinsischen Apoptose-Signalweges erfolgt liber die Familie der
BCL-2 (B-Cell Lymphoma 2)-Proteine. Thre Mitglieder konnen in eine pro- und in eine
anti-apoptotische Fraktion unterteilt werden. Die Interaktion der pro- und anti-apoptoti-
schen Proteine reguliert die Aktivierung der Caspasen und vermittelt somit die Ent-
scheidung, ob eine Zelle iiberlebt oder den Apoptoseprozess durchlauft (9).
Charakteristischerweise besitzen die BCL-2 Proteine mindestens eine BCL-2-
Homology (BH)-Doméne und werden anhand ihrer Funktionalitdt und Struktur in drei
Subgruppen eingeteilt (Abbildung 1). Anti-apoptotische Proteine wie BCL-2, BCL-X|,
BCL-W, MCL-1 (Myeloid Cell Leukemia Sequence 1) und Al unterdriicken den pro-
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grammierten Zelltod (9). Ihre dreidimensionale Struktur ist ein kugelférmiges Biindel
aus flinf amphiphatischen a-Helices, die um zwei zentrale hydrophobe a-Helices ange-
ordnet sind. Die Reste der Doménen BH1, BH2 und BH3 bilden die Rezeptor-Doméne,
eine hydrophobe Bindungsfurche, die mit den BH3-Doméinen (Liganden-Dominen)
pro-apoptotischer BCL-2 Proteine interagieren kann (9). Uber ihre hydrophobe carboxy-
terminale Transmembrandoméne (TM) erfolgt die Bindung an Zellorganellen, z.B. an
die duBere Mitochondrienmembran. BCL-2 ist ein integrales Membranprotein, wihrend
sich BCL-X;, und BCL-W nur nach Eingang eines zytotoxischen Signals mit der Memb-
ran assoziieren. Den anti-apoptotischen Proteinen stehen die Apoptose-fordernden
Proteine gegeniiber, die man zwei unterschiedlichen Fraktionen zuordnen kann. Die
pro-apoptotischen Effektor-proteine BAX (BCL-2-associated X Protein), BAK (BCL-2
Antagonist/Killer) und BOK (BCL-2-related ovarian Killer Protein) sind BCL-2 struk-
turell dhnlich, insbesondere in ihren drei BH-Regionen (BH1-BH3) (8). BAK ist ein
integrales Membranprotein der duleren Mitochondrienmembran, wohingegen BAX als
Monomer im Zytosol vorliegt und sich nur temporir an die Membran verlagert. Als
Antwort auf ein zytotoxisches Signal verdndern die Proteine ihre Konformation und
bilden membranassoziierte Homo-Oligomere. Diese permeabilisieren die duflere Mito-
chondrienmembran, worauthin mitochondriale Proteine ins Zytosol freigesetzt werden
und die Caspasen-Kaskade aktiviert wird (8). Zu den BH3-only-Proteinen zdhlen BID
(BH3-interacting Domain Death Antagonist), BIK (BCL-2-interacting Killer), BAD
(BCL-2 Antagonist of Cell Death), BIM (BCL-2-interacting Mediator of Cell Death),
BMF (BCL-2-modifying Factor), HRK (Harakiri), NOXA und PUMA (P53 upregulated
Modulator of Apoptosis). Sie besitzen strukturell nur die namensgebende BH3-Doméne,
die den Zelltod-fordernden Effekt vermittelt, und in einigen Fillen auch eine Trans-
membrandomine. Uber ihre amphiphatische a-Helix binden sie an die hydrophobe
Bindungstasche der anti-apoptotischen BCL-2-Proteine. Im Normalfall sind die Ef-
fektorproteine BAX und BAK durch Apoptose-hemmende Proteine gebunden und
damit neutralisiert (8). Erhoht sich der Spiegel von BH3-only-Proteinen, verdringen sie
BAX und BAK kompetitiv aus diesen Bindungen. Daraufhin bewirken die freien pro-
apoptotischen Effektor-proteine die Porenbildung in der &uBleren Mitochondrienmemb-
ran. Wihrend die BH3-only-Proteine BIM, tBID (Truncated BID) und PUMA alle anti-
apoptotischen Proteine neutralisieren konnen, bindet BAD selektiv an BCL-2, BCL-X.
und BCL-W und NOXA spezifisch an MCL-1 und Al. AuBlerdem gibt Hinweise darauf,
dass BH3-only-Proteine BAX und BAK auch direkt aktivieren konnen (10).
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Anti-apoptotische BCL-2-Proteine:

BCL-2-Familie: BCL-2, BCL-X,, A1, BCL-W, MCL-1

BH4 BH3 BH1 BH2 ™

Pro-apoptotische BCL-2-Proteine:

BAX-Familie: BAX, BAK, BOK

BH3 BH1 BH2 ™
BH3-only-Familie: BIM, BID, BIK, BAD, BMF, HRK, NOXA, PUMA

|BH3| |TM |

Abbildung 1: Die BCL-2-Familie als Gruppe pro- und anti-apoptotischer Proteine. Die BCL-2-Proteine beste-
hen aus anti-apoptotischen (blau) und pro-apoptotischen Proteinen (griin und rot). Neben dieser funktionellen Eintei-
lung kann eine strukturelle Unterteilung anhand der vorliegenden BH3-Doménen (BH1-BH4) vorgenommen werden.
Anti-apoptotische BCL-2-Proteine (BCL-2, BCL-X;, BCL-W, Al und MCLI) besitzen vier BH-Doménen. Die
Domiénen BH1, BH2 und BH2 bilden eine hydrophobe Tasche, iiber welche die Bindung an BH3-only-Proteine
erfolgt. Die pro-apoptotischen Effektorproteine BAK, BAX und BOK besitzen ebenfalls mehrere BH-Doménen
(BH1-BH3). Die BH3-only-Proteine (BIM, BID, BIK, BAD, BMF, HRK, NOXA, PUMA) weisen nur die BH3-
Domiéne auf, mithilfe derer sie anti-apoptotische BCL-2-Proteine neutralisieren. Viele BCL-2-Proteine besitzen
zusétzlich eine carboxy-terminale hydrophobe Transmembrandoméne (TM), welche die Assoziation mit intra-
zelluldren Membranen vermittelt.

1.1.5 Die Deregulation der BCL-2-Proteine in malignen Zellen

In der Mehrzahl der malignen Zellen liegt eine Stérung des Apoptoseprogrammes vor
(9). Tumorzellen entwickeln eine Vielzahl von Strategien um den programmierten
Zelltod einzuschrinken oder génzlich zu umgehen. Dabei kann Apoptose-Resistenz
durch Uberexpression anti-apoptotischer BCL-2-Proteine sowie durch gezielte Inakti-
vierung pro-apoptotischer BCL-2-Proteine erreicht werden (2). Anti-apoptotische BCL-
2-Proteine nehmen in diesem Kontext eine Funktion als Onkogene ein (9). So findet
sich bei Patienten mit Follikulirem Lymphom in etwa 90% der Fille eine Uberexpres-
sion von BCL-2 als Resultat der chromosomalen Translokation t(14;18) (10). Im Maus-
modell fordert die Uberexpression von BCL-2 die neoplastische Transformation von B-
und T-Lymphozyten sowie myeloischen Zellen, insbesondere bei Co-Expression von
MYC (11). In Tumorzellen wirken also Mutationen, die Proliferation férdern, synergis-
tisch mit Mutationen, die Apoptose einschrinken. AuBerdem vermitteln BCL-2-Prote-
ine die Sensitivitdt einer Zelle gegeniiber einer zytoreduktiven Therapie, da zahlreiche
Zytostatika den mitochondrialen Apoptose-Signalweg induzieren. So wurden Tumor-
zellen durch Uberexpression von BCL-2 in vivo und in vitro refraktir gegeniiber Che-
motherapie und Bestrahlung (9). Eine fehlregulierte Apoptose mit erhohter Expression
anti-apoptotischer BCL-2-Proteine liegt auch in CD34" Knochenmarkzellen von MDS-

10
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Patienten der Hochrisikogruppe vor (12). Pro-apoptotische BCL-2-Proteine hingegen
wirken als Tumorsuppressoren, die in soliden und hdmatologischen Tumorzellen gezielt
deaktiviert werden. Dies betrifft unter anderem BAX und BAK in Leukdmien und im

Kolonkarzinom (9).

1.1.6 Die BH3-mimetische Substanz ABT-737

Das deregulierte Gleichgewicht pro- und anti-apoptotischer Proteine kann als Ansatz-
punkt fiir zielgerichtete Therapiestrategien genutzt werden. Niedermolekulare Inhibito-
ren hemmen anti-apoptotische Proteine und verschieben das Gleichgewicht zwischen
pro- und anti-apoptotischen Proteinen zugunsten des programmierten Zelltods. Durch
die strukturelle Ahnlichkeit der Inhibitoren mit der BH3-Domine der BH3-only-
Proteine ahmen sie deren Funktion nach. Mittels NMR (Nuclear magnetic Resonance)-
Technologie und strukturbasiertem Design entwickelten Oltersdorf et al. die BH3-mi-
metische Substanz ABT-737 (13). Diese bindet mit hoher Affinitit (K; < 1 nM) an die
anti-apoptotischen Proteine BCL-2, BCL-X; und BCL-W, aber nur duBerst schwach an
MCL-1 und A1 (13, 14). Somit dhnelt das Bindungsspektrum von ABT-737 dem BH3-
only-Protein BAD. In priklinischen Untersuchungen erwies sich ABT-737 als beson-
ders wirksam in Zelllinien und primédren Zellen von B-CLL (Chronische Lymphatische
Leukémie) und Follikuldrem Lymphom. Dabei war die Konzentration 1 uM eine Stan-
darddosis fiir Versuche in vitro. Auch in Zelllinien (ECsp < 1 uM) und einem Xenograft-
Modell des kleinzelligen Bronchialkarzinoms (SCLC) induzierte ABT-737 effektiv
Apoptose (13). In AML-Zelllinien variierten die ICso-Werte des Inhibitors zwischen 50
nM und 5000 nM. Primidre AML-Stammzellen reagierten bereits sensitiv auf eine Inhi-
bitor-Dosis von 100 nM. Dabei zeigten Konopleva et al. erstmals, dass eine erhohte
Expression des anti-apoptotischen Proteins MCL-1 ein essenzieller Resistenzfaktor fiir
eine Behandlung mit ABT-737 ist (15). ABT-263 (Navitoclax) besitzt ein vergleichba-
res Proteinbindungsprofil wie ABT-737 bei einer verbesserten Bioverfiigbarkeit. In
einer klinischen Phase-I-Studie mit 29 Patienten mit refraktéirer/rezidivierter CLL er-
zielte die Substanz bei 35% der Patienten eine partielle Remission. Die hdufigste uner-
wiinschte Nebenwirkung der Therapie war eine schwere, dosisabhéngige Thrombozyto-
penie. Sie beruht auf der Inhibition des anti-apoptotischen Proteins BCL-X;, einem
wichtigen Uberlebensfaktor fiir Thrombozyten. Dabei korrelierte die MCL-1-Expres-
sion in CLL-Zellen mit Therapieresistenz, die BIM-Expression mit Sensitivitit gegen-
iiber Navitoclax (16). In einer weiteren Eskalationsstudie mit 53 Patienten mit

therapierefraktdren lymphatischen Malignomen erzielten 10 Patienten eine partielle

11
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Remission. Der groBite Erfolg zeigte sich in der Gruppe der CLL-Patienten, in der sich
die Tumorzelllast bei allen sieben Patienten um mindestens die Hilfte reduzierte. Bei
den dosislimitierenden Ereignissen dominierte abermals die akute Thrombozytopenie
(17). Bedenken gegeniiber dem gehéduften Auftreten dieser spezifischen Nebenwirkung
veranlassten das Unternehmen AbbVie, klinische Studien mit ABT-263 nicht weiter zu

verfolgen.

1.1.7 Der selektive BCL-2-Inhibitor ABT-199

Durch Verdnderung der molekularen Struktur von Navitoclax entstand der BCL-2-
selektive Inhibitor ABT-199 (Venetoclax). Diese Substanz besitzt eine subnanomolare
Affinitdt fiir BCL-2 (K; < 0.010 nM) sowie ein deutlich geringeres Bindungspotenzial
fiir BCL-X¢ (K; = 48 nM), BCL-W (K = 245 nM) und MCL-1 (K; > 444 nM) (18). Die
dosislimitierende Thrombozytopenie von Navitoclax konnte so verhindert werden.
ABT-199 erwies sich als sehr effektiv in primdren CLL-Zellen in vitro (ECso = 0.003
uM) (18). AuBerdem induzierte ABT-199 effektiv Apoptose in AML-Zelllinien und
einem AML-Xenograft-Modell. Die Wirkung auf primére AML-Proben war mit I1Csp-
Werten von 0.43 bis iiber 1000 nM individuell sehr unterschiedlich ausgeprigt. Dabei
korrelierte die BCL-2-Expression der Zellen positiv mit Sensitivitit gegeniiber ABT-
199, wihrend fiir die BCL-Xi-Expression eine inverse Korrelation vorlag. Das Aus-
schalten von MCL-1 erhohte die Sensitivitdit von AML-Zelllinien fiir ABT-199. Eine
Analyse der Proteinexpression von 577 AML-Patienten ergab ein heterogenes Expressi-
onsmuster anti-apoptotischer BCL-2-Proteine innerhalb einer FAB-Gruppe (19). Wenn
man den Effekt der Einzelsubstanzen ABT-199 und ABT-737 direkt miteinander ver-
gleicht, konnen aufgrund des unterschiedlichen Proteinbindungsspektrums auch funkti-
onelle Riickschliisse auf die Abhingigkeit der Zellen von bestimmten BCL-2-Proteinen
gezogen werden. Sowohl ABT-737 als auch ABT-199 verstarkten den Effekt von Aza-
citidin in AML-Zelllinien. Hierfiir wurden fiir ABT-199 hohere Konzentrationen bend-
tigt. Auch als Monotherapeutikum war ABT-737 (ECsp = 0.14 mM) effektiver als ABT-
199 (ECso = 4.3 mM) (19). Bei einer Kohorte von drei Patienten mit refraktiarer CLL
filhrte ABT-199 in einer Einzeldosis von 100 mg oder 200 mg innerhalb von 24 Stun-
den zu einer Reduktion der Lymphadenopathie und einer 95%-Reduktion der Lympho-
zytose im peripheren Blut. Hier bestitigte sich, dass ABT-199 in geringerem Ausmal
Thrombozytopenien verursacht als Navitoclax (18). In Patienten mit rezidivierter oder
refraktdrer CLL, die mit einem Inhibitor des BCR (B-Cell Receptor)-Signaliibertra-

gungswegs vorbehandelt waren und eine del(17p13) bzw. eine 7P53-Mutation aufwie-
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sen, erzielte Venetoclax als Monotherapeutikum eine Remissionsrate von 79% (20).
Aufgrund dieser vielversprechenden Daten ist Venetoclax ist seit Dezember 2016 von
der Europdischen Kommission als Monotherapeutikum fiir dieses Patientenkollektiv
zugelassen. Auflerdem wird Venetoclax als Monotherapie eingesetzt bei rezidivier-
ter/refraktidrer CLL ohne del(17p13) bzw. TP53-Mutation nach Therapieversagen einer

Chemoimmuntherapie und einem Inhibitor des BCR-Signaliibertragungswegs (21).

1.2 Myelodysplastische Syndrome
1.2.1  Definition und Epidemiologie

Myelodysplastische Syndrome (MDS) sind klonale Erkrankungen der hdmatopoetischen
Stammzelle. Sie sind durch Knochenmarkinsuffizienz, Dysplasiezeichen in mindestens
einer hdmatopoetischen Zellreihe und die Tendenz zur Entwicklung einer sekundéren
akuten myeloischen Leukdmie (SAML) gekennzeichnet (5). Leitbefund der Erkrankung
ist meist eine Anémie, oft auch eine Bi- oder Panzytopenie (22). Das Knochenmark ist
hdufig normo- oder hyperzellulér, in der Minderzahl der Félle auch hypozellulér (5).
Die Inzidenz betragt 4-5/100.000 Einwohner und steigt bei der Bevolkerung der tiber
70-Jahrigen auf tiber 30/100.000 an (23). Damit zdhlen MDS zu den héufigsten malig-
nen Erkrankungen des élteren Menschen (4, 5, 24). Das mediane Alter bei Diagnosestel-
lung betrigt ca. 75 Jahre (23). Frauen erkranken etwas seltener an MDS als gleichaltrige
Mainner. Viele Patienten versterben an den Komplikationen der progressiven Zytope-

nien, wie z.B. Infektionen, oder am Ubergang der Erkrankung in eine SAML (25).

1.2.2 Myelodysplastische Syndrome als Stammzellerkrankungen

Ursprung der Erkrankung ist die maligne Transformation einer hématopoetischen
Stammzelle. Durch genetische oder epigenetische Verdnderungen erhédlt sie einen
Wachstumsvorteil gegeniiber den normalen Stammzellen (26, 27). Das Modell der
klonalen Evolution beschreibt komplexe genetische Interaktionen, die kritische Schritte
wihrend der Krankheitsprogression definieren (28). Zusitzliche Verdnderungen der
mesenchymalen Stromazellen, die Fehlregulation der Immunantwort in regulatorischen
T-Zellen und die Ausschiittung pro-inflammatorischer Zytokine wirken sich auBerdem
negativ auf die gesunde Resthdmatopoese aus (5). Im Gegensatz zu anderen malignen
Knochenmarkerkrankungen behalten die klonalen MDS-Zellen zunichst ihre Féhigkeit
zur Differenzierung (4). Mit Fortschreiten der Erkrankung steigt die Anzahl an zytoge-

netischen und molekulargenetischen Aberrationen (5). Weitere Mutationen der gene-
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tisch instabilen Stammzelle begiinstigen die Expansion des malignen Klons und férdern
den Ubergang in eine SAML (22). Mit diesem Schritt verlieren die Knochenmarkzellen
ihre Fahigkeit zur Differenzierung und Apoptose (4). Die meisten MDS-Fille sind
klonal heterogen und besitzen einen begriindenden Klon und mehrere Subklone (29).
Der Hauptklon einer spiteren sAML ist oft schon als kleinerer Subklon im MDS-
Stadium nachweisbar (30). Das Modell der genetischen Pridestination besagt, dass
frithe Driver-Mutationen den kiinftigen Krankheitsverlauf mit einem bestimmten klini-
schen Phénotyp vorschreiben. Frithe molekulargenetische Verdnderungen betreffen
héufig das Spliceosom (SF3B1, Splicing Factor 3B Subunit 1), spéter auch die epigene-
tische Regulation (TET2, Tet Methylcytosine Dioxygenase 2; ASXLI, Additional Sex
Combs-like 1; EZH2, Enhancer of Zeste Homologue 2) und Transkriptionsfaktoren
(RUNXI1, Runt-related Transcription Factor 1). In fortgeschrittenen Krankheitsstadien
treten oft Mutationen der Tumorsuppressorgene (7P53) oder Kinasen (NRAS) auf (28).
Mutationen konnen dem dominanten Klon, wenn sie in der Mehrzahl der Tumorzellen
vorhanden sind, oder einem kleineren Subklon zugeordnet werden. Dabei haben onko-
gene Driver-Mutationen, egal ob sie klonal oder subklonal auftreten, eine negative
prognostische Bedeutung fiir das leukimiefreie Uberleben (28). Zudem sind somatische
Mutationen wie TP53, EZH2, RUNXI oder ASXLI ein unabhingiger Priadiktor fiir ein
schlechtes Gesamtiiberleben der MDS-Patienten (31). Inwiefern der Mutationsstatus der
Patienten auch ihr Therapieansprechen beeinflusst, ist hingegen noch nicht restlos ver-
standen. Patienten mit Mutationen in ASXL/ oder TP53 hatten ein reduziertes Gesamt-
iiberleben unter Standardtherapie mit hypomethylierenden Substanzen (32, 33). Miiller-
Thomas et al. zeigten ein schlechteres Gesamtiiberleben von MDS-Patienten mit 7P53-
Mutation, obwohl diese ebenso auf eine hypomethylierende Therapie ansprachen wie
Patienten ohne Mutation (34). Der Zusammenhang zwischen Mutationsstatus und The-
rapieansprechen von MDS-Patienten ist also noch genauer zu erforschen. Dies gilt
insbesondere fiir eine Therapie mit pro-apoptotischen Substanzen. Vielversprechende
Daten von CLL-Patienten legen nahe, dass der zytotoxische Effekt von ABT-199 in

vitro und in vivo unabhédngig vom Vorliegen einer 7P53-Mutation ist (35, 36).

1.2.3 Dysregulierte Apoptose als stadienabhiingiges Charakteristikum in
MDS

Fehlregulierte Apoptose ist ein zentrales Merkmal im Knochenmark von MDS-
Patienten. Dabei variiert das Ausmal} an Apoptose zwischen den einzelnen Risikogrup-

pen. Verglichen mit gesundem Knochenmark ist die Apoptose-Rate in frithen Krank-
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heitsstadien wie RARS (Refraktire Andmie mit Ringsideroblasten) erhoht (12, 37).
Dies kann den charakteristischen Befund eines meist normo- oder hyperzelluldren Kno-
chenmarks bei gleichzeitigem Vorliegen von Zytopenien im peripheren Blut erkléren
(38). In hidmatopoetischen Zellen von Patienten mit Niedrigrisiko-MDS sind der extrin-
sische und intrinsische Apoptose-Signalweg verstirkt aktiv. Dies zeigt sich an der
Uberexpression von CD95- und TRAIL-Rezeptoren sowie deren Liganden. Als Ursache
werden die Produktion von TNF-a durch Makrophagen, Stromazellen oder T-Zellen
diskutiert (5). AuBBerdem zeigt sich eine erhohte Expression der Initiator-Caspase-9 (5).
Bei Progression der Erkrankung zu RAEB (Refraktire Andmie mit Blastenexzess) sinkt
die Apoptose-Rate in CD34" Zellen. So ist in RAEB die Expression von CD95L und
pro-apoptotischen BCL-2-Proteinen im Vergleich zu RARS vermindert (5). Die zuneh-
mende Apoptose-Resistenz im Knochenmark von RAEB und sAML zeigt sich auch an
der erhohten Expression anti-apoptotischer Proteine (39). Wihrend das Verhéltnis von
pro-apoptotischen Proteinen (BAX, BAD) zu anti-apoptotischen Proteinen (BCL-2,
BCL-X) in RARS erhdht war, dnderte sich dieses Verhéltnis in RAEB durch die relative
Zunahme der BCL-2-Expression und Abnahme der BAD-Expression (12). In fortge-
schrittenen MDS-Stadien erhohen erworbene Apoptose-Defekte in Verbindung mit
verstirkter Proliferation das Risiko einer leukdmischen Transformation. Die Resistenz
gegeniiber der mitochondrialen Apoptose bietet zudem eine mogliche Erklarung fiir das

geringe Ansprechen dieser Patienten auf konventionelle Chemotherapie (5).

