Aus der
Medizinischen Universitatsklinik und Poliklinik Ttbingen

Abteilung: Innere Medizin I

(Schwerpunkt: Hamatologie, Onkologie, klinische Immunologie und

Rheumatologie)

Systematische Evaluierung des antileukdmischen Potentials
dreier neuer small-molecule BCL-2-pathway-Inhibitoren in
akuter myeloischer Leukéamie

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard-Karls-Universitat

zu Tubingen

vorgelegt von
Frohlich, Rebecca Katharina
2023



Dekan: Professor Dr. B. Pichler
1. Berichterstatter: Privatdozent Dr. M. Schittenhelm

2. Berichterstatter: Professorin Dr. K. Schilbach-Stickle

Tag der Disputation: 10.01.2023



Inhaltsverzeichnis

1.

ADDIldUNGSVEIZEICHNIS ..o 1
TabelleNVErZEICNIS ...ooiiiii e s 5
ADBKUrZUNGSVEIZEICANIS ..vviiiiiieii e 6
F N o 1= 4 - o3 PP EPP PR 7
Einleitung
1.1. Akute myeloische LeUKAMIe ...........cccoueeiviiciccceeceee e 8
1.2. Die BCL-2-Proteinfamili@ ..o 14
1.3. BCL-2-INNiDITOren ..o 15
1.4, MCL-1-INNIDITOTEN (.o 16
1.5. CDK-9-INNiDItOreN ..o 17
1.6. DECITADIN ..o 18
1.7. Akute lymphatische Leukamie. ..., 18
1.8. Fragestellung der ArbDeit ... 20

Material und Methoden

2.1 MAEETTAL ..o 21
2.1.1. Verbrauchs-/Einwegmaterialien ............ccccoeriieieiiinise e 21
2.1.2. Zellkulturmedien und -ZUDENOT ..ot 21
2.1.3. LADOIGEIALE ...ttt et 22
2,14, SOTIWAIE ...ttt ettt sttt ettt ne e 22
P T o L=T= Vo (=T o4 = o PSSR 23
2.0.6. INNIDITOTEN ...ttt 23
2.1.7. Heparin-Blut und -Knochenmark von Patienten ............cc.ccooc v 23
2.1.8. ZEIIINIEN ... e 24
2.2. MEENOTEBN ... 25
2.2. 0 ZEIKUIUT .....oviiieciie ettt et 25
2.2.2. Proliferations-/ ViabilltatS-ASSAYS..........ceiirrrireieeeeeseee e 26
2.2.3. APOPIOSE-ASSAYS .....eeiiueeeteateeitee ettt et e ate e bt et ettt be e areesreearaeanaeeaeenreens 26
2.2.4. Isolierung von PBMCs mittels Dichtegradientenzentrifugation.................. 28

2.2.5. StatistiSChe MENOUEN ......eieeee et eaeas 28



3. Ergebnisse

3.1. Antiproliferative Wirkung der BCL-2-Inhibitoren auf AML-

ZEITINIEN oo e 31
3.1.1. Antiproliferative Wirkung von AZD 4320 (dualer BCL-2/XL-Inhibitor) auf
F Y T4 = |1 T = o TR 31
3.1.2. Antiproliferative Wirkung von AZD 5991 (MCL-1-Inhibitor) auf AML-
| T 1= o 33
3.1.3. Antiproliferative Wirkung von AZD 4573 (CDK-9-Inhibitor) auf AML-
| T 1= o I 36
3.2. Apoptose-Induktion an AML-Zelllinien durch BCL-2-Inhibitoren
........................................................................................................................ 38
3.2.1. Dosisabhéangige Apoptose-Induktion durch AZD 4320 (dualer BCL-2/X,-
Inhibitor) an AML-ZEelllNIEN .......ccooeiiicee e e 38
3.2.2. Dosisabhéangige Apoptose-Induktion durch AZD 5991 (MCL-1-Inhibitor)
o AN =111 1= o PSS 43
3.2.3. Dosisabhéangige Apoptose-Induktion durch AZD 4573 (selektiver CDK-9-
Inhibitor) an AML-ZEllNIEN .......ccooiiiicee e e 47
3.3. Apoptose-Induktion an AML-Zelllinien durch Kombination von
BCL-2-Inhibitoren mit Decitabin (DAC) ......ccccoiiiiiiiiiieieeeee e 51
3.3.1. Ermittlung geeigneter DAC-Konzentrationen far die
Kombinationsbhehandlung ... 51

3.3.2. Apoptose-Induktion an AML-Zelllinien durch Kombination von AZD 4320
(BCL-2-/Xc-Inhibitor) mit Decitabin (DAC) .....coooeeeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 52

3.3.3. Apoptose-Induktion an AML-Zelllinien durch Kombination von AZD 5991
(MCL-1-Inhibitor) mit Decitabin (DAC) .....ccoooiieeeeeeeeeeeee 56

3.3.4. Apoptose-Induktion durch Kombination von AZD 4573 (CDK-9-Inhibitor)
mit Decitabin (DAC) an AML-Zelllinien...........coooiiii e 60

3.4. Inhibitoren reduzieren dosisabhéngig die Anzahl von AML-

BIASTEN ©X-VIVO....iiiiiiiiiii ittt 65
3.4.1. AZD 4320 (dualer BCL-2/XL-Inhibitor) reduziert dosisabhangig die Anzahl
VON AML-BIASIEN ©X-VIVO .....oeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeee s neneneeneennnene 65

3.4.2. AZD 5991 (MCL-1-Inhibitor) reduziert dosisabh&ngig die Anzahl von
AML-BIASTEN ©X-VIVO......uuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 66

3.4.3. AZD 4573 (selektiver CDK-9-Inhibitor) reduziert dosisabhangig die
Anzahl von AML-BIASIEN EX-VIVO ..........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieienneeenneeeeeees 67



3.5. Antiproliferative Wirkung und Apoptose-Induktion der BCL-2-
Inhibitoren im ALL-Modell ..o 70

3.5.1. Antiproliferative Wirkung der BCL-2-Inhibitoren auf die ALL-Zelllinie

........................................................................................................................ 76
4. DISKUSSION .oeviuiiiiiiiiiiis et e et e et e e et eeeeennes 80
5. ZusammenfasSuUNg ......coooveuiiiiiiiii e 86
6. LiteraturverzeiChniS.....ccoovvvueiiiiiieen e 87
7. Erklarung zum Eigenanteil............cccoooeoiiiiiiiien 92
8. Veroffentlichungen ... 93
S B B L= 0] €Y= To 1V 1 Lo [P 94

10. LebenslauUf. ..o, 95



Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abbildungsverzeichnis

A W N P

(6]

Abb. 6

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

AML-Inzidenz-Fallzahlen 2016 in Deutschland
AML-Blasten vor Erythrozyten in Pappenheim-gefarbten Differential-Blutausstrich
Mutationen in de-novo-AML

Uber Proteine der Bcl-2-Familie-vermittelte intrinsische Weg der Apoptose, und Einfluss des
Primings mit BIM auf den Therapie-Erfolg von Bcl-2-Inhibitoren

ALL-Blasten vor Erythrozyten in Pappenheim-geféarbten Differential-Blutausstrich

Dotplot-Diagramme am FACS Calibur

Dosisabhangige Hemmung der Proliferation nach 24 Stunden Behandlung mit AZD 4320
(dualer BCL-2/XL-Inhibitor) bei der AML-Zelllinie MOLM-13

Dosisabhéangige Hemmung der Proliferation nach 24 Stunden Behandlung mit AZD 4320
(dualer BCL-2/XL-Inhibitor) bei der AML-Zelllinie MOLM-14

Dosisabhangige Hemmung der Proliferation nach 24 Stunden Behandlung mit AZD 4320
(dualer BCL-2/XL-Inhibitor) bei der AML-Zelllinie OCI AML3

Dosisabhéangige Hemmung der Proliferation nach 24 Stunden Behandlung mit AZD 4320
(dualer BCL-2/XL-Inhibitor) bei der AML-Zelllinie HL-60

Dosisabhéangige Hemmung der Proliferation nach 24 Stunden Behandlung mit AZD 5991
(MCL-1-Inhibitor) bei der AML-Zelllinie MOLM-13

Dosisabhéngige Hemmung der Proliferation nach 24 Stunden Behandlung mit AZD 5991
(MCL-1-Inhibitor) bei der AML-Zelllinie MOLM-14

Dosisabhéangige Hemmung der Proliferation nach 24 Stunden Behandlung mit AZD 5991
(MCL-1-Inhibitor) bei der AML-Zelllinie OCI AML3

Dosisabhéangige Hemmung der Proliferation nach 24 Stunden Behandlung mit AZD 5991
(MCL-1-Inhibitor) bei der AML-Zelllinie HL-60

Dosisabhédngige Hemmung der Proliferation nach 24 Stunden Behandlung mit AZD 4573
(selektiver CDK-9-Inhibitor) bei der AML-Zelllinie MOLM-13

Dosisabhéangige Hemmung der Proliferation nach 24 Stunden Behandlung mit AZD 4573
(selektiver CDK-9-Inhibitor) bei der AML-Zelllinie MOLM-14

Dosisabhédngige Hemmung der Proliferation nach 24 Stunden Behandlung mit AZD 4573
(selektiver CDK-9-Inhibitor) bei der AML-Zelllinie OCI AML3

Dosisabhédngige Hemmung der Proliferation nach 24 Stunden Behandlung mit AZD 4573
(selektiver CDK-9-Inhibitor) bei der AML-Zelllinie HL-60

A: Dosisabhéangige Apoptose-Induktion bei der AML-Zelllinie MOLM-13 nach 48 Stunden
Behandlung mit dualem BCL-2-/XL-Inhibitor (AZD 4320)

B: Dosis-Effekt-Kurve mit der errechneten ICso

C: Dotplot-Diagramme (exemplarisch)

A: Dosisabhéangige Apoptose-Induktion bei der AML-Zelllinie MOLM-14 nach 48 Stunden
Behandlung mit dualem BCL-2-/XL-Inhibitor (AZD 4320)

B: Dosis-Effekt-Kurve mit der errechneten ICso

C: Dotplot-Diagramme (exemplarisch)



Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

A: Dosisabhangige Apoptose-Induktion bei der AML-Zelllinie OCI AML3 nach 48 Stunden
Behandlung mit dualem BCL-2-/XL-Inhibitor (AZD 4320)

B: Dosis-Effekt-Kurve mit der errechneten ICso

C: Dotplot-Diagramme (exemplarisch)

A: Dosisabhéngige Apoptose-Induktion bei der AML-Zelllinie HL-60 nach 48 Stunden
Behandlung mit dualem BCL-2-/XL-Inhibitor (AZD 4320)

B: Dosis-Effekt-Kurve mit der errechneten ICso

C: Dotplot-Diagramme (exemplarisch)

A: Dosisabhéngige Apoptose-Induktion bei der AML-Zelllinie MOLM-13 nach 48 Stunden
Behandlung mit MCL-1-Inhibitor (AZD 5991)

B: Dosis-Effekt-Kurve mit der errechneten ICso

C: Dotplot-Diagramme (exemplarisch)

A: Dosisabhangige Apoptose-Induktion bei der AML-Zelllinie MOLM-14 nach 48 Stunden
Behandlung mit MCL-1-Inhibitor (AZD 5991)

B: Dosis-Effekt-Kurve mit der errechneten ICso

C: Dotplot-Diagramme (exemplarisch)

A: Dosisabhéangige Apoptose-Induktion bei der AML-Zelllinie OCI AML3 nach 48 Stunden
Behandlung mit MCL-1-Inhibitor (AZD 5991)

B: Dosis-Effekt-Kurve mit der errechneten ICso

C: Dotplot-Diagramme (exemplarisch)

A: Dosisabhangige Apoptose-Induktion bei der AML-Zelllinie HL-60 nach 48 Stunden
Behandlung mit MCL-1-Inhibitor (AZD 5991)

B: Dosis-Effekt-Kurve mit der errechneten ICso

C: Dotplot-Diagramme (exemplarisch)

A: Dosisabhéangige Apoptose-Induktion bei der AML-Zelllinie MOLM-13 nach 48 Stunden
Behandlung mit selektivem CDK-9-Inhibitor (AZD 4573)

B: Dosis-Effekt-Kurve mit der errechneten ICso

C: Dotplot-Diagramme (exemplarisch)

A: Dosisabhéngige Apoptose-Induktion bei der AML-Zelllinie MOLM-14 nach 48 Stunden
Behandlung mit selektivem CDK-9-Inhibitor (AZD 4573)

B: Dosis-Effekt-Kurve mit der errechneten ICso

C: Dotplot-Diagramme (exemplarisch)

A: Dosisabhéangige Apoptose-Induktion bei der AML-Zelllinie OCI AML3 nach 48 Stunden
Behandlung mit selektivem CDK-9-Inhibitor (AZD 4573)

B: Dosis-Effekt-Kurve mit der errechneten ICso

C: Dotplot-Diagramme (exemplarisch)

A: Dosisabhangige Apoptose-Induktion bei der AML-Zelllinie HL-60 nach 48 Stunden
Behandlung mit selektivem CDK-9-Inhibitor (AZD 4573)

B: Dosis-Effekt-Kurve mit der errechneten ICso

C: Dotplot-Diagramme (exemplarisch)

Dosisabhéngige Apoptose-Induktion bei den Leuk&mie-Zelllinien MOLM-13, MOLM-14, OCI
AML3 und HL-60 nach 48 Stunden Behandlung mit DAC

Vergleich der Apoptoserate der AML-Zelllinie MOLM-13 nach 48 Stunden Behandlung AZD
4320 -DAC (hellgrau) und AZD 4320 + 100nM DAC (dunkelgrau)



Abb.
Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.
Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.
Abb.

Abb.
Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

33
34

35
36

37

38

39
40

41
42

43
44

45

46
47

48
49

50
51

52
53

54

55

56

57

58

Isologramm der Kombinationsbehandlung AZD 4320 + DAC an MOLM-13-Zellen

Vergleich der Apoptoserate der AML-Zelllinie MOLM-14 nach 48 Stunden Behandlung AZD
4320 -DAC (hellgrau) und AZD 4320 + 100nM DAC (dunkelgrau)

Isologramm der Kombinationsbehandlung AZD 4320 + DAC an MOLM-14-Zellen

Vergleich der Apoptoserate der AML-Zelllinie OCI AML3 nach 48 Stunden Behandlung AZD
4320 -DAC (hellgrau) und AZD 4320 + 1000nM DAC (dunkelgrau)

Vergleich der Apoptoserate der AML-Zelllinie HL-60 nach 48 Stunden Behandlung AZD 4320
-DAC (hellgrau) und AZD 4320 + 1000nM DAC (dunkelgrau)

Vergleich der Apoptoserate der AML-Zelllinie MOLM-13 nach 48 Stunden Behandlung AZD
5991 -DAC (hellgrau) und AZD 5991 + 100nM DAC (dunkelgrau)

Isologramm der Kombinationsbehandlung AZD 5991 + DAC an MOLM-13-Zellen

Vergleich der Apoptoserate der AML-Zelllinie MOLM-14 nach 48 Stunden Behandlung AZD
5991 -DAC (hellgrau) und AZD 5991 + 100nM DAC (dunkelgrau)

Isologramm der Kombinationsbehandlung AZD 5991 + DAC an MOLM-14-Zellen

Vergleich der Apoptoserate der AML-Zelllinie OCI AML3 nach 48 Stunden Behandlung AZD
5991 -DAC (hellgrau) und AZD 5991 + 1000nM DAC (dunkelgrau)

Isologramm der Kombinationsbehandlung AZD 5991 + DAC an OCI AML3-Zellen

Vergleich der Apoptoserate der AML-Zelllinie HL-60 nach 48 Stunden Behandlung AZD 5991
-DAC (hellgrau) und AZD 5991 + 1000nM DAC (dunkelgrau)

Vergleich der Apoptoserate der AML-Zelllinie MOLM-13 nach 48 Stunden Behandlung AZD
4573 -DAC (hellgrau) und AZD 4573 + 100nM DAC (dunkelgrau)

Isologramm der Kombinationsbehandlung AZD 4573 + DAC an MOLM-13-Zellen

Vergleich der Apoptoserate der AML-Zelllinie MOLM-14 nach 48 Stunden Behandlung AZD
4573 -DAC (hellgrau) und AZD 4573 + 100nM DAC (dunkelgrau)

Isologramm der Kombinationsbehandlung AZD 4573 + DAC an MOLM-14-Zellen

Vergleich der Apoptoserate der AML-Zelllinie OCI AML3 nach 48 Stunden Behandlung AZD
4573 -DAC (hellgrau) und AZD 4573 + 1000nM DAC (dunkelgrau)

Isologramm der Kombinationsbehandlung AZD 4573 + DAC an OCI AML3-Zellen

Vergleich der Apoptoserate der AML-Zelllinie HL-60 nach 48 Stunden Behandlung AZD 4573
-DAC (hellgrau) und AZD 4573 + 1000nM DAC (dunkelgrau)

Isobologramm Kombinationsbehandlung AZD 4573 + DAC an HL-60-Zellen
Apoptose-Induktion an PBMCs isoliert aus EDTA-Blut von neu-diagnostizierten AML-
Patienten nach 48 Stunden Behandlung mit AZD 4320

