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1 EINLEITUNG

1.1 Myelodysplastische Syndrome

Myelodysplastische Syndrome (MDS) sind heterogene maligne Erkrankungen des ha-
matopoetischen Systems. Mit einer Inzidenz von 4-5/100.000 pro Jahr gehoren sie zu
den haufigsten malignen hamatologischen Erkrankungen [1-3]. MDS sind durch eine
ineffektive, dysplastische Hamatopoese mit peripheren Zytopenien einer oder mehre-
rer Zellreihen und einem stark erhéhten Risiko zur Transformation in eine sekundare
akute myeloische Leukamie (AML) gekennzeichnet [4]. MDS werden in primare ,de
novo“ (ca. 90%) und sekundare bzw. therapieassoziierte (ca. 10%), zum Beispiel durch
Strahlen- oder Chemotherapie ausgeloste Erscheinungsformen unterteilt. Es gibt zwar
auch juvenile Formen des MDS, groftenteils betreffen sie jedoch altere Patienten [5-
7]. Das mediane Erkrankungsalter liegt bei ca. 70 Jahren [8]. Im Rahmen der demo-
graphischen Entwicklung gewinnt die Erkrankung daher immer mehr an Bedeutung.
MDS nehmen ihren Ursprung in einer CD34* hamatopoetischen Stammzelle im Kno-
chenmark (KM), welche durch Akkumulation von chromosomalen Aberrationen und
Mutationen in meist mehreren Genen in ihrer normalen Funktion verandert wurde [9].
Umfangreiche genetische Charakterisierungen der vergangenen Jahre haben gezeigt,
dass bei MDS haufig Gene betroffen sind, die an der epigenetischen Regulation
(TET2, ASXL1, EZH2, DNMT3A, IDH1/2), der DNA-Reparatur (TP53), der transkrip-
tionellen Regulation (RUNX1, BCOR, ETV6) und an der Signaltransduktion (CBL,
NRAS, JAK?) beteiligt sind [10, 11]. Wahrend Mutationen in diesen Genen gleicher-
malfden auch bei anderen hamatologischen und soliden Tumoren vorkommen, schei-
nen dagegen Mutationen in Genen fur das RNA-SpleiRen (SF3B1, SRSF2, U2AF1,
ZRSR?2) in besonders hohem Male explizit mit myeloischen Neoplasien, insbesondere
bei MDS, angereichert zu sein (Abb.1) [12].

B =2rsrevo-rs [ vos without s [l cvme [ amumps De novo AML MPN

SF3B1
SRSF2
2AF2s O
ZRSR2
SF3A1
PRPF40B

U2AF65
SF1 [l

Abbildung 1: Verteilung von Mutationen in acht SpleiRfaktor-Genen bei verschiedenen
hamatologischen Krankheitsbildern.
Entnommen aus: [12]

1.1.1 Klinik

MDS sind klinisch haufig inapparent und werden daher zum Teil als Zufallsbefund di-
agnostiziert. Durch die dysplastische Hamatopoese kommt es zu peripheren Zyto-
penien, dabei in 70-80% zu Anamien, aber auch Bi- oder Panzytopenien sind moglich.
Diese aufern sich z.B. durch Leistungsknick, Fatigue, Blasse und Dyspnoe bei Ana-
mie, erhohte Blutungsneigung mit Petechien und Zahnfleisch- oder Nasenbluten bei
Thrombozytopenie und erhdhter Infektanfalligkeit bei Leukozytopenie. Selten kommt
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es im Rahmen des sogenannten ,Sweet Syndroms® zu einer akuten febrilen neutro-
philen Dermatitis, welche aber haufiger mit einer CMML assoziiert ist. Auch autoim-
mmunologische Phanomene, wie zum Beispiel Arthritis, Osteochondritis oder Vasku-
litis sind mogliche Manifestationsformen des MDS [5, 13].