Niedrigrisiko-MDS Hochrisiko-MDS/sAML

Apoptose-Uberfluss Apoptose-Resistenz
pop - —> - pop
w @

@ Pro-apoptotische Proteine

@ Anti-apoptotische Proteine

*  Hyperzellularitat im Knochenmark e Akkumulation von Blasten

* Panzytopenie im peripheren Blut * Resistenz gegeniliber konventioneller
Chemotherapie

Abbildung 2: Die stadienabhiingige Fehlregulation der Apoptose im Knochenmark von MDS-Patienten. In
Knochenmarkzellen von Patienten mit Niedrigrisiko-MDS findet verstirkt Apoptose statt. Die Expression pro-
apoptotischer BCL-2-Proteine ist im Vergleich zu anti-apoptotischen BCL-2-Proteinen erhoht. Mit Fortschreiten der
Erkrankung zu Hochrisiko-MDS kehrt sich dieses Verhiltnis um. Hier ldsst sich eine zunehmende Apoptose-
Resistenz mit relativem Uberwiegen der anti-apoptotischen Proteinfraktion feststellen. Bei SAML liegt eine unkon-
trollierte Proliferation von Blasten bei gleichzeitigem Differenzierungsblock vor.
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1.2.4 Diagnose und Stadieneinteilung

Klinische Leitsymptome von MDS-Patienten sind meist Andmie, Infektanfalligkeit und
Blutungskomplikationen bei Thrombozytopenie (5). Die Diagnose eines MDS wird
anhand typischer Verdnderungen in Blutbild, Differentialblutbild und Knochenmark
gestellt. Im Mittelpunkt der Diagnostik steht der zytomorphologische Knochenmarkbe-
fund. Zur Diagnosestellung eines MDS miissen mindestens 10% der Zellen einer Zell-
reihe Dysplasien aufweisen (22). Obligat ist die Bestimmung der Anzahl an dysplasti-
schen Zellreihen und des medulldren Blastenanteils. Diese Parameter gehen in die WHO
(World Health Organization)-Klassifikation (2008) ein (Tabelle 1) (40). Bei einem
Blastenanteil von >20% in Blut und Knochenmark spricht man gemil WHO-

Klassifikation von einer sAML.

MDS-Subtyp Blutbildkriterien KnochenmarkKkriterien
Refraktare Zytopenie mit uniline-  Uni- oder Bizytopenie, Unilineédre Dysplasie bei
arer Dysplasie (RCUD) <1% Blasten >10% der Zellen einer
a) Refraktire Andmie (RA) Reihe,
b) Refraktire Neutropenie (RN) <5% Blasten,
c) Refraktire Thrombopenie (RT) <15%Ringsideroblasten
Refraktire Andmie mit Anémie, Dyserythropoese,
Ringsideroblasten (RARS) keine Blasten <5% Blasten,
>15% Ringsideroblasten

Refraktare Zytopenie mit multi- Zytopenie(n), Dysplasie bei >10% der
linedrer Dysplasie (RCMD) <1% Blasten, Zellen von 2-3 Zellreihen,

Monozyten <1000/pl <5% Blasten
MDS mit isolierter del(5q) Anémie, Normale/vermehrte Mega-

oft Thrombozytose, karyozyten,

<1% Blasten isolierte del(5q)
Refraktare Andmie mit Blasten- Zytopenie(n), Uni- oder multilineére
vermehrung (RAEB-1) <5% Blasten Dysplasie,

<1000/ul Monozyten, 5-9% Blasten,

keine Auerstdbchen keine Auerstdbchen
Refraktire Andmie mit Blasten- Zytopenie(n), Uni- oder multilineére
vermehrung (RAEB-2) 5-19% Blasten, Dysplasie,

<1000/ul Monozyten, 10-19% Blasten,

+ Auerstébchen + Auerstébchen
Unklassifizierte MDS (MDS-U) Zytopenien, Dysplasien bei <10% der

<1% Blasten Zellen, MDS-typische

Zytogenetik, <5% Blasten

Tabelle 1: WHO-Klassifikation Myelodysplastischer Syndrome (2008) (40).

Zytogenetische Verdnderungen sind im MDS prognostisch entscheidend (41-43). Des-
halb ist eine Chromosomenanalyse des Knochenmarkes obligat. Etwa 40% der Patien-
ten weisen einen normalen Karyotyp mit einer giinstigen Prognose auf. Bei der Mehr-

zahl der Patienten sind zytogenetische Aberrationen vorhanden, die mit charakte-
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ristischen klinischen Verldufen einhergehen (41). So besitzen Patienten mit isolierter
del(5q) einen vergleichsweise indolenten klinischen Verlauf (41). Anomalien des
Chromosoms 7 hingegen werden als prognostisch ungiinstig gewertet. Etwa 10-15% der
MDS-Patienten weisen einen komplexen Karyotyp mit mindestens drei chromosomalen
Verdnderungen und schlechter Prognose auf (41). Es stehen mehrere validierte Risi-
koklassifikationen zur Prognoseabschétzung zur Verfiigung. Dazu z&hlen IPSS (Interna-
tional Prognostic Scoring System) (41), IPSS-R (International Prognostic Scoring
System-Revised) (43) und r-WPSS (Revised WHO Prognostic Scoring System) (44). Im
IPSS werden der Karyotyp, der Prozentsatz medullirer Blasten und die Anzahl der
Zytopenien beriicksichtigt (Tabelle 2). Die Definition einer SAML erfolgt bei einer
Blastenzahl von 30%. Bei Patienten der IPSS-Kategorien ,,intermediate-risk 1 oder
Hlow-risk* betriigt die mediane Uberlebenswahrscheinlichkeit drei bis fiinf Jahre, bei

Patienten mit ,,intermediate-risk 2* oder ,,high-risk* lediglich ein bis zwei Jahre (41).

Punktwerte

0 0.5 1 1.5 2
Medulldre Blasten (%) <5 5-10 - 11-20 21-30
Karyotyp* glinstig intermedidr schlecht - -
Zahl der Zytopenien**  0/1 2/3 - - -
Low-risk 0
Intermediate-risk 1 0.5-1
Intermediate-risk 2 1.5-2
High-risk >2.5
*olinstig: normal, -Y, del(5q), del(20q); schlecht: komplex (> 3 Anomalien) oder Chromosom
7-Anomalien; intermedidr: alle anderen
**Hidmoglobin <10 g/dl, Neutrophile <1,8 /nl, Thrombozyten <100 /nl

Tabelle 2: Definition des IPSS nach Greenberg et al. (1997) (41).

Dem r-WPSS (Tabelle 3) liegt die zytomorphologische WHO-Klassifikation (2008)

zugrunde. Zudem sind die Zytogenetik und der Schweregrad der Andmie enthalten.
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0 1 2 3

WHO Subtyp RA, RARS, 5g- RCMD, RCMD- RAEB-1 RAEB-2
RS
Karyotyp* glinstig intermedidr schlecht -

Schwere Anamie** nicht vorhanden vorhanden - -

Very low-risk 0
Low-risk 1
Intermediate-risk 2
High-risk 3-4
Very high-risk 5-6

*ofinstig: normal, -Y, del(5q), del(20q); schlecht: komplex (> 3 Anomalien) oder Chromosom
7-Anomalien; intermedidr: alle anderen
**Hamoglobin <9 g/dL bei Méannern oder <8 g/dL bei Frauen

Tabelle 3: Definition des r-WPSS (44).

Aufgrund der groBen Heterogenitidt chromosomaler Anomalien in MDS wurde die
zytogenetische Klassifikation durch Schanz et al. liberarbeitet und erweitert (42). Diese
zytogenetische Einteilung (Tabelle 4) wurde bei der Revision des IPSS verwendet und
ist Teil des aktuellen IPSS-R. Zudem wurde im IPSS-R bei medulldrer Blastenzahl und
Blutbild genauer differenziert (43).

Risikogruppe Karyotyp Medianes Uber-
leben (Jahre
Sehr giinstig -Y, del(11q) 54
Giinstig normal, del(5q), del(12p), del(20q), Doppel- 4.8
anomalie mit del(5q)
Intermedidr del(7q), +8, +19, i(17q), jede andere Einzel- 2.7
oder Doppelanomalie
Schlecht -7, 3g-Anomalie, Doppelanomalie mit - 1.5
7/del(7q), komplex mit 3 Anomalien
Sehr schlecht komplex mit >3 Aberrationen 0.7

Tabelle 4: Zytogenetische Risikogruppen nach Schanz et al. (2012) (42) und Greenberg et al. (2012) (43).
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1.2.5 Therapie und klinische Prognose

Die Therapie eines MDS erfolgt in Abhédngigkeit vom Krankheitsstadium bzw. der
Risikogruppe. Unter Beriicksichtigung von Alter und Begleiterkrankungen ist bei vielen
MDS-Patienten der Niedrigrisikogruppe eine ,,watch and wait“-Strategie ausreichend.
Supportive Therapieformen umfassen Transfusionen und die bedarfsweise Gabe von
Antibiotika. Als spezifische Behandlung ist Lenalidomid fiir Patienten der IPSS-
Kategorien ,,low-risk” und ,,intermediate-risk 1 mit isolierter del(5q) zugelassen. Die
Substanz wirkt u.a. iiber die Inhibition von TNF-a, die Aktivierung von T- und NK
(Natural Killer)-Zellen und besitzt auch direkte pro-apoptotische Effekte (45). Durch
eine Therapie mit Lenalidomid erreichen ca. 60% der Patienten Transfusionsfreiheit und
etwa 70% der Patienten ein zytogenetisches Ansprechen (46). MDS-Patienten der
Hochrisikogruppe besitzen eine extrem ungiinstige Prognose. Bis zum Ubergang in eine
SAML vergehen hiufig weniger als 1,5 Jahre (25). Bei Patienten der Hochrisikogruppe
sollte die Moglichkeit einer allogenen Stammzelltransplantation gepriift werden. Dies
ist das einzige potenziell kurative Therapieverfahren, das jedoch mit einer hohen Morta-
litdt einhergeht. Die 3-Jahres-Letalitit betrdgt kumulativ 37% (47). Fiir diese Therapie
eignen sich in der Regel Patienten bis zum Alter von 65-70 Jahren ohne relevante Be-
gleiterkrankungen (48). Aufgrund des meist fortgeschrittenen Alters von MDS-
Patienten muss liber dieses Therapieverfahren im Einzelfall entschieden werden (49).
Eine Alternative stellt die epigenetische Therapie mit hypomethylierenden Substanzen
dar. Azacitidin ist ein Pyrimidin-Analogon, das die DNA-Methyltransferase (DNMT)
irreversibel hemmt. Dies kann die normale Funktion von Genen wiederherstellen, die an
der Regulation des Zellzyklus, der Zelldifferenzierung und der Apoptose beteiligt sind
(50). AuBerdem besitzt die Substanz eine direkte zytotoxische Wirkung fiir proliferie-
rende Zellen (51). Eine Therapie mit Azacitidin erwies sich in zwei unabhédngigen rand-
omisierten Studien einer alleinigen Supportivtherapie iiberlegen (52, 53). Dieser Vorteil
driickte sich in einem absoluten Unterschied von 9 Monaten im Gesamtiiberleben aus
(52). Etwa die Hilfte der Patienten spricht auf diese Therapie an. Die mittlere Dauer des
Ansprechens wird mit 14 Monaten beschrieben (6). Nach Therapieversagen betrdgt das
Gesamtiiberleben der Patienten nur wenige Monate (54). Die etablierten Therapiekon-
zepte konnen also die Progression eines MDS verzogern, nicht aber den natiirlichen
Verlauf der Erkrankung authalten. Zudem fehlen effektive Behandlungsmoglichkeiten
nach Versagen einer hypomethylierenden Therapie. Deshalb werden fiir MDS-Patienten

der Hochrisikogruppe dringend neue Therapiestrategien benotigt.
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1.3 Problemstellung

MDS sind klonale Erkrankungen der hdmatopoetischen Stammzellen und gehdren zu
den hiufigsten malignen Erkrankungen des &lteren Menschen (5). Insbesondere MDS-
Patienten der Hochrisikogruppe besitzen eine extrem schlechte Prognose (41). Das
Vorhandensein molekulargenetischer Mutationen in ASXL1, RUNXI, TP53 und EZH2
ist darliber hinaus prognostisch ungiinstig (31). Da die etablierten Behandlungsstrate-
gien in diesem Kollektiv nur begrenzt wirken (6), ist es essenziell, neue Therapiekon-
zepte zu entwickeln. Ein zentraler Pathomechanismus in Hochrisiko-MDS ist die Re-
sistenz gegeniiber dem programmierten Zelltod, die u.a. durch Mitglieder der BCL-2-
Proteinfamilie vermittelt wird (12, 39). Daher stellt die pharmakologische Inhibition
anti-apoptotischer BCL-2-Proteine fiir dieses Patientengut einen aussichtsreichen The-
rapieansatz dar. Das primédre Ziel dieser Dissertation ist, den Effekt BCL-2-inhibieren-
der Molekiile in vitro in primiaren Knochenmarkzellen von MDS- und sAML-Patienten
zu untersuchen. Die Zelltod-Induktion wird mithilfe des BCL-2-selektiven Inhibitors
ABT-199 und des BCL-2/BCL-X/BCL-W-spezifischen Inhibitors ABT-737 durchge-
fiihrt. Da es sich bei MDS um Stammzellerkrankungen handelt, sollen durch eine pro-
apoptotische Intervention insbesondere die MDS-Vorlduferzellen getroffen werden.
Deshalb ist die Toxizitdt der Inhibitoren fiir die Subpopulation der CD34" mononukle-
dren Knochenmarkzellen und fiir die Koloniebildungskapazitit des Knochenmarks von
besonderem Interesse. Bekanntermallen bietet die Mikroumgebung fiir MDS-Zellen ein
protektives Milieu (55, 56). Um der Situation in vivo moglichst nahe zu kommen, wird
ein Teil der MDS-Zellen in Anwesenheit der murinen Stromazelllinie EL0S-1D2 be-
handelt. Dariiber hinaus soll diejenige Patientengruppe identifiziert werden, die optimal
von einer BCL-2-Inhibition profitiert. Mittels durchflusszytometrischer Quantifizierung
relevanter BCL-2-Proteine sollen potenzielle Biomarker bestimmt werden. Diese Ana-
lyse soll auch als Routinevorgang fiir das hdmatologische Labor am Klinikum rechts der
Isar der TU Miinchen etabliert werden und kann als wissenschaftliches Begleitpro-
gramm einer klinischen Studie zur Effektivitdt und Sicherheit von ABT-99 (Veneto-
clax) bei Patienten mit Hochrisiko-MDS/sAML eingesetzt werden. Um festzustellen, ob
MDS-Hochrisiko-Mutationen ein Ausschlusskriterium fiir eine pro-apoptotische Inter-
vention mit ABT-199 darstellen, soll die BCL-2-Inhibition auch in einem Kollektiv von
MDS/sAML-Patienten mit Mutationen in ASXLI, RUNXI, TP53 und EZH? genauer

untersucht werden.
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2 Material, Methoden und Patienten
2.1 Material
2.1.1 Verwendete Software

Bezeichnung Hersteller (Firmensitz, Staat)

FlowJo Software Version 10.05.5

Tree Star Inc. (Ashland, USA)

Microsoft Excel Version 14.6.8

Microsoft (Redmond, USA)

GraphPad Prism Version 5.01

GraphPad Software Inc. (La Jolla, USA)

2.1.2 Standardgeriite

Bezeichnung Hersteller (Firmensitz, Staat)

Analysenwaage

Sartorius AG (Gottingen, DE)

COs,-Inkubator REVCO Ultima

GS Laboratory Equipment (Ashville, USA)

Digitalwaage

Kern & Sohn GmbH (Tiibingen, DE)

Durchflusszytometer FACS Canto 11

BD (Heidelberg, DE)

Fluoreszenzmikroskop BIOREVO BZ-9000

Keyence Deutschland (Neu-Isenburg, DE)

Kiihlzentrifuge 5810R

Eppendorf (Hamburg, DE)

Lichtmikroskop Axiovert 40C

Zeiss (Jena, DE)

Neubauer Zihlkammer

Reichert (New York, USA)

Netzgerit

Bio-Rad (Hercules, USA)

Magnetisches Zelltrennungssystem MACS

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, DE)

Sterile Werkbank

Holten (Gydewang, DK)

Varioklav Dampfsterilisator

H&P Labortechnik (OberschleiBheim, DE)

Vortex Scientific Industries (New York, USA)
Wasserbad Memmert (Schwabach, DE)
Zentrifuge Multifuge 3s Haereus (Hanau, DE)
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2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller (Firmensitz, Staat)

FACS Rohrchen Sarstedt (Niimbrecht, DE)

Falcon 50ml Réhrchen Greiner Bio-One (Frickenhausen, DE)
Falcon 15ml Réhrchen Greiner Bio-One (Frickenhausen, DE)
Falcon Zellsieb Falcon (Tewksbury, USA)

70yM, 100yM

Pipettenspitzen Greiner Bio-One (Frickenhausen, DE)
Sml, 10ml 25ml, 50ml

Pipettenspitzen gestopft Fisher Scientific (Schwerte, DE)

10ul, 20pl, 100ul, 200ul, 1000ul

Pipettenspitzen ungestopft Greiner Bio-One (Frickenhausen, DE)
10pl, 20pl, 100ul, 200ul, 1000ul

Zellkulturschale 100 TPP (Trasadingen, DE)
Zellkulturplatten Falcon (Tewksbury, USA)

96-Well, 24-Well, 12-Well, 6-Well

2.1.4 Chemikalien und biogene Substanzen

Bezeichnung Hersteller (Firmensitz, Staat)

Aqua ad iniectabilia B. Braun Melsungen (Hallbergmoos, DE)
BSA Fraktion V BioLabs (Ibswich, USA)
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich Chemie (Deisenhofen, DE)
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) Carl Roth (Karlsruhe, DE)

Gelatine Losung 2% in H,O Sigma-Aldrich Chemie (Deisenhofen, DE)
HEPES Sigma-Aldrich Chemie (Deisenhofen, DE)
Kaliumchlorid Sigma-Aldrich Chemie (Deisenhofen, DE)
Natriumchlorid Carl Roth (Karlsruhe, DE)
Phosphat-gepufferte Saline (PBS), 1x Gibco (Grand Island, USA)
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2.1.5 Standardlosungen

Bezeichnung Hersteller (Firmensitz, Staat)

Biocoll Separation Solution Biochrom AG (Berlin, DE)

Permeabilisations- und Waschpuffer BD (Heidelberg, DE)

Red Blood Cell Lysis Buffer Intron Biotechnology (Sangdaewon-dong,
Korea)

Trypanblau Invitrogen GmbH (Karlsruhe, DE)

2.1.6 Puffer

Annexin-V-Binding Puffer (10x) 0,1M Hepes/NaOH, pH 7,4
1,4M NaCl 0,9%
25mM CaCl,
FACS-Puffer 1xPBS
3% FCS
MACS-Puffer 1xPBS
0,5% BSA
2mM EDTA

2.1.7 Zellkulturmedien

Bezeichnung Zusammensetzung (Hersteller, Firmensitz, Staat)

Serumfreies Medium IMDM (Gibco, Grand Island, USA)
(SFM) 20 % BIT 9500 (Stemcell Technologies, Vancouver, CAN)
1000 ng/ml Stem-Cell Factor (R&D Systems, Minneapolis, USA)
100 ng/ml Flt-3 Ligand (R&D Systems, Minneapolis, USA)
5 ng/ml Interleukin-6 (R&D Systems, Minneapolis, USA)
10 ng/ml Interleukin-3 (R&D Systems, Minneapolis, USA)
10 ng/ml Thrombopoetin (R&D Systems, Minneapolis, USA)
10 uM B-Mercaptoethanol (Gibco, Grand Island, USA)
4 ug/ml LDL (Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen, DE)
Stroma-Medium AlphaMEM (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, DE)
15 % FCS (Perbio, Bonn, DE)
5 % HS (BioWhittaker, Walkersville, USA)
100U Penicillin-Streptomycin (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, DE)
8 uM Folséure (Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen, DE)
80 uM Inositol (Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen, DE)
10 uM B-Mercaptoethanol (Gibco, Grand Island, USA)

MethoCult H4434 Stemcell Technologies (Vancouver, CAN)
enriched
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2.1.8 Inhibitoren

Bezeichnung Hersteller (Firmensitz, Staat)

ABT-199 Abbvie (North Chicago, USA)

ABT-737 Active Biochem (Maplewood, USA)
2.1.9 Kits

Bezeichnung Hersteller (Firmensitz, Staat)

CD34 MicroBeads Kit Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, DE)

2.1.10 Antikorper

Bezeichnung Konjugat Hersteller (Firmensitz, Staat)
Bcl-2 FITC BD (Heidelberg, DE)
Klon Bcl-2/100
Bel-X, PE Cell Signaling (Cambridge, GB)
Klon 54H6
Mcl-1 APC WEHI (Melbourne, AUS)
Klon 19C4
Fixable Viability Dye AmCyan eBioscience (San Diego, USA)
eFluor® 506
CD33 PC7 Beckman Coulter (Brea, USA)
Klon D3HL60.251
CD34 PC5 Beckman Coulter (Brea, USA)
Klon 581
CD34 eFluor® 450 Pacific Blue eBioscience (San Diego, USA)
Klon P3.6.2.8.1
CD45 APC eBioscience (San Diego, USA)
Klon 2D1
CD45 ECD Beckman Coulter (Brea, USA)
Klon J33
Annexin-V FITC eBioscience (San Diego, USA)
7AAD eBioscience (San Diego, USA)
Fc-Block CD16/CD32 eBioscience (San Diego, USA)
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2.2 Methoden

2.2.1 Patientenproben und Zelllinien

2.2.1.1 MDS-Proben

Die pharmakologische Inhibition anti-apoptotischer Proteine wurde an einer groflen
Kohorte primédrer Knochenmarkproben untersucht (Tabellen 5-9). Dabei handelt es sich
um Knochenmarkaspirat, das MDS- und sAML-Patienten bei einer Knochenmarkpunk-
tion zur Diagnostik und Beurteilung des Therapieerfolges mit einer Jamshidi-Nadel aus
dem Beckenkamm entnommen wurde. Heparinisierte Knochenmarkproben wurden
freundlicherweise von Prof. Dr. Katharina Gotze, Dr. med. Catharina Miiller-Thomas
(ITII. Medizinische Klinik fiir Hdmatologie und internistische Onkologie, Klinikum
rechts der Isar der TU Miinchen), Dr. med. Burkhard Schmidt (Onkologie Pasing, Miin-
chen), Prof. Dr. Dr. Torsten Haferlach und Dr. med. Frauke Bellos (MLL, Miinchen)
zur Verfiigung gestellt. In Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki gaben die
Patienten vor Aufnahme in die Studie ihr schriftliches Einverstéindnis. Ein Ethikvotum
der lokalen Ethikkommission wurde eingeholt. Die Knochenmarkproben wurden frisch
verarbeitet und unabhingig von der bisherigen Therapie oder dem Therapieverlauf der

Patienten in diese Untersuchung aufgenommen.