Relative Apoptoseraten der AML-Patientenzellen (M1-M11) im Vergleich nach 48h
Behandlung mit einer Konzentration von 500 nM AZD 4320 (dualer BCL-2/XL-Inhibitor)
Apoptose-Induktion an PBMCs isoliert aus EDTA-Blut von neu-diagnostizierten AML-
Patienten nach 48 Stunden Behandlung mit AZD 5991

Relative Apoptoseraten der AML-Patientenzellen (M1-M11) im Vergleich nach 48h
Behandlung mit einer Konzentration von 200 nM AZD 5991 (MCL-1-Inhibitor)
Apoptose-Induktion an PBMCs isoliert aus EDTA-Blut von neu-diagnostizierten AML-
Patienten nach 48 Stunden Behandlung mit AZD 4573 (CDK-9-Inhibitor)

Relative Apoptoseraten der AML-Patientenzellen (M1-M11) im Vergleich nach 48h
Behandlung mit einer Konzentration von 25 nM AZD 4573 (selektiver CDK-9-Inhibitor)



Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

Hemmung der Proliferation nach 24 Stunden Behandlung mit AZD 4320 (dualer BCL-2-/XL-
Inhibitor) bei der ALL-Zelllinie Jurkat (XTT-Assay)

Hemmung der Proliferation nach 24 Stunden Behandlung mit AZD 5991 (MCL-1-Inhibitor)
bei der ALL-Zelllinie Jurkat (XTT-Assay)

Hemmung der Proliferation nach 24 Stunden Behandlung mit AZD 4573 (selektiver CDK-9-
Inhibitor) bei der ALL-Zelllinie Jurkat (XTT-Assay)

A: Dosisabhangige Apoptose-Induktion (Annexin-Pl-Assay) bei der ALL-Zelllinie Jurkat nach
48 Stunden Behandlung mit AZD 4320

B: Dosis-Effekt-Kurve mit der errechneten IC50

C: Dotplot-Diagramme (exemplarisch)

A: Dosisabhéngige Apoptose-Induktion (Annexin-Pl-Assay) bei der ALL-Zelllinie Jurkat nach
48 Stunden Behandlung mit AZD 5991

B: Dosis-Effekt-Kurve mit der errechneten ICso

C: Dotplot-Diagramme (exemplarisch)

A: Dosisabhangige Apoptose-Induktion (Annexin-Pl-Assay) bei der AML-Zelllinie HL-60 nach
48 Stunden Behandlung mit selektivem CDK-9-Inhibitor (AZD 4573)

B: Dosis-Effekt-Kurve mit der errechneten ICso

C: Dotplot-Diagramme (exemplarisch)

Apoptose-Induktion an PBMCs isoliert aus Heparin-Blut von neu-diagnostizierten ALL-
Patienten nach 48 Stunden Behandlung mit AZD 4320 (BCL-2-/XL-Inhibitor)

Relative Apoptoseraten der ALL-Patientenzellen (L1-L6) im Vergleich nach 48h Behandlung
mit einer Konzentration von 500 nM AZD 4320 (dualer BCL-2/-XL-Inhibitor)
Apoptose-Induktion an PBMCs isoliert aus Heparin-Blut von neu-diagnostizierten ALL-
Patienten nach 48 Stunden Behandlung mit AZD 5991 (MCL-1-Inhibitor)

Relative Apoptoseraten der ALL-Patientenzellen (L1-L6) im Vergleich nach 48h Behandlung
mit einer Konzentration von 200 nM AZD 5991 (MCL-1-Inhibitor)

Apoptose-Induktion an PBMCs isoliert aus Heparin-Blut von neu-diagnostizierten ALL-
Patienten nach 48 Stunden Behandlung mit AZD 4573 (CDK-9-Inhibitor)

Relative Apoptoseraten der ALL-Patientenzellen (L1-L6) im Vergleich nach 48h Behandlung
mit einer Konzentration von 25 nM AZD 4573 (CDK-9-Inhibitor)



Il. Tabellenverzeichnis

Tab. 1

Tab.

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

N

WHO- Klassifikation der AML
Einteilung der AML in Prognosegruppen nach Zyto-/Molekulargenetik

(European LeukemiaNet)
WHO-Klassifikation der ALL

Uberblick tiber die verwendeten Zelllinien

Uberblick tiber verwendeten Zellkulturmedien nach Zelllinien

Uberblick tber Farbungen fiir Apoptose-Assays

Festgelegte Signifikanzniveaus und p-Werte

Gesamtliberblick ICzs-, ICso- & IC75-Werte aller Zelllinien & Inhibitoren
Klinische & epidemiologische Charakteristika der AML-Patienten-Kohorte
Genetische Eigenschaften der AML-Patienten-Kohorte

Klinische & epidemiologische Charakteristika der ALL-Patienten-Kohorte

Zytogenetische Eigenschaften der ALL-Patienten-Kohorte



lll. Abkurzungsverzeichnis

ABT-199

AG

ALL

AML

APC

ATRA

AZD

AZD 4320

AZD 4573

AZD 5991

Bcl-2

BSA

bzw.

CDK

CDK-9

CLL

CML

CO2

DAC

DMEM

DMSO

DSZM

EU

EMA

ECR

FAB

FACS

Venetoclax

Arbeitsgruppe

Akute lymphatische Leukamie
Akute myeloische Leukamie
Allophycocyanin
All-trans-Retinolséure
Abkirzung von AstraZeneca
fur deren Arzneimittel
Dualer Bcl-2/XL-Inhibitor
Selektiver CDK9-Inhibitor
MCL-1-Inhibitor

B-cell-lymphoma 2

Bovines Serum-Albumin
beziehungsweise

cyclin dependent kinase

cyclin dependent kinase 9
Chronisch lymphatische Leukamie
Chronisch myeloische Leukamie
Kohlenstoffdioxid

Decitabin

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

Dimethylsulfoxid

Deutsche Sammlung fur Zellkulturen

und Mikroorganismen
Europaische Union

Europaische Arzneimittelagentur

Electron coupling reagent
French American British

Fluorescence actived cell sorting

FBS
FITC

FSC

HBSS
H20

I1Cs0

kDa
KM

MCL-1

MDS

nM

pB
PBMC
PBS
Pl

PMS

PS

P-TEFb

RPMI
rpm

SSC

Fetales bovines Serum
Fluoreszein-Isothiocyanat
foward scatter

hours, Stunden

Hanks Balanced salt solution
Wasser

mittlere inhibitorische Konzentration

kilo

Kilo-Dalton

Knochenmark

Induced myeloid leukemia cell
differentiation protein MCL-1
Myelodysplastisches Syndrom
Minuten

Milliliter

nano

nano-molar

peripheres Blut

Peripheral Blood Mononuclear Cell
Phosphated-buffered saline
Propidium-lodid

Phenazinmethosulfat

Phosphatidylserin

positiver
Transkriptionselongationsfaktor b
Roswell Park Memorial Institute
Rounds per minute

side scatter



IV. Abstract

Hintergrund: Bis heute existieren fur die akute myeloische Leukamie - mit
Ausnahme der PML - keine chemotherapeutischen Optionen mit zufriedenstellender
Verbesserung der Gesamtiberlebensrate. Inshesondere bei alteren Erwachsenen
liegen die Chancen auf Langzeitremissionen <10%. Spatestens durch die EU-weite
Zulassung von Venetoclax in Kombination mit einem hypomethylierenden Agens
(HMA) und die Aufnahme in die Behandlungsleitlinie fir unfitte Patienten im Jahr
2021 erwies sich die Hemmung des anti-apoptotischen Proteins BCL-2 als effektive
Strategie. An praklinischen AML-Modellen testeten wir drei neue selektive
Inhibitoren, die (in-)direkt Proteine der BCL-2-Familie hemmen: den dualen BCL-
2/XL-Inhibitor AZD 4320, den MCL-1-Inhibitor AZD 5991 und den CDK-9-Inhibitor
AZD 4573 als indirekten MCL-1-Inhibitor.

Methoden: 4 AML-Zelllinien (MOLM-13, MOLM-14, OCI AML3 und HL-60), PBMCs
aus Heparin-Blut/-Knochenmark von 11 neu-diagnostizierten AML-Patienten wurden
mit den Inhibitoren, sowie in Kombination mit Decitabin als hypomethylierende
Substanz behandelt. Die relative Apoptoserate wurde mittels Annexin-Pl-Assays am
FacsCalibur bestimmt (n=3), DMSO diente als Kontrolle. Die Zellviabilitat/-
proliferation unter Behandlung mit den Inhibitoren wurde XTT-basiert gemessen
(n=6). Die PBMCs der Patienten wurden nach FICOLL-Protokoll aus Heparin-Blut

isoliert.

Ergebnisse: Alle drei Inhibitoren induzieren zellspezifisch und
konzentrationsabhéngig Apoptose (p < 0,001) und hemmen Zellviabilitat/-
proliferation (p < 0,001) an den getesteten Zellmodellen. Durch Kombination mit
Decitabin ergeben sich starke synergistische Effekte bei allen Inhibitoren, am
starksten ausgepragt beim BCL-2-/XL-Inhibitor AZD 4320 und MCL-1-Inhibitor AZD
5991 (Steigerung Apoptoserate @ +20%, Verringerung IC50 um @ -60,59%). AML-
Patientenblasten zeigen ein Ansprechen auf alle drei getesteten Inhibitoren, am
sensitivsten auf den CDK-9-Inhibitor AZD 4573.

Schlussfolgerung: Die vorliegende Arbeit bietet eine Rationale fur die klinische
Testung der drei Inhibitoren an Patienten mit AML als Monotherapie, wie auch in

Kombination mit hypomethylierenden Substanzen.



1. Einleitung

1.1. Akute myeloische Leukamie (AML)

Die akute myeloische Leukamie ist eine maligne Erkrankung des blutbildenden
Systems. Sie entsteht durch Transformation hdmatopoetischer Stammzellklone
myeloischen Ursprungs im Knochenmark und ist abzugrenzen von der akut-
lymphatischen Leukamie (ALL, s. 1.8.), bei welcher lymphatische Zellklone

ursachlich sind. [1]

Epidemiologisch betrachtet sind akute Leukdmien mit einem durchschnittlichen
Anteil von 1,1% an allen Krebsneuerkrankungen seltene maligne Neoplasien. [2]
Die AML ist nach der chronisch lymphatischen Leukamie (CLL) die
zweith&ufigste Leuk&mie des Erwachsenen. In Deutschland erkranken jahrlich
3,7 Personen pro 100.000 Einwohnern bei einem medianen Erkrankungsalter
von 72 Jahren an der AML (vgl. Abb. 1), sodass es sich um eine Erkrankung des
fortgeschrittenen Erwachsenenalters handelt. Insbesondere bei alteren, unfitten
Erwachsenen mit Komorbiditaten bleibt die Prognose und die relative

Uberlebensrate auRerst schlecht und liegt bei 10%. [3]. Manner sind etwas

Frauen
B Manner
%

Abb. 1: AML-Inzidenz 2016 in Deutschland ([2]): altersabhangige Zunahme der AML-Inzidenz
im Jahr 2016 in Deutschland mit Maximum in der Altersgruppe der 75-79-jahrigen

haufiger betroffen als Frauen (Verhaltnis m:w 1,3:1) [4]
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Besondere Patientengruppen, speziell solche, die exogenen
knochenmarksschadigende Noxen ausgesetzt waren, erkranken gehauft an der
AML. Als sicher karzinogen gelten radioaktive Strahlung (Inzidenzzunahme in
Hiroshima und Nagasaki nach Atombombenabwurf bei Uberlebenden [5]),
Rauchen [6], Benzol-Exposition und vorangegangene Chemotherapien,
insbesondere mit Alkylantien, wie Cyclophosphamid und Topoisomerase-II-
Inhibitoren, wie Etoposid. [7] Andere hamatologische Erkrankungen aus dem
myeloproliferativen und myelodysplastischem Formenkreis stellen einen
weiteren unabhangigen Risikofaktor dar: So gehen z.B. bis zu 50% aller
Myelodysplastischen Syndrome (MDS) sekundar in eine AML Uber. Oft existieren
morphologische und  zytogenetische Uberlappungen  zwischen den
Erkrankungen. [8]

Indizien fir eine AML kénnen sich in der klinischen Untersuchung z.B. durch
Hepatosplenomegalie, Fremdorgan-Manifestationen, wie Gingivahyperplasie,
oder durch Auffalligkeiten im Blutbild (Anamie, Thrombozytopenie,
Granulozytopenie, ggfs. Leukozytose) ergeben. [9] Fir die Diagnose ist in erster
Linie die lichtmikroskopische Beurteilung von May-Grinwald-Giemsa-gefarbten
Blutausstrichen und/ oder Knochenmark-Aspiraten ausschlaggebend. Als
gesichert gilt die Diagnose, wenn leukamische Blasten einen Anteil von in der
Regel >20% an der Leukozytengesamtzahl in peripherem Blut oder im
Knochenmark ausmachen. (vgl. Abb. 3). Diese Grenzen gelten gleichermalRen
bei der Immunphanotypisierung mittels FACS-Durchflusszytometrie. Sie schlief3t
sich i.d.R. als néchster diagnostischer Schritt an und beweist die
Linienabstammung der Tumorzellen. Anhand der Cluster of differentiation-
Oberflachenmarker erfolgt die Kategorisierung der Blasten: bei myeloischem
Ursprung ist die Expression von MPO, CD13, CD33, u./o. CDw65 typisch. [1]

% A0um, 10pm 10um 10pm
Abb. 2: AML- Blasten vor Erythrozyten in May-Griinwald-Giemsa (Pappenheim)-geféarbten
Differential-Blutausstrichen: die Blasten zeigen den typischen schmalen, basophilen
Zytoplasmasaum, sowie atypische Nukleoli. (Referenz: eigene Bilder, angefertigt in der MTA-

Schule, Katharinenhospital Stuttgart).



Eine weitere diagnostische Saule bilden molekular- und zytogenetische

Methoden. Sie tragen nicht nur zur Stadieneinteilung (vgl. Tab. 1) bei, sondern

dienen als prognostischer Faktor (vgl. Tab. 4). AuRerdem konnen sie

Angriffspunkt fur zielgerichtete Chemotherapeutika sein.

Bei neu-diagnostizierten AML konnten in den

letzten Jahren Uber 250

verschiedene genetische Mutationen identifiziert werden [10] (vgl. Abb.3). Von

diesen sind aber nur wenige, typischerweise mindestens 2 Treiber-Mutationen

pro Patient fur die leukamische Transformation entscheidend. [11, 12]

Tab. 1: WHO-Klassifikation der AML (2016) [13]

AML-,,Gruppe“
(rel. Haufigkeit)

andere Formen der AML,
nicht anders klassifiziert

AML mit
wiederkehrenden
genetischen Verdnderungen

° = provisorische Entitat

Subtypen

Minimal differenzierte AML (FAB MO)

AML ohne Ausreifung (FAB M1)

AML mit Ausreifung (FAB M2)

Akute myelomonozytare Leukamie (FAB M4)
Akute monozytare/-blastare Leukdmie (FAB M5)
Akute Erythroleukdmie (FAB M6)

Akute megakaryoblastare Leukamie (FAB M7)
Akute Basophilen-Leuk&mie

APL mit PML::RARA Fusion

AML mit RUNX1::RUNX1T1 Fusion

AML mit CBFB::MYH11 Fusion

AML mit DEK::NUP214 Fusion

AML mit RBM15::MRTFA Fusion

AML mit BCR::ABL1 Fusion

AML mit KMT2A rearrangement

AML mit MECOM rearrangement

AML mit NUP98 rearrangement

AML mit NPM1 mutation

AML mit CEBPA mutation

AML, MDS

AML mit anderen genetischen Veranderungen
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Signal-Transduktionsgene o NPM1
z.B. FLT3 23%
Myeloische
Tumor-Suppressorgene 9% Transkriptionsfaktoren
28 TPS3 2.B. CEBPA
DNA- .
Modifikationsgene 18% 8% Fusionsgene
z.B. DNMT3A z.B. RUNX1
Spliceosom-Gene Chromatin-
3%
z.B. SF3B1 ° Modifikationsgene
z.B. ASXL1
2% Kohasine
z.B. SMC1A

Abb. 3 [adaptiert nach [10], basierend auf Daten von [14]]: Mutationen in de-novo-AML:

Uberblick uber verschiedenen Genmutationsklassen und dazugehérigen Gene, sowie ihre
relativen Haufigkeiten in de-novo aufgetretenen AML.