1.1.2 Diagnostik

Die MDS-Diagnostik beinhaltet vor allem die Diagnostik aus dem peripheren Blut (Blut-
bild, Retikulozyten, Differentialblutbild, LDH, Ferritin, Erythropoetin, Folsaure, Vitamin
B12 und ggf. HLA-Typisierung), die zytomorphologische KM-Diagnostik (Eisen-und
Esterasefarbung) in Kombination mit der Zytogenetik (ggf. Fluoreszenz-in-Situ-Hybri-
disierung (FISH)), sowie der neuerdings zunehmenden molekulargenetischen Charak-
terisierung (Genmutationen) [5, 6].

1.1.3 Klassifikation von MDS

WHO-KIassifiktation (2016)
Die WHO-KIlassifikation zur Einteilung von MDS richtet sich nach finf verschiedenen
Kategorien (Tabelle 1) [14].

1.1.4 Prognose

MDS werden anhand moderner diagnostischer Prognosescores klassifiziert. Diese
werden dazu verwendet, das Gesamtuberleben von MDS-Patienten abzuschatzen,
das Risiko einer Progression in eine AML zu beurteilen und Uber die Art der Therapie
zu entscheiden. Wichtige Prognoseparameter stellen - wie auch bei anderen Er-
krankungen - Alter, Geschlecht und Komorbiditaten dar. Es gibt jedoch wichtige zu-
satzliche Parameter, wie zum Beispiel die Zytogenetik oder der Blastenanteil im KM,
denen beim MDS eine besondere Bedeutung zukommt. Zur Einteilung dieser Parame-
ter gibt es zwei verschiedene Scoring-Systeme, das ,International Prognostic Scoring
System“ (IPSS) und den ,revidierten IPSS* (IPSS-R) (Tabelle 2,3) [15-17].

1.1.5 Therapie

Bei einer Vielzahl der Patienten wird anfangs nach einer ,watch and wait“- Strategie
verfahren, also einer regelmafligen Kontrolle der klinischen Werte und Symptome des
Patienten ohne Einleitung einer Therapie. Bei symptomatischen Patienten beginnen
die Optionen bei rein supportiven Therapien und beinhalten bspw. die Gabe von
Erythrozytenkonzentraten mit Eisenchelatoren oder Antibiotikatherapien. In Fallen von
erhohter Infektanfalligkeit kommen DNA-demethylierende Substanzen wie Azacitidin
und/oder Immunmodulatoren zum Einsatz. Bisher stellt die allogene Stammzelltrans-
plantation die einzige kurative Therapieoption des MDS dar, ist allerdings aufgrund der
vielen Risiken und Nebenwirkungen nicht jedem Patienten zuzumuten [18]. Diese und
alle weiteren supportiven Therapieoptionen kénnen zwar die Lebensqualitat und Uber-
lebenszeit der Patienten verbessern, stellen jedoch keine zielgerichteten Therapien
dar, da sie nicht auf krankheitsverursachende Veranderungen abzielen und somit
kaum Einfluss auf die Progression der Erkrankung nehmen.
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Tabelle 1: WHO-Klassifikation (2016) [6]

Legende: RSi: Ringsideroblasten, AS: Auer-Stabchen, PB: Peripheres Blut, KM: Knochenmark, 'falls SF3B1 mutiert, 21% periphere Blasten missen
zu zwei verschiedenen Zeitpunkten beurteilt werden, *Falle mit 215% RSi haben definitionsgemaRn eine signifikante Dyserythropoese und sind daher