2.2.1.2 Kontrollproben

Mononukledre Knochenmarkzellen einer alterskorrelierten gesunden Kohorte dienten
als Kontrollproben (Tabelle 6). Sie wurden aus humanen Hiiftkopfen gewonnen, die
orthopédischen Patienten bei Einbau einer Hiift-Totalendoprothese explantiert wurden.
Diese wurden in einer Kooperation mit Dr. med. Johannes Schauwecker bereitgestellt
(Klinik fiir Orthopéddie und Sportorthopidie, Klinikum rechts der Isar der TU Miin-
chen). Ein Ethikvotum der lokalen Ethikkommission wurde eingeholt. Vor Aufnahme in
die Studie erkldrten die Kontrollprobanden schriftlich ihr Einverstindnis. Die Hiiftkopfe
wurden mit einer Knochensplitterzange zu Knochenmarkchips verarbeitet. Anschlie-
Bend wurden die hdmatopoetischen Knochenmarkzellen in Waschschritten mit 1xPBS
herausgelost und die mononukledren Zellen iiber Ficoll-Dichtezentrifugation aufgerei-
nigt. Falls ausreichend Zellen vorhanden waren, erfolgte eine Aufreinigung der CD34"

Stammzellen mittels Microbeads.
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2.2.1.3 Zelllinien

Die murine embryonale Stromazelllinie EL08-1D2 wurde freundlicherweise von PD Dr.
Robert Oostendorp (III. Medizinische Klinik fiir Himatologie und internistische Onko-
logie, Klinikum rechts der Isar der TU Miinchen) zur Verfligung gestellt (57, 58).

2.2.2  Zellbiologische Methoden

2.2.2.1 Kultur der Stromazelllinie EL08-1D2

Die Kultivierung der murinen embryonalen Stromazelllinie EL08-1D2 erfolgte in be-
schichteten Zellkulturplatten (0,1% Gelatine) und Stroma-Medium, das zweimal wo-
chentlich ausgetauscht wurde. In der Ko-Kultur mit humanen Knochenmarkzellen

wurden 1x10° Stromazellen pro Well in einer 24-Well-Platte eingesetzt.

2.2.2.2 Priparation und Kultur primdirer humaner Knochenmarkzellen

Die folgenden Vorgénge der Zellseparation und Zellkultivierung wurden unter sterilen
Bedingungen an einer Werkbank durchgefiihrt. Mononukledre Zellen aus priméiren
humanen Knochenmarkproben wurden durch Dichtegradient-Zentrifugation mit Biocoll
im Verhéltnis 1:1 gewonnen. Nach 15-miniitiger Zentrifugation bei 800 g und Raum-
temperatur hatte sich die Fraktion der mononukledren Knochenmarkzellen aufgrund
ihrer geringeren Dichte deutlich von den Erythrozyten abgesetzt und konnte mit einer
Pipette abgenommen werden. Potenziell noch vorhandene Erythrozyten wurden mit 1
ml hypotonem Lysepuffer aufgelost. AnschlieBend wurden die lebenden Zellen mit
Trypanblau gefdrbt und in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezéhlt. Die Zellen wurden
in einer Konzentration von 5x10°/ml Medium auf einer 24-Well-Platte ausgelegt und

bei 37° C und 5% CO; fiir 72 h kultiviert.

2.2.2.3 Anreicherung von CD34" mononukleiren Knochenmarkzellen

Bei 1x10° Zellen erfolgte die Aufreinigung von CD34" Knochenmarkzellen mittels
MACS (Magnetic activated Cell Sorting)-Technik. Hierfiir wurden die Zellen mit FcR
Blocking Reagent und CD34 MicroBeads aus dem ,, MACS CD34 MicroBead Kit* nach
Anleitung des Herstellers inkubiert und die vorgegebenen Waschschritte mit MACS-
Puffer befolgt. Die Separation der CD34™ und CD34" Zellfraktion wurde an einer LS-
MACS-Sédule durchgefiihrt. Sie enthidlt feine Stahlwolle, an welche die MicroBeads
magnetisch binden. Die durchlaufende CD34" Zellpopulation wurde in einem 15ml-
Zentrifugenrdhrchen gesammelt. Zur Anreicherung der CD34" Zellen wurde die

MACS-Sédule vom Magneten getrennt und gespiilt. Unter Verwendung des Kolbens
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wurde die CD34" Zellfraktion in einem 15ml-Zentrifugenrohrchen gesammelt. Im
Anschluss wurde die erfolgreiche Anreicherung der CD34" Zellen durch eine FACS-
Analyse bestitigt (Abbildung 3). Die Kulturbedingungen der CD34" Zellen entsprachen

denjenigen der mononukledren Knochenmarkzellen.

2.2.2.4 Inhibitorbehandlung
Die Inhibitoren ABT-737 und ABT-199 wurden in DMSO geldst und, wenn nicht an-
derweitig angegeben, in einer finalen Konzentration von 1 uM eingesetzt. Als Lo-

sungsmittelkontrolle wurde DMSO (1:1000) verwendet.

2.2.2.5 Apoptosemessung mittels Durchflusszytometrie

Die Apoptosemessung erfolgte mittels durchflusszytometrischer Detektion von spezifi-
schen Oberflichenmolekiilen. Das Phospholipid-bindende Protein Annexin-V besitzt
eine hohe Affinitit zu Phosphatidylserin, das in frithen Apoptose-Phasen von der Innen-
auf die AuBenseite der Plasmamembran transloziert wird. Der fluoreszierende DNA-
Farbstoff 7-Aminoactinomycin D (7AAD) diffundiert bei defekter Barriere-Funktion
der Zellmembran in spét-apoptotische oder tote Zellen. Die Kombination aus Annexin-
V und 7AAD kann also lebende (negativ fiir Annexin-V und 7AAD), frith apoptotische
(positiv fiir Annexin-V und negativ fiir 7AAD) und spit apoptotische Zellen (positiv fiir
Annexin-V und 7AAD) unterscheiden. Die Zellen wurden in FACS (Fluorescence
activated cell sorting)-Rohrchen iiberfiihrt, mit 1xPBS gewaschen und mit Fc-Block
(1:200), Pacific-Blue-konjugiertem CD34-Antikérper (1:50) und APC-konjugiertem
CD45-Antikorper (1:50) fiir 20 min bei 4° C inkubiert. Nach einem Waschschritt mit 1x
Annexin-V-Binding Puffer erfolgte die Fiarbung mit FITC-konjugiertem Annexin-V-
GFP (1:20) fiir 10 min bei Raumtemperatur im Dunklen. AnschlieBend wurde 7AAD
(1:20) hinzugefiigt und die Zellen am Durchflusszytometer analysiert.

2.2.2.6 Quantifizierung anti-apoptotischer BCL-2-Proteine mittels Durch-
flusszytometrie

Nach einem Waschschritt mit 1xPBS wurden die Zellen mit fixierbarem Vitalfarbstoff
(1:1000) gefarbt und bei 4° C fiir 30 min inkubiert. Es folgten ein Waschschritt mit
FACS-Puffer und die Farbung mit PC5-konjugiertem CD34-Antikorper (1:10) fiir 20
min bei Raumtemperatur in Dunkelheit. Nach zwei weiteren Waschschritten mit FACS-
Puffer wurden die Zellen mit Paraformaldehydlésung (2% PFA) fiir 15 min bei Raum-
temperatur im Dunklen fixiert und zweimal mit Permeabilisierungs-/Waschpuffer ge-

waschen. Dann erfolgte die intrazelluldre Farbung mit dem FITC-konjugierten BCL-2-
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Antikorper (1:5), dem Alexa647-konjugierten MCL-1-Antikorper (1:500) und dem PE-
konjugierten BCL-X;-Antikorper (1:50) bei 4° C fiir 60 min. Entsprechende Isotyp-
Antikorper wurden zur Bestimmung der Hintergrundfdrbung verwendet. Nach zwei
weiteren Waschschritten mit Permeabilisierungs-/Waschpuffer wurden die Zellen in

FACS-Puffer resuspendiert und am Durchflusszytometer analysiert.

2.2.2.7 Etablierung eines FACS-Protokolls fiir das himatologische Routi-
nelabor

ABT-199 soll klinisch gezielt bei derjenigen Patientenpopulation eingesetzt werden, die
hiervon maximal profitiert. Deshalb wurde ein FACS-Protokoll fiir das himatologische
Routinelabor des Klinikums rechts der Isar der TU Miinchen etabliert. Damit kénnen
bei allen MDS/sAML-Patienten, die an klinischen Studien zu Venetoclax (ABT-199)
teilnehmen, standardmiBig die anti-apoptotischen Proteine BCL-2, BCL-XL, und MCL-
1 aus dem Knochenmark quantifiziert werden. Diese kdnnen im Studienverlauf mog-
licherweise eine Funktion als Biomarker einnehmen. Nach einem Waschschritt mit
1xPBS erfolgte die Farbung der Zellen mit PC5-konjugiertem CD34-Antikorper (1:10),
ECD-konjugiertem CD45-Antikoérper (1:10) und PC7-konjugierten CD33-Antikorper
(1:10) fiir 20 min bei Raumtemperatur in Dunkelheit. AnschlieBend wurden die Zellen
mit FACS-Puffer gewaschen und mit Paraformaldehydlésung (2% PFA) fiir 15 min bei
Raumtemperatur in Dunkelheit fixiert. Nach einem Waschschritt mit Permeabilisie-
rungspuffer/Waschpuffer (BD) wurden die Zellen mit dem FITC-konjugierten BCL-2-
Antikorper (1:5), dem PE-konjugierten MCL-1-Antikorper (1:50) oder mit dem PE-
konjugierten BCL-XT -Antikorper (1:50) bei 4° C fiir 60 min gefarbt. Isotypantikorper
wurden zur Bestimmung der Hintergrundfirbung verwendet. Nach einem weiteren
Waschschritt mit Permeabilisierungspuffer/Waschpuffer wurden die Zellen in FACS-
Puffer resuspendiert und am Durchflusszytometer analysiert. Die mittlere Fluores-

zenzintensitdt (MFI) wurde in Relation zur jeweiligen Isotypkontrolle bestimmt.

2.2.2.8 Methylcellulose-Analyse

Die Methylcellulose-Analyse zeigt das Wachstumsverhalten von hématopoetischen
Stamm- und Vorlduferzellen verschiedener Entwicklungsstadien auf. In semisolidem
Medium und unter Einfluss spezifischer Wachstumsfaktoren kann die Proliferation und
Differenzierung hidmatopoetischer Progenitorzellen beurteilt werden. Hierzu wurde
kommerziell erworbene Methylcellulose mit den zugesetzten Zytokinen rh SCF

(Recombinant human Stem-Cell Factor), th GM-CSF (Recombinant human Gra-
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nulocyte Macrophage Colony-stimulating Factor), rh IL-3 (Recombinant human Inter-
leukin-3), rh IL-6 (Recombinant human Interleukin-6), th G-CSF (Recombinant human
Granulocyte Colony-stimulating Factor) und rh EPO (Recombinant human Erythropo-
ietin) zu je 3 ml in Zellkulturréhrchen portioniert und bis zur Verwendung bei -20° C
aufbewahrt. Nach drei Waschschritten mit 1xPBS wurden 1x10* mononukledre Kno-
chenmarkzellen, 350 pl IMDM und 35 pl Penicillin/Streptomycin hinzugefiigt. Nach
griindlichem Mischen der Réhrchen und Entweichen der Luftblasen wurde die Methyl-
cellulose-Zellsuspension mit einer Kaniile auf 2 kleine Zellkulturplatten (Durchmesser 3
cm) verteilt. Die Inkubation erfolgte fiir 14 Tage im Brutschrank bei 37° C und 5%
CO,. Dann wurden die gebildeten Kolonien im Lichtmikroskop ausgezéhlt und anhand
threr Morphologie charakterisiert. Als Kolonien wurden Zellanhdufungen von mindes-
tens 20 Zellen definiert. Dabei wurden die granulozytdren/monozytdren Kolonien CFU-
GM (Colony forming Unit-Granolocyte, Macrophage), die erythroiden Kolonien BFU-
E (Burst forming Unit-Erythrocyte) und die Kolonien CFU-GEMM (Colony forming
Unit-Granulocyte, Erythrocyte, Macrophage, Megakaryocyte), die Zellen beider Reihen
enthalten, unterschieden. Mithilfe des Fluoreszenzmikroskops BIOREVO BZ-9000

wurden Ubersichtsaufnahmen der Platten und einzelner Kolonien angefertigt.

2.2.3 Genexpressionsanalysen

Die Genexpressionsanalysen inkl. Normalisierung wurden mit dem Human Genome
U133 Plus 2.0 Array von Affymetrix (Santa Clara, CA, USA) durchgefiihrt. Die Mes-
sungen jedes Arrays wurden zur Normalisierung durch den iiber alle ,,Calls* (present,
mixed und absent) berechneten Median dividiert und logarithmisch transformiert. Es
wurden BMMNC von 90 MDS-Patienten (del(5q) n=23, RA n=4, RARS n=6, RCMD
n=6, RCMD-RS n=6, RAEB-1 n=23, RAEB-2 n=22) und PBMNC (Peripheral Blood
Mononuclear Cells) von 110 gesunden Kontrollprobanden analysiert. RA, RARS,
RCMD und RCMD-RS wurden friihem MDS zugeordnet. RAEB-1 wurde als interme-
didres MDS-definiert und RAEB-2 als spiates MDS. Um signifikante Unterschiede in
der Genexpression zwischen den MDS-Gruppen ,,frith“, ,,intermediir und ,,spit* sowie
zwischen den Gruppen ,,Mutation nachweisbar vs. ,.keine Mutation nachweisbar* zu
untersuchen, wurde der #-Test fiir unabhidngige Stichproben verwendet. Die p-Werte
sind zweiseitig, mit einem Signifikanzniveau von 0.05, und wurden nicht fiir multiple
Vergleiche angepasst. Alle statistischen Auswertungen wurden mit GraphPad Prism

(Version 5.01) durchgefiihrt.
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2.2.4  Statistische Auswertung

Um signifikante Unterschiede zwischen der behandelten Probe und der Kontrollprobe
zu untersuchen, wurde der #-Test fiir unabhéngige Stichproben verwendet. Die p-Werte
sind zweiseitig, mit einem Signifikanzniveau von 0.05, und wurden nicht fiir multiple
Vergleiche angepasst. Um signifikante Unterschiede hinsichtlich der Apoptose-
Induktion in den verschiedenen MDS-Risikogruppen nachzuweisen, wurde die einfakto-
rielle Varianzanalyse ANOVA (Analyis of Variance) durchgefiihrt, gefolgt von paar-
weisen post-hoc-Vergleichen der Gruppenmittelwerte mit #-Tests, der sogenannten
Bonferroni-Korrektur. Paarweise Differenzen der Mittelwerte sind in den Tabellen 10,
11 und 12 mit 95%-Konfidenzintervall angegeben. Bei der Korrelation von Proteinex-
pression und Viabilitdt der Zellen nach Inhibitor-Behandlung wurde die Effektstirke
durch den Rangkorrelationskoeffizienten p nach Spearman bestimmt. AnschlieBend
wurde der zweiseitige p-Wert mit einem Signifikanzniveau von 0.05 bestimmt. Die
funktionelle Beziehung wurde durch eine lineare Regressionsanalyse beschrieben.
Mithilfe der Geradengleichung konnen aus einer unabhéngigen Variablen x die Eigen-
schaften der abhidngigen Variablen y vorhergesagt werden. Alle statistischen Auswer-

tungen wurden mit GraphPad Prism (Version 5.01) durchgefiihrt.
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Sum of individual

Cytogenetic

Patient A WHO Severe . r-WPSS IPSS /
D ge Gender category Karyotype anemia variables category category risk score
(r-WPSS) (Schanz et al.)
1 52 male RARS 46,XY absent 0 very low low good
2 64 female RARS 46,XX,del(5q) absent 0 very low low good
3 74 male RARS 46,XY absent 0 very low low good
4 80 female RCMD 46,XX absent 1 low int.-1 good
5 76 male RCMD 45X,-Y absent 1 low low very good
6 77 male RCMD 45X,-Y absent 1 low low very good
7 67 male RCMD 46,XY,del(5q) absent 1 low int.-1 good
8 74 male RCMD 46,XY absent 1 low low good
9 70 female RA 46,XX present 1 low int.-1 good
10 72 female RARS 46,XX present 1 low low good
11 76 female RARS 46,XX present 1 low low good
12 70 male RCMD 46,XY absent 1 low int.-1 good
13 74 male RCMD 46,XY present 2 intermediate int.-1 good
14 62 female RCMD 46,XX present 2 intermediate int.-1 good
15 72 male RCMD 46,XY present 2 intermediate int.-1 good
16 41 female RCMD 46,XX present 2 intermediate int.-1 good
17 87 male RAEB-1 46,XY absent 2 intermediate n.d. good
18 53 female RAEB-1 46,XX absent 2 intermediate n.d. good
19 74 male RCMD 46,XY,i(14)(q10) absent 2 intermediate int.-1 intermediate
20 67 male RCMD 46,XY absent 2 intermediate int.-1 good
21 79 male RAEB-1 46,XY absent 2 intermediate int.-1 good
22 87 male RCMD 46,XY present 2 intermediate int.-1 good
23 77 female RAEB-1 46,XX absent 2 intermediate int.-1 good
24 85 male RCMD 45X,-Y present 2 intermediate int.-1 good
25 76 male RCMD 46,XY present 2 intermediate n.d. good
26 74 male RCMD 46,XY present 2 intermediate int.-1 good
27 74 male RAEB-1 46,XY absent 2 intermediate int.-2 good
28 64 male RAEB-2 46,XY absent 3 high int.-2 good
29 73 male RAEB-1 46,XY present 3 high nd. good
30 72 female RAEB-1 46,XX present 3 high int-1 good
31 69 male RAEB-1 46,XY present 3 high int.-1 good
32 84 male RAEB-1 46,XY present 3 high int.-1 good
33 83 male RAEB-1 46,XY present 3 high int.-1 good
34 76 male RAEB-2 46,XY present 4 high high good
35 76 male RAEB-2 46,XY present 4 high high good
36 72 male RAEB-2 46,XY [14], 46,XY,del(9)(q21q34) [4] present 4 high high good
37 81 male RAEB-1 46,XY,t(1;11)(q32;p15) present 4 high int.-2 intermediate
38 71 female RAEB-2 46,XX present 4 high int.-2 good
39 75 male RAEB-1 46,XY,del(7)(q21936) present 4 high int.-2 intermediate
40 73 female RAEB-2 46,XX absent 3 high n.d. good
4 73 female RAEB-2 46,XX absent 3 high nd. good
42 75 female RAEB-1 46,XX,der(22)t(1;22)(q11;p11) absent 3 high int.-2 intermediate
43 84 female RAEB-2 47 XX complex (< 3 aberrations) present 6 very high high poor
44 34 female RAEB-2 46,XX,+8 present 5 very high high intermediate
45 84 female RAEB-2 complex (>3 aberrations) present 6 very high high very poor
incl. del(5q)
46 57 male sAML 45,X,-Y,del(4)(q23q27) present n.a./n.d. poor
47 74 male sAML 46,XY present n.a./nd. good
48 84 male sAML 45.XY C?;'l‘i'z);l((zz; tf;-rrauons) present high very poor
49 78 male sAML 46,XY,i(17)(919) present high intermediate
50 75 male sAML 46,XY complex (< 3 aberrations) present high poor
51 81 male sAML 46,XY,1(2;8)(p10;q10) present n.a./nd. intermediate

Tabelle 5: Klinische Charakteristika des Patientenkollektivs fiir die Inhibition anti-apoptotischer Proteine. Fiir
jede Patientenprobe wurden Alter, Geschlecht, WHO-Kategorie, Karyotyp, Vorliegen einer schweren Anidmie
(Hédmoglobin-Wert <8 g/dl bei Frauen und <9 g/dl bei Ménnern), IPSS-Kategorie und die zytogenetische Risikogrup-
pe nach Schanz et al. dokumentiert. Aus der Summe der Risikoparameter wurde die r-WPSS-Risikogruppe bestimmt.
Die IPSS-Klassifikation wurde in Proben mit verfligbaren klinischen Annotationen durchgefiihrt. Nicht ausreichend
annotierte Proben wurden als n.d. (not done) klassifiziert. Proben von sAML-Patienten mit >29% medullédren Blasten,
bei denen die IPSS-Risikogruppe nicht berechnet werden konnte, wurden als n.a. (not applicable) gekennzeichnet.
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category no. of patients mean age female male
analyzed
total 70 70.4 29 41
healthy 19 64.2 12 7
sAML 6 74.8 0 6
MDS 45 72.3 17 28
r-WPSS
very low 3 63.3 1 2
low 9 73.6 4 B
intermediate 15 721 4 11
high 15 74.5 5 10
very high 3 67.3 3 0
IPSS
low risk 8 70.6 3 5
int.-1 19 73.0 6 13
int.-2 6 73.3 2 4
high 9 73.7 3 6
unclassified / 9 71.9 3 6
non applicable
cyogenetic risk
score
very good 2 76.5 0 2
good 37 721 13 24
intermediate 7 711 2 5
poor 3 72.0 1 2
very poor 2 84.0 1 1

Tabelle 6: Verteilung des mittleren Alters und des Geschlechts des Patientenkollektivs fiir die Inhibition anti-
apoptotischer Proteine.