Anfang der 2000er-Jahre unterteilten Gilliland und Griffin diese Driver-Mutationen
in Uberleben-steigernde Klasse-I-Mutationen, z.B. aktivierende Mutationen in
Genen der Signaltransduktion FLT3, KIT, KRAS oder NRAS, sowie Klasse-II-
Mutationen, die die Ausdifferenzierung des malignen Zellklons hemmen, z.B.
RUNX1 (t(8;21), CEBPA, PML-RARA (t(15;17), MYH11-CBFB (inv (16)). [15]
Aufgrund des enormen Wissensgewinnes durch genetische Analysen in den
letzten Jahren gilt die Gilliland-Griffin-Einteilung als tberholt. Papaemmanuil et
alt. propagierten 2016 anhand ihrer prospektiven Kohortenstudie ein neues
Klassifikationsmodell fur die AML anhand verschiedener genetischer
Subgruppen: Die NPM1-positive AML als haufigste Untergruppe mit einem Anteil
von 27% tritt nur als Co-Mutation auf und ihre Prognose stark abhéngig von der
zweiten ,Driver‘-Mutation, z.B. DNMT3A oder FLT-3. Weitere Gruppen sind
Patienten mit Mutationen in Chromatin-/RNA-Splicing-Regulatoren bzw. beiden
(18%), Patienten mit TP53-Mutationen, IDH2R72-Mutationen (1%) und AML ohne
detektierbare Treiber-Mutation.[12] [16] Eine reine Fokussierung auf genetische

Merkmale ist sicherlich nicht ausreichend: nicht-genetische Prozesse, wie die
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Dysregulierung von bestimmten Proteinen in der Zelle, z.B. BCL-2 oder MCL-1,

scheinen fur die Leukdmogenese ebenfalls eine entscheidende Rolle zu spielen.

Die AML-Therapie bei fitten Patienten ist kurativ-intendiert und gliedert sich
formal in eine Induktionsphase (first-line) zum Erzielen einer mdglichst
kompletten Remission der leukamischen Blasten und Postremissions-
/Konsolidierungstherapien (second-line) zur  Aufrechterhaltung der
Blastenremission. Eine weit akzeptierte Induktionstherapie ist das sogenannte
7+3-Schema. Diese entspricht sieben Tage kontinuierlicher Therapie mit
Cytarabin und an drei Tagen zusatzlich Dauno- oder Idarubicin als Antrazyklin.
[17] Es gibt Modifikationen dieses Schemas, z.B. CPX-351, liposomal-
ummanteltes Ara-C plus Daunorubicin im Verhaltnis 5:1, mit Zulassung fur den
Einsatz bei fur sekundaren AML, [18, 19], Midostaurin als Zusatz zur Standard-
Chemotherapie bei FLT3-mutierter de-novo-AML [20] oder Gemtuzumab
Ozagamicin (GO), ein monoklonaler Antikérper fur die CD33+-AML, in
Kombination mit Standard-Chemotherapie. [21].

Tab. 2: EuropeanLeukemiaNet (ELN)-Einteilung der AML in Prognosegruppen nach Zyto-
IMolekulargenetik [22]

Risikogruppe genetische Aberrationen

t(8;21)(q22;922); RUNX1-RUNX1T1
Gulnstig inv(16)(p13.1g22) oder t(16;16)(p13.1,922); CBFB-MYH11
(Niedrigrisiko) Mutiertes NPM1 ohne FLT3-ITD oder mit FLT3-ITDmed"g
Biallelisch mutiertes CEBPA
Mutiertes NPM1 mit FLT3-ITD"och
Wildtyp-NPM1 ohne FLT3-ITD (normaler Karyotyp) oder mit FLT3-ITD"edrig
Intermediar (ohne unglinstige genetische Aberrationen)
(mittleres Risiko) 1(9;11)(p22;923); MLLT3-KMT2AS8
Zytogenetische Aberrationen, die nicht als glinstig oder
unguinstig eingestuft wurden
t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214
t(v;11)(v;g23); KMT2A-Genumlagerung
(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1
inv(3)(q21g26.2) oder t(3;3)(q21;926.2); GATA2, MECOM (EVI1)
-5 oder del(5q); -7; -17/abnl(17p)
komplexer Karyotyp (=3 Aberrationen)
Unglnstig monosomaler Karyotyp (eine Monosomie, assoziiert mit mindestens einer
(Hochrisiko) weiteren Monosomie oder einer anderen strukturellen,
chromosomalen Aberration (aul3er CBF-AML))
Wildtyp-NPM1 mit FLT3-ITD"och
Mutiertes RUNX1
Mutiertes ASXL1
Mutiertes TP53
AML aus MDS
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Abhangig vom jeweiligen Patienten-Risikoprofil (vgl. Tab. 2) schlieRen sich

entsprechende Postremissions-/Konsolidierungstherapien an.

In der gunstigsten Prognosegruppe kann hochdosiertes Cytarabin zum Einsatz
kommen. [23] Ab einem mittleren Risiko sollte eine konsolidierende allogene

Stammzelltransplantation in Betracht gezogen werden.

Da sich die AML aber vor allem bei élteren Patienten manifestiert, kbnnen oftmals
aufgrund der Komorbiditaten — aber auch aufgrund genetischer und klinischer
Risikofaktoren oder infektiologischen Komplikationen - keine intensiven
Therapieregime durchgefuhrt werden. In diesen Fallen bietet sich eine palliativ-
intendierte Therapie mit den hypomethylierenden Substanzen Decitabin oder
Azacitidin an. Diese sind zytoreduktiven Behandlungen mit Hydroxyurea oder
niedrig-dosiertem Cytarabin Uberlegen und das Gesamtuberleben kann
signifikant um mehrere Monate verlangert werden. [24, 25] Neue Medikamente,
wurden in den letzten Jahren (zumeist als Add-On zur Standardtherapie) in dieser
Indikation zugelassen, wie der IDH-2-Inhibitor Enasidenib [26], der Hedgehog-
Inhibitor Glasdegib [27] oder der BCL-2-Inhibitor Venetoclax (vgl. Punk 1.2).

Alle hier beschriebenen Erlauterungen zur Therapie beziehen sich nicht auf die
akute Promyelozytenleukamie (FAB M3, t(15;17)) Hier besteht mit Arsentrioxid
(ATO) plus All-trans-Retinsaure (ATRA) ein spezieller kurativer Ansatz. [28]

Trotz der therapeutischen Verbesserungen kénnen heute nur etwa 30% der
AML-Patienten, Uber alle Altersgruppen verteilt, dauerhaft ,geheilt werden. [2]
Neben einer primaren Therapierefraktaritat ist vor allem das Rezidivpotential
nach initialer Blasten-Remission ein Problem: Pathomechanisch stellt man sich
vor, dass ein oder mehrere therapierefraktare Leuk&mieklone, gegebenenfalls
auch unterhalb der Nachweisgrenze Uberleben, die entweder schon vor
Therapiebeginn existiert haben kénnen, oder aber auch erst durch die Therapie
selbst induziert bzw. herausselektiert wurden und sich hieraus sukzessiv das
klinische Rezidiv manifestiert. [29] Weitere Grundlagenforschung zur Detektion
und zur Uberwindung der Resistenzmechanismen wird fiir die therapeutischen

Optionen zukinftig wegweisend sein.
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1.2. BCL-2-Proteinfamilie

Bei der BCL-2-Proteinfamilie handelt es sich um verschiedene Proteine, die an
der Regulation der zellularen Apoptose beteiligt sind. Die pro-apoptotischen
Vertreter der Gruppe, wie u.a. BAX, induzieren die Einleitung des intrinsischen
Wegs der Apoptose, indem Cytochrom C aus Mitochondrien freigesetzt wird.
Dieses wiederum bildet mit Caspase 9 und Apaf den Apoptosom-Komplex, tiber
den die Zelle uber Caspasen und DNAsen Aktivierung in die Apoptose uberfuhrt
wird [30, 31]. Die anti-apoptotischen Vertreter, BCL-2 selbst, MCL-1, BCL-xL,
BCL-w und BFL-1, unterdriicken die Apoptose-Induktion, fordern somit
gleichermafRen Uberleben, wie Apoptose-Resistenz. Bei Aktivierung werden die
verschiedenen Vertreter in die innere bzw. dul3ere Mitochondrienmembran
rekrutiert. [32]

A anti-apoptotisch  pro-apoptotisch

BCL-2 BAD
BCL-xL BMF
soLw [ BH3-“Sensitizer*

MCL-1 NOXA

Al PUMA
BIM
BID

BAK/BAX
pro-apoptatische
Effektoren

BH3-“Aktivatoren“

Cytochrom C

keine Apoptose

Apoptose
@ Aktivierunng
N\of < Effektor-+—
R Caspase-3,6,7 &fﬂg & “ = 0 m ’
&DNAsen  Apoptosom
ey Bc2 BIM  Bol2-  BAK/BAX-  BAX
Apoptose APAF, Cytochrom C) Inhibitor, Oligomer  oder BAC

Abb. 4: [nach [33]]: A Uber Proteine der BCL-2-Familie-vermittelte intrinsische Weg der

Apoptose, B: Einfluss des Primings mit BIM auf den Therapie-Erfolg von BCL-2-

Inhibitoren.

Ein Schlisselmechanismus vieler maligner Erkrankungen ist es, auf
unterschiedliche Weise die zellulare Apoptose zu umgehen. Insbesondere die
anti-apoptotischen Vertreter der BCL-2-Proteine sind bei vielen hamatologischen
Neoplasien Uberexprimiert. [31] Bereits vor Uber 30 Jahren wurde die
Translokation des BCL-2-Gens von Chromosom 14 auf Chromosom 18 (t
(14;18)), welche zur BCL-2-Uberexpression fiihrt, als Pathomechanismus des

follikularen Lymphoms identifiziert. [34] Auch bei der ALL konnte eine
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Abhangigkeit von BCL-2 belegt werden. So korreliert die BCL-2-Expression
positiv. mit schwerer Kklinischer Symptomatik, hoher Blastenanzahl im
Knochenmark [35] und schlechtem Therapieansprechen [36]. Bei der AML ist es
zunachst weniger offensichtlich, dass BCL-2-Inhibition einen Klinisch
erfolgreichen Ansatz zur Therapie bietet. [37] Eine alleinige Reduktion der BCL-
2-Expression brachte unzufriedenstellende Ergebnisse. [38] Ausschlaggebend
fur die Sensitivitdt von BCL-2-Inhibitoren bei der AML ist die hohe Menge an so
genannten ,geprimten” BCL-2, also BCL-2, welches proapoptotisches BIM oder
BAX gebunden hat. Del Poeta et al. konnten zeigen, dass dieses geprimte BCL-
2 in AML-Blasten im Vergleich zu anderen gesunden Zellen deutlich erhéht ist
(vgl. Abb. 4). Durch die hohen BIM-/BAX-Konzentrationen kann nach Bindung
des BCL-2-Inhibitors an BCL-2 rasch durch Verlust der Integritat der
Mitochondrienmembran Cytochrom C freigesetzt werden und die Zelle in
Apoptose Uberfuhrt werden. Dies konnte den Therapieerfolg erklaren. [39, 40] In
den meisten nicht-malignen Zellen ist BCL-2 nicht geprimed. Ausnahme sind
Lymphozyten, weshalb Lymphopenien haufig als Nebenwirkungen von BCL-2-

Inhibitoren zu beobachten sind. [41]
1.3. BCL-2-Inhibitoren

BCL-2-Inhibitoren sind small molecule-Inhibitoren, die Motive der BH3-Doméne
der proapoptotischen BCL-2-Vertreter imitieren und Uber diese an die
antiapoptotischen BCL-2-Proteine binden. Erste BCL-2-Inhibitoren wurden ab
2005 entwickelt, u.a. ABT-737 mit schlechter oraler Bioverfiigbarkeit [42] oder
ABT-263 (Navitoclax), der neben BCL-2, BCL-XL und BCL-w inhibiert. Durch
Hemmung der BCL-X.-Untereinheit, welche essentiell fir das Uberleben von
Megakaryozyten ist [43], entstanden unter Navitoclax starke Therapie-
assoziierte, dosislimitierende Thrombozytopenien und der Inhibitor verpasste die
Zulassung [44]. Interessanterweise verursacht der in unseren Experimenten
verwendete BCL-2/Xc-Inhibitor (AZD 4320) laut einer 2020 verdffentlichten
Publikation lediglich eine voribergehende, bereits nach wenigen Tagen komplett
regrediente Thrombozytopenie, die nicht dosis-limitierend ist. [45] Entsprechend
untersuchten wir AZD 4320 als dualen BCL-2/Xc-Inhibitor mit - verglichen zu
selektiven BCL-2-Inhibitoren - potenziertem antileuk&dmischen Potential bei

deutlich minimiertem Nebenwirkungsprofil.
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Ein anderer Weg zur Verbesserung der Vertraglichkeit erfolgte durch die
Entwicklung spezifischer BCL-2-Inhibitoren, die nicht die BCL-XcL-Untereinheit
inhibieren. So wurde ABT-199 (Venetoclax) als erster selektiver BCL-2-Inhibitor
etabliert. [46] Die erste Phase-1-Venetoclax-Monotherapie-Studie an CLL &
NHL-Patienten mit schlechter Prognose zeigte beeindruckende Erfolge; 79%
sprachen auf die Therapie an. [47] Praklinisch konnte auch bei der AML Apoptose
im niedrigen nanomolaren Bereich durch Venetoclax erzielt werden. [48] In einer
2016 durchgefuhrten klinischen Phase-1I-Monotherapie-Studie mit Patienten, die
nicht fit genug fur eine Induktionschemotherapie gewesen waren, wurde durch
Venetoclax immerhin in 19% eine Blastenremission erreicht. In der Gruppe der
IDH1-/2-Mutationen war der Anteil mit 33% nochmals hoher. [49] Warum nur eine
relativ kleine Subgruppe von Patienten auf die Therapie anspricht, ist
Gegenstand aktueller Forschung und entscheidend fiir eine Therapie-
Verbesserung. Eine mogliche Erklarung lieferten Carter et al., die zeigten, dass
sich diese Resistenz durch zeitgleiche Inhibition von BCL-2 und MCL-1 aufheben
lasst: vormals Venetoclax-resistente AML-Blasten und -Stammzellen wurden
durch die simultane Hemmung in Apoptose gefuhrt. Wahrscheinlich ist das
Zusammenspiel aller BCL-Proteinfamilienmitglieder fir die BCL-2-Resistenz
entscheidend. [50].

1.4. MCL-1-Inhibitoren

MCL-1-Inhibitoren gehdren zu den small-molecule-Inhibitoren. MCL-1 ist ein
weiteres anti-apoptotisches Protein der BCL-2-Familie. Es besitzt eine kurze
Halbwertszeit und wird in verschiedenen Geweben exprimiert. MCL-1 scheint
eine entscheidende Rolle in der Embryonalentwicklung zu spielen, da gezeigt
werden konnte, dass Mausembryos mit MCL-1-Deletion nicht tberlebensfahig
sind. Weitere Funktionen umfassen Entwicklung von B-/T-Lymphozyten und
Neuronen, sowie Steuerung des Uberlebens von Makrophagen, neutrophilen
Granulozyten, hamatopoetischen Stammzellen und Fibroblasten in der Synovia.
[51] [52]

Das MCL-1-Gen ist dabei eines der am haufigsten in menschlichen Krebszellen
amplifizierten Gene. [53] Verschiedene Tumor-Entitaten wurden als MCL-1-

abhangig beschrieben, so auch die AML. [54]
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AulRerdem tragt dysreguliertes MCL-1 zu einer Vielzahl von Resistenzen bei
verschiedenen Chemotherapeutika bei [55] [56], interessanterweise auch zur
Venetoclax-Resistenz. [57, 58] (vgl. 1.3.) Einer der ersten MCL-1-Inhibitoren war
Maritoclax. [59] Mehrere neue MCL-1-Inhibitoren, wie S63845, der hier in der
Arbeit verwendete AZD 5991 oder AMG-176 werden in klinischen Studien
untersucht (NCT02979366, NCT03218683, NCT02675452). Die klinische Studie
zum hier untersuchten AZD 5991 in den USA untersucht die Wirkung des MCL-
1-Inhibitors als Monotherapie, sowie in Kombination mit Venetoclax bei AML-,
MDS- und Plasmozytom-Rezidiven. [60]

1.5. CDK-9-Inhibitoren

CDK-9-Inhibitoren sind small-molecule-Inhibitoren und reprimieren MCL-1-
indirekt auf Transkriptionsebene: CDK-9 bindet an Cyclin T1 (CycT) und bildet
gemeinsam mit diesem den Transkriptionselongationsfaktor b (P-TEFb), der die
nicht-ribosomale Transkription und mRNA-Reifung reguliert. [61] Ein Gen, das
von P-TEFb vermehrt kontrolliert wird, ist MCL-1. [62] [63] CDK-9-Inhibitoren

werden daher als indirekte MCL-1-Inhibitoren evaluiert.