MDS mit RSi und Einliniendysplasie

ter zytogenetischer Ver-
dnderungen

keine AS

Katergorien Dysplastische | Zytopenien Ringsideroblasten (% d. | Blasten KM/ Karoytyp
Reihen erythroiden Zellen) PB
MDS mit Einlinien- | 1 1-2 <15% / <5%" KM <5 %, PB <1 %, Alle, auBer del(5q) +/- 1 andere
dysplsie (SLD) keine AS Nicht-Chr. 7 Aberration
MDS mit Mehrliniendys- | 2 -3 1-3 <15% | <5%" KM <5 %, PB <1 %, Alle auf3er del(5q) +/- 1 andere
plasie (MLD) keine AS Nicht-Chr. 7 Aberration
MDS mit del (5q) 1-2 1-3 Nicht relevant del(5q) isoliert oder mit 1 anderen
Nicht-Chr. 7 Aberration
MDS mit Blastenexzess | 0-3 1-3 Nicht relevant KM 5-9 % oder PB 2-4 %, | Nicht relevant
(EB1/2) keine AS (MDS-EB-1) /
KM 10-19 % oder PB 5-19
% oder AS (MDS-EB-2)
MDS mit Ringsideroblasten (RSi)
MDS mit RSi und SLD 1 1-2 15% / 25%" KM <5 %, PB <1 %, Alle aul3er del(5q) +/- 1 andere
keine AS Nicht-Chr. 7 Aberration 5q
MDS mit RSi und MLD 2-3 1-3 215% / 25%' KM <5 %, PB <1 %, Alle, aufder del(5q) +/- 1 andere
keine AS Nicht-Chr. 7 Aberration
Unklassifizierbare MDS
1% peripheren Blasten 1-3 1-3 Nicht relevant KM <5 %, PB=1 %2, Nicht relevant
keine AS
Einliniendysplasie und | 1 3 Nicht relevant KM <5 %, PB <1 %, Alle aul3er del(5q) +/- 1 andere
Panzytopenie keine AS Nicht-Chr. 7 Aberration
Auf Grundlage definier- | 0 1-3 <15%3 KM <5 %, PB <1 %, MDS-definierende Abnormalitat
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Tabelle 2: IPSS-Score Punkte Verteilung [7, 8]

IPSS Score-Punkte
0 0,5 1 1,5 2
Blasten im <0,5 5-10 - 11-20 21-29
KM %
Karyotyp' gunstig intermediar schlecht - -
Anzahl Zell- 0/1 2/3 - - -
reihen mit
Zytopenie?
Risiko-Score Punkte
Low-risk 0
Intermediate-l risk 0,5-1
Intermediate-ll risk 1,5-2
High-risk 22,5
Legende:

'glinstg: normal, -Y, del(5q), del(20q)
schlecht: komplex (= 3 Anomalien) oder Aberrationen auf Chromosom 7.
intermediar: andere.
2 Zahlt als Zytopenie bei: Hamoglobin <10g/dL, Neutrophile <1,8/nL, Thrombozyten <100/nL.

Tabelle 3: IPSS-R Score Punkte Verteilung [9]

IPSS-R Score Punkte

0 0,5 1 1,5 2 3 4

Zytogenetik Sehr - Gut - Intermediar | Schlecht | Sehr
gut schlecht
Blasten im KM <2 - <2-<5 - 5-10 >10 -
(%)
Hamoglobin 210 - 8-<10 <8 - - -
(9/dL)
Thrombozyten =100 - 50-<100 <50 - - -
(/nL)
Neutrophile 2800 <800 - - - - -
(/nL)
Risiko-Kategorie Punkte nach Score System

Very low 1,5
Low 2-3
Intermediate 3,5-4,5
High 5-6
Very high >6

Legende: Prognose bei MDS:

Sehr gut: (-Y,del(11q));

Gut: (Normal, del(5q), del(12p), del(20q), Doppel-Klon mit del(5q) aufer chr7);

Intermediar: (del(7q), +8, +19, i(17q), andere Einzel- oder Doppel-Klone);

Schlecht: (-7, inv(3)/t(3q)/del(3q), Doppel-Klon mit -7/del(7q), komplex (3 Aberrationen); Sehr
schlecht: (komplex >3 Aberrationen)
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1.2 SpleiBen und SpleiRfaktor-Mutationen beim MDS