Patient IPSS ASXL1 RUNX1 TP53 EZH2 Previous
Age Gender . . . .
ID category mutation mutation mutation mutation therapy
1 72 female low absent absent absent absent EPO
2 76 female low absent absent absent absent EPO
3 74 male low absent absent absent absent no therapy
4 83 male low absent absent absent absent no therapy
5 70 female int. | absent absent absent absent no therapy
6 73 female int.| absent absent absent absent na.
7 56 female int. 1 absent absent absent absent na.
8 70 male int. | absent absent absent absent no therapy
9 68 male int. | absent absent absent absent n.a.
10 62 female int. | absent absent absent absent no therapy
11 iyl female int. | absent absent absent absent EPO
12 67 male int. 1 absent absent absent absent no therapy
13 67 male int. | present (n.d.) absent absent absent lenalidomide
14 74 male int. | present (41%) absent absent present (86%) EPO
15 79 male int.| present (40%) present (30%) absent absent EPO
16 64 female int.| absent absent present (40%) absent lenalidomide
17 74 male int.| present (6%) present (16%) absent absent HMA
18 63 male int.| present (n.d.) absent absent absent no therapy
19 61 female int.| absent present (n.d.) absent absent HMA
20 66 male int.| present (n.d.) absent absent absent n.a.
21 80 male int.| present (40%) absent absent absent n.a.
22 87 male int. I absent absent absent absent na.
23 75 male int. I absent absent absent absent n.a.
24 69 male int. |l absent absent absent absent HMA
25 73 female int. |l absent absent present (n.d.) absent n.a.
26 69 male int. Il present (50%) present (50%) absent absent no therapy
27 66 male high absent absent absent absent n.a.
28 86 female high absent absent absent absent n.a.
29 62 female high absent absent absent absent HMA
30 74 male high absent absent absent absent no therapy
31 94 female high absent absent present (40%) absent no therapy
32 74 male high present (50%) present (50%) absent absent HMA
33 76 male SAML absent absent absent absent no therapy
34 78 male sAML present (50%) absent present (63%) absent HMA
35 75 male sAML absent absent present (53%) absent no therapy
36 81 male sAML present (6%) absent absent absent HMA
37 82 male sAML present (6%) absent absent absent HMA
38 65 female sAML absent absent present (61%) absent HMA
39 85 female sAML absent absent present (53%) absent HMA
40 71 male sAML present (11%) absent absent absent n.a.
41 79 female sAML absent absent present (49%) absent n.a.

Tabelle 7: Klinische Charakteristika des Patientenkollektivs fiir die Mutationsanalysen. Alter, Geschlecht,
IPSS-Kategorie, Karyotyp sowie Anwesenheit und Abwesenheit somatischer Mutationen in ASXLI, RUNXI, TP53
und EZH?2 wurden fiir jede MDS- und sAML-Patientenprobe dokumentiert. Die Definition einer SAML erfolgte bei
einer medulldren Blastenzahl > 30%. Der Mutationsstatus der MDS- und sAML-Proben wurde durch konventionelle
Sanger-Sequenzierung oder Next-Generation-Sequenzierung bestimmt. Wenn mdoglich, wurde die Mutationslast als
Prozentzahl angegeben. Waren Proben nicht ausreichend annotiert, wurden sie als n.d. (not done) klassifiziert.
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IPSS no. of patients
category analyzed mean age female male non-mutated  mutated
total 48 70.9 21 27
healthy control 7 63.4 5 2
MDS 32 70.9 13 19 19 13
low 4 76.3 2 2 4 0
int. | 17 66.8 7 10 8 9
int. Il 5 74.6 1 4 3 2
high 6 76.0 3 3 4 2
sAML 9 76.9 3 6 1 8

Tabelle 8: Verteilung der klinischen und molekularen Charakteristika des Kollektivs fiir die Mutationsanaly-
sen.

IPSS sole ASXL1 sole RUNX1 sole TP53 sole EZH2  ASXL1/RUNX1  ASXL1/EZH2 ASXL1/TP53
category mutation mutation mutation mutation mutation mutation mutation
MDS 4 1 3 0 4 1 0

low 0 0 0 0 0 0 0
int. | 4 1 1 0 2 1 0
int. Il 0 0 1 0 1 0 0
high 0 0 1 0 1 0 0
sAML 3 0 4 0 0 0 1

Tabelle 9: Verteilung des Mutationsstatus von ASXL1, RUNXI1, TP53 und EZH?2 bei MDS- und sAML-Patien-
ten fiir die Mutationsanalysen.
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3 Ergebnisse

3.1 Apoptose-Induktion durch BCL-2-Inhibitoren in
primaren humanen Knochenmarkzellen

Die Experimente zur Zelltod-Induktion wurden mit 51 Knochenmarkproben von
MDS/sAML-Patienten durchgefiihrt (Tabelle 5). Fiir die Analysen zum Einfluss mole-
kulargenetischer Mutationen auf eine selektive BCL-2-Inhibition stand ein Kollektiv
von 41 Patientenproben zur Verfiigung (Tabelle 7). Diese Proben wurden im Rahmen
einer routinemiBigen Knochenmarkpunktion zur Diagnostik oder Uberpriifung des
Therapieansprechens gewonnen. Mononukledre Knochenmarkzellen von 19 alterskor-
relierten, hdmatologisch gesunden Kontrollpatienten stammten aus humanen Hiiftkop-
fen, die bei Einbau einer totalen Hiift-Endoprothese explantiert wurden (Tabelle 6). Alle
Knochenmarkproben wurden frisch verarbeitet, um optimale Uberlebensverhiltnisse der
Zellen zu schaffen und eine unerwiinschte Zelltod-Induktion vor Inhibitor-Behandlung
zu verhindern. Wenn nicht anderweitig angegeben, betrug die Inhibitor-Konzentration 1
uM. Diese Standarddosis wurde in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe zur Bestimmung der
Dosis-Wirkungs-Beziehung fiir ABT-737 ermittelt (59). Der Effekt von ABT-737 auf
primédre humane MDS/sAML-Zellen wurde bereits von Mitgliedern der Arbeitsgruppe
untersucht. Daher soll in der vorliegenden Arbeit vorrangig auf die Apoptose-Induktion
durch den selektiven BCL-2-Inhibitor ABT-199 eingegangen werden. Das giinstigere
Nebenwirkungsprofil macht diese Substanz besonders attraktiv fiir eine klinische An-
wendung (18). Die klonale Hierarchie im MDS wird durch eine stammzelldhnliche
Population und eine reifere Zellpopulation beschrieben (27). Um sie zu unterscheiden,
wurden in der Durchflusszytometrie CD34" Zellen angefirbt, die zum Teil die MDS-
verbreitenden Progenitorzellen enthalten (12, 27, 38, 60). SchlieBlich wurde die Viabili-
tat vor und nach Inhibitor-Behandlung in der Gesamtheit der Knochenmarkzellen und in

der Subgruppe der CD34" Stamm-/Progenitorzellen durchflusszytometrisch bestimmit.

3.1.1 ABT-199 induziert keine Apoptose in primiren Knochenmarkzellen

gesunder Kontrollpatienten

Um toxische Effekte des BCL-2-Inhibitors auf die gesunde Rest-Hidmatopoese von
MDS-Patienten auszuschlieen, wurde die Apoptose-Induktion in Knochenmarkzellen
einer gesunden Kontrollkohorte analysiert. Die Knochenmarkkapazitét verdndert sich

mit zunehmendem Alter. Daher wurden alterskorrelierte Kontrollen verwendet, um die
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MDS-Patientenpopulation moglichst genau nachzuahmen und einen moglicherweise
toxischen Effekt von ABT-199 zu iiberpriifen. Fiir die Kontrollproben wurde das Kno-
chenmark aus humanen Hiiftkopfen gewonnen, die ansonsten nach Implantation einer
totalen Hiift-Endoprothese in der Abteilung fiir Orthopddie verworfen worden wéren.
Patienten mit hdmato-onkologischer Vorerkrankung oder relevanten Blutbild-Verénde-
rungen wurden nicht aufgenommen. Die Hiufigkeit CD34" Zellen betriigt in gesundem
Knochenmark nur etwa 1-4% aller mononukledren Zellen (61). Aus diesem Grund
wurde die CD34" Zellpopulation per MACS-Aufreinigung angereichert, um den Effekt
von ABT-199 auf diese zelluldre Subgruppe addquat darstellen zu konnen (Abbildung

3). Zudem erfolgte eine durchflusszytometrische Analyse der gesamten mononukleéren

Knochenmarkzellen.
__anti-
# CD34
AR -—-isotype
=2 o o
o| ! 96.2%
(& I
| \
I |
]
i
ole/ \
1010210104105

Abbildung 3: Aufreinigung von CD34" Stamm-/Progenitorzellen aus humanen mononukleiren Knochen-
markzellen. CD34" Zellen von gesunden Kontrollpatienten wurden durch eine positive Selektion mittels ,,MACS
CD34 MicroBead Kit“ angereichert. Der Reinheitsgrad CD34" mononukledrer Knochenmarkzellen eines individuel-
len représentativen Kontrollpatienten wurde mittels Durchflusszytometrie im Vergleich zur Isotypkontrolle bestimmt.

Da die Untersuchungen am erkrankten Knochenmark einen maximalen Effekt nach
Inhibitor-Behandlung fiir 72h zeigten (Abbildung 5), wurde dieser Messzeitpunkt fiir
das Knochenmark der gesunden Kontrollkohorte iibernommen. Um die Wirkung von
ABT-199 auf gesunde CD34" Zellen im Zeitverlauf zu untersuchen, wurde die Viabili-
tat dieser Zellpopulation vor Inhibitor-Behandlung und in den Zeitabstdnden von 24h,
48h und 72h nach Inhibitor-Behandlung durchflusszytometrisch gemessen. In représen-
tativen Patientenproben wurde zu keiner Zeit Apoptose durch ABT-199 ausgeldst (Ab-
bildung 4B). Exemplarische FACS-Plots zeigen, dass eine Behandlung mit ABT-199
(1uM) fiir 72h keinen toxischen Effekt auf die Population der CD34" Stamm- und Pro-
genitorzellen ausiibt (Abbildung 4A). Die fehlende Toxizitdt von ABT-199 auf gesun-
des Knochenmark konnte auch bei der Untersuchung der Gesamtpopulation mo-
nonukledrer Zellen gezeigt werden. Hier wurde weder nach 72h (Abbildung 4C) noch
im Zeitverlauf (Abbildung 4D) Apoptose durch den BCL-2-Inhibitor induziert. Somit
ist ABT-199 in gesundem Knochenmark weder toxisch fiir die Gesamtheit mononukleé-
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rer Knochenmarkzellen, noch fiir die CD34" Subpopulation. Diese Ergebnisse bestitig-
ten sich bei einer grofleren Kontrollkohorte (n=19) (Abbildungen 6 und 7).
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Abbildung 4: ABT-199 ist nicht toxisch fiir Stamm- und Progenitorzellen sowie die Gesamtheit der Knochen-
markzellen einer gesunden, alterskorrelierten Kontrollkohorte. Als Losungsmittelkontrolle dienten DMSO-
behandelte Zellen. (A) Mononukledre Knochenmarkzellen eines individuellen gesunden Kontrollpatienten nach
Aufreinigung CD34" Knochenmarkzellen bis zu einer Reinheit von >95% wurden mit ABT-199 (1uM) behandelt.
Apoptose wurde nach 72 Stunden in der Durchflusszytometrie mittels Farbung auf Annexin V und 7AAD analysiert.
(B) Gezeigt wird die Viabilitit CD34" Knochenmarkzellen eines individuellen gesunden Kontrollpatienten im
Zeitverlauf zu den angegebenen Zeitpunkten nach Behandlung mit ABT-199 (1pM) wie in A. Lebende Zellen
wurden als Prozentsatz der lebenden Zellen zu Beginn des Experiments dargestellt. (C) Mononukledre Knochen-
markzellen eines individuellen alterskorrelierten gesunden Kontrollpatienten wurden mit ABT-199 (1uM) behandelt.
Apoptose wurde nach 72 Stunden in der Durchflusszytometrie mittels Farbung auf Annexin V und 7AAD analysiert.
(D) Gezeigt wird die Viabilitdt mononukledrer Knochenmarkzellen eines individuellen gesunden Kontrollpatienten
im Zeitverlauf zu den angegebenen Zeitpunkten nach Behandlung mit ABT-199 (1uM) wie in C. Lebende Zellen
wurden als Prozentsatz der lebenden Zellen zu Beginn des Experiments dargestellt.

3.1.2 ABT-199 und ABT-737 induzieren schnell und effektiv Apoptose in
CD34" Knochenmarkzellen von Hochrisiko-MDS/sAML

Knochenmarkzellen von MDS-Patienten der Hochrisikogruppe weisen eine Resistenz
gegeniiber dem programmierten Zelltod auf (12, 39). Niedermolekulare Inhibitoren
wurden bereits erfolgreich zur Reaktivierung der mitochondrialen Apoptose eingesetzt
(16, 18, 35, 36). Deshalb wurde der Einfluss des BH3-Mimetikums ABT-737 und des
selektiven BCL-2-Inhibitors ABT-199 auf primdre mononukledre Knochenmarkzellen
von MDS- und sAML-Patienten untersucht. Hierzu wurden die Inhibitoren einmalig in
der durch Titrationsversuche bestimmten Standarddosis von 1 puM eingesetzt. Die

Halbwertszeit von ABT-199 betrdgt 26h in vivo (62). Zur Ermittlung der idealen Inku-
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bationszeit in vitro wurde die Viabilitit von CD34" mononukleiren Knochenmarkzellen
durchflusszytometrisch vor Inhibitor-Behandlung und zu Messpunkten von 24h, 48h
und 72h nach Inhibitor-Behandlung bestimmt. Drei exemplarische Patientenproben
zeigten, dass beide Inhibitoren im Zeitverlauf nur einen minimalen Effekt auf CD34"
Knochenmarkzellen des ,,Jlow-risk““-Patienten ausiiben. Im Knochenmark des ,,interme-
diate-risk*“-Patienten konnte eine méiBige Zelltod-Induktion durch ABT-199 und ABT-
737 festgestellt werden. Hingegen wurde in den Stamm- und Progenitorzellen eines
,high-risk/SAML*“-Patienten bereits nach 24h effektiv Apoptose ausgeldst (Abbildung
5B). Das Wirkmaximum bei Patienten mit ,,low-risk*/“intermediate-risk“-MDS zeigte
sich, wenn auch in geringerem Ausmal, nach einer Inkubationszeit von 72h. Es kann
also davon ausgegangen, werden, dass ein Messzeitpunkt bei 72h am giinstigsten fiir die
Diskrimination sensibler und resistenter Proben ist. Deshalb wurde eine Inhibitor-
Konzentration von 1 pM bei einer Behandlungsdauer von 72h als Standardbedingung
fiir die folgenden Analysen einer groferen Patientenkohorte gewéhlt. Repréisentative
FACS-Plots zeigen die Viabilitit CD34" Zellen vor Inhibitor-Behandlung und 72h nach
Behandlung mit ABT-737 (1 uM), ABT-199 (1 uM) und Losungsmittelkontrolle
DMSO (Abbildung 5A). Dabei war, wie bereits fiir AML-Zelllinien beschrieben (19),
die Wirkung von ABT-737 bei breiterem Proteinbindungsspektrum stiarker als der Ef-
fekt des selektiven BCL-2-Inhibitors ABT-199. Der Vergleich beider Inhibitoren in
einer Patientenprobe erlaubt auch den funktionellen Riickschluss, dass die Apoptose-
Resistenz in Hochrisiko-MDS/sAML nicht allein durch das anti-apoptotische Protein
BCL-2 vermittelt wird.
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Annexin V

Abbildung 5: ABT-199 und ABT-737 toten Stamm- und Progenitorzellen von Patienten mit ,.high-risk*-
MDS/sAML zeitabhingig. (A) Die Viabilitit von CD34" mononukleiren Knochenmarkzellen wurde nach Behand-
lung mit Losungsmittelkontrolle (DMSO) und nach Inhibitorbehandlung mit ABT-199 (1uM) und ABT-737 (1pM)
zu den angegebenen Zeitpunkten in der Durchflusszytometrie mittels Farbung auf Annexin V und 7AAD bestimmt.
Dabei handelt es sich um drei représentative MDS-Patienten mit der r-WPSS-Klassifikation ,,low-risk“-MDS,
iintermediate-risk“-MDS und ,,high-risk“~-MDS/sAML. (B) Die Viabilitdt der Zellen, die wie in A mit Losungsmit-
telkontrolle (DMSO), ABT-199 und ABT-737 behandelt wurden, wurden zu den angegebenen Zeitpunkten analysiert
und als Prozentsatz der lebenden Zellen zu Beginn des Experiments dargestellt.

3.1.3 Reaktivierung der Apoptose durch ABT-199 iiberwindet die Apoptose-
Resistenz in ,,high-risk“-MDS und sAML

Niedermolekulare Inhibitoren sind ein neuer und vielversprechender Ansatz zur Reakti-
vierung der mitochondrialen Apoptose in malignen Zellen. Im Gegensatz zu seiner
Vorgéngersubstanz ABT-737 verursacht der BCL-2-selektive Inhibitor ABT-199 bei
dhnlicher Wirkung in vivo keine schweren Thrombozytopenien (18). Das giinstigere
Nebenwirkungsprofil macht ABT-199 zu einer erfolgversprechenden Substanz fiir eine
klinische Anwendung am Patienten. In dieser Arbeit wurde die Toxizitdt von ABT-199
in 30 primdren Knochenmarkproben von MDS/sAML-Patienten untersucht und mit
einer Kohorte aus 7 gesunden Kontrollprobanden verglichen. Die Viabilitdt der Zellen
wurde zu den zuvor ermittelten Standardbedingungen, also 72h nach Inhibitor-
Behandlung mit 1uM ABT-199, in der Durchflusszytometrie analysiert. Fiir den Thera-
pieerfolg von ABT-199 ist es entscheidend, die pathologische MDS-Stammzelle zu
treffen. Deshalb wurden durchflusszytometrisch CD34" Knochenmarkzellen angefirbt,
um den Effekt von ABT-199 in dieser Zellpopulation darzustellen. In diesem Experi-
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ment lieB sich abermals feststellen, dass ABT-199 keinen toxischen Effekt auf CD34"
Zellen von einer Kohorte aus 7 gesunden Patienten hat (Abbildung 6). Im Vergleich zu
gesunden Kontrollen war die Apoptose-Induktion in den Stamm- und Progenitorzellen
von Patienten der r-WPSS-Kategorie ,,intermediate-risk”, ,,(very) high-risk” und
,»SAML* signifikant erhdht. Zudem konnten signifikante Unterschiede beim Vergleich
unterschiedlicher MDS-Risikogruppen nachgewiesen werden, wie beim Vergleich von
»(very) low-risk” mit ,intermediate-risk®, (very) high-risk und ,sSAML®. AuBlerdem
totete ABT-199 signifikant mehr Zellen in ,,sSAML“-Proben als in Proben von Patienten
mit ,intermediate-risk“-MDS (Abbildung 6A). In den 24 primiren MDS-Patienten-
proben, bei denen der IPSS-Score berechnet werden konnte, wurden signifikante Unter-
schiede hinsichtlich der Apoptose-Induktion festgestellt, wenn gesunde Kontrollproben
mit ,intermediate-risk 1%, ,jintermediate-risk 2 und ,high-risk* verglichen wurden.
AuBlerdem zeigte sich ein signifikanter Unterschied beim Vergleich von ,,low-risk*-
MDS mit ,,high-risk“~-MDS (Abbildung 6B). Ein dhnliches Muster konnte beobachtet
werden, wenn MDS-Patienten nach der WHO-Klassifikation (2008) eingeteilt wurden.
Diese Klassifikation basiert primér auf dem histomorphologischen Befund und beinhal-
tet keine klinischen Parameter. Signifikante Unterschiede in der Apoptose-Induktion
wurden beim Vergleich von gesundem Knochenmark mit Patientenproben der Gruppen
,.RAEB-1“, , RAEB-2*“ und ,,sSAML" entdeckt. Aulerdem wurden in ,,RAEB-1* und
»SAML® gegeniiber ,,RARS signifikant mehr Zellen durch ABT-199 getdtet. Dies
zeigte sich auch bei ,,RCMD* gegeniiber ,,RAEB-1“ und ,,sAML* (Abbildung 6C). Die
erhebliche Heterogenitdt humaner Myelodysplastischer Syndrome wird teilweise durch
zytogenetische Aberrationen erklért, die zunehmend fiir die Prognoseeinschéitzung
verwendet werden. Aus diesem Grund wurde unsere Kohorte nach der zytogenetischen
Risikoklassifikation von Schanz et al. analysiert, um zu testen, ob zytogenetische Aber-
rationen den Effekt von ABT-199 beeinflussen. Beim Vergleich der Zelltodinduktion in
Knochenmarkproben von Patienten mit ,,glinstiger* Prognose, ,,intermediérer* Prognose
und ,,(sehr) ungiinstiger” Prognose konnte ein Trend zum signifikanten Unterschied
(einseitige ANOVA p <0.054) festgestellt werden (Abbildung 6D). Zusammenfassend
kann festgestellt werden, dass die Wirkung von ABT-199 in CD34" Zellen mit zuneh-