CDK-9 ist an der Zelldifferenzierung von Muskelzellen, Neuronen und Monozyten
beteiligt. In Monozyten scheint es anti-apoptotisch zu wirken. Im Gegensatz zu
anderen Cyclin-abhangigen Kinasen, wie CDK-4 oder CDK-6, spielt CDK-9
allerdings keine priméare Rolle bei der Regulation des Zellzyklus. [61]

Erste Kklinisch getestete, nicht-spezifische CDK-9-Inhibitoren, wie Alvocidib
(Flavopiridol) & Dinaciclib besitzen unginstige Nebenwirkungsprofile, die
maoglicherweise auf eine nicht-selektive Inhibition von CDK9 zurtickzufiihren sein
konnten. [64] Der hier verwendete CDK-9-Inhibitor AZD 4573 zeigt eine
verbesserte CDK-9-Selektivitat und befindet sich in den USA in einer Phase-I-

Studie fur verschiedene hamatologische Erkrankungen. [65]
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1.6. Decitabin (DAC)

DAC ist ein Zytostatikum, das als Antimetabolit wirkt. Chemisch betrachtet
handelt es sich um ein Pyrimidin-Analogon. Es wird als falscher Baustein in DNA
und RNA integriert und hemmt so DNA-Methyltransferasen. [66] Zum
Wirkmechanismus stellt man sich vor, dass methylierte (und dadurch
deaktivierte) Tumorsupressoren wieder eine Reaktivierung durch eine
Demethylierung erfahren (s. S.13). Decitabin wirkt somit rein epigenetisch im
Gegensatz zu den ,klassischen Zytostatika“. Effekte treten zeitverzégert nach

durchschnittlich zwei (oder mehr) Zyklen mit Decitabin ein. [67]

1.7. Akute lymphatische Leukadmie (ALL)

Wie unter 1.1. beschrieben, ist die Transformation eines lymphatischen
Stammzellklons im Knochenmark der zugrundeliegende Pathomechanismus bei
der Entstehung der ALL. Mit einem Gesamtanteil von 29,7% stellt sie die
haufigste bosartige Tumorerkrankung bei Kindern dar. Erwachsene sind 4-mal
seltener betroffen (Inzidenz: 1,5/100.000/Jahr), haben aber schlechtere
Uberlebenschancen (ca. 30-40% [68] vs. 91%) Das Geschlechter-Verhaltnis
entspricht dem der AML. [69] [70]

Tab. 3: WHO-Klassifikation der ALL (2016) [13]

ALL-,,Gruppe* Subtypen

B-lymphoblastische Leuk@mie/Lymphom, nicht anders klassifiziert
B-lymphoblastische Leuk@amie/Lymphom mit definierten zytogenetischen
Chromosomenbefunden/genetischen Abnormitaten

e B-lymphoblastische Leukédmie/Lymphom mit t(9;22)(q34;911.2); BCR-

ABL1
e B-lymphoblastische Leukédmie/Lymphom mit t(v;11923); KMT2A
rearranged
e B-lymphoblastische Leukéamie/Lymphom mit t(12;21)(p13;q22); ETV6-
Lymphatische- RUNX1

B-lymphoblastische Leukamie/Lymphom mit Hypodiploidie
B-lymphoblastische Leuk&mie/Lymphom mit Hyperdiploidie
B-lymphoblastische Leuk&mie/Lymphom mit t(5;14)(g31;932);IL3-IGH
B-lymphoblastische Leukamie/Lymphom mit t(1;19)(g23;p13.3); TCF3-
PBX1

e B-lymphoblastische Leukdmie/Lymphom mit BCR-ABL1-like

e B-lymphoblastische Leukédmie/Lymphom mit iAMP21

T-lymphoblastische Leuk&mie/Lymphom

e  Frihe T-Zell-Precursor lymphoblastische Leukamie

e Naturliche-Killer-(NK)-Zell lymphoblastische Leukamie /Lymphom
Reife B-Zell- Reifzellige Burkitt B-ALL
Neoplasien

Vorlaufer-
Zellneoplasien
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Klinische Manifestationen kénnen u.a. in einer Lymphadenopathie,
Knochenschmerzen, Kopfschmerzen bei Meningeosis leucaemica oder analog
zur AML als Verdrdngung der gesunden H&amatopoese mit Anamie,
Granulozytopenie (ggfs. Leukozytose) und/oder Thrombozytopenie bestehen.
Mehr als 20% lymphozytare bzw. undifferenzierte Blasten im Verhéaltnis zur
Leukozytengesamtzahl im Knochenmarkaspirat oder bei der
Immunphanotypisierung mittels FACS-Durchflusszytometrie sind diagnostisches
Kriterium. [71] Bei T-zellularer Abstammung exprimieren sie CD3, u./o. CD7 als
Oberflachenmarker, bei B-Zell-Abstammung CD19, CD22, u./o. CD79a. [1]

Weiterfuhrende genetische Untersuchungen komplettieren die Diagnostik. In
Uber 60% finden sich zytogenetische Abberationen, u.a. das Philadelphia-
Chromosom t(9;22), welches bei Erwachsenen in etwa bei einem Viertel aller
Vorlaufer-B-ALL nachgewiesen werden kann und mit einer schlechten Prognose

assoziiert ist. [72]

10um 10um 10pm 10um

Abb. 5: ALL- Blasten vor Erythrozyten in May-Grinwald-Giemsa (Pappenheim)-geféarbten
Differential-Blutausstrichen (Referenz: eigene Bilder, angefertigt in der MTA-Schule,

Katharinenhospital Stuttgart).

Die Behandlungskonzepte sind komplexer als bei der AML und lehnen sich an
Studienprotokolle bzw. Empfehlungen der Studiengruppen an, z.B. der GMALL.
[73] Patienten mit dem t(9;22)-BCR-ABL-Fusionstranskript profitieren von BCR-
ABL- Tyrosinkinaseinhibitoren. [74] [9]
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1.8. Fragestellung

Im Rahmen dieser Dissertation wurden systematisch drei neue BCL-2-
assoziierte-Inhibitoren auf ihr antileukdmisches Potenzial untersucht: der duale
BCL-2/Xc-Inhibitor AZD 4320, der MCL-1-Inhibitor AZD 5991 und der CDK-9-
Inhibitor AZD 4573.

Ziel der Arbeit, war es, die Sensitivitat der Inhibitoren in verschiedenen AML-
Zellmodellen zu evaluieren und diese durch Messung der Zellproliferation bzw.
Ermittlung der Apoptoserate unter verschiedenen Inhibitor-Konzentrationen zu
quantifizieren. Zusatzlich wurden zell- und Inhibitor-spezifische I1Cso-Werte
berechnet. Als Modelle dienten neben Zelllinien native Blasten aus Heparinblut
und Knochenmark.

Entsprechend der Zulassung von Venetoclax mit hypomethylierenden
Substanzen  [75] untersuchten  wir die  Hypothese, o0ob eine
Kombinationsbehandlung der Inhibitoren mit DAC synergistisches Potential
aufzeigt.

Zur Beantwortung der Frage, ob die Inhibitoren ein entsprechendes Ansprechen
ex-vivo zeigen wirden, haben wir unsere Versuche um die Testung von AML-

Patientenblasten aus Heparin-Blut/-Knochenmark erweitert.
In Translation und als mogliches zukinftiges Anwendungsgebiet der BCL-

Inhibitoren wurden die genannten Inhibitoren in in-vitro, sowie ex-vivo-ALL-

Modellen untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Verbrauchs-/Einwegmaterialien
FACS- Rohrchen (Round-Bottom Tubes)
Falcon™ 6-well-Platten
Falcon™ konische Zentrifugenréhrchen, 15ml

Falcon™ konische Zentrifugenréhrchen, 50ml

Falcon™ Zellkulturflaschen (12,5cmz2, 25cmz?, 75cm?)

Falcon™ Einwegpipetten (2,5ml 5ml, 10ml, 25ml, 50ml)

Nalgene™ Oak Ridge Zentrifugenréhrchen
CryoTube™ Vials-Kryoréhrchen

12-well-Platten

Cellstar® 96-well-Platten

PARAFILM® M, double size

Pasteur capillary pipettes

Pipettenspitzen, verschiedene Grofen
Combitips® advanced, 5ml

ReaktionsgefalRe ,Eppis® (0,2ml, 0,5ml, 1ml, 2ml)
Entsorgungsbeutel, PP, autoklavierbar

Peha-soft® nitrile guard powderfree-Handschuhe

2.1.2. Zellkulturmedien und -zubehor
CoolCell®-Einfrierbox

Mr Frosty-Gefrierbehalter

RPMI 1640 Medium, GlutaMAX™ Supplement
Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS)
OptiMem Serum Reduced Medium

HyClone/ DMEM/High Modified Medium
DMEM

Trypsin/EDTA-L6sung (0,05 %/0,02 %)

Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml / 10.000 pg/ml)

Nicht-essentielle Aminosauren (NEAA)

Bicoll Separating Solution

BD

Fisher Scientific
Fisher Scientific
Fisher Scientific
Fisher Scientific
Fisher Scientific
Fisher Scientific
Thermo Scientific
Corning Inc.
Sigma

Sigma

WU Mainz
Nerbe
Eppendorf
Eppendorf
BRAND

Hartmann

Biocision
ThermoFisher
ThermoFisher
ThermoFisher
GE
Lifesciences
Biochrom
Biochrom
Biochrom
Biochrom

Biochrom
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Natrium-Pyruvat

Fetales bovines Serum (FBS)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

PBS (ohne Calcium-/Magnesiumchlorid)

Erythrozyten-Lysepuffer

2.1.3. Laborgerate
IX51-Invertmikroskop
HERAcell 240i-Brutschrank
HERAsafe-Sicherheitswerkbank
Varifuge 3.0 RS-Standzentrifuge
VIP Series -86°C-Kihlschrank
weitere Laborkuhlschrénke
FACSCalibur
Sunrise-Mikroplattenlesegerat
Zentrifuge 5415R
verstellbare Pipetten
(0,1-2pl, 1-10pl, 2-20ul, 10-100pl,
2-200pl, 100-1000ul)
Pipetboy-Pipettierhilfe
AT 261 deltaRange
Reax top-Shaker
Vortex-Genie 2
3017 Schittler
Mini-Fuge
Vacusafe-Absaugpumpe

Wasserbad

2.1.4. Software
GraphPad PRISM
CellQuest
Magellan™
Office 365
JMP 14

Gibco
Sigma
Sigma
Sigma

c.c.pro

Olympus

Thermo Scientific
Heraeus

Heraeus

Sanyo
verschiedene

BD

Tecan
Eppendorf
Eppendorf

INTEGRA
Mettler
Heidolph

Sci. Industries
GFL

Carl Roth
Integra

Kottermann

GraphPad, Inc.
BD

Tecan
Microsoft

SAS
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2.1.5. Reagenzien
APC Annexin V  Biolegend
Propidium-lodid Invitrogen
Annexin V Binding Buffer
Pharmingen FITC Annexin V

Apoptose
o)
)

FACSFlow Tragerflissigkeit BD

FACS™ Clean Solution BD

FACS™ Rinse Solution BD
Phenazinmethosulfat (ECR-Reagenz) T_ SigmaAldrich
XTT-Natriumsalz Biochemica ; PanReacAppliChem

2.1.6. Inhibitoren

Die Inhibitoren AZD4573 (CDK-9-Inhibitor), AZD5991 (MCL-1-Inhibitor) und
AZD4320 (BCL-2/XL-Inhibitor) wurden unserer Arbeitsgruppe freundlicherweise
von AstraZeneca, USA, zu Forschungszwecken zur Verfigung gestellt. Die
Lyophilisate wurden in DMSO gel6st (10mM-Ldsung).

2.1.7. Heparin-Blut und -Knochenmark von Patienten

In Kooperation mit der Onkologischen Tagesklinik der Inneren Medizin Il konnten
Knochenmark-Aspirate  bzw. peripheres Heparin-Blut von 11 neu-
diagnostizierten AML-, sowie 6 ALL-Patienten/-innen vor Therapiebeginn
gewonnen werden. Eine schriftliche Einverstéandniserklarung der Patienten/-
innen zur Verwendung des Materials fir Forschungszwecke, sowie ein positives
Votum der Ethikkommission der Universitat Tabingen (Projektnummer 188/2018
BO2) liegen vor.
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2.1.8. Zelllinien

Tab. 4: Uberblick Gber die verwendeten Zelllinien

MOLM-13

MOLM-14

OCI-AML3

HL-60

Jurkat

human

human

human

human

Eigenschaften

sekundare AML
(FAB M5a)
aus MDS [76]

AML
(FAB M4) [77]
AML
(FAB M2)

T-ALL [78]

nicht-adharent

nicht-adharent

semi-adharent

nicht-adharent

Herkunft

AG Dr. Heinrich,

Oregon University,

Portland, OR,

DSMz

DSMz

AG Prof. Salih,
UKT Tubingen
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2.2. Methoden

2.2.1. Zellkultur

Die Zellen wurden in Kulturflaschen in den genannten Medien (s. Tab. 6) in einem
37°C-Brutschrank (95% relative Luftfeuchtigkeit, 5% CO2) inkubiert. Taglich
erfolgte deren lichtmikroskopische Kontrolle. Bei Farbumschlag des Mediums
und/ oder lichtmikroskopisch hoher Zelldichte, wurde eine Subkultivierung
(»Split) im Verhaltnis 1:10 oder an die Zellzahl angepasst vorgenommen. Die
semiadharenten HL-60 wurden zusatzlich enzymatisch mittels Trypsins vom
Flaschenboden separiert. Falls nicht anders angegeben, erfolgte die
Zentrifugation der Zellen bei 2000rpm. Die Zellen sind im zur Arbeitsgruppe
gehdrigen -80°C-Gefrierschrank zwischengelagert und anschlieBend in
Flissigstickstoff archiviert. Fur den Einfrierprozess wurde spezielles ,Freezing-
Medium*® 50% (v/v = 25ml/50ml) Medium pur, 40% ((v/v = 20ml/50ml) FBS und
10% (v/v = 5mi/50ml) DMSO) verwendet, und die Zellen in Kryoréhrchen in
verschiedenen Zelleinfrierbehaltern platziert, welche diese ca. 1°C/min erkalten

lassen.

Tab. 5: Uberblick Gber verwendeten Zellkulturmedien nach Zelllinien

Medium Zelllinie
Gibco®-RPMI * MOLM-13, MOLM-14, Jurkat, OCI-AML3, HL-60
DMEM ** PBMCs aus Patienten-Knochenmark/-Blut

* fur optimales Wachstum Zugabe von 10% FBS, 1% nicht-essentiellen Aminoséuren, 1% Sodium-Pyruvat,

sowie 1% Penicillin/Streptomycin, ** entspricht *, allerdings abweichend 20% FBS

Bestimmung der Zellzahl

In der Neubauer-Zahlkammer wurde die exakte Zellzahl in Zellsuspensionen
bestimmt. Dazu wurden vier Grof3quadrate (e V = 0,1pl) unter dem
Inversionsmikroskop nativ ausgezéhlt und tber die genannte Gleichung auf die

Gesamtzellzahl der Zellsuspension rickgeschlossen:

N4 GroRquadrate 4 Ngesamt = gesamte Zellzahl der Zellsuspension
n =——F—— 107 V Lo
gesamt 4 0 gesamt N4 Grosquadrate = Zellanzahl in vier Grol3quadraten

Vgesamt = Gesamtvolumen der Zellsuspension [ml]
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2.2.2. Proliferations-/ Viabilitats-Assays (XTT)

In Mikrotiterplatten wurden pro ,well“ 100ul Zellsuspension entsprechend 20 000
Zellen vorgelegt und in verschiedenen Konzentrationen mit den Inhibitoren AZD
4320, AZD 4573 und AZD 5991 behandelt. Unbehandelte Zellen dienten als
Referenz. Nach 24- bzw. 48-stiindiger Inkubation wurden jeweils 50ul Reagenz
(Verhaltnis 1:50 PMS (ECR): XTT) zu den Zellsuspensionen gegeben. Das
gelbliche XTT (2,3-Bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfo phenyl)-2H-tetrazolium-5-
carboxanilid) wird durch NADH aus mitochondrialen Dehydrogenasen, u.a. aus
dem Citratzyklus, zu einem orangenen, wasserléslichen Formazan-Farbstoff
reduziert. Diese Reaktion kann ausschlieBlich in lebenden Zellen ablaufen.
Phenozinmethosulfat (PMS (ECR)) dient als
Reduktionsmittel/Elektronenakzeptor und verstarkt die kolorimetrische Reaktion
des XTT-Salzes. Die Extinktion ist direkt proportional zur NADH-Menge bzw.
Anzahl der proliferierenden Zellen und wurde nach 4h photometrisch mittels
Mikroplattenlesegerat bei 480nm gemessen. [79] Alle Messungen wurden
sechsfach durchgefiihrt (n=6). Von den Messwerten wurde die durchschnittliche
Extinktion des Mediums im jeweiligen Ansatz subtrahiert und anschliel3end die
durchschnittliche  Extinktion der unbehandelten Zellen als 100%-

Proliferationsaktivitat betrachtet.

2.2.3. Apoptose-Assays

Die relative Anzahl apoptotischer Zellen in  Abhéangigkeit der
Inhibitorkonzentrationen (ADZ4320, AZD4573, AZD5991 und/oder Decitabin)
wurde in Verdunnungsreihen in 1 bzw. 2ml Zellsuspension in 6-/12-well-Platten
bestimmt. Es wurden 1 x 10° Zellen pro well ausgeséat. Inhibitoren wurden in
DMSO gelost. Um zu zeigen, dass der apoptotische Effekt nicht durch DMSO
verursacht wird, wurde die Apoptoserate der Zellen unter DMSO als Kontrolle
gemessen. Dabei wurde die Menge DMSO verwendet, welche in der hochsten
Konzentration des jeweiligen Ansatzes enthalten war. Nach 48-stundiger
Inkubation im Brutschrank wurden die Zellen innerhalb der ,wells®

lichtmikroskopisch inspiziert und ggfs. Annexin-PI gefarbt (vgl. Tab. 6).
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Die Annexin-Pl-Farbung macht eine Unterscheidung zwischen nicht-, frih- und
spat-apoptotischen Zellen moglich. Annexin bindet Phosphatidylserin (PS) Ca?*-
abhangig. Phosphatidylserin ist Teil der zellularen Biomembran und wird in friih-
apoptotischen Zellen vermehrt in den auf3eren Membranlayer verschoben, wo es
in-vivo als Signal zur Anlockung von Makrophagen dient. Propidiumiodid (PI), ein
DNA-/RNA-interkalierender Farbstoff und Marker fir die spate Apoptose, farbt
Nukleinsauren bei Integritatsverlust der Plasma-/ggfs. Nukleus-Membran (vgl.
Abb. 7). Fur die Farbung wurden die Zellen zentrifugiert, das Medium mittels
Vakuumpumpe abgesaugt und je 100ul Farbelésung (FITC Annexin V bzw. APC
Annexin 'V 1:20 und PI 1:50 verdinnt in Annexin V-Bindung Buffer)
hinzugegeben. Nach 30-minutiger Inkubation (abgedunkelt, bei
Raumtemperatur) erfolgte die Zugabe von 100ul Annexin V binding buffer und

innerhalb einer Stunde die Messung am FACS-Gerét.