Als Spleilden wird das Herausschneiden von Introns zur Weiterverarbeitung der Ribo-
nukleinsaure bezeichnet; bei diesem Vorgang entsteht reife mRNA aus pra-mRNA.
Mutationen in Genen der Spleil¥faktoren (SF) kommen bei etwa 50% der MDS Patien-
ten vor, wobei sie sich gegenseitig ausschlief3en [10, 11, 19]. Die Spleil3faktor-Muta-
tionen sind also groRtenteils ,mutually exclusive® und kdnnen nicht nebeneinander Co-
existieren. Auch liegen SF-Mutationen in den erkrankten Zellen meist heterozygot vor
und betreffen aufgrund ihrer hohen Allellast meist den krankheitsinitierenden Klon
[14]. Aus diesem Grund stellen sie ein besonders attraktives therapeutisches Ziel dar.
Ihre prognostische Relevanz war lange Zeit ungeklart. Neuere Analysen deuten aller-
dings darauf hin, dass Mutationen in SRSF2 und U2AF1 mit einem hohen Transfor-
mationspotential verbunden sind [15, 16], wahrend Mutationen in SF3B17 mit einer eher
guten Prognose assoziiert sind [17]. Mutationen in SF-Genen fuhren dabei, im Gegen-
satz zu vielen anderen Mutationen bei MDS, nicht zu einem Funktionsverlust der Gen-
produkte. Aufgrund ganz spezifischer Aminosaure-Austausche, z.B. SRSF2(P95H)
oder U2AF1(S34F) verursachen sie eine fehlerhafte RNA-Prozessierung wie Exon-
Skipping, Intron-Retention oder die Verwendung alternativer 3’- oder 5’- Spleif3stellen
[12, 20, 21].

Sind hiervon Gene betroffen, die Onkogene kodieren, kann das weitreichende patho-
physiologische Konsequenzen haben. So wird beispielsweise aufgrund der
SRSF2(P95H) Mutation ein toxisches Exon in das Onkogen EZHZ2 eingeschlossen
[22]. Allerdings lasst sich durch diese fehlerhafte RNA-Prozessierung nur ein Teil der
Pathophysiologie der MDS-Erkrankung erklaren. Obwohl sie alle bei MDS vorkommen,
fuhren unterschiedliche SF-Mutationen zu unterschiedlich veranderten Spleil3-Mus-
tern. Dieselbe Mutation kann, je nach Zelltyp, sogar verschiedene Spleil3-
Veranderungen verursachen [23]. Im Folgenden sind die bei MDS am haufigsten mu-
tierten SF-Gene beschrieben.

1.2.1 SF3B1 (splicing factor 3b subunit 1)

Das SF3B1 Gen codiert fur die Untereinheit (UE) 1 des SF Protein Komplex 3b (SF3B).
SF3B bildet zusammen mit der UE 3a und einer 12S RNA Einheit das U2 snRNP (small
nuclear ribosomal protein). Der Komplex aus SF 3b/3a bindet pra-mRNA (precursor
messenger RNA) oberhalb der ,intron branch site“ und verankert somit die U2 snRNP
an die pra-mRNA. SF3B1 nimmt somit eine essentielle Funktion bei der Umwandlung
von pre-mRNA zu reifer mMRNA ein [24-26].

Ungefahr 20-30% der MDS Patienten weisen eine SF3B1 Genmutation auf. Assoziiert
wird die SF3B171-Mutation vor allem mit MDS mit Ringsideroblasten (MDS-RS) [10, 11,
17].