mender Risikogruppe steigt.
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Abbildung 6: Die Wirksamkeit von ABT-199 in Progenitor-/Stammzellen steigt mit der MDS-Risikogruppe.
Die Viabilitit von CD34" mononukleiren Knochenmarkzellen von MDS-Patienten unterschiedlicher Risikogruppen
wurde in der Durchfluzytometrie nach Farbung auf Annexin V und 7AAD bestimmt. Gezeigt wird jeweils das
Verhdltnis zwischen lebenden Zellen nach Inhibitor-Behandlung und lebenden Zellen nach Behandlung mit der
Losungsmittelkontrolle (DMSO) fiir 72h. Aufgetragen sind zudem der Median und die Standardabweichung. Die
Ergebnisse der einseitigen ANOVA werden angegeben. Die Ergebnisse des paarweisen post-hoc #-Tests werden in
der Abbildung angezeigt (* = p<0.05, ** = p<0.005, *** = p<0.0005). Die paarweisen Differenzen der Mittelwerte
mit 95%-Konfidenzintervall sind in Tabelle 10 aufgelistet. (A) CD34" mononukleire Knochenmarkzellen von 7
gesunden Spendern, 8 Patienten der r-WPSS-Kategorie ,,(very) low-risk®, 7 Patienten der r-WPSS-Kategorie ,,inter-
mediate-risk“, 10 Patienten der r-WPSS-Kategorie ,,(very) high-risk* und 5 Patienten mit SAML aus MDS wurden
fiir 72h mit ABT-199 (1uM) oder Losungsmittelkontrolle (DMSO) behandelt. Der p-Wert der einseitigen ANOVA
betrug <0.0001. (B) CD34" mononukleire Knochenmarkzellen von 7 gesunden Spendern, 5 Patienten der IPSS-
Kategorie ,,low-risk, 11 Patienten der IPSS-Kategorie ,,intermediate-risk 1, 4 Patienten der IPSS-Kategorie ,,inter-
mediate-risk 2 und 4 Patienten der IPSS-Kategorie ,high-risk“ wurden fiir 72h mit ABT-199 (1uM) oder
Losungsmittelkontrolle (DMSO) behandelt. Der p-Wert der einseitigen ANOVA betrug 0.0036. (C) CD34" mono-
nukledre Knochenmarkzellen von 7 gesunden Spendern, 4 Patienten der WHO-Kategorie ,,RARS, 8 Patienten der
WHO-Kategorie ,,RCMD*, 10 Patienten der WHO-Kategorie ,,RAEB-1%, 3 Patienten der WHO-Kategorie ,,RAEB-
2“und 5 Patienten mit SAML wurden fiir 72h mit ABT-199 (1pM) oder Losungsmittelkontrolle (DMSO) behandelt.
Der p-Wert der einseitigen ANOVA betrug 0.0018. (D) CD34" mononukleire Knochenmarkzellen von 7 gesunden
Spendern, 23 Patienten mit ,,giinstiger Prognose, 4 Patienten mit ,,intermedidrer” Prognose und 3 Patienten mit
,»(sehr) ungiinstiger Prognose nach der zytogenetischen Einteilung von Schanz et al. wurden fiir 72h mit ABT-199
(1uM) oder Losungsmittelkontrolle (DMSO) behandelt. Der p-Wert der einseitigen ANOVA betrug 0.0541.
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Das primire Ziel einer Behandlung mit niedermolekularen Inhibitoren ist es, moglichst
gezielt Zelltod in den MDS-Stammzellen zu induzieren. MDS-Zellen reifen zwar aus,
tragen dann aber nicht zu einer effektiven Himatopoese bei. Um zu verstehen, ob ABT-
199 auch das Uberleben differenzierterer Zellpopulationen beeinflusst, wurde die
Apoptose-Induktion ebenfalls in der Gesamtheit der mononukledren Knochenmarkzel-
len bestimmt. Auch hier zeigte sich, dass das Knochenmark gesunder Spender (n=14)
von einer Zelltod-Induktion durch ABT-199 unbeeinflusst bleibt (Abbildung 7). Bei
Analyse der Patientendaten nach r-WPSS konnten im Vergleich zu der gesunden Kon-
trollkohorte signifikante Unterschiede in der Apoptose-Induktion bei Patienten der
Risikogruppen ,,intermediate-risk*, ,,(very) high-risk* und ,,sSAML* festgestellt werden.
AuBerdem wurde in diesen Patientengruppen auch im Vergleich zu ,,low-risk“-MDS
signifikant mehr Apoptose ausgeldst (Abbildung 7A). Ahnliche Ergebnisse wurden
erzielt, wenn die Patienten nach weiteren Klassifikationssystemen eingeteilt wurden.
Bei Verwendung des IPSS wurden im Vergleich zu gesunden Spendern bei MDS-
Patienten mit ,,intermediate-risk 1, ,intermediate-risk 2 und ,,high-risk* signifikant
mehr Knochenmarkzellen durch ABT-199 getotet. AuBerdem lie3 sich hier auch ein
signifikanter Unterschied beim Vergleich von ,,low-risk mit ,,intermediate-risk 1* und
mintermediate-risk 2* feststellen (Abbildung 7B). Wenn Patienten nach histomorpholo-
gischen Parametern der WHO-Klassifikation gruppiert wurden, starben ,,RAEB-1- und
,SAML“-Proben als Reaktion auf ABT-199 signifikant besser ab als gesundes Kno-
chenmark, ,,RARS*- und ,,RCMD*“-Proben (Abbildung 7C). Fiir den zytogenetischen
Risikoscore nach Schanz ef al. konnte in der Gesamtheit der Knochenmarkzellen im
Vergleich zu gesundem Knochenmark eine signifikante Apoptose-Induktion fiir MDS-
Patienten mit ,,glinstiger Prognose, ,,intermediérer” Prognose und ,,(sehr) ungiinstiger*
Prognose nachgewiesen werden (Abbildung 7D). Zusammenfassend konnten in allen
MDS-Klassifikationssystemen signifikante Unterschiede hinsichtlich der Apoptose-
Induktion zwischen Proben niedrigerer und hoherer Risikogruppen beobachtet werden.
Dies zeigt, dass die Wirkung von ABT-199 auch in der Gesamtheit mononukleérer

Knochenmarkzellen mit zunehmender MDS-Risikogruppe steigt.
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Abbildung 7: Die Wirksamkeit von ABT-199 in reifen Knochenmarkzellen steigt mit der MDS-Risikogruppe.
Die Viabilitét reifer mononukledrer Knochenmarkzellen von MDS-Patienten unterschiedlicher Risikogruppen wurde
in der DurchfluBzytometrie nach Farbung auf Annexin V und 7AAD bestimmt. Gezeigt wird jeweils das Verhéltnis
zwischen lebenden Zellen nach Inhibitor-Behandlung und lebenden Zellen nach Behandlung mit der
Losungsmittelkontrolle (DMSO) fiir 72h. Aufgetragen sind zudem der Median und die Standardabweichung. Die
Ergebnisse der einseitigen ANOVA werden angegeben. Die Ergebnisse des paarweisen post-hoc #-Tests werden in
der Abbildung angezeigt (* = p<0.05, ** = p<0.005, *** = p<0.0005). Die paarweisen Differenzen der Mittelwerte
mit 95%-Konfidenzintervall sind in Tabelle 11 aufgelistet. (A) Mononukledre Knochenmarkzellen von 14 gesunden
Spendern, 10 Patienten der r-WPSS-Kategorie ,,(very) low-risk“, 12 Patienten der r-WPSS-Kategorie ,,intermediate-
risk®, 15 Patienten der r-WPSS-Kategorie ,,(very) high-risk“ und 5 Patienten mit SAML aus MDS wurden fiir 72h mit
ABT-199 (1uM) oder Losungsmittelkontrolle (DMSO) behandelt. Der p-Wert der einseitigen ANOVA betrug
0.0001. (B) Mononukledre Knochenmarkzellen von 14 gesunden Spendern, 7 Patienten der IPSS-Kategorie ,,low-
risk®, 16 Patienten der IPSS-Kategorie ,,intermediate-risk 1“, 5 Patienten der IPSS-Kategorie ,,intermediate-risk 2
und 7 Patienten der IPSS-Kategorie ,high-risk* wurden fiir 72h mit ABT-199 (1pM) oder Losungsmittelkontrolle
(DMSO) behandelt. Der p-Wert der einseitigen ANOVA betrug 0.0003. (C) Mononukledre Knochenmarkzellen von
14 gesunden Spendern, 5 Patienten der WHO-Kategorie ,,RARS®, 12 Patienten der WHO-Kategorie ,,RCMD*, 13
Patienten der WHO-Kategorie ,,RAEB-1%, 7 Patienten der WHO-Kategorie ,,RAEB-2“ und 5 Patienten mit sAML
wurden fiir 72h mit ABT-199 (1uM) oder Losungsmittelkontrolle (DMSO) behandelt. Der p-Wert der einseitigen
ANOVA betrug 0.0005. (D) Mononukledre Knochenmarkzellen von 14 gesunden Spendern, 2 Patienten mit ,,sehr
giinstiger Prognose, 30 Patienten mit ,,glinstiger” Prognose, 6 Patienten mit ,,intermedidrer” Prognose und 4 Patien-
ten mit ,,(sehr) ungiinstiger Prognose nach der zytogenetischen Einteilung von Schanz et al. wurden fiir 72h mit

ABT-199 (1uM) oder Losungsmittelkontrolle (DMSO) behandelt. Der p-Wert der einseitigen ANOVA betrug
0.0417.
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Im Folgenden sollen die statistischen Methoden zur Ermittlung der Apoptose-Induktion
durch ABT-199 kurz erldutert werden. Die Abbildungen 6 und 7 stellen die Toxizitét
des BCL-2-Inhibitors in verschiedenen MDS-Risikogruppen dar. Aufgrund der vielen
Einzelvergleiche wiirde der #-Test fiir unabhéngige Stichproben die Wahrscheinlichkeit
fiir einen Fehler 1. Art, also die Nullhypothese fdlschlicherweise abzulehnen, deutlich
erhohen. Stattdessen wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) durchgefiihrt.
Hierdurch tiberpriift man mit nur einem Test, ob die Mittelwerte iiber alle Gruppen
gleich sind. Die Ergebnisse der einseitigen ANOVA werden in den Bildunterschriften
der Abbildungen 6 und 7 angegeben. Bei einem p-Wert <0.05 kann man die Aussage
treffen, dass sich mindestens zwei der Gruppen statistisch signifikant voneinander
unterscheiden. In diesem Fall wurden paarweise post-hoc Vergleiche der Gruppenmit-
telwerte mit z-Tests durchgefiihrt, um herauszufinden, welche Gruppen sich genau
unterscheiden. Die Resultate dieser sogenannten Bonferroni-Korrektur werden in den
Abbildungen 6 und 7 angezeigt. Dieses statistische Verfahren reduziert die Zahl der
Tests und sorgt fiir eine gréBere Ubersichtlichkeit der Grafiken. Alternativ hierzu kén-
nen die Effektgrofen beschrieben werden, wenn man die paarweisen Differenzen der
Mittelwerte mit 95%-Konfidenzintervall angibt. Somit kann man die Unterschiede
hinsichtlich der Zelltod-Induktion in einem klinisch relevanten Kontext interpretieren
und erhélt durch das Konfidenzintervall auch noch zusdtzliche Aussagen iiber die Préizi-
sion der Schitzung. Ist der Wert 0 nicht im Konfidenzintervall enthalten, spricht man
von einem statistisch signifikanten Ergebnis. Die paarweisen Differenzen der Mittel-

werte mit 95%-Konfidenzintervall sind in den Tabellen 10 und 11 aufgelistet.
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Abbildung Gruppenvergleich Differenz der 95%-KI
Mittelwerte

6A healthy vs. (very) low-risk 0.1345 [-19.49;19.76]
healthy vs. intermediate-risk 12.55 [-7.712;32.82]
healthy vs. (very) high-risk 25.83 [7.151;44.52]
healthy vs. sSAML 29.18 [6.982;51.38]
(very) low-risk vs. intermediate-risk 12.42 [-7.202;32.04]
(very) low-risk vs. (very) high-risk 25.70 [7.716;43.68]
(very) low-risk vs. SAML 29.05 [7.433;50.66]
intermediate-risk vs. (very) high-risk 13.28 [-5.404;31.96]
intermediate-risk vs. SAML 16.63 [-5.573;38.83]
(very) high-risk vs. sSAML 3.347 [-17.42;24.11]

6B healthy vs. low risk -1.856 [-23.60;23.41]
healthy vs. intermediate-risk 1 13.00 [-6.405;32.41]
healthy vs. intermediate-risk 2 23.69 [-1.474;48.85]
healthy vs. high-risk 29,43 [4.273;54.59]
low-risk vs. intermediate-risk 1 13.10 [-8.554;34.75]
low-risk vs. intermediate-risk 2 23.78 [-3.148;50.71]
low-risk vs. high-risk 29.53 [2.600;56.46]
intermediate-risk 1 vs. intermediate-risk 2 10.68 [-12.75;34.12]
intermediate-risk 1 vs. high-risk 16.43 [-7.007;39.87]
intermediate-risk 2 vs. high-risk 5.748 [-22.64;34.13]

6C healthy vs. RARS -0.1043 [-27.41;27.20]
healthy vs. RCMD 6.067 [-16.48;28.61]
healthy vs. RAEB-1 22.18 [0.7134;43.65]
healthy vs. RAEB-2 22.80 [-7.263;52.85]
healthy vs. sSAML 29.18 [3.676;54.69]
RARS vs. RCMD 6.171 [-20.50;32.85]
RARS vs. RAEB-1 22.28 [-3.486;48.05]
RARS vs. RAEB-2 22.90 [-10.37;56.17]
RARS vs. sAML 29.29 [0.06547;58.51]
RCMD vs. RAEB-1 16.11 [-4.549;36.77]
RCMD vs. RAEB-2 16.73 [-12.76;46.22]
RCMD vs. sAML 23.11 [-1.718;47.95]
RAEB-1 vs. RAEB-2 0.6160 [-28.06;29.29]
RAEB-1 vs. sSAML 7.002 [-16.86;30.86]
RAEB-2 vs. sSAML 6.386 [-25.43;38.20]

6D healthy vs. good 14.10 [-5.180;33.38]
healthy vs. intermediate 25.99 [-2.004;53.99]
healthy vs. (very) poor 22.34 [-8.485;53.16]
good vs. intermediate 11.89 [-12.31;36.09]
good vs. (very) poor 8.237 [-19.18;35.66]
intermediate vs. (very) poor -3.654 [-37.77;30.46]

Tabelle 10: Die paarweisen Differenzen der Mittelwerte mit 95%-Konfidenzintervall zu Abbildung 6.
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Abbildung Gruppenvergleich Differenz der 95%-KI
Mittelwerte

TA healthy vs. (very) low-risk 0.4197 [-15.88;16.72]
healthy vs. intermediate-risk 14.35 [-1.140;29.83]
healthy vs. (very) high-risk 21.58 [6.947;36.21]
healthy vs. sAML 21.20 [0.6852;41.71]
(very) low-risk vs. intermediate-risk 13.93 [-2.929;30.78]
(very) low-risk vs. (very) high-risk 21.16 [5.085;37.23]
(very) low-risk vs. SAML 20.78 [-0.7870;42.34]
intermediate-risk vs. (very) high-risk 7.230 [-8.018;22.48]
intermediate-risk vs. SAML 6.848 [-14.11;27.80]
(very) high-risk vs. sSAML -0.3813 [-20.71;19.95]

7B healthy vs. low risk 0.05000 [-17.80;17.90]
healthy vs. intermediate-risk 1 11.81 [-2.302;25.92]
healthy vs. intermediate-risk 2 22.50 [2.414;42.59]
healthy vs. high-risk 17.26 [-0.5872;35.11]
low-risk vs. intermediate-risk 1 11.76 [-5.714;29.23]
low-risk vs. intermediate-risk 2 22.45 [-0.1252;45.03]
low-risk vs. high-risk 17.21 [-3.398;37.82]
intermediate-risk 1 vs. intermediate-risk 2 10.69 [-9.062;30.45]
intermediate-risk 1 vs. high-risk 5.453 [-12.02;22.93]
intermediate-risk 2 vs. high-risk -5.240 [-27.82;17.34]

7C healthy vs. RARS 1.568 [-20.37;23.50]
healthy vs. RCMD 6.222 [-10.34;22.79]
healthy vs. RAEB-1 22.64 [6.426;38.86]
healthy vs. RAEB-2 17.59 [-1.896;37.08]
healthy vs. sAML 21.20 [-0.7400;43.13]
RARS vs. RCMD 4.654 [-17.76;27.07]
RARS vs. RAEB-1 21.08 [-1.081;43.23]
RARS vs. RAEB-2 16.03 [-8.627;40.68]
RARS vs. sAML 19.63 [-7.001;46.26 ]
RCMD vs. RAEB-1 16.42 [-0.4333;33.28]
RCMD vs. RAEB-2 11.37 [-8.652;31.40]
RCMD vs. sAML 14.97 [-7.437;37.39]
RAEB-1 vs. RAEB-2 -5.049 [-24.79;14.69]
RAEB-1 vs. sSAML -1.448 [-23.60;20.71]
RAEB-2 vs. sSAML 3.601 [-21.05;28.26]

7D healthy vs. very good 5.306 [-28.48;39.09]
healthy vs. good 15.80 [1.336;30.27]
healthy vs. intermediate 13.50 [-8.306;35.31]
healthy vs. (very) poor 10.07 [-15.27;35.41]
very good vs. good 10.50 [-22.15;43.14]
very good vs. intermediate 8.198 [-28.30;44.69]
very good vs. (very) poor 4.762 [-33.95;43.47]
good vs. intermediate -2.299 [-22.29;17.69]
good vs. (very) poor -5.735 [-29.53;18.06]
intermediate vs. (very) poor -3.436 [-32.29;25.42]

Tabelle 11: Die paarweisen Differenzen der Mittelwerte mit 95%-Konfidenzintervall zu Abbildung 7.

3.14

ABT-737 und ABT-199 induzieren effektiv Zelltod in Vorliauferzellen

von Hochrisiko-MDS/sAML und reduzieren deren Koloniebildung

Myelodysplastische Syndrome sind klonale Erkrankungen, die durch die maligne Trans-

formation einer himatopoetischen Stammzelle entstehen (4, 5). Um die Krankheit effek-

tiv zu bekdmpfen, ist es essenziell, gezielt Apoptose in den pathologischen Stamm- und

Progenitorzellen zu induzieren. Die niedermolekularen Inhibitoren ABT-199 und ABT-

737 toten effektiv CD34" Knochenmarkzellen von Patienten mit Hochrisiko-MDS und
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SAML (Abbildungen 5 und 6). Im Folgenden wurde untersucht, ob diese Substanzen
auch die Koloniebildung hdmatopoetischer Stamm- und Progenitorzellen beeinflussen.
Eine geeignete Methode hierfiir ist die Methylzellulose-Analyse, welche die Héufig-
keits- und Wachstumsverhiltnisse himatopoetischer Progenitorzellen in verschiedenen
Entwicklungsstadien darstellt. Methylzellulose ist ein semisolides, mit Zytokinen und
Wachstumsfaktoren (rh SCF, rh GM-CSF, rh IL-3, rh EPO) angereichertes Medium.
Werden individuelle Progenitorzellen, sogenannte Kolonie-bildenden Zellen (CFCs,
Colony-forming Cells) in Methylzellulose kultiviert, proliferieren sie und differenzieren
sich. Basierend auf der Morphologie und Zellart der gebildeten Kolonien kdnnen die
zugrunde liegenden CFCs klassifiziert werden. BFU-E-Kolonien bestehen aus frithen
erythroiden Vorlduferzellen. CFU-GM erzeugt eine Kolonie aus mindestens 20 Gra-
nulozyten (CFU-G), Makrophagen (CFU-M) oder Zellen beider Linien (CFU-GM).
CFU-GEMM entsteht aus einer multipotenten Progenitorzelle und enthélt Erythroblas-
ten sowie Zellen aus mindestens zwei anderen Reihen. Zur genauen Untersuchung der
Koloniebildung wurden nicht-aufgereinigte mononukledre Zellen (1x10*) nach 72-
stiindiger Behandlung mit ABT-199 (1uM) bzw. ABT-737 (1uM) in der mit Wachs-
tumsfaktoren angereicherten Methylcellulose ausplattiert. DMSO-vorbehandelte Proben
dienten dabei als Losungsmittelkontrolle. Nach 14 Tagen wurden die gebildeten Kolo-
nien (BFU-E, CFU-GM und CFU-GEMM) ausgezéhlt und die Gesamtkoloniezahl
bestimmt. Hier zeigte sich, dass eine pro-apoptotische Behandlung mit ABT-199 bzw.
ABT-737 die Stamm-/Vorlduferzellen von Patienten mit Hochrisiko-MDS/sAML so
dezimiert, dass es zu einer signifikanten Verminderung in der Koloniebildung kommt
(Abbildungen 8A und B, ,high-risk®, ,,sAML*). Wie in den FACS-Analysen war die
Koloniezahl in gesunden Knochenmarkzellen nach Behandlung mit ABT-737 bzw.
ABT-199 nicht vermindert (Abbildungen 8A und B, ,,healthy*). Auch in der Gruppe der
Patienten mit niedrigem (Abbildungen 8A und B, ,,low-risk*) oder intermedidrem Risi-
ko (Abbildungen 8A und B, ,intermediate-risk) war die Anzahl an Kolonien nach
Einsatz der Inhibitoren unverdndert. Bei den Patienten mit Hochrisiko-MDS bzw.
sAML zeigte sich jedoch eine deutlich verminderte Koloniezahl (Abbildungen 8A und
B, ,.high-risk*, ,,sSAML). Zusitzlich wurden einige Patientenproben mit beiden Inhibi-
toren behandelt, um deren Effekt direkt zu vergleichen. Dabei zeigte sich in der Ge-
samtzahl der Kolonien in Hochrisiko-MDS und sAML eine dhnliche Wirkung der
Inhibitoren (Abbildung 8B). Zusammenfassend induzieren ABT-199 und ABT-737

Apoptose im Kompartiment der Stamm- und Progenitorzellen von Hochrisiko-MDS
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und SAML und reduzieren hierdurch die Koloniebildung effektiv. Beziiglich ihrer Wir-
kung zeigten beide Inhibitoren ein dhnliches Potenzial. Gesunde Kontrollen blieben von
der Inhibitor-Behandlung unbeeintriachtigt. Auch wenn in den Kurzzeitversuchen ABT-
737 einer rein selektiven BCL-2-Inhibition iiberlegen war, iiberzeugte ABT-199 in den

Langzeitversuchen durch eine effektive Reduktion der Koloniebildungsfihigkeit.
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Abbildung 8: ABT-737 und ABT-199 treiben selektiv koloniebildende Stamm-/Progenitorzellen von Hochrisi-
ko-MDS/sAML-Patienten in den Zelltod. Mononukledre Knochenmarkzellen wurden nach 72-stiindiger Behand-
lung mit ABT-199 (1uM) bzw. ABT-737 (1uM) in die mit Wachstumsfaktoren angereicherte Methylcellulose
iberfiihrt. Als Losungsmittelkontrolle dienten DMSO-vorbehandelte Proben. Nach 14 Tagen wurden die gebildeten
Kolonien (CFU-GM, CFU-GEMM und BFU-E) ausgezdhlt und die Gesamtkoloniezahl bestimmt. Die Experimente
wurden in Duplikaten durchgefiihrt, die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. Die Proben wurden nach r-
WPSS Kklassifiziert. Die Anzahl der Replikate ist jeweils angegeben. Die Ergebnisse des paarweisen post-hoc ¢-Tests
werden in der Abbildung angezeigt (* = p<0.05, ** = p<0.005, *** = p<0.0005). (A) Gezeigt wird die Gesamtkolo-
niezahl als gestapeltes Balkendiagramm der einzelnen Koloniearten fiir die MDS-Risikogruppen bzw. sAML nach
Behandlung mit ABT-199 bzw. Lésungsmittelkontrolle (DMSO). (B) Gezeigt wird im direkten Vergleich die Ge-
samtzahl der Kolonien in Proben von 2 gesunden Patienten, 3 Patienten mit ,,low-risk“-MDS, 3 Patienten mit ,,inter-

mediate-risk“-MDS, 2 Patienten mit ,high-risk“-MDS und 3 Patienten mit SAML nach paralleler Behandlung mit
ABT-199 und ABT-737 bzw. Losungsmittelkontrolle (DMSO).