Tab. 6: Uberblick iber Farbungen fiir Apoptose-Assays

Zelllinien Farbungen

FITC-Annexin V (grin) Pl
Leukamie-Zelllinien Emissionsmaximum: 520nm Emissionsmaximum:
590nm
PBMCs Patienten keine (Gating auf lebende Zellpopulation)

* Verwendung da transduzierte Zellen durch Plasmid-Einbau griine Eigenfluoreszenz besitzen

Im FACS-Geréat passieren die Zellen umgeben von einer Tragerflissigkeit einzeln
eine Flusszelle, in der sie von einem Laser bestrahlt werden. Die
Tragerflussigkeit wiederum ist von der sogenannten Mantelfliissigkeit umgeben,
die sicherstellt, dass die Zellen in der Tragerflissigkeit senkrecht am Laser
vorbeigeleitet werden. Diesen Vorgang nennt man hydrodynamische
Fokussierung. Dabei entsteht Streulicht, das von zwei nachgeschalteten
Detektoren gemessen wird: dem Vorwartsstreulichtdetektor (FSC) und dem
Seitwartsstreulichtdetektor (SSC). Je grolRer eine Zelle ist, desto mehr
Vorwartsstreulicht verursacht sie. Je grol3er und je starker granuliert die Zelle,
desto mehr Seitwartsstreulicht entsteht. Dies wird graphisch im Dotplot

dargestellt, wobei die FSC-Signale als Abszisse (x) und die SSC-Signale als
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Ordinate (y) aufgetragen werden (vgl. Abb. 7). [80] Zusatzliche
Fluoreszenzkanale FLT1-4 ermoéglichen u.a. die Darstellung Annexin-/-Pl-

positiver Zellen. Alle Messungen wurden zweifach wiederholt (n=3).
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Abb. 6: Dotplot-Diagramme am FACS Calibur: A SSC-/FSC-Kanal, B Fluoreszenzkanale fur
Annexin-PIl-Farbung mit Darstellung der verschiedenen apoptotischen Phasen: grau = lebend, rot
= frlhe Apoptose, hellrot = spate Apoptose (Referenz: eigene Bilder, angefertigt im Labor Kampa-
Schittenhelm, Med. Klinik II, Uniklinikum Tubingen)

2.2.4. lIsolierung von PBMCs mittels Dichtegradientenzentrifugation
(Ficoll®-Technik)

Peripheres Heparin-Blut bzw. Knochenmark-Aspirate von neu-diagnostizierten
AML-/ALL-Patienten wurde(n) 1:1 mit PBS verdiunnt und als separate Phase auf
die Ficoll®-Trennldsung pipettiert. Das Gemisch wurde 20min bei 2000 rpm ohne
Bremse (geringe Drehzahl beim Abstoppen ca. 1rpm/s) zentrifugiert. Mit einer
Dichte von von 1,077g/ml lagert sich die Ficoll®-Lésung zwischen Erythrozyten,
eosinophile/neutrophile  Granulozyten auf der einen  (pPemwthrozyten >
Peosinophile/neutrophile Granulozyten > PFicoll®-Losung) UNd leichteren PBMCs, basophilen
Granulozyten auf der anderen Seite (pricoll®-Lésung > PPBMCs, basophile Granulozyten >
pprlasma). Das oben aufschwimmende Plasma wurde verworfen, die PBMC-,Ring*-
Interphase in ein neues Falcon®-Réhrchen dberfuhrt, mit PBS verdinnt und
zentrifugiert.

Nach zwei PBS-Waschschritten, und ggfs. bei rotem Zellpellet Erythrozytenlyse,
wurden die Zellen in der Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt, in DMEM-Kultur

Uberfuhrt und fur die Apoptose-Versuche verwendet.

2.2.5. Statistische Methoden

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Statistik-Software JMP 14 und

GraphPad Prism. Fir Proliferations-, und Apoptose-Assays wurden einfaktorielle
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Varianzanalysen (ANOVA) als Testverfahren, sowie Dunnett-Tests als Post-hoc-
Analysen gewahlt. Somit konnte erhoben werden, ob sich die Mittelwerte der
relativen Apoptoseraten bei verschiedenen Konzentrationen signifikant von der
unbehandelten Probe als Referenzgrof3e unterscheiden. Fiur die gesamte Arbeit
wurden Signifikanzniveaus anhand der Grol3e des alpha-Fehlers definiert (vgl.
Tab. 7). Der Alpha-Fehler beschreibt, die maximale-festgelegte
Wahrscheinlichkeit eines wissenschaftlichen Tests, die Alternativhypothese
falschlicherweise anzunehmen, obwohl eigentlich die Nullhypothese zutrifft.
Bezogen auf diese Arbeit, also die Wahrscheinlichkeit, dass die drei getesteten
Inhibitoren, der BCL-2-/X.-Inhibitor, MCL-1-Inhibitor und CDK-9-Inhibitor bzw. in
Kombination mit Decitabin, einen Effekt, also Apoptose-Induktion oder
Proliferationshemmung, erzielen, obwohl sie dies in Wirklichkeit nicht tun. In

diesem Aufbau wurden héchstens 5% als obere Grenze festgelegt. [81]

Tab. 7: Festgelegte Signifikanzniveaus & p-Werte

Signifikanzniveau p-Werte
*ehkk a = 0,0001 p <0,0001
*kk a = 0,001 p <0,001
o a=0,01 p<0,01
* a=0,05 p <0,05

Bei den Apoptose-Assays wurde fir jede Zelllinie die ICso-Konzentration
berechnet. Sie entspricht derjenigen Inhibitor-Konzentration, bei welcher 50% der
Zellen apoptotisch sind. Die Kombinationsbehandlungen aus den Inhibitoren mit
Decitabin wurden mittels zweifaktorieller Varianzanalysen (two-way-ANOVA)
Uber GraphPad ausgewertet. Dabei wurden die Mittelwerte der relativen
Apoptoserate (Messvariable) in Abhangigkeit der zwei Variablen, einerseits der
Konzentration der Inhibitoren als Einzelbehandlung (-DAC) oder
Kombinationsbehandlung (+DAC) bzw. der Behandlung mit KM-Spender/AML-
/ALL-Patienten miteinander verglichen. So wurden jeweils drei verschiedene
Hypothesen getestet: erstens, sind die Mittelwerte der relativen Apoptoserate von

den Konzentrationen der Inhibitoren abhangig; besteht also eine
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konzentrationsabhangige Wirkung? Diese Abhangigkeit wird als Reihenfaktor
beschrieben und bestand aufgrund des Testaufaufbaus stets (p < 0,0001).
Zweitens, sind die Mittelwerte der relativen Apoptoserate von Einzelbehandlung
(-DAC) und Kombinationsbehandlung (+DAC) signifikant verschieden? Dieser
als Saulenfaktor bezeichnete Zusammenhang hat in den durchgefiihrten
Messungen die hochste Aussagekraft, da er Aufschluss Uber mdogliche
synergistische Effekte bzw. Effektivitat der Inhibitoren gibt. Drittens, sind die
beiden nominalen Variablen, also Konzentrationen der Inhibitoren, sowie
Behandlungsart (-DAC/+DAC) voneinander abhangig? Besteht also eine
Interaktion zwischen diesen? Je kleiner der Saulenfaktor-Absolutwert, desto
unwahrscheinlicher ein Zusammenhang. Saulen- und Interaktionsfaktor sind an

den entsprechenden Stellen angegeben.

Zur Darstellung des synergistischen Potentials von Inhibitoren und Decitabin
wurden Isobologramme verwendet. Die Ordinate stellt Konzentrationen der
Inhibitoren (y) und die Abszisse Konzentrationen von Decitabin (x) dar. Auf
beiden Achsen wird der ICso-Wert der Substanzen aufgetragen (alternativ &
zusatzlich auch IC2s75) und dadurch eine Gerade mit negativer Steigung
gezogen. Diese markiert die Grenze zwischen Antagonismus und Synergismus.
Liegt der ICso-Wert der Kombinationsbehandlung (AZD + DAC) unterhalb der
Gerade, ist von einem synergistischen Verhalten, lage der Punkt Gber der
Geraden von einem antagonistischen Verhalten der Substanzkombination
auszugehen. Als Ergdnzung wurden Kombinationsindices (CI) auf ICso-, IC25- und
IC7s-Niveau Uber nachfolgende Gleichung berechnet:

c|=2 + da a+d: ICzs/50i75 (AZD + DAC) [nM]
A D A: ICzs/50i75 (AZD) [nM]
D: ICa2s50175 (DAC) [NM]
Ist CI = 1 | existiert kein Unterschied zwischen Einzel- und

Kombinationsbehandlung, bei CIl-Werten <1 wirken die Substanzen

synergistisch und bei Cl-Werten >1 antagonistisch.
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3. Ergebnisse

3.1. Antiproliferative Wirkung der BCL-2 Inhibitoren auf AML-Zelllinien
Zunachst wurde mittels XTT-Assays getestet, ob die Inhibitoren die zellulare
Proliferation der AML-Zelllinien MOLM-13, MOLM-14, OCI AML3 und HL60
hemmen kdnnen. Nachfolgend werden die Verdunnungsreihen fur die
einzelnen Zelllinien dargestellt. Die Diamanten umfassen das dem Messwert
zugehdrige 95% Konfidenzintervall mit Mittelwert der Messwerte (n=6) als
Mittellinie. Die *-Sterne reprasentieren verschiedene Fehlerniveaus anhand
definierter p-Werte (siehe Tab. 7) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Die
statistische Analyse erfolgte mittels ANOVA und Dunnett als post-hoc-Test.

3.1.1. Antiproliferative Wirkung von AZD 4320 (dualer BCL-2/XL-Inhibitor)
auf AML-Zelllinien

Die Zellproliferationen nahmen unter 24-stiindiger Behandlung bei den vier
getesteten Zelllinien ab. Es zeigten sich unter Inhibitor-Behandlung signifikante
Unterschiede (p < 0,0001) im Vergleich zur proliferativen Aktivitat der Zellen in

der unbehandelten Probe.
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Abb. 7: Dosisabhdngige Hemmung der Proliferation nach 24 Stunden Behandlung mit
AZD 4320 (dualer BCL-2/X_-Inhibitor) bei der AML-Zelllinie MOLM-13 (XTT-Assay)
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3.1.1.2. MOLM-14
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KONZENTRATIONEN DUALER BCL-2/XL-INHIBITOR (AZD 4320)

Abb. 8: Dosisabhdngige Hemmung der Proliferation nach 24 Stunden Behandlung mit
AZD 4320 (dualer BCL-2/X.-Inhibitor) bei der AML-Zelllinie MOLM-14 (XTT-Assay)

3.1.1.3. OCI AML3
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Abb. 9: Hemmung der Proliferation nach 24 Stunden Behandlung mit AZD 4320 (dualer

BCL-2-/X.-Inhibitor) bei der AML-Zelllinie OCI AML3 (XTT-Assay)
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3.1.1.4. HL-60
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KONZENTRATIONEN DUALER BCL-2/XL-INHIBITOR (AZD 4320)

Abb. 10: Hemmung der Proliferation nach 24 Stunden Behandlung mit AZD 4320 (dualer
BCL-2-/X.-Inhibitor) bei der AML-Zelllinie HL-60 (XTT-Assay)

3.1.2. Antiproliferative Wirkung von AZD 5991 (MCL-1-Inhibitor) in AML-

Zelllinien

Die Zellproliferationen nahmen unter 24-stiindiger Behandlung nur bei MOLM-
13, MOLM-14 und OCI AML 3 ab. Es zeigten sich hierbei unter Inhibitor-
Behandlung signifikante, dosisabhangige Unterschiede (p < 0,0001) im

Vergleich zur proliferativen Aktivitat der Zellen in der unbehandelten Probe. Bei

den HL-60-Zellen konnte kein signifikanter Unterschied erzielt werden.
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3.1.2.1. MOLM-13
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Abb. 11: Hemmung der Proliferation nach 24 Stunden Behandlung mit AZD 5991 (MCL-1-
Inhibitor) bei der AML-Zelllinie MOLM-13 (XTT-Assay)

3.1.2.2. MOLM-14
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Abb. 12: Hemmung der Proliferation nach 24 Stunden Behandlung mit AzZD 5991 (MCL-1-
Inhibitor) bei der AML-Zelllinie MOLM-14 (XTT-Assay)
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3.1.2.3. OCI AML3
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KONZENTRATIONEN MCL-1-INHIBITOR (AZD 5991)

Abb. 13: Hemmung der Proliferation nach 24 Stunden Behandlung mit AZD 5991 (MCL-1-

Inhibitor) bei der AML-Zelllinie OCI AML3 (XTT-Assay)

3.1.2.4. HL-60
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Abb. 14: Keine Hemmung der Proliferation nach 24 Stunden Behandlung mit AZD 5991
(MCL-1-Inhibitor) bei der AML-Zelllinie MOLM-14 (XTT-Assay)
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3.1.3. Antiproliferative Wirkung von AZD 4573 (selektiver CDK-9-Inhibitor)
in AML-Zelllinien

Bei allen AML-Zelllinien konnte eine signifikant zur unbehandelten Probe

Reduktion der Proliferationsaktivitat erzielt werden (p < 0,0001).

3.1.3.1. MOLM-13
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Abb. 15: Hemmung der Proliferation nach 24 Stunden Behandlung mit AZD 4573
(selektiver CDK-9-Inhibitor) bei der AML-Zelllinie MOLM-13 (XTT-Assay)

3.1.3.2. MOLM-14
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Abb. 16: Hemmung der Proliferation nach 24 Stunden Behandlung mit AZD 4573

(selektiver CDK-9-Inhibitor) bei der AML-Zelllinie MOLM-14 (XTT-Assay)
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3.1.3.3. OCI AML3
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Abb. 17: Hemmung der Proliferation nach 24 Stunden Behandlung mit AZD 4573
(selektiver CDK-9-Inhibitor) bei der AML-Zelllinie OCI AML3 (XTT-Assay)
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Abb. 18: Hemmung der Proliferation nach 24 Stunden Behandlung mit AZD 4573
(selektiver CDK-9-Inhibitor) bei der AML-Zelllinie HL-60 (XTT-Assay)
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3.2. Apoptose-Induktion an AML-Zelllinien durch BCL-2-Inhibitoren
Nachdem deutliche antiproliferative Effekte der Inhibitoren festgestellt werden
konnten, wurde nun ausgehend davon getestet, ob die drei Inhibitoren, der
duale BCL-2/Xc-Inhibitor AZD 4320, der MCL-1-Inhibitor AZD 5991 und der
selektive CDK-9-Inhibitor AZD 4573 Apoptose in den AML-Zelllinien MOLM-13,
MOLM-14, OCI AML3 und HL-60 induzieren kénnen. Um dies zeigen zu
kénnen, wurden Dosis-Verdinnungsreihen angelegt, um diese dann mittels
Annexin-V-PI-Farbung auf den Grad apoptotischer Zellen zu messen. Aus der
durchflusszytometrisch ermittelten relativen Apoptose-Rate resultiert die
logarithmische Darstellung, inklusive der Berechnung des ICso-Wertes.