1.2.2 SRSF2 (serine and arginine rich splicing factor 2)

SRSF2 sorgt beim Spleifen fur die Wiedererkennung des Exons, indem es mit seiner
RNA Erkennungsdomane (,RNA recognition motif domain“ RRM) an die exonische
Spleilverstarker-Sequenz (,exonic splicing enhancer” ESE) der mRNA bindet. Dies
fordert wiederum die Bindung von U2AF und U1 snRNP an die 3‘ Spleil3stelle [27-30].
15-20% aller MDS Patienten weisen eine SRSF2-Genmutation auf, bei CMML Patien-
ten kommen sie sogar zu 40-50% der Falle vor [10, 11, 31, 32].
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1.2.3 U2AF1 (U2 small nuclear RNA auxiliary factor 1)

U2AF1 ist ein Mitglied der SR-Protein Familie und eine Untereinheit von U2 snRNP.
U2AF1 sorgt fur die Bindung von U2 snRNP an die pra-mRNA 3‘ Spleil3stelle [33, 34].
UZ2AF1-Mutationen tauchen bei ca. 7-11% aller MDS-Patienten auf. Einige Studien
zeigen, das U2AF1-Genmutationen mit einer erhéhten Transformation von MDS in
eine sekundare AML (sAML) sowie mit einer schlechteren Prognose assoziiert sind
[10-12, 16].

1.2.4 ZRSR2 (zinc finger CCCH-type, RNA binding motif and serine/arginine rich
2)

Das ZRSR2-Gen ist auf dem X-Chromosom lokalisiert und stellt somit eine Ausnahme
dar. Es kodiert fur Untereinheiten der kleinen U2 und grof3en U12 Spleilleinheiten [35,
36]. ZRSR2-Genmutationen kommen bei ca. 3-11% aller MDS Patienten vor, aul3er-
dem sind sie fast nur bei Mannern aufzufinden. Auch ZRSR2 Mutationen werden mit
einem erhohten Risiko einer sAML-Transformation assoziiert [10-12, 19].

1.3 R-loops und replikativer Stress

In neueren Studien an genomeditierten Zelllinien, in welche die entsprechenden SF-
Mutationen eingebracht wurden, konnte eine hohe Assoziation der Mutationen mit dem
Nachweis von sogenannten R-loops beobachtet werden [37, 38].

R-loops sind DNA:RNA Hybridstrukturen, die in geringem Umfang physiologischer-
weise wahrend der Transkription auftreten, wo sie durch RNaseH1 wieder aufgelost
werden (Abb. 2) [39].

Persistierende R-loops verursachen in der S-Phase des Zellzyklus replikativen Stress
(RS), da sie eine Barriere fur die Replikationsgabel darstellen [40]. Somit stellen sie
eine Gefahr fur das Genom dar. RS wird als einer der Hauptrisiken fir die Entstehung
von Mutationen und genetische Instabilitat angesehen und spielt bei der Entstehung
und Progression von Krebserkrankungen eine wichtige Rolle [41]. Zellen reagieren auf
die Akkumulation von R-Loops und den damit verbundenen RS, indem sie ATR-ver-
mittelte DNA-Reparaturmechanismen in Gang setzen [41].

% RNA:DNA hybrid

Abbildung 2: Darstellung einer RNA:DNA Hybridstruktur in der Replikations-/Transkrip-
tionsgabel.

Abkirzungen: ssDNA = Single-Stranded DNA, RNAP = RNA-Polymerase; Entnommen aus:
[42]
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1.4 ATR-Signalweg

Der ATR-Signalweg dient zur Reparatur von geschadigter DNA, zum Beispiel bei RS
oder Doppelstrangbrtchen [43, 44]. Wenn das Spleilen der RNA gestort wird, kommt
es vermehrt zu R-Loops und der Vorgang der Transkription kann nicht fortgefuhrt wer-
den [45-47].

Das Replikationsprotein A (RPA) ist ein ssDNA-bindender Proteinkomplex, der im
Falle von R-Loops an den alleinstehenden DNA-Strang bindet. An den von RPA-be-
deckten ssDNA-Strang der R-Loops bindet wiederum ATRIP (ATR-interacting Pro-
tein), welches der regulierende Partner eines ATR-ATRIP-Komplexes ist, und dabei
hilft, den Schaden zu lokalisieren. Durch zusatzliche ATR-Regulatoren wie RAD17,
RAD9, RAD1 und HUS1 (auch 9-1-1 Komplex genannt) und TopBP1 (DNA topoiso-
merase 2-binding protein) wird ATR selbst aktiviert und der Reparaturmechanismus
eingeleitet. RPA wird im Verlauf von ATR phosphoryliert und somit aktiviert. In diesem
Zustand rekrutiert p-RPA (phosphorylisietes RPA) RNAseH1, welches die
Hybridstruktur der R-Loops auflost (Abb. 4) [43, 48, 49].