3.1.5 Die pro-apoptotische Wirkung von ABT-737 wird durch die protektive

Wirkung von Stromazellen nur partiell aufgehoben

Im Knochenmark interagieren mesenchymale Stromazellen eng mit hdmatopoetischen
Stamm- und Progenitorzellen (63-65). Diese Knochenmarksnische bietet fiir MDS-
Zellen ein protektives Milieu (55, 56). Deshalb ist es fiir eine erfolgreiche MDS-

Therapie maBgeblich, auch die Unterstiitzung durch Stromazellen zu beriicksichtigen
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(66, 67). Um der Situation in vivo moglichst nahe zu kommen, wurden MDS-Zellen in
Anwesenheit der murinen Stromazellinie EL08-1D2 kultiviert und mit ABT-737 (1uM)
behandelt. EL08-1D2-Zellen unterstiitzen primitive humane CAFC (Cobblestone Area-
forming Cells) (68), begiinstigen die humane embryonale Stammzelldifferenzierung in
himatopoetische Zellen und fordern deren Uberleben in vitro (69, 70). Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe zeigten eine signifikante Apoptose-Induktion in CD34" mononukleiren
Knochenmarkzellen von Patienten mit Hochrisiko-MDS/sAML. Zudem iibte ABT-737
selbst keinen toxischen Effekt auf die Stromazellen aus. Um eine valide Aussage beziig-
lich der Stromazellunterstiitzung treffen zu kdnnen, ist es besonders wichtig, dass man
ein und dieselbe Probe mit und ohne Stromazellen kultiviert. Hierfiir sollte nun der
Effekt von ABT-737 (1uM) im direkten Vergleich von drei ,high-risk“-MDS/sAML-
Proben untersucht werden. Bei Ko-Kultur von CD34" mononukleiren Knochenmarkzel-
len mit der murinen Stromazellinie EL08-1D2 zeigte sich nach 72h kein statistisch
signifikanter Unterschied in der Apoptose-Induktion durch ABT-737 mit oder ohne
Stromazellsupport (Abbildung 9). Eine partielle Protektion durch Stromazellen konnte
nur in einer Hochrisiko-Probe (Abbildung 9, ,,high-risk* #1) beobachtet werden. In zwei
anderen Proben (Abbildung 9, ,high-risk* #2 und ,,sSAML*) wurde trotz Stroma-Unter-
stiitzung effektiv Apoptose induziert. Man kann also davon ausgehen, dass in Hochrisi-
ko-MDS/sAML auch bei intakter Mikroumgebung in vivo eine effektive Apoptose-

Induktion durch pro-apoptotische Substanzen moglich ist.

@ high-risk #1
o high-risk #2
100 o sAML
9
Py 80
]
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]
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Abbildung 9: Stromazellen vermindern die Apoptose-Induktion in Stamm-/Progenitorzellen von Hochrisiko-
MDS/SAML nur geringfiigig. CD34" mononukleire Knochenmarkzellen von 2 Patienten mit Hochrisiko-MDS und
1 Patienten mit SAML wurden in An- und Abwesenheit der Stromazellinie EL08-1D2 kultiviert und mit ABT-737
(1uM) oder Losungsmittelkontrolle (DMSO) fiir 72h behandelt. Die Viabilitit wurde in der Durchfluzytometrie
nach Féarbung auf Annexin V und 7AAD bestimmt. Gezeigt wird jeweils das Verhéltnis zwischen lebenden Zellen
nach Inhibitor-Behandlung und lebenden Zellen nach Behandlung mit der Losungsmittelkontrolle fiir 72h. Die
Risikostratifizierung erfolgte mittels --WPSS. Aufgetragen sind zudem der Median und die Standardabweichung. Es
zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Apoptose-Induktion mit oder ohne Stromazellunter-
stiitzung mit einem p-Wert von 0.3264 im ¢-Test fiir unabhéngige Stichproben.
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3.2 Die Ermittlung potenzieller Biomarker fiir eine Be-
handlung mit ABT-199 und ABT-737

3.2.1 Die Proteinexpression kritischer BCL-2-Familienmitglieder korreliert

mit der Viabilitit nach Inhibitor-Behandlung

In Zellkultur-Experimenten und in der Methylzellulose-Analyse konnte gezeigt werden,
dass Knochenmarkzellen von Patienten mit Niedrigrisiko-MDS im Vergleich zu Patien-
ten mit Hochrisiko-MDS resistent gegeniiber einer Behandlung mit niedermolekularen
Inhibitoren sind (Abbildungen 6, 7 und 8). Dabei war das Ansprechen auch innerhalb
der Hochrisiko-Gruppe heterogen, einige Patientenproben starben in dieser Gruppe als
Reaktion auf ABT-199 deutlich besser ab als andere (Abbildungen 6 und 7). Es ist von
groBBer Bedeutung, die potenziellen Mechanismen besser zu verstehen, die Sensitivitit
oder Resistenz von Zellen gegeniiber einer Inhibitorbehandlung mit ABT-199 und
ABT-737 vermitteln. Auch hinsichtlich einer moglichen klinischen Anwendung ist es
duBerst relevant, Biomarker zu finden, die das bessere oder schlechtere Ansprechen
innerhalb der Hochrisikogruppe erkldren. ABT-199 und ABT-737 besitzen ein unter-
schiedliches Proteinbindungsspektrum. Wahrend ABT-737 die anti-apoptotischen BCL-
2-Proteine BCL-2, BCL-X; und BCL-W hemmt, inhibiert ABT-199 ausschlieflich
BCL-2. Indem man die Wirksamkeit beider Inhibitoren in einer Patientenprobe ver-
gleicht, konnen funktionelle Riickschliisse iiber die Relevanz der anti-apoptotischen
BCL-2-Proteine gezogen werden. Diese theoretischen Uberlegungen sollten durch die
Quantifizierung relevanter Proteine verifiziert werden. Aus diesem Grund wurde bei
einer Kohorte von MDS-Proben die Proteinexpression von BCL-2, BCL-X; und MCL-1
mittels MFI (Mean Fluorescence Intensity) in der intrazelluliren Durchflusszytometrie
bestimmt. Gleichzeitig wurden die Patientenproben mit ABT-199 (1uM) und ABT-737
(1uM) behandelt und die Viabilitit der Zellen nach 72 Stunden mittels Durchflusszyto-
metrie gemessen. So konnte in jeder Probe die Apoptose-Induktion im Vergleich zur
Proteinexpression untersucht werden. In Ubereinstimmung mit den Daten aus Zellkultur
und der Methylcellulose-Analyse blieben die meisten ,,Jow-risk*“-Proben unbeeintrich-
tigt von einer Behandlung mit ABT-199 und ABT-737, wohingegen in den meisten
,high-risk“/SAML-Proben effektiv Apoptose induziert wurde (Abbildung 10). Die
Resistenz gegeniiber der Zelltodinduktion durch ABT-199 oder ABT-737 wurde weit-
gehend durch die Expression des anti-apoptotischen BCL-2-Proteins MCL-1 bestimmt
(Abbildung 10, vgl. #1 - #9). Dies ist dadurch zu erklédren, dass beide Inhibitoren MCL-

1 nicht inhibieren. Im Vergleich zu ,high-risk“-Proben war die Expression von MCL-1
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substanziell erhoht in MDS-Proben niedrigerer Risikogruppen. Die kritische Rolle, die
MCL-1 in der Apoptose-Resistenz einnimmt, kann auch anhand einer individuellen
,high-risk“-Probe mit erhohter MCL-1-Expression verdeutlicht werden (Abbildung 10,
#9). Obwohl die MDS-Probe von einem ,high-risk“-Patienten stammte, war sie resis-
tent gegeniiber einer Behandlung mit jedem der beiden Inhibitoren. Auflerdem konnte in
diesem Experiment beobachtet werden, dass die Expression von BCL-X; die Zelltodin-
duktion durch ABT-199, nicht aber durch ABT-737 verhindert. Dies ldsst sich am Bes-
ten an den Proben #2 und #5 veranschaulichen und stimmt mit dem oben beschriebenen
Bindungsprofil der beiden Inhibitoren iiberein. Insgesamt war die Expression von BCL-
2 geringer als die BCL-X;- oder MCL-1-Expression. Zusammenfassend zeigen diese
Daten, dass die Expressionsstirke anti-apoptotischer BCL-2-Proteine weitgehend die
unterschiedliche Sensitivitdt von MDS-Zellen gegeniiber ABT-199 und ABT-737 be-
stimmt. Dabei sagen hohe intrazelluldre Proteinlevel von MCL-1 und BCL-X; Re-
sistenz gegeniiber ABT-199 vorher, wihrend die Expression von BCL-2 fiir Sensitivitét
gegeniiber dem Inhibitor steht. Seinem Bindungsprofil entsprechend gilt fiir ABT-737
von den untersuchten Proteinen nur eine iiberméfige MCL-1-Expression als Resistenz-
faktor. Die Expressionsstirke der anti-apoptotischen BCL-2-Proteine BCL-2, BCL-X{,
und MCL-1-stellt bei einer klinischen Anwendung der Inhibitoren also eine vielverspre-

chende Moglichkeit flir den Einsatz als Biomarker dar.
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Abbildung 10: Erhohte MCL-1-Proteinexpression vermittelt Resistenz gegeniiber ABT-199 und ABT-737 in
primédren MDS-Proben. Proteinexpressionslevel von BCL-2, BCL-X; und MCL-1 wurden mittels intrazelluldrer
Durchflusszytometrie gemessen, bevor die priméiren Patientenproben fiir 72h mit ABT-199 (1uM) bzw. ABT-737
(1uM) behandelt wurden. Gezeigt werden die Isotyp-Kontrollen (grau) und die Expressionslevel des angegebenen
Proteins (rot) fiir jede Patientenprobe. Die Proben wurden anhand der Viabilitdt mononukledrer Knochenmarkzellen
nach 72-stiindiger Behandlung mit ABT-199 von sensitiv bis resistent klassifiziert. Die Viabilititsmessung erfolgte
mittels Farbung auf Annexin V und 7AAD. Die Risikogruppen wurden anhand des r-WPSS bestimmt.
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Im Folgenden wurde die Beziehung zwischen der Expression der oben genannten anti-
apoptotischen BCL-2-Proteine, gemessen mittels intrazelluldrer Durchflusszytometrie,
und dem Prozentsatz lebender Zellen nach Inhibitor-Behandlung genauer untersucht.
Experimente mit 9 primdren MDS-Proben zeigen, dass die Proteinexpressionsstirke der
BCL-2-Proteine BCL-2, BCL-X;, und MCL-1 mit der Apoptose-Induktion durch ABT-
199 und ABT-737 statistisch signifikant korreliert (Abbildung 11). Hierbei handelt es
sich um eine Analyse der in Abbildung 10 einzeln aufgefiihrten Knochenmarkproben
unterschiedlicher MDS-Risikogruppen. Gezeigt ist das Verhiltnis zwischen lebenden
Zellen nach Inhibitor-Behandlung mit ABT-199 (1uM) oder ABT-737 (1uM) und le-
benden Zellen nach Behandlung mit der Losungsmittelkontrolle (DMSO) fiir 72h. Die
Proteinexpression wird dargestellt als mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) in Relation
zur Isotyp-Kontrolle. Die Assoziationsstirke zwischen MFI-Verhéltnis und Viabilitét
wurde durch den Rangkorrelationskoeffizienten p nach Spearman beschrieben. An-
schlieBend wurde der zweiseitige p-Wert mit einem Signifikanzniveau von 0.05 be-
stimmt. Die funktionelle Beziehung der Parameter wurde durch die Geradengleichung
der linearen Regressionsanalyse dargestellt. Die Viabilitdt unter ABT-199 korrelierte
invers mit der Summe der MFI von BCL-X; und MCL-1, also Proteinen, die von dem
Inhibitor unbeeinflusst bleiben (Abbildung 11A). Um das Verhéltnis aller untersuchten
anti-apoptotischen Proteine und ihren Effekt auf die Inhibitor-Behandlung mit ABT-199
darzustellen, wurde die Viabilitit unter ABT-199 mit der Proteinexpression von BCL-2,
das von ABT-199 inhibiert wird, im Verhiltnis zur Expression von BCL-X; und MCL-
1, die nicht von ABT-199 inhibiert werden, verglichen (Abbildung 11B). Dabei korre-
lierte die Sensitivitdt der Zellen gegeniiber ABT-199 mit einer in Relation zu BCL-X,
und MCL erhdhten BCL-2-Expression. Schlielich wurde die Viabilitét unter ABT-737
und die Proteinexpression von BCL-2 und BCL-X{, die durch ABT-737 inhibiert wer-
den, und MCL-1, das durch ABT-737 nicht inhibiert wird, untersucht (Abbildung 11C).
Auch hier konnte ein positiver Zusammenhang festgestellt werden. Dies zeigt, dass die
Sensitivitdt der MDS-Zellen gegeniiber einer Inhibitor-Behandlung mit ABT-199 und
ABT-737 von der Proteinexpressionsstdrke der inhibierten Proteine (BCL-2 fiir ABT-
199 und BCL-2 und BCL-X{ fiir ABT-737) abhédngt. Die MCL-1-Expression hingegen
war ein Resistenzfaktor fiir beide Inhibitoren. Wenn man einen mdglichen Einsatz der
anti-apoptotischen BCL-2-Proteine als Biomarker in Erwdgung zieht, konnen mithilfe
dieser Methode Patienten mit einer hohen BCL-2- und niedrigen MCL-1-Expression

ausgewdhlt werden, die wahrscheinlich auf eine Behandlung mit ABT-199 ansprechen.
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Abbildung 11: Die Proteinexpression kritischer BCL-2-Mitglieder korreliert mit der Viabilitit nach Inhibitor-
Behandlung mit ABT-199 oder ABT-737 in priméiren humanen MDS-Proben. Mononukleidre Knochenmarkzel-
len von insgesamt 9 MDS-Patienten, davon 2 Patienten mit ,,low-risk“-MDS, 3 Patienten mit ,,intermediate-risk“-
MDS und 4 Patienten mit ,,high-risk“-MDS, wurden mit dem jeweiligen Inhibitor oder DMSO behandelt. Die Y-
Achse zeigt das Verhiltnis zwischen lebenden Zellen nach Inhibitor-Behandlung und lebenden Zellen nach Behand-
lung mit der Losungsmittelkontrolle fiir 72h. Die Viabilitdtsmessung erfolgte mittels Farbung auf Annexin V und
7AAD. Die Proteinexpression wird auf der X-Achse durch die mittlere Fluoreszenzintensitdt (MFI) analog zu
Abbildung 10 dargestellt. Diese wurde im Verhéltnis zur jeweiligen Isotyp-Kontrolle berechnet. Die Assoziations-
stirke zwischen MFI und Viabilitdt nach Inhibitor-Behandlung wurde iiber die Spearman-Korrelation bestimmt und
der funktionelle Zusammenhang wurde iiber eine lineare Regressionsanalyse beschrieben. (A) Die Viabilitdt nach
Behandlung mit ABT-199 (1uM) ist gegen die MFI-Summe von BCI-X; und MCL-1 aufgetragen, um die Proteine
darzustellen, die Resistenz gegeniiber ABT-199 vermitteln. (B) Die Viabilitdt nach Behandlung mit ABT-199 (1pM)
ist gegen die MFI von BCL-2 in Relation zu der MFI-Summe von BCL-X| und MCL-1 aufgetragen, um die Expres-
sion der Proteine darzustellen, die Sensitivitdt (BCL-2) oder Resistenz (BCL-X; und MCL-1) gegeniiber ABT-199
vermitteln. (C) Die Viabilitdt nach Behandlung mit ABT-737 (1pM) ist gegen die MFI-Summe von BCL-2 und BCL-
Xy in Relation zu der MFI von MCL-1 aufgetragen, um die Expression der Proteine darzustellen, die Sensitivitét
(BCL-2 und BCL-X, ) oder Resistenz (MCL-1) gegeniiber ABT-737 vermitteln.

3.2.2 Die Apoptose-Induktion durch ABT-199 in MDS-Progenitorzellen ist
unabhéngig von prognostisch ungiinstigen Mutationen in RUNXI,

ASXLI1, TP53 und EZH?2

Bei MDS-Patienten gehen somatische Mutationen in den Genen ASXLI, RUNXI, TP53
und EZH2 mit einem signifikant schlechteren Gesamtiiberleben einher (31). MDS-

Patienten mit derartigen Mutationen weisen trotz initialem Ansprechen ein schlechteres
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Gesamtiiberleben unter Standardtherapie mit HMA und nach allogener Stammzelltrans-
plantation auf (32-34). Daher ist es dringend notwendig, neue Therapieoptionen fiir
dieses Patientenkollektiv zu entwickeln. Der selektive BCL-2-Inhibitor ABT-199 indu-
ziert effektiv Zelltod in Stamm- und Progenitorzellen von Patienten mit Hochrisiko-
MDS- und sAML (Abbildungen 6 und 8). Im Folgenden sollte der Einfluss der Hochri-
sikomutationen ASXL1, RUNXI, TP53 und EZH?2 auf die Apoptose-Induktion mit ABT-
199 genauer untersucht werden. Es soll ausgeschlossen werden, dass die oben genann-
ten Aberrationen eine a priori Resistenz gegeniiber ABT-199 verursachen. Als initiales
Screening-Instrument wurden Genexpressionsdaten von einer groflen Kohorte von
MDS-Patienten (n=90) und gesunden Kontrollprobanden (n=110) analysiert und mutier-
te und Wildtyp-Proben miteinander verglichen (Abbildung 12A und B). Wild-
typpatienten  zeigten keine erniedrigten BCL-2-Niveaus (Abbildung 12A).
Interessanterweise zeigten sich zudem weder substanzielle Unterschiede zwischen
MDS-Patienten und gesunden Kontrollen noch zwischen MDS-Patienten der Niedrigri-
siko- und Hochrisiko-Gruppe (Abbildung 12A). Dies ldsst vermuten, dass die Sensitivi-
tdit der Hochrisiko-MDS-Proben fiir den selektiven BCL-2-Inhibitor ABT-199 nicht
allein durch die mRNA-Expression von BCL-2 bestimmt wird. Posttranskriptionale und
posttranslationale Modifikationen konnen hierbei eine Rolle spielen. Auch muss das
Zusammenspiel mehrerer Mitglieder der BCL-2-Familie mit in Betracht gezogen wer-
den. So konnten statistisch signifikante Unterschiede in der Genexpression von BIM
gemessen werden (Abbildung 12B), das BCL-2 antagonisiert und somit Apoptose-
fordernd wirkt. Es wurde bereits beschrieben, dass bei der AML eine vermehrte BIM-
Expression iiber eine verstirkte Stabilisierung von MCL-1 Resistenz gegeniiber ABT-
199 vermittelt (71). Entsprechend der Apoptose-Dysbalance in MDS (12, 39) war die
Genexpression von BIM in fortgeschrittenen MDS-Stadien (RAEB-2) im Vergleich zu
frihen MDS (RARS, RCMD) (p=0.021) oder zu intermedidren MDS (RAEB-1)
(p=0.039) signifikant verringert (Abbildung 12B). Dies stiitzt die Theorie einer zuneh-
menden  Apoptose-Resistenz  im Laufe der MDS-Progression. Das BIM-
Expressionsmuster war unabhingig vom Mutationsstatus der untersuchten Kohorte
(Abbildung 12B). Daraus folgt, dass individuelle somatische Mutationen die BIM-Ex-
pression in MDS nicht verdndern und somit nicht zwangslaufig den Einsatz von ABT-

199 in dieser Patientenkohorte ausschliefSen.
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Abbildung 12: Die Genexpressionsanalyse kritischer Mitglieder der BCL-2-Familie zeigt eine reduzierte BIM-
Genexpression in fortgeschrittenen MDS-Stadien. Die Genexpression wurde mit dem Human Genome U133 Plus
2.0 Array in 90 primdren humanen MDS-Knochenmarkproben und 110 gesunden Kontrollprobanden gemessen.
Mutierte Proben werden rot dargestellt und Wildtyp-Proben schwarz. Graue Balken stehen fiir Patienten ohne
verfligbaren Mutationsstatus. Sterne kennzeichnen ,,absent calls“ mit geringer Signalintensitdt. Frithe MDS umfassen
RARS und RCMD, intermedidres MDS wird durch RAEB-1, spites MDS durch RAEB-2 definiert. (A) Gezeigt wird
ein reprasentativer Graph (reporter 207004 _at) fiir die Genexpression von BCL-2. Der Mutationsstatus hatte keinen
Einfluss auf die BCL-2-Expression in MDS mit del(5q) (del(5q) mit Mutation vs. del(5q) ohne Mutation p=0.16),
MDS-RAEB-1 (MDS-RAEB-1 mit Mutation vs. MDS-RAEB-1 ohne Mutation p=0.18), MDS-RAEB-2 (MDS-
RAEB-2 mit Mutation vs. MDS-RAEB-2 ohne Mutation p=0.31). (B) Gezeigt wird ein représentativer Graph (re-
porter 208536_s_at) fiir die Genexpression von BIM. Der Mutationsstatus hatte keinen Einfluss auf die BIM-
Expression in MDS mit del(5q) (del(5q) mit Mutation vs. del(5q) ohne Mutation p=0.3), MDS-RAEB-1 (MDS-
RAEB-1 mit Mutation vs. MDS-RAEB-1 ohne Mutation (p=0.26) and MDS-RAEB-2 (MDS-RAEB-2 mit Mutation
vs. MDS-RAEB-2 ohne Mutation (p=0.82). Unabhingig vom Mutationsstatus ist die B/M-Expression in fortge-
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schrittenen MDS (MDS-RAEB-2) im Vergleich zu frithen MDS (p=0.021) oder intermedidren MDS (p=0.039)
verringert.

Genexpressionsdaten konnen die Proteinexpression in primiren Zellen nur teilweise
widerspiegeln. Aus diesem Grund erfolgte zusidtzlich die durchflusszytometrische
Quantifizierung des anti-apoptotischen Proteins BCL-2 in primdren MDS/sAML-
Patientenproben mit Mutationen in ASXLI, RUNXI, EZH2 oder TP53 sowie Wildtyp-
Patienten (Abbildung 13). In Ubereinstimmung mit den Genexpressionsdaten fiir BCL-2
(Abbildung 12A) hatte der Mutationsstatus keinen Einfluss auf das Proteinexpressions-

niveau von BCL-2 in der Population der CD34" Stamm- und Progenitorzellen.
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Abbildung 13: MDS-Risikomutationen in ASXL1, RUNXI1, EZH?2 oder TP53 haben keinen Effekt auf die BCL-
2-Proteinexpression primédrer MDS-Proben. Gezeigt wird die BCL-2-Proteinexpression durch die mittlere Fluo-
reszenzintensitdt (MFI) von 12 primidren MDS/sAML-Proben verschiedener Risikogruppen mit Mutation in 4SXLI
(n=2), ASXLI und RUNXI (n=3) oder TP53 (n=2) oder ohne Mutationen (n=5) in der intrazelluldren Durchflusszy-
tometrie. Die MFI wurde im Verhiltnis zur jeweiligen Isotyp-Kontrolle berechnet.