3.2.1. Dosisabhangige Apoptose-Induktion durch AZD 4320 (dualer BCL-
2/Xc-Inhibitor) an AML-Zelllinien

Der BCL-2/-XL-Inhibitor wies die hochste Konzentrationsspannweite zwischen
den unterschiedlichen Zelllinien auf. In allen Zelllinien konnte eine Apoptose-
Induktion erzielt werden, die sich signifikant von der Ausgangskonzentration
unterschied. (p < 0,001). Dargestellt sind die Mittelwerte (n=3) der relativen
Apoptoserate. Fehlerbalken zeigen + 1 Standard-Abweichung der gemessenen
Werte an. Die *-Sterne reprasentieren verschiedene Fehlerniveaus anhand
definierter p-Werte (siehe Tab. 7). Als statistische Tests kamen ANOVA, sowie

post-hoc Dunnett zum Einsatz. DMSO dient als Negativkontrolle.
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3.2.1.1. MOLM-13
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Abb. 19: Dosisabhéngige Apoptose-Induktion (Annexin-Pl-Assay) bei der AML-Zelllinie
MOLM-13 nach 48 Stunden Behandlung mit dualem BCL-2-/X.-Inhibitor (AZD 4320)

A: Saulendiagramm mit Darstellung der relativen Apoptose-Rate in Abhangigkeit der Inhibitor-
Konzentration, B: logarithmische Darstellung der Dosis-Effekt-Kurve mit errechneter ICso, C:
Dotplot-Diagramme (exemplarisch), DMSO als Kontrolle und c[AZD 4320] = 12nm
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3.2.1.2. MOLM-14
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Abb. 20: Dosisabhéngige Apoptose-Induktion (Annexin-Pl-Assay) bei der AML-Zelllinie
MOLM-14 nach 48 Stunden Behandlung mit dualem BCL-2-/XL-Inhibitor (AZD 4320)

A: Saulendiagramm mit Darstellung der relativen Apoptose-Rate in Abhangigkeit der Inhibitor-

Konzentration, B: logarithmische Darstellung der Dosis-Effekt-Kurve mit errechneter I1Csp, C:
Dotplot-Diagramme (exemplarisch), DMSO als Kontrolle und c[AZD 4320] = 1500nm
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3.2.1.3. OCI AML3
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Abb. 21: Apoptose-Induktion (Annexin-Pl-Assay) bei der AML-Zelllinie OCI AML3 nach 48
Stunden Behandlung mit dualem BCL-2-/XL-Inhibitor (AZD 4320)

A: Saulendiagramm mit Darstellung der relativen Apoptose-Rate in Abhéngigkeit der Inhibitor-
Konzentration, B: logarithmische Darstellung der Dosis-Effekt-Kurve mit errechneter 1Csp, C:
Dotplot-Diagramme (exemplarisch), DMSO als Kontrolle und c[AZD 4320] = 3000nm
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3.2.1.4. HL-60
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Abb. 22: Apoptose-Induktion (Annexin-Pl-Assay) bei der AML-Zelllinie HL-60 nach 48
Stunden Behandlung mit AZD 4320

A: Saulendiagramm mit Darstellung der relativen Apoptose-Rate in Abhangigkeit der Inhibitor-
Konzentration, B: logarithmische Darstellung der Dosis-Effekt-Kurve mit errechneter I1Csp, C:
Dotplot-Diagramme (exemplarisch), DMSO als Kontrolle und c[AZD 4320] = 5000nm
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3.2.2. Dosisabhangige Apoptose-Induktion durch AzZD 5991 (MCL-1-
Inhibitor) an AML-Zelllinien

3.2.2.1. MOLM-13
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Abb. 23: Dosisabhéngige Apoptose-Induktion (Annexin-Pl-Assay) bei der AML-Zelllinie
MOLM-13 nach 48 Stunden Behandlung mit AZD 5991

A: Saulendiagramm mit Darstellung der relativen Apoptose-Rate in Abhangigkeit der Inhibitor-
Konzentration, B: logarithmische Darstellung der Dosis-Effekt-Kurve mit errechneter ICso, C:
Dotplot-Diagramme (exemplarisch), DMSO als Kontrolle und c[AZD 5991] = 100nm

43



3.2.2.2. MOLM-14
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Abb. 24: Dosisabhangige Apoptose-Induktion (Annexin-Pl-Assay) bei der AML-Zelllinie
MOLM-14 nach 48 Stunden Behandlung mit AZD 5991

A: Saulendiagramm mit Darstellung der relativen Apoptose-Rate in Abhangigkeit der Inhibitor-
Konzentration, B: logarithmische Darstellung der Dosis-Effekt-Kurve mit errechneter ICso, C:
Dotplot-Diagramme (exemplarisch), DMSO als Kontrolle und c[AZD 5991] = 1000nm
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3.2.2.3. OCI AML3
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Abb. 25: Dosisabhangige Apoptose-Induktion (Annexin-Pl-Assay) bei der AML-Zelllinie
OCI AML3 nach 48 Stunden Behandlung mit AZD 5991

A: Saulendiagramm mit Darstellung der relativen Apoptose-Rate in Abhangigkeit der Inhibitor-

Konzentration, B: logarithmische Darstellung der Dosis-Effekt-Kurve mit errechneter 1Csp, C:
Dotplot-Diagramme (exemplarisch), DMSO als Kontrolle und c[AZD 5991] = 1000nm
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3.2.2.4. HL-60
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Abb. 26: Apoptose-Induktion (Annexin-Pl-Assay) bei der AML-Zelllinie HL-60 nach 48
Stunden Behandlung mit AZD 5991

A: Saulendiagramm mit Darstellung der relativen Apoptose-Rate in Abhangigkeit der Inhibitor-
Konzentration, B: logarithmische Darstellung der Dosis-Effekt-Kurve mit errechneter I1Csp, C:
Dotplot-Diagramme (exemplarisch), DMSO als Kontrolle und c[AZD 5991] = 3000nm
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3.2.3. Dosisabhangige Apoptose-Induktion durch AZD 4573 (selektiver
CDK-9-Inhibitor) an AML-Zelllinien

Unter Behandlung mittels CDK-9-Inhibitor konnte bei allen vier Zelllinien eine
dosisabhangige Apoptose-Induktion >90% erzielt werden, die sich signifikant

von der unbehandelten Ausgangsprobe unterschied (p < 0,0001).

3.2.3.1. MOLM-13

A *kkk
100 Fkkk
90 *kkk

S
w
~= 70
=
w 60
%)
© =0 o
o
% 40
.. 30 *
]
x 20
10
0 - [ ]
X N N
(9)
&(@ QS ¢ '\“ q; ,\o ,{1, 0@
Q'
)
&

KONZENTRATIONEN CDK-9-INHIBITOR (AZD 4573)

100+ DMSO 12 nM

80+

604
40 ICs0 = 7,302 NM

20+

rel. Apoptoserate [%]

0 T T T 1
-9.0 -8.5 -8.0 -7.5 -7.0

log[AZD4573], M

Abb. 27: Dosisabhéngige Apoptose-Induktion (Annexin-Pl-Assay) bei der AML-Zelllinie
MOLM-13 nach 48 Stunden Behandlung mit selektivem CDK-9-Inhibitor (AZD 4573)

A: Saulendiagramm mit Darstellung der relativen Apoptose-Rate in Abhangigkeit der Inhibitor-
Konzentration, B: logarithmische Darstellung der Dosis-Effekt-Kurve mit errechneter I1Csp, C:
Dotplot-Diagramme (exemplarisch), DMSO als Kontrolle und c[AZD 4573] = 12nm
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3.2.3.2. MOLM-14
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Abb. 28: Dosisabhéngige Apoptose-Induktion (Annexin-Pl-Assay) bei der AML-Zelllinie
MOLM-14 nach 48 Stunden Behandlung mit selektivem CDK-9-Inhibitor (AZD 4573)

A: Saulendiagramm mit Darstellung der relativen Apoptose-Rate in Abhangigkeit der Inhibitor-
Konzentration, B: logarithmische Darstellung der Dosis-Effekt-Kurve mit errechneter ICso, C:
Dotplot-Diagramme (exemplarisch), DMSO als Kontrolle und c[AZD 4573] = 12nm
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3.2.3.3. OCI AML3
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Abb. 29: Dosisabhéngige Apoptose-Induktion (Annexin-Pl-Assay) bei der AML-Zelllinie
OCI AML3 nach 48 Stunden Behandlung mit selektivem CDK-9-Inhibitor (AZD 4573)

A: Saulendiagramm mit Darstellung der relativen Apoptose-Rate in Abhangigkeit der Inhibitor-
Konzentration, B: logarithmische Darstellung der Dosis-Effekt-Kurve mit errechneter ICso, C:
Dotplot-Diagramme (exemplarisch), DMSO als Kontrolle und c[AZD 4573] = 50nm
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3.2.3.4. HL-60
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Abb. 30: Dosisabhéngige Apoptose-Induktion (Annexin-Pl-Assay) bei der AML-Zelllinie
HL-60 nach 48 Stunden Behandlung mit selektivem CDK-9-Inhibitor (AZD 4573)

A: Saulendiagramm mit Darstellung der relativen Apoptose-Rate in Abhangigkeit der Inhibitor-

Konzentration, B: logarithmische Darstellung der Dosis-Effekt-Kurve mit errechneter ICso, C:

Dotplot-Diagramme (exemplarisch), DMSO als Kontrolle und c[AZD 4573] = 50nm
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3.3. Apoptose-Induktion an AML-Zelllinien durch Kombination von BCL-2-
Inhibitoren mit Decitabin (DAC)

Auf der Grundlage des Arznemittelsynergismus zwischen Venetoclax und
hypomethylierenden Substanzen wurden in den nachsten Versuchen die
Inhibitoren, der duale BCL-2/X.-Inhibitor (AZD 4320), der MCL-1-Inhibitor (AZD
5991), sowie der selektive CDK-9-Inhibitor (AZD 4573) mit DAC kombiniert und
mittels Isobologrammanalyse auf mogliche synergistische Effekte bei der
Apoptose-Induktion untersucht. Als Methode wurden Annexin-Pl-Assays
verwendet. Fur eine optimale Vergleichbarkeit wurden fur die
Kombinationsbehandlungen die  gleichen Dosen, wie  fur  die

Einzelsubstanztestungen gewahlt.

3.3.1. Ermittlung geeigneter DAC-Konzentrationen far die
Kombinationsbehandlung

Zur Ermittlung geeigneter DAC-Konzentration fur die Kombinationsbehandlung
mit den Inhibitoren wurden die Leukamie-Zelllinien mit DAC als Einzelsubstanz
ohne Inhibitoren behandelt. Dargestellt sind die Mittelwerte (n=3) der relativen
Apoptoserate. Fehlerbalken zeigen + 1 Standard-Abweichung der gemessenen
Werte. DMSO dient als Negativkontrolle. Es wurden DAC-Konzentrationen
gewahlt, die gering-apoptotische Effekte aufweisen (ca. 20% Apoptoserate). Fur
die sensitiveren MOLM-13 und MOLM-14 wurden 100nm DAC, fir OCI AML3
und HL-60 1000 nM = 1 uM DAC festgesetzt.
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Abb. 31: Dosisabhéngige Apoptose-Induktion (Annexin-Pl-Assay) bei den Leukamie-
Zelllinien MOLM-13, MOLM-14, OCI AML 3 und HL-60 nach 48 Stunden Behandlung mit
DAC

3.3.2. Apoptose-Induktion an AML-Zelllinien durch Kombination von AZD
4320 (BCL-2-/XL-Inhibitor) mit Decitabin (DAC) an AML-Zelllinien

In der Kombination des BCL-2/-XL-Inhibitors mit DAC zeigten sich bei allen
getesteten AML-Zelllinien stark synergistische Effekte (*** p<0,0001).
Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei Messungen (n=3) der relativen,
prozentualen Apoptoserate. Fehlerbalken zeigen + 1 Standard-Abweichung der
gemessenen Werte. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweifacher

Varianzanalyse.
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3.3.2.1. MOLM-13
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Abb. 32: Vergleich der Apoptoserate (Annexin-Pl-Assay) der AML-Zelllinie MOLM-13 nach
48 Stunden Behandlung AZD 4320 -DAC (hellgrau) und AZD 4320 + 100nM DAC
(dunkelgrau): Der mittlere Unterschied zwischen den Reihen betragt 28,62%. Der
Interaktionsfaktor ist 13,57 (**** p<0,0001) und der Saulenfaktor 15,77 (**** p<0,0001).
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Abb. 33: Isobologramm Kombinationsbehandlung AZD 4320 + DAC an MOLM-13-Zellen
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3.3.2.2. MOLM-14
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Abb. 34: Vergleich der Apoptoserate (Annexin-Pl-Assay) der AML- Zelllinie MOLM-14 nach
48 Stunden Behandlung AZD 4320 -DAC (hellgrau) und AZD 4320 + 100nM DAC
(dunkelgrau): Der mittlere Unterschied zwischen den Reihen betragt 26,68%. Der
Interaktionsfaktor ist 7,196 (**** p<0,0001) und der Saulenfaktor 16,29 (**** p<0,0001).
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Abb. 35: Isobologramm Kombinationsbehandlung AZD 4320 + DAC an MOLM-14-Zellen
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3.3.2.3. OCI AML3
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Abb. 36: Vergleich der Apoptoserate (Annexin-Pl-Assay) der AML- Zelllinie OCI AML3 nach
48 Stunden Behandlung AZD 4320 -DAC (hellgrau) und AZD 4320 + 1000nM DAC
(dunkelgrau): Der mittlere Unterschied zwischen den Reihen betragt 34,8%. Der
Interaktionsfaktor ist 12,81 (**** p<0,0001) und der Saulenfaktor 60,61 (**** p<0,0001).

3.3.2.4. HL-60
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Abb. 37: Vergleich der Apoptoserate (Annexin-Pl-Assay) der AML- Zelllinie HL-60 nach 48
Stunden Behandlung AZD 4320 -DAC (hellgrau) und AZD 4320 + 1000nM DAC
(dunkelgrau): Der mittlere Unterschied zwischen den Reihen betragt 10,71%. Der
Interaktionsfaktor ist 15,25 (** p =0,0012) und der Saulenfaktor 23,45 (**** p<0,0001).
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3.3.3. Apoptose-Induktion an AML-Zelllinien durch Kombination von AZD
5991 (MCL-1-Inhibitor) mit Decitabin (DAC)

In der Kombination des MCL-1-Inhibitors mit DAC zeigten sich bei allen

getesteten AML-Zelllinien stark synergistische Effekte.
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Abb. 38: Vergleich der Apoptoserate (Annexin-Pl-Assay) der AML- Zelllinie MOLM-13 nach
48 Stunden Behandlung AZD 5991 -DAC (hellgrau) und AZD 5991 + 100nM DAC
(dunkelgrau): Der mittlere Unterschied zwischen den Reihen betragt 28,9%. Der
Interaktionsfaktor ist 13,85 (**** p<0,0001) und der Saulenfaktor 15,67 (**** p<0,0001).
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Abb. 39: Isobologramm Kombinationsbehandlung AZD 5991 + DAC an MOLM-13-Zellen
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3.3.3.2. MOLM-14
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Abb. 40: Vergleich der Apoptoserate (Annexin-Pl-Assay) der AML- Zelllinie MOLM-14 nach
48 Stunden Behandlung AZD 5991 -DAC (hellgrau) und AZD 5991 + 100nM DAC
(dunkelgrau): Der mittlere Unterschied zwischen den Reihen betragt 25,69%. Der
Interaktionsfaktor ist 7,947 (**** p<0,0001) und der Saulenfaktor 11,69 (**** p<0,0001).
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Abb. 41: Isobologramm Kombinationsbehandlung AZD 5991 + DAC an MOLM-14-Zellen
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3.3.3.3. OCI-AML3
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Abb. 42: Vergleich der Apoptoserate (Annexin-Pl-Assay) der AML- Zelllinie OCI AML3 nach
48 Stunden Behandlung AZD 5991 -DAC (hellgrau) und AZD 5991 + 1000nM DAC
(dunkelgrau): Der mittlere Unterschied zwischen den Reihen betragt 8,443%. Der
Interaktionsfaktor ist 1,168 (p = 0,0809) und der Saulenfaktor 1,463 (*** p<0,0004).
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Abb. 43: Isobologramm Kombinationsbehandlung AZD 5991 + DAC an OCI AML3-Zellen
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3.3.3.4. HL-60
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Abb. 44: Vergleich der Apoptoserate (Annexin-Pl-Assay) der AML- Zelllinie HL-60 nach 48
Stunden Behandlung AZD 5991 -DAC (hellgrau) und AZD 5991 + 1000nM DAC
(dunkelgrau): Der mittlere Unterschied zwischen den Reihen betragt 6,261%. Der
Interaktionsfaktor ist 5,451 (p = 0,38 und der Saulenfaktor 12,4 (*** p<0,0006).
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3.3.4. Apoptose-Induktion durch Kombination von AZD 4573 (CDK-9-
Inhibitor) mit Decitabin (DAC) an AML-Zelllinien

Ebenfalls beim CDK-9-Inhibitor konnten bei allen vier Zelllinien in Kombination mit DAC
synergistische Effekte erzielt werden. Diese waren durchschnittlich schwécher als beim
BCL-2-/-XL bzw. MCL-1-Inhibitor.
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Abb. 45: Vergleich der Apoptoserate (Annexin-Pl-Assay) der AML- Zelllinie MOLM-13 nach
48 Stunden Behandlung AZD 4573 -DAC (hellgrau) und AZD 4573 + 100nM DAC
(dunkelgrau): Der mittlere Unterschied zwischen den Reihen betragt 10,24%. Der
Interaktionsfaktor ist 4,619 (**** p<0,0001) und der Saulenfaktor 2,142 (**** p<0,0001).
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Abb. 46: Isobologramm Kombinationsbehandlung AZD 4573 + DAC an MOLM-13-Zellen
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3.3.4.2. MOLM-14
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Abb. 47: Vergleich der Apoptoserate (Annexin-Pl-Assay) der AML- Zelllinie MOLM-14 nach
48 Stunden Behandlung AZD 4573 -DAC (hellgrau) und AZD 4573 + 100nM DAC
(dunkelgrau): Der mittlere Unterschied zwischen den Reihen betragt 10,86%. Der
Interaktionsfaktor ist 1,794 *** p=0,0003) und der Saulenfaktor 2,344 (**** p<0,0001).
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Abb. 48: Isobologramm Kombinationsbehandlung AZD 4573 + DAC an MOLM-14-Zellen
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3.3.4.3.
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Abb. 49: Vergleich der Apoptoserate (Annexin-Pl-Assay) der AML- Zelllinie OCI AML3 nach
48 Stunden Behandlung AZD 4573 -DAC (hellgrau) und AZD 4573 + 100nM DAC

(dunkelgrau): Der mittlere Unterschied zwischen den Reihen betragt 13,4%. Der
Interaktionsfaktor ist 5,615 **** p<0,0001) und der Saulenfaktor 3,636 (**** p<0,0001).
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Abb. 50: Isobologramm Kombinationsbehandlung AZD 4573 + DAC an OCI AML3-Zellen
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3.3.4.4. HL-60
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Abb. 51: Vergleich der Apoptoserate (Annexin-Pl-Assay) der AML- Zelllinie HL-60 nach 48
Stunden Behandlung AZD 4573 -DAC (hellgrau) und AZD 4573 + 100nM DAC (dunkelgrau):
Der mittlere Unterschied zwischen den Reihen betragt 14,93%. Der Interaktionsfaktor ist 3,693
(**** p<0,0001) und der Saulenfaktor 5,03 (**** p<0,0001).
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Abb. 52: Isobologramm Kombinationsbehandlung AZD 4573 + DAC an HL-60-Zellen
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Tab. 8: Gesamtiberblick ICzs-, ICso- & IC75-Werte aller Zelllinien & Inhibitoren

Dualer BCL-2/XL-Inhibitor (AZD 4320)

IC2s ICs0 IC7s
-DAC +DAC -DAC +DAC -DAC +DAC
MOLM-13 1,8 0,0006 5,3 0,0019 16,0 0,0056
MOLM-14 20,0 15 60,0 4,6 180,1 137
OCI AML3 - - - - - -
HL-60 - - - - - -
MCL-1-Inhibitor (AZD 5991)
IC2s ICs0 IC7s
-DAC +DAC -DAC +DAC -DAC +DAC
MOLM-13 7,6 0,4 22,7 1,2 679,5 3,7
MOLM-14 144.,5 53,0 433,5 159,1 1300,5 477,3
OCI AML3 102,6 78,8 307,8 236,3 923,4 708,9
HL-60 - - - - - -
selektiver CDK-9-Inhibitor (AZD 4573)
IC2s ICso IC7s
-DAC +DAC -DAC +DAC -DAC +DAC
MOLM-13 1,9 0,1625 5,8 0,4877 17,4 1,5
MOLM-14 2,4 1,9 7,3 57 21,9 17,0
OCI AML3 54 3,2 16,1 9,7 48,3 29,1
HL-60 8,4 6,6 25,4 19,7 76,1 59,1
Decitabin (DAC)
IC2s ICso IC7s
MOLM-13 135,9 407,6 1222,8
MOLM-14 150,9 452,7 1358,1
OCI AML3 103033,3 309100 927300
HL-60 23926, 6 71780 215340

- IC50 nicht erreichbar/bestimmbar



3.4. Inhibitoren reduzieren dosisabh&ngig die Anzahl von AML-Blasten ex-

Vivo

Aufgrund der starken Apoptose-Effekte, die sich bei den Zelllinien in-vitro
ergaben, wurde in einem nachsten Schritt das apoptotische Potential ex-vivo an
aus Heparin-Blut- oder -Knochenmark von neu diagnostizierten AML-Patienten
bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte (n=3) aller AML-Patienten, sowie das
Ansprechen der einzelnen Patientenproben bei einer definierten Inhibitor-
Konzentration. Fehlerbalken zeigen £ 1 Standard-Abweichung der gemessenen
Werte. DMSO dient als Kontrolle. Die statistische Auswertung wurde mittels
einfacher Varianzanalyse und dem Dunnett-Test als Post-hoc-Analyse

durchgefuhrt.

3.4.1. AZD 4320 (dualer BCL-2/X.-Inhibitor) reduziert dosisabhangig die Anzahl
von AML-Blasten ex-vivo
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KONZENTRATIONEN AZD 4320 (DUALER BCL-2/XL-INHIBITOR)

Abb. 53: Apoptose-Induktion an PBMCs isoliert aus Heparin-Blut/-Knochenmark von neu-
diagnostizierten AML-Patienten nach 48 Stunden Behandlung mit AZD 4320
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Abb. 54: Relative Apoptoseraten der AML-Patientenzellen (M1-M11) im Vergleich nach
48h Behandlung mit einer Konzentration von 500 nM AZD 4320 (dualer BCL-2/X,-
Inhibitor)

REL. APOPTOSERATE [%]

3.4.2. AZD 5991 (MCL-1-Inhibitor) reduziert dosisabhéangig die Anzahl von AML-
Blasten ex-vivo
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Abb. 55: Apoptose-Induktion an PBMCs isoliert aus Heparin-Blut/-Knochenmark von neu-
diagnostizierten AML-Patienten nach 48 Stunden Behandlung mit AZD 5991

Beim MCL-1-Inhibitor zeigte sich ein vergleichbares Bild wie beim BCL-2/-X.-Inhibitor

bei minimal héheren Dosiskonzentrationen.
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Abb. 56: Relative Apoptoseraten der AML-Patientenzellen (M1-M11) im Vergleich nach
48h Behandlung mit einer Konzentration von 200 nM AZD 5991 (MCL-1-Inhibitor)

3.4.3. AZD 4573 (selektiver CDK-9-Inhibitor) reduziert dosisabh&angig die Anzahl
von AML-Blasten ex-vivo
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Abb. 57: Apoptose-Induktion an PBMCs isoliert aus Heparin-Blut/-Knochenmark von neu-
diagnostizierten AML-Patienten nach 48 Stunden Behandlung mit AZD 4573 (CDK-9-
Inhibitor)

Der CDK-9-Inhibitor war am sensitivsten und zeigte bei geringeren Konzentrationen

eine hohe Apoptoserate.
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Abb. 58: Relative Apoptoseraten der AML-Patientenzellen (M1-M11) im Vergleich nach
48h Behandlung mit einer Konzentration von 25 nM AZD 4573 (selektiver CDK-9-Inhibitor)

Die getestete AML-Patientenkohorte (n=11) war mit @ 60,727 Jahren eher jung
und tberwiegend mannlich (n=9 = 81,812%) (vgl. Tab. 12). Geh&uft kamen
zusatzlich sAML aus MDS vor (n=4 = 36,363%). Positive Zusammenhénge
bezlglich des Ansprechens der einzelnen Inhibitoren und Genetik oder
Epidemiologie konnten hier aufgrund der geringen Anzahl getesteter AML-

Proben nicht nachgewiesen werden.
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Tab.9: Klinische & epidemiologische Charakteristika der AML-Patienten-Kohorte

M1

M2

M3

M4

M5

M6

M7

M8

M9

M10

M11

KM = Knochenmark, pB = peripheres Blut, k.A. = keine Angabe

Diagnose

AML

SsAML aus MDS

SsAML aus MDS

SAML aus MDS

SAML aus MDS

AML

AML

AML

AML

AML

AML

Blasten [%]

37

30,5

80

29

15

70

k.A.

82

88

20,5

89

Material Alter

KM
KM
KM
pB
pB
pB
pB
pB
pB
pB

pB

Tab.10: Genetische Eigenschaften der AML-/ALL-Patienten-Kohorten

M1

M2

M3

M4

M5

M6

Molekulargenetik

FLT3

NPM1

andere

IDH2+

IDH2+

Zytogenetik

Besonderheiten

23 Aberrationen

del(7)

del(16)(q22;q22)

Trisomie 8

M7

M8

M9

M10

M11

Molekulargenetik

FLT3

NPM1  andere

CEPB

A+

46

50

74

82

78

50

75

44

66

46

57

O 0 Q QG Q QG Q g Qq Q G

Zytogenetik

Besonderheiten
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3.5. Antiproliferative Wirkung und Apoptose-Induktion der BCL-
2-Inhibitoren im ALL-Modell

3.5.1. Antiproliferatives Wirkung von AZD 4320 (BCL-2/Xc-Inhibitor) auf die
ALL-Zelllinie Jurkat

Bei allen drei Inhibitoren zeigte die T-ALL-Zelllinie Jurkat ein dosisabhangiges
Ansprechen mit Reduktion der Ausgangsproliferationsrate um >80%. Am

sensitivsten reagierten die Zellen auf den CDK-9-Inhibitor.

3.5.1.1. Antiproliferative Wirkung von AZD 4320 (BCL-2/X.-Inhibitor) auf
die ALL-Zelllinie Jurkat
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KONZENTRATIONEN DUALER BCL-2/XL-INHIBITOR (AZD 4320)

Abb. 59: Hemmung der Proliferation nach 24 Stunden Behandlung mit AZD 4320 (dualer
BCL-2-/X.-Inhibitor) bei der ALL-Zelllinie Jurkat (XTT-Assay)
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3.5.1.2. Antiproliferative Wirkung von AZD 5991 (MCL-1-Inhibitor) auf die
ALL-Zelllinie Jurkat
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Abb. 60: Hemmung der Proliferation nach 24 Stunden Behandlung mit AZD 5991 (MCL-1-
Inhibitor) bei der ALL-Zelllinie Jurkat (XTT-Assay)

3.5.1.3. Antiproliferative Wirkung von AZD 4573 (CDK-9-Inhibitor) auf die
ALL-Zelllinie Jurkat
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Abb. 61: Hemmung der Proliferation nach 24 Stunden Behandlung mit AZD 4573
(selektiver CDK-9-Inhibitor) bei der ALL-Zelllinie Jurkat (XTT-Assay)
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3.5.2. Apoptose-Induktion durch die BCL-2-Inhibitoren in der ALL-Zelllinie
Jurkat

Apoptose konnte durch alle Inhibitoren dosisabhéangig induziert werden.
Ebenfalls reagierten sie auf den CDK-9-Inhibitor mit einem IC50-Wert von 20,66
nM am sensitivsten. Dargestellt sind die Mittelwerte (n=3) der relativen
Apoptoserate. Die Fehlerbalken zeigen + 1 Standard-Abweichung der
gemessenen Werte. Die *-Sterne stehen flir entsprechend definierte
Fehlerniveaus (vgl. Tab.7). DMSO dient als Negativkontrolle. Statistisch

ausgewertet wurden die Ergebnisse mittels ANOVA und Dunnett post-hoc.
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3.5.2.1. AZD 4320 (dualer Bcl-2/XL-Inhibitor) induziert dosisabhangig Apoptose in

Jurkat-Zellen
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Abb. 62: Dosisabhangige Apoptose-Induktion (Annexin-Pl-Assay) bei der ALL-Zelllinie
Jurkat nach 48 Stunden Behandlung mit AZD 4320

A: Saulendiagramm mit Darstellung der relativen Apoptose-Rate in Abhangigkeit der Inhibitor-

Konzentration, B: logarithmische Darstellung der Dosis-Effekt-Kurve mit errechneter ICso, C:
Dotplot-Diagramme (exemplarisch), DMSO als Kontrolle und c[AZD 4320] = 5000nm
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3.5.2.2. AZD 5991 (MCL-1-Inhibitor) induziert dosisabhangig Apoptose in Jurkat-
Zellen
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Abb. 63: Apoptose-Induktion (Annexin-Pl-Assay) bei der ALL-Zelllinie Jurkat nach 48
Stunden Behandlung mit AZD 5991

A: Saulendiagramm mit Darstellung der relativen Apoptose-Rate in Abh&ngigkeit der Inhibitor-
Konzentration, B: logarithmische Darstellung der Dosis-Effekt-Kurve mit errechneter ICso, C:
Dotplot-Diagramme (exemplarisch), DMSO als Kontrolle und c[AZD 5991] = 2000nm
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3.5.2.3. AZD 4573 (selektiver CDK-9-Inhibitor) induziert dosisabhéngig Apoptose
in Jurkat-Zellen
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Abb. 64: Dosisabhéngige poptose-Induktion (Annexin-Pl-Assay) bei der AML-Zelllinie HL-
60 nach 48 Stunden Behandlung mit selektivem CDK-9-Inhibitor (AZD 4573)

A: Saulendiagramm mit Darstellung der relativen Apoptose-Rate in Abhangigkeit der Inhibitor-

Konzentration, B: logarithmische Darstellung der Dosis-Effekt-Kurve mit errechneter ICso, C:
Dotplot-Diagramme (exemplarisch), DMSO als Kontrolle und c[AZD 4573] = 50nm
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3.5.3. Inhibitoren reduzieren dosisabhangig die Anzahl von ALL-Blasten

ex-vivo

Analog zu den AML-Patientenproben testeten wir das Ansprechen der
Inhibitoren ex-vivo auf ALL-Blasten isoliert aus Heparin-Blut bzw. -
Knochenmark. Dargestellt sind die Mittelwerte (n=3) der relativen Apoptoserate
aller gemessener ALL-Patientenproben. Fehlerbalken zeigen + 1 Standard-
Abweichung der gemessenen Werte. Als statistische Tests dienten einfache
Varianzanalysen mit Dunnett als post-hoc-Test.

3.5.3.1. AZD 4320 (dualer BCL-2/-XL-Inhibitor) reduziert dosisabhangig ALL-
Blasten ex-vivo

mALL (n=6)
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KONZENTRATIONEN AZD 4320 (DUALER BCL-2/XL-INHIBITOR)

Abb. 65: Apoptose-Induktion an PBMCs isoliert aus Heparin-Blut/-Knochenmark von neu-
diaghostizierten ALL-Patienten nach 48 Stunden Behandlung mit AZD 4320 (BCL-2-/X,-
Inhibitor)

Es zeigt sich in &hnlichen Bereichen wie bei den AML-Blasten ein
dosisabhangiges Ansprechen der ALL-Blasten unter Behandlung mit dem BCL-
2-/XL-Inhibitor.
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c(AZD 4320) = 500 nM
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Abb. 66: Relative Apoptoseraten der ALL-Patientenzellen (L1-L6) im Vergleich nach 48h
Behandlung mit einer Konzentration von 500 nM AZD 4320 (dualer BCL-2/-X.-Inhibitor)
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3.5.3.2. AZD 5991 (MCL-1-Inhibitor) reduziert dosisabhéngig ALL-Blasten ex-vivo
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KONZENTRATIONEN AZD 5991 (MCL-1-Inhibitor)

Abb. 67: Apoptose-Induktion an PBMCs isoliert aus Heparin-Blut/-Knochenmark von neu-
diagnostizierten ALL-Patienten nach 48 Stunden Behandlung mit AZD 5991 (MCL-1-
Inhibitor)
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Abb. 68: Relative Apoptoseraten der ALL-Patientenzellen (L1-L6) im Vergleich nach 48h

Behandlung mit einer Konzentration von 200 nM AZD 5991 (MCL-1-Inhibitor)

3.5.3.3. AZD 4573 (CDK-9-Inhibitor) reduziert dosisabhéngig ALL-Blasten ex-vivo
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Abb. 69: Apoptose-Induktion an PBMCs isoliert aus Heparin-Blut von neu-diagnostizierten

ALL-Patienten nach 48 Stunden Behandlung mit AZD 4573 (CDK-9-Inhibitor)
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Abb. 70: Relative Apoptoseraten der ALL-Patientenzellen (L1-L6) im Vergleich nach 48h
Behandlung mit einer Konzentration von 25 nM AZD 4573 (CDK-9-Inhibitor)

Bei den ALL-Patienten war das Geschlechterverhéltnis ausgeglichen und das

Erkrankungsalter lag bei ¢ 51,6 Jahren.

Tab.11: Klinische & epidemiologische Charakteristika der ALL-Patienten-Kohorte

L1

L2

L3

L4

L5

L6

KM = Knochenmark, pB = peripheres Blut, k.A. = keine Angabe

Diagnose

ALL

c-ALL

Pra-B-ALL

Pra-T-ALL

ALL

c-ALL

Blasten [%]

k.A.

94

89

44

k.A.

k.A.

Material

KM
pB
pB
pB
pB

pB

Tab.12: Zytogenetische Eigenschaften der ALL-Patienten-Kohorte

BCR-ABL t(9;22)

E2A-PBX1 t(1;19

L1

L2

L3

L4

Alter

L5

76

49

22

21

61

81

L6

k.a.
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4. Diskussion

Die Diagnose ,Akute myeloische Leukamie® bleibt fir die meisten erwachsenen
Patienten unginstig. Insbesondere bei alteren Patienten mit schwerwiegenden
Komorbiditaten, wie Leber-/Nieren- und/oder Herzinsuffizienz, ist haufig weder
eine aggressive Chemotherapie noch eine Stammzelltransplantation moglich und
die Chance ein Rezidiv zu erleiden, erhéht sich signifikant. [82] [83] Trotz
wegweisender neuer Erkenntnisse in der AML-Pathogenese gelangen in den

letzten 15 Jahren kaum therapeutische Durchbriiche.