Fiir MCL-1 bleibt der Einfluss somatischer Mutationen in ASXLI, RUNXI1, EZH?2 oder
TP53 weitgehend undefiniert. Einige Daten zeigen die Regulation von MCL-1 durch
TP53 (72) und EZH2 (73). AuBlerdem ist die Interaktion zwischen MCL-1 und BIM
pradiktiv fiir die Sensitivitit gegeniiber einer BCL-2-Inhibition (71, 74). Die Analyse
der MCL-1-Genexpression ergab bei Vergleich der MDS-Subtypen sowie bei MDS-
Patienten mit oder ohne ungiinstigem Mutationsstatus keine relevanten Unterschiede
(Abbildung 14). Zusammenfassend zeigte sich durch somatische Mutationen in ASXL/,
RUNXI, TP53 oder EZH?2 keine Verdnderung der Genexpression relevanter BCL-2-
Mitglieder. Dies ldsst vermuten, dass Patienten mit einem ungiinstigen Mutationsstatus

ebenso sensitiv fiir eine selektive BCL-2-Inhibition sind wie Wildtyp-Patienten.
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Abbildung 14: Die Genexpressionsanalyse von MCL-1 in gesunden Kontrollprobanden und MDS-Patienten
unterschiedlicher Risikogruppen. Die MCL-I-Expression wurde mit dem Human Genome U133 Plus 2.0 Array in
90 primdren humanen MDS-Knochenmarkproben und 110 gesunden Kontrollprobanden gemessen. Gezeigt wird ein
repriasentativer Graph (reporter 200798 x_at). Mutierte Proben werden rot dargestellt und Wildtyp-Proben schwarz.
Graue Balken stehen fiir Patienten ohne verfiigbaren Mutationsstatus. Sterne kennzeichnen ,,absent calls“ mit gerin-
ger Signalintensitit. Frithe MDS umfassen RARS und RCMD, intermedidres MDS wird durch RAEB-1, spites MDS
durch RAEB-2 definiert. Der Mutationsstatus hatte keinen Einfluss auf die MCL-/-Expression in MDS mit del(5q)
(del(5q) mit Mutation vs. del(5q) ohne Mutation p=0.81), MDS-RAEB-1 (MDS-RAEB-1 mit Mutation vs. MDS-
RAEB-1 ohne Mutation p= p=0.83), MDS-RAEB-2 (MDS-RAEB-2 mit Mutation vs. MDS-RAEB-2 ohne Mutation
p=0.48).

Anschliefend wurde die zytotoxische Wirkung von ABT-199 in 41 priméren Kno-
chenmarkproben von MDS/sAML-Patienten untersucht, von denen 21 Patienten eine
oder zwei Mutationen in den angegebenen Genen besallen (Tabellen 7 und 9). Die
Mutationsanalysen wurden mittels Sanger-Sequenzierung oder Next-Generation-
Sequenzierung durch ein zertifiziertes Labor durchgefiihrt. Von den 21 Mutationspati-
enten hatten 7 Patienten (17.1%) eine Mutation in ASXLI, 4 Patienten (9.8%) hatten
Mutationen in ASXLI und RUNXI, jeweils 1 Patient (2.4%) hatte eine Mutation in
ASXLI und EZH2 oder ASXLI und TP53. 7 Patienten (17.1%) hatten eine alleinige
TP53-Mutation und 1 Patient (2.4%) hatte eine alleinige RUNX/-Mutation. In Uberein-
stimmung mit bereits publizierten Daten (31) besal} diese Patientenkohorte ein reduzier-
tes Gesamtiiberleben (Abbildung 15). Die Knochenmarkproben von 7 alterskorrelierten,
hédmatologisch gesunden Kontrollprobanden stammten aus humanen Hiiftkdpfen, die
orthopédischen Patienten bei Einbau einer totalen Hiift-Endoprothese explantiert wur-
den. Die Beriicksichtigung klinischer Parameter ergab keine relevanten Unterschiede
zwischen Patienten mit oder ohne einem prognostisch ungiinstigen Mutationsstatus. In

der Mutationskohorte wiesen 33% der Patienten einen komplexen Karyotyp auf, in der
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Kontrollgruppe 40%. Die Knochenmarkproben wurden den Patienten bei Erstvorstel-
lung oder zu einem beliebigen Zeitpunkt der Behandlung entnommen (Tabelle 8). Bei

29 Patienten war ein komplettes klinisches Follow-up verfiigbar (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Kaplan-Meier-Kurve von 29 MDS/sAML-Patienten, deren Knochenmark in dieser Studie ex
vivo untersucht wurde. Die Uberlebensdaten von 16 Patienten mit ungiinstigem Mutationsstatus und 13 Wildtyp-
Patienten konnten analysiert werden. Es wurden 4 Patienten mit ungiinstigem Mutationsprofil und 9 Wildtyp-
Patienten zensiert, die zum Zeitpunkt der Publikation noch lebten. Jeder zensierte Patient wird als Datenpunkt im
flachen Teil der Kurve dargestellt. Die Uberlebensdaten von 8 Hochrisiko-MDS/sAML-Patienten mit Mutation und 3
Wildtyp-Hochrisiko-MDS/sAML-Patienten werden direkt miteinander verglichen.

Die Viabilitit CD34" mononukledrer Knochenmarkzellen wurde 72h nach Inhibitor-
Behandlung mit ABT-199 (1uM) oder Losungsmittelkontrolle DMSO in der Durch-
flusszytometrie analysiert. Die Risikogruppe der Patienten wurde mittels IPSS be-
stimmt, SAML wurde als eine medulldre Blastenzahl > 30% definiert. Zunichst wurde
das Uberleben primirer MDS-/sAML-Knochenmarkzellen von Patienten mit oder ohne
Mutationen in 7P53, EZH2, RUNXI oder ASXLI verglichen. Es konnte gezeigt werden,
dass ABT-199 bei Patienten mit Risiko-Mutationen (Mediane Viabilitdt 70,8%) im
Vergleich zu Wildtyp-Patienten (Mediane Viabilitit 85,6%) und im Vergleich zu ge-
sunden Kontrollprobanden (Mediane Viabilitit 95,7%) signifikant mehr CD34" Zellen
totet (Abbildung 16A). Bei Betrachtung der einzelnen Mutationen war die Apoptose-
Induktion durch ABT-199 unabhingig vom Vorhandensein einer oder zweier Hochrisi-
ko-Mutationen. Keine der einzelnen Mutationen alleine war fahig, die Effektivitidt von
ABT-199 herabzusetzen (Abbildung 16B). Aullerdem wurde in der Mutations-Kohorte
signifikant mehr Apoptose ausgeldst als bei MDS-Patienten ohne Mutation (Abbildung
16A). Dieser Unterschied kdnnte darin begriindet sein, dass in der Mutations-Kohorte
mehr sAML-Patienten waren (Tabelle 8), die generell sensitiver fiir eine Behandlung
mit ABT-199 sind (59). Um eine potenzielle Verzerrung auszuschlieBen, wurden Pro-
ben von Patienten mit intermedidren MDS und Hochrisiko-MDS/sAML mit den glei-
chen Mutationen nebeneinander verglichen. Im direkten Vergleich fiel der zytotoxische

Effekt von ABT-199 in Hochrisiko-Proben stirker aus als in int.-II-Proben und war vom

58



Ergebnisse

Mutationsstatus unabhéngig (Abbildung 16C). Also stellt ein ungiinstiges Mutationspro-
fil keine Einschrinkung fiir den Effekt von ABT-199 in MDS-Progenitorzellen dar.
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Abbildung 16: Der anti-apoptotische Effekt von ABT-199 auf CD34" Zellen von MDS/sAML-Patienten ist
unabhingig von prognostisch ungiinstigen Mutationen in ASXL1, RUNXI, TP53 und EZH?2. Die Viabilitit von
CD34" mononukleiren Knochenmarkzellen von MDS-Patienten unterschiedlicher Risikogruppen wurde in der
Durchfluzytometrie nach Farbung auf Annexin V und 7AAD bestimmt. Gezeigt wird jeweils das Verhiltnis zwi-
schen lebenden Zellen nach Inhibitor-Behandlung und lebenden Zellen nach Behandlung mit der
Losungsmittelkontrolle (DMSO) fiir 72h. Aufgetragen sind zudem der Median und die Standardabweichung. Die
Ergebnisse der einseitigen ANOVA werden angegeben. Die Ergebnisse des paarweisen post-hoc #-Tests werden in
der Abbildung angezeigt (* = p<0.05, ** = p<0.005, *** = p<0.0005). Die Differenzen der Mittelwerte mit dem
95%-Konfidenzintervall sind in Tabelle 12 aufgelistet. (A) CD34" mononukleire Knochenmarkzellen von 7 gesun-
den Spendern, 20 MDS/sAML-Patienten ohne somatische Mutation in 4SXLI, RUNXI, TP53 und EZH2 und 21
MDS/sAML-Patienten mit einer somatischen Mutation in den angegebenen Genen wurden fiir 72h mit ABT-199
(1uM) oder Losungsmittelkontrolle (DMSO) behandelt. Der p-Wert der einseitigen ANOVA betrug 0.0011. (B)
CD34" mononukleire Knochenmarkzellen von 7 gesunden Spendern, 15 MDS/sAML-Patienten ohne somatische
Mutation in ASXL1, RUNXI, TP53 und EZH2, 21 MDS/sAML-Patienten mit einer somatischen Mutation und 6
Patienten mit zwei Mutationen in ASXLI, RUNXI, TP53 oder EZH2 wurden fir 72h mit ABT-199 (1uM) oder
Losungsmittelkontrolle (DMSO) behandelt. Darunter waren 7 Patienten mit einer Mutation in ASXLI, 1 Patient mit
einer Mutation in RUNXI, 7 Patienten mit einer Mutation in 7P53, 4 Patienten mit Mutationen in ASXL/ und
RUNXI, 1 Patient mit Mutationen in ASXL] und EZH2 und 1 Patient mit Mutationen in ASXLI und TP53. Der p-
Wert der einseitigen ANOVA betrug 0.0224. (C) CD34" mononukleire Knochenmarkzellen von 8 Patienten ohne
somatische Mutationen in ASXLI, RUNXI, TP53 oder EZH?2, 3 Patienten mit einer somatischen Mutation in ASXLI
und 6 Patienten mit einer somatischen Mutation in 7P53 wurden fiir 72h mit ABT-199 (1uM) oder
Losungsmittelkontrolle (DMSO) behandelt. Jeder Balken steht fiir das Verhéltnis zwischen lebenden Zellen nach
Inhibitor-Behandlung und lebenden Zellen nach Behandlung mit DMSO fiir 72h. Proben von Patienten der IPSS-
Kategorie ,,int.-risk II* sind weil3, Proben der IPSS-Kategorien ,,high-risk“ und SAML schwarz dargestellt.
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Anschliefend wurden die Patentenproben nach ihrer IPSS-Risikogruppe klassifiziert,
um den Einfluss von Mutationen auf das Therapieansprechen innerhalb einzelner Risi-
koklassen darzustellen. Auch hier wurde in den Proben von ,high-risk“-MDS/sAML-
Patienten signifikant mehr Apoptose ausgeldst als in den Proben von gesunden Kon-
trollproben und allen niedrigeren MDS-Risikogruppen (Abbildung 17A). Dabei war in
den Gruppen ,,intermediate-risk 1, ,intermediate-risk 2* und ,,high-risk* bei Patienten
mit oder ohne Risiko-Mutation kein Unterschied in der Wirksamkeit von ABT-199
festzustellen (Abbildung 17A). Auch das Vorhandensein von mehr als einer Mutation
beeintrichtigte nicht den zytotoxischen Effekt von ABT-199 in der Population der
Hochrisiko-MDS/sAML-Patienten (Abbildung 17A mit gesonderter Darstellung der
int.-II/high-risk-Proben). Weder die gesamte Patientenkohorte (Abbildung 16B) noch
die ,,high-risk“/sAML-Untergruppe (Abbildung 17B) zeigte Unterschiede hinsichtlich
des Uberlebens unter ABT-199 bei individueller Betrachtung der mutierten Gene. Im
Vergleich zur gesunden Kontrollkohorte war die Apoptose-Induktion durch ABT-199
iiber alle verschiedenen genetischen Aberrationen der Hochrisiko-MDS-Patienten dqui-
valent (Abbildung 17B). Weil es fiir eine effektive Therapie von grofler Bedeutung ist,
das Kompartiment der Stamm- und Progenitorzellen zu treffen, wurde der Langzeitef-
fekt einer BCL-2-Inhibition iiber 14 Tage in Methylzellulose untersucht. Hierfiir wur-
den nicht-aufgereinigte mononukleire Knochenmarkzellen (1x10%) fiir 72h mit ABT-
199 (1uM) oder Losungsmittelkontrolle DMSO behandelt, bevor sie in mit Wachstums-
faktoren (rh SCF, rh GM-CSF, rh IL-3, rh EPO) angereicherter Methylzellulose kulti-
viert wurden. Nach 14 Tagen wurden die Kolonien (CFU-GM, CFU-GEMM und BFU-
E) mithilfe eines Lichtmikroskops klassifiziert und ausgezihlt. Hier konnte in Kno-
chenmarkproben von Hochrisiko-MDS/sAML-Patienten mit einer ASXL/-Mutation
(und einer zusétzlichen RUNXI-Mutation in zwei Féllen) durch ABT-199 im Vergleich
zur Losungsmittelkontrolle DMSO eine signifikante Reduktion in der Gesamtzahl der
Kolonien beobachtet werden (Abbildungen 17C). In Ubereinstimmung mit den Daten
der Zellkultur wird der zytotoxische Effekt von ABT-199 auf die Koloniebildung durch
einen ungiinstigen Mutationsstatus nicht beeintréchtigt. Die exzellente Apoptose-In-
duktion in der Methylzellulose-Analyse ldsst vermuten, dass insbesondere MDS-
Patienten hoherer Risikogruppen mit Risiko-Mutationen von einer Behandlung mit dem

BCL-2-selektiven Inhibitor profitieren.
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Abbildung 17: Die Toxizitit von ABT-199 steigt mit der Krankheitsprogression unabhingig vom Mutations-
status. (A) CD34" mononukleire Knochenmarkzellen von 7 gesunden Spendern, 4 Patienten der IPSS-Kategorie
low-risk“, 17 Patienten der IPSS-Kategorie ,,intermediate-risk 1, 5 Patienten der IPSS-Kategorie ,,intermediate-risk
2“ und 15 Patienten der IPSS-Kategorien ,high-risk” und ,,sSAML®“ wurden fiir 72h mit ABT-199 (1uM) oder
Losungsmittelkontrolle (DMSO) behandelt. Dabei wurde sAML als eine medulldre Blastenzahl > 30% definiert. Der
p-Wert der einseitigen ANOVA betrug <0.0001. Der Mutationsstatus der Patienten wird durch eine entsprechende
Farbgebung angezeigt. Hierbei steht schwarz fiir das Vorhandensein von somatischen Mutationen in ASXL1, RUNXI,
TP53 und EZH2 und weil fiir das Fehlen von Mutationen in diesen Genen. AnschlieBend wurde die Subgruppe
,hohergradiges MDS* im Detail untersucht. CD34" mononukleire Knochenmarkzellen von 7 gesunden Spendern, 9
Patienten der IPSS-Kategorien ,,int.-risk I1I” sowie ,,high-risk*/,,sSAML" mit einer somatischen Mutation in ASXLI,
RUNXI, TP53 oder EZH?2 und 3 Patienten der IPSS-Kategorien ,,high-risk*/,,sAML* mit zwei somatischen Mutatio-
nen in ASXLI, RUNXI, TP53 oder EZH2 wurden fiir 72h mit ABT-199 (1uM) oder Losungsmittelkontrolle (DMSO)
behandelt. Der p-Wert der einseitigen ANOVA betrug 0.0007. (B) CD34" mononuklesre Knochenmarkzellen von 7
gesunden Spendern, 8 Patienten der IPSS-Kategorien ,,high-risk*/,,sAML® mit einer somatischen Mutation in ASXL/,
RUNXI, TP53 oder EZH?2 und 2 ,high-risk“/“sAML*“-Patienten mit zwei Mutationen in ASXL/I, RUNXI, TP53 oder
EZH2 wurden fiir 72h mit ABT-199 (1uM) oder Losungsmittelkontrolle (DMSO) behandelt. Darunter waren 3
Patienten mit einer Mutation in 4SXLI, 5 Patienten mit einer Mutation in 7P53, 1 Patient mit Mutationen in 4ASXL/
und RUNXI und 1 Patient mit Mutationen in ASXL! und TP53. Der p-Wert der einseitigen ANOVA betrug 0.0002.
(C) Mononukleire Knochenmarkzellen (1x10*) wurden nach 72-stiindiger Behandlung mit ABT-199 (1uM) bzw.
Losungsmittelkontrolle (DMSO) in die mit Wachstumsfaktoren angereicherte Methylcellulose iiberfiihrt. Nach 14
Tagen wurden die gebildeten Kolonien (CFU-GM, CFU-GEMM und BFU-E) ausgezihlt und die Gesamtkoloniezahl
bestimmt. Die Experimente wurden in Duplikaten durchgefiihrt, die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung.
Die Proben wurden nach IPSS klassifiziert. Die Anzahl der Replikate ist angegeben. Die Ergebnisse des paarweisen
post-hoc #-Tests werden in der Abbildung angezeigt (* = p<0.05, ** = p<0.005, *** = p<0.0005). Die Experimente
wurden in Duplikaten durchgefiihrt. Gezeigt werden die Gesamtkoloniezahlen als gestapeltes Balkendiagramm der
einzelnen Kolonietypen fiir 3 Wildtyp-Patientenproben der IPSS-Kategorien ,,high-risk“/SAML sowie fiir 3 Patien-
tenproben Patientenproben der IPSS-Kategorien ,high-risk“/SAML mit Hochrisiko-Mutationen nach paralleler
Behandlung mit ABT-199 bzw. Lésungsmittelkontrolle (DMSO).
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Analog zur statistischen Auswertung in den Abbildungen 16 und 17 sind die Ergebnisse
der einfaktoriellen ANOVA in der Bildunterschrift angegeben. Die Bonferroni-
Korrektur wird in den Abbildungen angezeigt. Zusitzlich sind die paarweisen Differen-

zen der Mittelwerte mit 95%-Konfidenzintervall in Tabelle 12 aufgelistet.

Abbildung Gruppenvergleich Differenz der 95%-KI
Mittelwerte

16A mutation (21) vs. no mutation (20) -12.46 [-23.73;-1.193]
mutation (21) vs. healthy BM (7) -23.33 [-39.07;-7,.88]
no mutation (20) vs. healthy BM (7) -10.87 [-26.71;4.973]

16B healthy BM (7) vs. one mutation (15) 25.05 [2.513;47.60]
healthy BM (7) vs. two mutations (6) 19.2 [-8.198;46.60]
healthy BM (7) vs. ASXL1 single (7) 24.61 [-1.714;50.93]
healthy BM (7) vs. TP53 single (7) 26.97 [0.6464;53.29]
healthy BM (7) vs. ASXL1/RUNXI1 (4) 17.46 [-13.41;48.32]
one mutation (15) vs. two mutations (6) -5.855 [-29.64;17.93]
one mutation (15) vs. ASXL1 single (7) -0.4458 [-22.99;22.10]
one mutation (15) vs. TP53 single (7) 1.914 [-20.63;24.46]
one mutation (15) vs. ASXL1/RUNX1 (4) -7.596 [-35.31;20.12]
two mutations (6) vs. ASXL1 single (7) 541 [-21.99;32.81]
two mutations (6) vs. TP53 single (7) 7.77 [-19.63;35.17]
two mutations (6) vs. ASXL1/RUNXI (4) -1.741 [-33.53;30.05]
ASXL1 single (7) vs. TP53 single (7) 2.36 [-23.96;28.68]
ASXL1 single (7) vs. ASXL1/RUNX1 (4) -7.15 [-38.02;23.72]
TP53 single (7) vs. ASXL1/RUNX1 (4) -9.51 [-40.38;21.36]

17A healthy BM (7) vs. low risk (4) 0.2507 [-21.84;22.34]
healthy BM (7) vs. intermediate risk I (17) 10.52 [-5.311;26.34]
healthy BM (7) vs. intermediate risk II (5) 12.38 [-8.257;33.02]
healthy BM (7) vs. high risk/sAML (15) 30.79 [14.66;46.93]
low risk (4) vs. intermediate risk I (17) 10.27 [-9.320;29.85]
low risk (4) vs. intermediate risk II (5) 12.13 [-11.51;35.77]
low risk (4) vs. high risk/sAML (15) 30.54 [10.71;50.38]
intermediate risk I (17) vs. intermediate risk II (5) 1.863 [-16.07;19.79]
intermediate risk I (17) vs. high risk/SAML (15) 20.28 [7.792;32.76]
intermediate risk II (5) vs. high risk/sAML (15) 18.41 [0.2140;36.61]

17A (klein) healthy BM (7) vs. one mutation (9) 31.84 [13.69;49.99]
healthy BM (7) vs. two mutations (3) 29.44 [4.540;54.25]
one mutation (9) vs two mutations (3) -2.442 [-26.45;54.25]
healthy BM (7) vs. one mutation (8) 35.74 [14.26;57.22]
healthy BM (7) vs. two mutations (2) 30.44 [-2.835;63.72]

17B healthy BM (7) vs. ASXL1 single (3) 35.74 [7.100;64.38]
healthy BM (7) vs. TP53 single (5) 35.73 [11.43;60.04]
one mutation (8) vs. two mutations (2) -5.295 [-38.11;27.52]
one mutation (8) vs. ASXL1 single (3) 0.003334 [-28.09;28.10]
one mutation (8) vs. TP53 single (5) -0.001999 [-23.66;23.66]
two mutations (2) vs. ASXL1 single (3) 5.298 [-32.59;43.18]
two mutations (2) vs. TP53 single (5) 5.293 [-29.43;40.02]