Die EU-Zulassung des BCL-2-Inhibitors Venetoclax mit hypomethylierenden
Substanzen im Jahr 2021, sowie die Aufnahme dieser Kombination in aktuelle
Behandlungsleitlinien der AML bei unfitten Patienten stellt einen Durchbruch dar.
[84] BCL-2 ist in zahlreichen Tumorentitaten Gberexprimiert, besonders in AML-
Blasten. [31] Der small-molecule-Inhibitor Venetoclax imitiert BH-3-Doméanen von
proapoptotischen BCL-Proteinen, die BCL-2 nach Einbau in die
Mitochondrienmembran spezifisch binden und so zur Induktion des intrinsischen

Wegs der Apoptose fuhren. [30]

Die vorliegende experimentelle Arbeit bietet eine Rationale fir den klinischen
Einsatz aller drei neuen getesteten BCL-pathway-Inhibitoren in Kombination mit
hypomethylierenden Substanzen mit moglicher Aussicht auf einen Stellenwert in
der zukinftigen AML-Therapie (und ggfs. ALL-Therapie).

Der duale BCL-2/Xi-Inhibitor AZD 4320 weist ein ahnliches Wirkmuster wie
Venetoclax auf - erganzend zu BCL-2 wird das gleichermal3en anti-apoptotisch-
wirkende BCL-Xv inhibiert. Ein starkere Apoptose-Induktion aufgrund der Doppel-
Inhibierung ware anzunehmen. Der Inhibitor zeigte ein sehr gutes Dosis-
abhangiges, in-vitro-Ansprechen bei den MOLM-13-, MOLM-14- und Jurkat-
Zelllinien. Die hochste Affinitdt wies er zu MOLM-13 auf, welche bereits im
niedrigeren nanomolaren Bereich in Apoptose uberfihrt werden konnten.
Deutlich niedrigere Sensitivitatslevels mit nur gering-apoptotisch bzw.
antiproliferativen Effekten konnten in OCI AML3 und HL-60-Zellen erzielt werden.
Eine Venetoclax-Resistenz ist bei OCI-AMLS3 in anderen experimentellen Studien
vorbeschrieben, sodass unsere Ergebnisse damit Ubereinstimmen. [85] [86]
Bezuglich HL-60 finden sich unterschiedliche Angaben in der Literatur. In einer
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Forschungsarbeit von Pan et alt. wurde ein ICso-Wert von etwa 10 nM unter ABT-
199 ermittelt, [48] in einer anderen Vero6ffentlichung war keine Apoptose
induzierbar. [86] Vergleicht man die praklinischen Sensitivitdsniveaus von
Venetoclax mit dem hier verwendeten BCL-2/Xc.-Inhibitor lagen die 1Cso-Werte
unseres Inhibitors AZD 4320 niedriger — dennoch in vergleichbaren Bereichen:
bei MOLM-13 6 nM (AZD 4320) zu 10 nM (Venetoclax) und MOLM-14 60 nM
(AZD 4320) zu 110 nM (Venetoclax). Analog zur Zulassung von Venetoclax mit
hypomethylierenden Substanzen testeten wir die Kombination aus AZD 4320
(dualer BCL-2/-XL-Inhibitor) und dem Pyrimidin-Analogon Decitabin auf einen
mdglichen Synergismus. Die Uberlegenheit der Venetoclax-5-Azaticidin-
Kombination gegenuber der Standardtherapie mit 5-Azacitidin wurde u.a. durch
DiNardo et. al. in einer randomisierten, Placebo-kontrollierten Studie bestétigt.
Bei Patienten Uber 75 Jahren konnte das Gesamtiberleben im Vergleich zur
Standardtherapie mit von 9,6 Monaten auf 14,7 Monate und die Remissionsrate
von 13% auf 48% signifikant verbessert werden. Dabei profitierten Patienten aller
genetischen Subgruppen. [87] Unsere Kombinationsversuche aus AZD 4320 und
DAC zeigten in allen Zelllinien synergistische Effekte, besonders stark
ausgepragt bei den AML-Zelllinien MOLM-13/14 mit monoblastarem Ursprung.
In weiterfihrenden klinischen Studien muss evaluiert werden, ob AZD 4320 in
Kombination mit Decitabin oder einer anderen hypomethylierenden Substanz der

Venetoclax-Kombination tGberlegen ist.

Der zweite getestete small-molecule-Inhibitor AZD 5991 wirkt als MCL-1-
Inhibitor. MCL-1 ist ein weiterer anti-apoptotischer Vertreter der BCL-2-Familie,
der komplexer als BCL-2 uber verschiedene Signalwege reguliert wird. [52]
Ahnlich wie bei Venetoclax bzw. AZD 4320 binden spezifische proapoptotische
BH-3-Doméanen das MCL-1-Protein, fihren so zu seiner Inaktivierung und zur
Apoptose-Induktion. Die HL-60-Zellen wiesen die geringste Affinitat zu AZD 5991
auf und eine Abnahme der Proliferationsrate bzw. vitaler Zellen war um maximal
20 Prozent mdglich. Bei allen anderen Zelllinien konnte eine ausgepragte Dosis-
abhangige Reduktion vitaler Zellen und Proliferationsinhibition in-vitro induziert
werden. Hochst-sensitiv reagierten erneut MOLM-13-Zellen. Interessanterweise
konnte ebenfalls bei allen Zelllinien in Kombination mit Decitabin eine
synergistische Interaktion erzielt werden. Dieser Synergismus ist bisher nicht

vorbeschrieben. Bei dosis-limitierenden unerwinschten
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Arzneimittelnebenwirkungen der Einzel-Inhibitoren liel3e sich die Konzentration
der Inhibitoren durch Kombination mit Decitabin effektiv minimieren. Darlber
hinaus kénnte Uber den Nutzen einer moglichen Dreifachkombination aus BCL-
2-Inhibitor, MCL-1-Inhibitor und Decitabin spekuliert werden, da durch MCL-1-
Inhibition vormals Venetoclax-resistente Zellen wieder auf die BCL-2-Inhibition
ansprechen. [50] Auffallend in unseren Ergebnissen war auf3erdem, dass MOLM-
13 und MOLM-14 unterschiedlich-sensitiv auf den BCL-2/-X. und MCL-1-Inhibitor
ansprachen. MOLM-13 und MOLM-14 sind Zellklone, die beide aus dem
peripheren Blut eines 20-jahrigen Patienten mit sekundarer AML aus MDS (FAB
Mb5a) entstammen. [88] Somit waren primar identische Sensitivitatsniveaus
anzunehmen. Eine mdgliche Erklarung ist anhand verschiedener Cluster-of-
differentation-Expressionsmuster zu finden. MOLM-13-Zellen exprimieren kein
CD13 und CD14, sind aber CD34 positiv. Bei MOLM-14 verhalt es sich genau
umgekehrt. Katharina et al. konnten in ihren Versuchen zeigen, dass CD34+-
Zellen besser auf Venetoclax ansprechen. [89] Eine hdohere Sensitivitat wéare bei
den hier verwendeten ,Venetoclax-ahnlichen® Inhibitoren denkbar.

CDK-9 gehdrt im Gegensatz zu BCL-2, BCL-XL und MCL-1 nicht direkt zur BCL-
Proteinfamilie und verflgt - trotz seines Namens — Uber keine direkte Rolle bei
der Zellzyklusregulation. Vielmehr formiert sich CDK-9 durch Bindung an Cyclin
T1 zum Transkriptionselongationsfaktor P-TEFb und reguliert die nicht-
ribosomale Transkription und mRNA-Reifung. [90] Das MCL-1-Gen wird stark
durch P-TEFb reguliert. [65] [63] CDK-9 wird somit als indirekter MCL-1-Inhibitor
auf genomischer Ebene evaluiert. Unter den getesteten Inhibitoren zeigte der
CDK-9-Inhibitor AZD 4573 die hdochste AML-Affinitat. Bereits unter geringen
nanomolaren Konzentrationen war bei allen Zelllinien eine
konzentrationsabhéngige Reduktion der Proliferationsrate um mindestens 80
Prozent und eine Reduktion vitaler Leukamie-Zellen von mindestens 90 Prozent
erzielt worden. Unsere Ergebnisse stehen im Einklang zu einer 2020 publizierten
Arbeit von Cidado et al., die AZD 4573 als hoch-potenten und stark-apoptotisch-
wirkenden Inhibitor bei hamatologischen Neoplasien beschreibt. In ihren
Untersuchungen lag der Fokus unter anderem auf Ermittlung der Caspase-
Aktivitdt in OCI AML3-Zellen und anderen in dieser Arbeit nicht-getesteten
Leukdmie-Zelllinien. [85] Die starkste Apoptoseinduktion konnte in unseren

Untersuchungen wiederholt bei den MOLM-13 und MOLM-14-Zellen
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monoblastaren Ursprungs erzielt werden. Ursachlich dafur kann die Rolle von
CDK-9 bei der monozytaren Differenzierung diskutiert werden und, dass CDK-9

zur Apoptoseresistenz von Monozyten beitragt. [90]

Im Gegensatz zu AZD 4320 und AZD 5991 wirkte der CDK-9-Inhibitor in
Kombination mit Decitabin nur gering synergistisch. Weshalb, bleibt unklar und
bendtigt weiterfihrende Grundlagenforschung. In allen Apoptose-Ansatzen
konnten falsch-positive Ergebnisse systematisch ausgeschlossen werden. Die
verwendeten drei Inhibitoren wurden in DMSO gel6st und in jedem Ansatz eine
DMSO-Kontrolle mitgefiihrt, die sich in keinem Versuch signifikant von der

unbehandelten Probe unterschied.

In den ex-vivo-Untersuchungen erwiesen sich alle getesteten Substanzen als
potente Inhibitoren in leukdmischen AML-Blasten. Unter Behandlung mit dem
CDK-9-Inhibitor reagierten die Patientenzellen am sensitivsten. Vergleichende
Untersuchungen mit gesunden  Donor-Leukozyten kdnnten unsere

Untersuchungen sinnvoll erganzen.

AZD 4320 hemmt neben BCL-2 auch die BCL-X.-Unterkomponente, welche
essentiell fur das Uberleben von Thrombozyten ist. Der kombinierte BCL-2/X.-
/Bw-Inhibitors Navitoclax verpasste aufgrund durch diesen Pathomechanismus
verursachte, dosislimitierende Thrombozytopenien den Durchbruch zur
klinischen Anwendung. Fur den Therapie-Erfolg von AZD 4320 wéare die
Vermeidung einer  beschréankten  Anwendung durch zu  starke
Thrombozytopenien entscheidend. Die Forschergruppe um Balachander et al.
konnte demonstrieren, dass AZD 4320 nur eine temporare Thrombozytopenie
verursacht, die innerhalb von wenigen Tagen riicklaufig und nicht dosislimitierend

ist. [45] Der genaue Mechanismus ist aber bisher unklar.

Im Juni letzten Jahres wurde eine Phase-I-Studie fur AZD 4320 (BCL-2/-Xtr-
Inhibitor) abgeschlossen (NCT04214093). Eine weitere Phase-I-/lI-Studie ist bis
2024 unter der Nummer NCT04214093 geplant. Ergebnisse sind bis dato nicht
publiziert worden. AZD 5991 (MCL-1-Inhibitor) wird bereits in mehreren Studien
in den USA klinisch an der AML unter der NCT-Nummer NCT03218683 getestet.
Fur die AZD 5991-Monotherapie, die sich momentan in Phase | befindet, wurden
bzw. werden Rezidiv-/refraktare CLL-, AML-/MDS- und multiple Myelom-

Patienten inkludiert. Zuséatzlich erfolgt die Testung der Kombinationstherapie von
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AZD 5991 und Ventoclax an AML-Patienten, aktuell in Phase Il. AZD 4573 (CDK-
9-Inhibitor) wird bisher nur in Kombination mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor
Acalabrutinib beim Diffus-grof3zelligen B-Zell-Lymphom, nicht aber an der AML
klinisch getestet (NCT04630756).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte zusétzlich eine Sensitivitat aller drei Inhibitoren
in verschiedenen in-vitro-ALL-Modellen demonstriert werden. Ex-vivo kame nur
der Einsatz des BCL-2/X.-Inhibitors infrage. Nur bei diesem besteht ein kleines
therapeutisches Fenster. Die zwei anderen Inhibitoren wirken starker toxisch auf
physiologische mononukleare Zellen, als auf die ALL-Blasten. Methodisch ist
kritisch zu beleuchten, dass aufgrund der niedrigeren Fallzahlen der ALL in
unseren Versuchen zum Hauptteil mit aufgetauten ALL-Blasten gearbeitet wurde.
Unsere praklinischen Daten bieten eine Grundlage fur die weiterfuhrende
klinische Testung des BCL-2/Xi-Inhibitors, insbesondere bei Therapie-

refraktaren-ALL-Patienten.

Selbstverstandlich ist zu bericksichtigen, dass unsere Experimente rein
praklinischen Wert besitzen und nicht eins-zu-eins auf den menschlichen
Organismus Ubertragbar sind. Zukulnftige klinische Arzneimittelstudien missen
die Vertraglichkeit, pharmakokinetische Effekte, unerwiinschte Nebenwirkungen
und die Uberlegenheit beziglich bereits etablierter Standardtherapien, auch
gegenuber Venetoclax in Kombination mit hypomethylierenden Substanzen
bezogen auf die AML, in der Leukdmiebehandlung in Erfahrung bringen, um den
Stellenwert der Inhibitoren klar einordnen zu kénnen. Des Weiteren werden
Biomarker bzw. pradiktive Faktoren bendtigt werden, die das Ansprechen auf
BCL-2-Inhibitoren vorauszusagen vermégen. Auch die Analyse des Ansprechens
genetischer Subgruppe musste genauer evaluiert werden. Nur so wird in Zukunft
im Rahmen der personalisierten Medizin das bestmdgliche, individuelle Outcome
in der AML-/(ggfs ALL-)-Therapie zu erreichen sein.
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Zusammenfassend konnten wir in der vorliegenden Arbeit durch unsere
praklinischen Experimente ein vielversprechendes antileukamisches Potential
der drei getesteten BCL-2-gerichteten Inhibitoren aufzeigen.
Kombinationsstrategien mit hypomethylierenden Agentien kénnten die Potenz
weiter erhéhen. Das Sensitivitatsprofil schwankt allerdings deutlich in den
untersuchten Modellen und ex-vivo-Blasten — und welche spezifischen
Patientenkohorten von diesen neuen Therapeutika profitieren kénnten, muss in
weiterfihrenden Untersuchungen noch definiert werden. Diese Arbeit bildet die

Grundlage fur die weitere klinische Entwicklung dieser Substanzen.
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5. Zusammenfassung

Bis heute existiert fur die AML keine zufriedenstellende kurative medikamentdse
Therapie. Insbesondere bei élteren Erwachsenen liegen die Chancen auf
Langzeitremissionen unter zehn Prozent. Spatestens durch die EMA-Zulassung
von Venetoclax in Kombination mit einer hypomethylierenden Substanz und die
Aufnahme in die Behandlungsleitlinie fur unfitte Patienten im Jahr 2021 erwies
sich die Hemmung des anti-apoptotischen Proteins BCL-2 als effektive Strategie.
An préklinischen AML-Modellen testeten wir drei neue, selektive Inhibitoren, die
(in-)direkt Proteine der BCL-2-Familie hemmen: den dualen Bcl-2/Xc-Inhibitor
AZD 4320, den MCL-1-Inhibitor AZD 5991 und den CDK-9-Inhibitor AZD 4573
als indirekten MCL-1-Inhibitor.

An vier AML-Zelllinien (MOLM-13, MOLM-14, OCI AML3 und HL-60) und PBMCs
aus Heparin-Blut/-Knochenmark von 11 neu-diagnostizierten AML-Patienten
wurden mit den Inhibitoren, sowie in Kombination mit Decitabin als
hypomethylierende Substanz behandelt. Die relative Apoptoserate wurde mittels
Annexin-Pl-Assays am FacsCalibur bestimmt (n=3), DMSO diente als Kontrolle.
Die Zellviabilitat/-proliferation unter Behandlung mit den Inhibitoren wurde XTT-
basiert gemessen (n=6). Die PBMCs der Patienten wurden nach FICOLL-
Protokoll aus Heparin-Blut isoliert. Alle drei Inhibitoren induzieren
konzentrationsabhangig Apoptose (p < 0,001) und hemmen Zellviabilitat/-
proliferation (p < 0,001) an den getesteten Zellmodellen. Durch Kombination mit
Decitabin ergeben sich bei den AML-Zelllinien starke synergistische Effekte bei
allen Inhibitoren, am starksten ausgepréagt beim BCL-2-/XL-Inhibitor AZD 4320
und MCL-1-Inhibitor AZD 5991 (Steigerung Apoptoserate @ +20%, Verringerung
IC50 um @ -60,59%). AML-Patientenblasten zeigen unter Behandlung mit allen
Inhibitoren stark apoptotische Effekte, am sensitivsten unter dem CDK-9-Inhibitor
AZD 4573. Die vorliegende Arbeit bietet eine Rationale fir die klinische Testung

aller drei Inhibitoren an Patienten mit AML.

Als Translation und fir eine mdgliche zukinftige Anwendung konnte zusatzlich
eine Sensitivitat aller Inhibitoren in verschiedenen in-vitro ALL-Modellen
demonstriert werden. Ex-vivo zeigten v.a. der BCL-2/X.-Inhibitor und MCL-1-
Inhibitor gute apoptotische Effekte.
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