Tabelle 12: Die paarweisen Differenzen der Mittelwerte mit 95%-Konfidenzintervall zu den Abbildung 16 und
17.
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Um potenzielle Biomarker fiir die Sensitivitdt von MDS-Patienten mit einem ungiinsti-
gen Mutationsprofil fiir ABT-199 zu evaluieren, wurden in den CD34" Stamm- und
Progenitorzellen durchflusszytometrisch die Expression zentraler BCL-2-Proteine und
die Viabilitit nach Inhibitor-Behandlung bestimmt (Abbildung 18). Gezeigt wird das
Verhéltnis zwischen lebenden Zellen nach Inhibitor-Behandlung mit ABT-199 (1uM)
und lebenden Zellen nach Behandlung mit der Losungsmittelkontrolle (DMSO) fiir 72h.
Die Proteinexpression wird dargestellt als mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) in Rela-
tion zur Isotyp-Kontrolle. Die Assoziationsstirke zwischen MFI-Verhiltnis und Viabili-
tdit wurde durch den Rangkorrelationskoeffizienten p nach Spearman beschrieben.
Anschliefend wurde der zweiseitige p-Wert mit einem Signifikanzniveau von 0.05
bestimmt. Die funktionelle Beziehung der Parameter wurde durch die Geradengleichung
der linearen Regressionsanalyse dargestellt. Diese Analyse zeigt, dass - unabhéngig
vom Mutationsstatus - die BCL-2-Expression ein gutes Ansprechen auf ABT-199 vor-
hersagt (Abbildung 18A), wihrend die Expression von BCL-X; und MCL-1 Resistenz
gegeniiber ABT-199 vermitteln (Abbildung 18B und C). AuBBerdem zeigen diese Daten,
dass die Analyse auf Proteinebene eine bessere Vorhersagekraft besitzt als auf mRNA-
Ebene. Zusammenfassend sind Mutationen in 7P53, EZH2, RUNXI oder ASXLI kein
Ausschlusskriterium fiir eine Behandlung mit dem selektiven BCL-2-Inhibitor ABT-
199.
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Abbildung 18: BCL-2, BCL-X;, und MCL-1 als Biomarker fiir eine erfolgreiche Behandlung mit ABT-199 in
Patienten mit einem ungiinstigen Mutationsprofil. Mononukledre Knochenmarkzellen von 12 Hochrisiko-MDS-
Patienten mit (n=8) oder ohne (n=4) ungiinstigem Mutationsstatus wurden mit ABT-199 (1pM) oder DMSO behan-
delt. Die Y-Achse zeigt das Verhiltnis zwischen lebenden Zellen nach Inhibitor-Behandlung und lebenden Zellen
nach Behandlung mit der Losungsmittelkontrolle fiir 72h. Die Viabilitdtsmessung erfolgte mittels Farbung auf
Annexin V und 7AAD. Die Proteinexpression wird auf der X-Achse durch die mittlere Fluoreszenzintensitét (MFI)
dargestellt. Diese wurde im Verhéltnis zur jeweiligen Isotyp-Kontrolle berechnet. Die Assoziationsstirke zwischen
MFTI und Viabilitdt nach Inhibitor-Behandlung wurde iiber die Spearman-Korrelation bestimmt und der funktionelle
Zusammenhang wurde iiber eine lineare Regressionsanalyse beschrieben. Der Mutationsstatus der Patienten wird
durch eine entsprechende Farbgebung angezeigt. Hierbei steht schwarz fiir das Vorhandensein von somatischen
Mutationen in ASXL1, RUNXI, TP53 und EZH?2 und weil} fir das Fehlen von Mutationen in diesen Genen. (A) Die
Viabilitdt nach Behandlung mit ABT-199 (1pM) ist gegen die MFI-Summe von BCL-2 aufgetragen. (B) Die Viabi-
litdt nach Behandlung mit ABT-199 (1pM) ist gegen die MFI von MCL-1 aufgetragen. (C) Die Viabilitdt nach
Behandlung mit ABT-199 (1uM) ist gegen die MFI von BCL-2 in Relation zu der MFI-Summe von BCL-X; und
MCL-1 aufgetragen, um die Expression der Proteine darzustellen, die Sensitivitit (BCL-2) oder Resistenz (BCL-X[
und MCL-1) gegeniiber ABT-199 vermitteln.
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4 Diskussion

Das Knochenmark von MDS-Patienten der Hochrisikogruppe ist durch eine erworbene
Resistenz gegeniiber dem programmierten Zelltod gekennzeichnet (5, 12, 38, 41, 75-
78). Die vorliegende Dissertation zeigt, dass die Apoptose in mononukledren Kno-
chenmarkzellen von Patienten mit Hochrisiko-MDS und sAML durch ABT-199 und
ABT-737 erfolgreich reaktiviert werden kann (Abbildungen 5-8). Eine mogliche Erkla-
rung hierfiir ist, dass diese Zellen verstérkt apoptotischem Stress ausgesetzt sind (4) und
somit ein erhdhtes ,,Priming* fiir den Zelltod besitzen (79). Das sogenannte ,,BH3-
Profiling® ist eine vielversprechende Methode, um die Abhéngigkeit einer Zelle von
spezifischen BCL-2-Proteinen zu bestimmen und ihre Apoptose-Sensitivitét, also ihr
,Priming“, zu messen. Das Ansprechen von AML-Patienten auf Chemotherapie korre-
lierte mit dem Ausmal ihres ,,mitochondrialen Primings® in vitro (79, 80). Aulerdem
konnte mit dieser Methode die Sensitivitdt von Tumorzellen fiir eine pro-apoptotische
Intervention mit ABT-737 vorhergesagt werden (79). Diese Ergebnisse und die vorlie-
gende Arbeit zeigen, dass die Apoptose-Resistenz, vermittelt durch anti-apoptotische
BCL-2-Proteine, eine zentrale Eigenschaft von AML- und Hochrisiko-MDS-Zellen ist.
Das AusmalBl der Apoptose-Induktion durch ABT-199 in mononukledren Knochen-
markzellen ist primédr abhdngig vom Krankheitsstadium der MDS-Patienten. Ungeachtet
des verwendeten Klassifikationssystems (r-WPSS, IPSS, WHO-Klassifikation von
2008, Zytogenetik nach Schanz et al., Abbildungen 6 und 7) sind die klinischen Katego-
rien ,,Hochrisiko-MDS* und ,,sAML* valide Parameter, um die Patientengruppe mit der
hochsten Sensitivitét filir eine pro-apoptotische Behandlung zu identifizieren. Da die in
der vorliegenden Arbeit untersuchten Knochenmarkproben bei Erstdiagnose, unter
Erstlinientherapie oder nach Therapieversagen entnommen wurden, scheint die voraus-
gegangene Behandlung fiir die Inhibitor-Wirkung nicht mafgeblich entscheidend zu
sein. Die selektive Toxizitit von ABT-199 und ABT-737 fiir Hochrisiko-MDS/sAML-
Zellen ldsst vermuten, dass der klinische Parameter ,,Hochrisiko-MDS* dem ,,mito-
chondrialen Priming* von AML-Zellen entspricht (15, 79, 80). Eine pro-apoptotische
Behandlung induziert selektiv Zelltod in leuk&dmischen Vorlduferzellen und Blasten von
Hochrisiko-MDS- und sAML-Patienten (Abbildungen 5, 6 und 8). Dieser Aspekt ist
von grofler Bedeutung, da sich die MDS-Ursprungszelle vermutlich innerhalb der
CD34" Subpopulation befindet (27). In vor kurzem verdffentlichten Daten war ABT-

199 hochgradig toxisch fiir Blasten aus AML- und CML-Zelllinien sowie aus primérem
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Patientenmaterial (81, 82). In Ubereinstimmung damit sterben Knochenmarkzellen von
sAML-Patienten, die ja eine erhohte medulldre Blastenzahl aufweisen, besonders gut als
Reaktion auf ABT-199 ab. Ahnliche Ergebnisse wurden von einem MDS-Mausmodell
berichtet, wo ABT-737 Apoptose in Leukidmie-initiierenden Zellen und primitiven
Lin /Scal /Kit" Zellen ausloste (83, 84). Trotz des erfolgreichen Einsatzes der Inhibito-
ren in vivo im Mausmodell ist es essenziell, den Effekt von ABT-199 und ABT-737 an
einer groen Kohorte primédrer Patientenproben aus verschiedenen MDS-Krankheitssta-
dien zu untersuchen. Nur so kann man der klinischen, molekularen und zytogenetischen
Heterogenitét dieser Erkrankung gerecht werden. Auch Zelllinien eignen sich nur be-
dingt zur Erforschung der Krankheit. Bei Untersuchung des DNA-Profils von 31 angeb-
lichen MDS-Zelllinien hielten nur drei von ihnen der Uberpriifung stand (85).
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe untersuchten bereits ausfiihrlich den Effekt des BH3-
Mimetikums ABT-737, das die anti-apoptotischen Proteine BCL-2, BCL-X;, und BCL-
W inhibiert, in priméren Knochenmarkproben von MDS-Patienten und Kontrollproban-
den (59). Daher wurde der Schwerpunkt der vorliegenden Dissertation auf die Wirkung
des BCL-2-selektiven Inhibitors ABT-199 sowie auf wesentliche Vergleichspunkte
beider Inhibitoren gelegt. Weder ABT-199 noch ABT-737 sind toxisch fiir gesunde
mononukledre Knochenmarkzellen (Abbildung 8), was auf ein breites therapeutisches
Fenster hindeutet. Dieser Aspekt ist von grofler Relevanz, um die gesunde Rest-Hidma-
topoese der Patienten zu schiitzen. In den Proben von MDS/sAML-Patienten fillt die
Apoptose-Induktion durch den BCL-2-selektiven Inhibitor ABT-199 etwas geringer als
durch das BH3-Mimetikum ABT-737 (Abbildungen 5 und 8). Dies lésst einen protekti-
ven Effekt der anti-apoptotischen Proteine BCL-X und BCL-W vermuten, die lediglich
durch ABT-737 inhibiert werden. Auch fiir AML-Zelllinien besal ABT-737 als Ein-
zelsubstanz und in Kombination mit Azacitidin eine hohere Toxizitdt als ABT-199 (19).
Dennoch ist die Zelltod-Induktion durch ABT-199 in mononukledren Knochenmark-
zellen von Hochrisiko-MDS/sAML-Patienten signifikant hoher als bei gesunden Kon-
trollen oder bei Patienten mit Niedrigrisiko-MDS (Abbildungen 5-8). Beim Vergleich
der Wirksamkeit beider Inhibitoren kommt der funktionellen Methylzellulose-Analyse
groBe Bedeutung zu. Im Knochenmark von Hochrisiko-MDS/sAML bewirkt die Zellto-
dinduktion durch ABT-199 und ABT-737 im Kompartiment der Stamm- und Progeni-
torzellen eine effektive Verringerung der Koloniebildung (Abbildung 8). Obwohl die
Inhibitor-Behandlung immer fiir 72 h durchgefiihrt wird, fillt der zytotoxische Effekt
von ABT-199 in der Methylzellulose-Analyse ausgepréigter aus als in der Durch-
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flusszytometrie. Wenn man die Wirkung der Inhibitoren in den gleichen Patientenpro-
ben untersucht, ist ABT-737 in der Methylzellulose-Analyse nur geringfiigig potenter
als ABT-199 (Abbildung 8B). Diese Ergebnisse sind von grolem Stellenwert fiir die
weitere klinische Etablierung des BCL-2-Inhibitors, da sie einen deutlich sichtbaren
Langzeiteffekt von ABT-199 auf himatopoetische Stamm- und Progenitorzellen postu-
lieren. AuBlerdem wurde eine enge Interaktion zwischen hdmatopoetischen Progenitor-
zellen und mesenchymalen Stromazellen beschrieben (63-65). Um den Bedingungen in
vivo ndher zu kommen, wurde ein Teil der primdren Knochenmarkproben mit der
Stromazelllinie EL08-1D2 ko-kultiviert und pro-apoptotisch behandelt. Trotz der poten-
ziellen Limitation einer murinen Zelllinie iben Stromazellen einen protektiven Effekt
auf eine Probe aus (Abbildung 9). Bei Betrachtung mehrerer Proben von Hochrisiko-
MDS/sAML-Patienten lésst sich jedoch kein signifikanter Unterschied in der Apoptose-
Induktion mit oder ohne Ko-Kultur von Stromazellen feststellen. Dies ldsst auf eine
zellintrinsische Aktivierung der Apoptose schlieBen. Es kann davon ausgegangen wer-
den, dass die Apoptose-Induktion durch pro-apoptotische Substanzen auch bei intakter
Mikroumgebung in vivo moglich ist. Betrachtet man die Mechanismen genauer, die
Resistenz gegeniiber ABT-199 oder ABT-737 vermitteln, nimmt die verstérkte Expres-
sion des anti-apoptotischen Proteins MCL-1 eine zentrale Rolle ein (74). In Uberein-
stimmung mit diesen Ergebnissen waren die in der vorliegenden Arbeit untersuchten
MDS-Proben mit einer hohen MCL-1-Expression resistent gegeniiber einer pro-
apoptotischen Intervention mit beiden Inhibitoren (Abbildungen 10 und 11). Eine Erkla-
rung fiir den weitgehend gruppenspezifischen Effekt von ABT-199 konnte sein, dass
die meisten Niedrigrisiko-MDS-Proben im Vergleich zu Hochrisiko-MDS-Proben eine
erhohte MCL-1-Expression aufweisen (Abbildung 10). Diese Hypothese sollte weiter-
filhrend anhand einer groeren Kohorte von MDS-Patienten validiert werden. Bemer-
kenswerterweise liegen auch in individuellen Hochrisiko-MDS-Proben erhohte MCL-1-
Spiegel vor; dies spricht fiir die MCL-1-Uberexpression als primiren Resistenzfaktor
unabhingig von der Risikogruppe. Auch in AML-Proben waren interindividuelle Unter-
schiede in der Expression von BCL-2-Proteinen vorhanden. Hier variierte die BCL-2-
Expression substanziell zwischen Proben einer FAB-Untergruppe (19). Wenn man die
relative Proteinexpression betrachtet, fillt die BCL-2-Expression im Vergleich zur
Expression von BCL-X;, oder MCL-1 geringer aus. Dies weist darauf hin, dass sogar
geringe Spiegel dieses Proteins MDS-Zellen vor dem Zelltod schiitzen konnen. Ange-

sichts der kritischen Rolle von MCL-1 als Resistenzfaktor ist die durchflusszytometri-
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sche Quantifizierung anti-apoptotischer Proteine eine geeignete Methode, um die Pati-
enten zu identifizieren, die mit groer Wahrscheinlichkeit von einer Behandlung mit
ABT-199 profitieren. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit ein FACS-Protokoll fiir
das hdmatologische Routinelabor des Klinikums rechts der Isar der TU Miinchen etab-
liert. Bei allen MDS/sAML-Patienten kann nun standardméfig die Expression der anti-
apoptotischen Proteine BCL-2, BCL-X; und MCL-1 im Knochenmark bestimmt wer-
den. Beim Einsatz von Venetoclax im Rahmen von Studien kdnnen somit Therapiean-
sprechen und intrazelluldre Proteinbestimmung korreliert werden. Die Prognose von
MDS-Patienten wird unter anderem durch molekulargenetische und zytogenetische
Parameter beeinflusst. So stellt das Vorliegen somatischer Mutationen in den Genen
TP53, EZH2, RUNXI oder ASXLI einen negativen prognostischen Faktor fiir das Ge-
samtiiberleben der Patienten dar (31). MDS-Patienten mit derartigen Mutationen weisen
trotz initialem Ansprechen ein schlechteres Gesamtiiberleben unter Standardtherapie mit
HMA und nach allogener Stammzelltransplantation auf (32-34). Bei Patienten mit de-
novo-AML waren Mutationen in ASXL/ mit primirer Chemoresistenz assoziiert (86).
Auf funktioneller Ebene sind enge Interaktionen zwischen TP53, RUNXI1, EZH2 und
BCL-2 bekannt (87, 88). Die exakten molekularbiologischen Vorgénge nach BCL-2-
Inhibition sind jedoch insbesondere im vorliegenden Patientenkollektiv noch zu un-
tersuchen. Diese Arbeit zeigt, dass die Apoptose-Induktion durch ABT-199 unabhéngig
von den prognostisch relevanten Mutationen in 7P53, EZH2, RUNXI oder ASXLI ist
(Abbildungen 16 und 17). Dies stimmt mit kiirzlich verdéffentlichten Daten von CLL-
Patienten iiberein, die eine TP53-unabhédngige Wirkung von ABT-199 in vitro und in
vivo postulieren (35, 36). Die pro-apoptotische Intervention mit ABT-199 scheint also
auch bei MDS/sAML-Patienten mit Hochrisikomutationen eine sinnvolle Therapiestra-
tegie zu sein. Dies ist von grofler Bedeutung, da aktuelle Therapiestrategien wie deme-
thylierende Substanzen in diesem Kollektiv nur ein begrenztes Ansprechen besitzen
(34). Ein weiterer positiver Aspekt von ABT-199 ist, dass der Inhibitor die Toxizitét
von Azacitidin und MEK-Inhibitoren verstiarkt (19, 81, 89). Zusammenfassend ist die
selektive BCL-2-Inhibition eine aussichtsreiche Therapiestrategie fiir MDS-Patienten
der Hochrisikogruppe zur Verzdgerung der Krankheitsprogression. Eine Behandlung
mit ABT-199 konnte auch zur Uberbriickung bis zur allogenen Stammzelltransplanta-
tion eingesetzt werden. Eine pro-apoptotische Intervention mit ABT-199 sollte, als
Einzelsubstanz oder in Kombination mit den genannten Wirkstoffen, in klinischen

Studien fiir dieses Patientenkollektiv weiter evaluiert werden.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertation zeigt, dass die pharmakologische Inhibition anti-
apoptotischer BCL-2-Proteine die erworbene Apoptose-Resistenz in mononukleédren
Knochenmarkzellen von Patienten mit Hochrisiko-MDS und sAML iiberwinden kann.
Die Zelltod-Induktion wurde mithilfe des selektiven BCL-2-Inhibitors ABT-199 (1uM)
in einer Kohorte von 51 MDS/sAML-Patienten durchgefiihrt. In einigen Proben wurde
auch der BCL-2/BCL-X;/BCL-W-Inhibitor ABT-737 (1uM) eingesetzt, um funktionel-
le Riickschliisse auf die Relevanz spezifischer BCL-2-Proteine zu ziehen. Das Kno-
chenmark einer Kontrollkohorte aus 19 alterskorrelierten, gesunden Probanden blieb
von der Inhibitor-Behandlung weitgehend unbeeinflusst. Dagegen induzierte ABT-199
effektiv Apoptose in mononukledren Knochenmarkzellen von Hochrisiko-MDS- und
sAML-Patienten. Hier war ABT-199 besonders toxisch fiir die Population der himato-
logischen Stamm- und Progenitorzellen. Dies zeigte sich durchflusszytometrisch an der
Reduktion der CD34" Zellen und an der Verringerung der Koloniebildungsfihigkeit in
der Methylzellulose-Analyse. Eine pro-apoptotische Intervention war auch bei Ko-
Kultur mit Stromazellen wirksam. Auflerdem korrelierte das Ausmafl der Zelltod-
Induktion signifikant mit der Expressionsstirke zentraler anti-apoptotischer Proteine.
Zellen waren umso sensitiver fiir ABT-199, je hoher die Expression von BCL-2 und je
niedriger die Expression von BCL-X;, und MCL-1 waren. Auf dieser Grundlage wurde
ein FACS-Protokoll fiir das hdmatologische Routinelabor des Klinikums rechts der Isar
der TU Miinchen etabliert. Dariiberhinaus war der Effekt des BCL-2-Inhibitors ABT-
199 unabhingig von prognostisch ungiinstigen Mutationen in ASXLI, RUNXI, TP53
oder EZH2. Diese Untersuchung wurde mit 41 Patientenproben durchgefiihrt. Zusam-
menfassend sprechen diese Daten fiir die pro-apoptotische Intervention mit ABT-199
als potentes Mittel, um die Apoptose-Resistenz in Hochrisiko-MDS und sAML zu
iiberwinden. Die selektive BCL-2-Inhibition scheint damit eine vielversprechende
Therapieoption fiir fortgeschrittene MDS-Erkrankungen zu sein und sollte in klinischen
Studien weiter evaluiert werden. Teile der vorliegenden Arbeit wurden in Leukemia

sowie in Oncotarget publiziert (59, 90).
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BH
(tBID
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BMMNC
BOK
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ca.
CAFC
CARD
Caspase
CD95L
CFC
CFU-GEMM

CFU-GM
CLL

DD
DISC

7-Aminoactinomycin D

Akute myeloische Leukémie

Analyis of Variance

Apoptotic Protease-activating Factor 1
Additional Sex Combs-like 1

BCL-2 Antagonist of Cell Death
BCL-2 Antagonist/Killer
BCL-2-associated X Protein

B-Cell Lymphoma 2

B-Cell Receptor

Burst forming Unit-Erythrocyte
BCL-2 Homology

(Truncated) BH3-interacting Domain Death Antagonist
BCL-2-interacting Killer
BCL-2-interacting Mediator of Cell Death
Baculoviral IAP Repeat
BCL-2-modifying Factor

Bone Marrow mononuclear Cells
BCL-2-related ovarian Killer Protein
Beziehungsweise

circa

Cobblestone Area-forming Cell
Caspase Recruitment Domain
Cysteinyl-aspartat-specific Protease
CDO95 Ligand

Colony-forming Cell

Colony forming Unit-Granulocyte, Erythrocyte, Macrophage,

Megakaryocyte

Colony forming Unit-Granolocyte, Macrophage
Chronische lymphatische Leukdmie

Death Domain

Death-inducing signaling Complex
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DNA Deoxyribonucleic Acid

DNMT DNA-Methyltransferase

ECso Mittlere effektive Konzentration
EDTA Ethylendiamintetraessigsiure

EZH2 Enhancer of Zeste Homologue 2
FAB French American British

FACS Fluorescence-activated Cell Sorting
FADD Fas associated Death Domain

FcR Fc-Rezeptor

g Fallbeschleunigung

HMA Hypomethylating Agent

HRK Harakiri

IAP Inhibitor of Apoptosis Protein

ICs Mittlere inhibitorische Konzentration
IPSS International Prognostic Scoring System
IPSS-R International Prognostic Scoring System-Revised
K; Inhibitor-Konstante

KI Konfidenzintervall

MACS Magnetic activated Cell Sorting
MCL-1 Myeloid Cell Leukemia Sequence 1
MDS Myelodysplastische Syndrome
MDS-U Unklassifizierte MDS

MEK Mitogen-activated Protein/Extracellular Signal-regulated Kinase
MFI Mean Fluorescence Intensity

mg Milligramm

min Minute

ml Milliliter

MLL Miinchner Leukédmielabor

mM Millimolar

n.a. Not applicable

n.d. Not done

NHEJ Non-homologous End joining
NK-Zellen Natural Killer-Zellen
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rh IL-6
rh SCF
RN
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RUNX1
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sgRNA

SMAC/DIABLO

TET2
™
TNF-a
TNF-R
TNFR1
TP53
TRAIL
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Nuclear magnetic Resonance

Peripheral Blood Mononuclear Cell
Phosphat-gepufferte Saline

P53 upregulated Modulator of Apoptosis
Refraktire Andmie

Refraktire Andmie mit Blastenexzess 1
Refraktire Andmie mit Blastenexzess 2

Refraktire Andmie mit Ringsideroblasten

Refraktire Zytopenie mit multilineéren Dysplasien
Refraktire Zytopenie mit unilineédrer Dysplasie
Recombinant Human Erythropoietin

Recombinant human Granulocyte Colony-stimulating Factor
Recombinant Human Granulocyte Macrophage Colony-
Stimulating Factor

Recombinant human Interleukin-3

Recombinant human Interleukin-6

Recombinant human Stem-Cell Factor

Refraktire Neutropenie

Refraktire Thrombopenie

Runt-related Transcription Factor 1

Revised WHO Prognostic Scoring System
Sekundére akute myeloische Leukédmie aus MDS
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TNF-related Apoptosis-inducing Ligand
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