Wird dieser Signalweg behindert, kann keine Reparatur von geschadigter DNA statt-
finden. Es kommt folglich zum Zellzyklusarrest bzw. zur Apoptose der geschadigten
Zelle.

Um die Aktivitdit des ATR-Signalweg darzustellen, kann man einen Antikorper
benutzen, der an RPA2 (S33) bindet und dank dessen essentieller Aufgabe somit
reprasentativ fur den ATR-Signalweg ist.

Spleilfaktormutation

ATR-ATRIP RAD17, 9-1-1 Komplex,
v TopBP1

\ 4

RPA > p-RPA

A\ 4

RNAseH1

Abbildung 3: Schematische und vereinfachte Darstellung des ATR-Signalweges bei ver-
mehrten R-Loops induziert durch SF-Mutationen
Darstellung in Anlehnung an [43, 48, 49]
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1.5 Synthetische Letalitat

Solange die ATR-vermittelte DNA-Reparatur funktioniert, hat RS keine schwerwiegen-
den Folgen fur die Zelle. Problematisch wird es jedoch, wenn die Zelle aufgrund einer
Vorschadigung auf eine funktionierende DNA-Reparatur angewiesen ist oder in ande-
rer Weise vorgeschadigt ist. In diesem Fall fihrt eine nur geringe Anhaufung von DNA-
Schaden bei gleichzeitig nicht richtig funktionierendem bzw. inhibiertem ATR-Weg zu
vermehrtem RS. Durch diesen ist die Zelle in ihrem Zellzyklus gestort und kann sich
nicht weiter teilen. Es werden Mechanismen in Gang gesetzt, die zu Seneszenz oder
Apoptose flhren. Dies flhrte in der Forschung zur Entwicklung einer Vielzahl von SF-
Inhibitoren, gegenuber denen mutierte Zellen eine besonders hohe Sensitivitat zeigen,
wohingegen gesunde Zellen nur geringflgig beeintrachtigt werden (Abb. 3) [50]. Die-
ses als ,synthetische Letalitat” bekannte Konzept macht man sich in der Krebstherapie
zu Nutze. Ein klassisches Beispiel hierfur ist der Einsatz von Poly(ADP-Ribose)-Poly-
merase (PARP) Inhibitoren bei Vorliegen einer BRCA1 oder BRCAZ2 Mutation [51].

Einzelne Mutation GenA Gen A
—> Lebensféhig GenB E

Doppelte Mutation / ../ E )
Einzelne Mutation + Inhibitor en

I \
- Letal \ ? ; N7 ;
N Gen B ,/ . G}QS 4—,L Inhibitor
. N\ -

-t

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Mechanismus der synthetischen Letalitét.
Darstellung in Anlehnung an [52]
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1.6 Zielsetzung/Fragestellung

Etwa 50% aller MDS-Patienten weisen eine SF-Mutation auf. Diese Mutationen will
man sich - ganz im Sinne der synthetischen Letalitat - zu Nutze machen, um gezielt
die krankheitsinitiierenden Zellen zu bekampfen. Kurzlich wurde in Studien an genom-
editierten Zelllinien, in welche die entsprechenden SF-Mutationen eingebracht wurden,
eine hohe Assoziation der Mutationen mit dem Nachweis von R-loops beschrieben [37,
38]. Die Hypothese ist, dass KM-Zellen von MDS Patienten, die eine SF-Mutation vor-
weisen, auch vermehrt R-Loops bilden. Des Weiteren geht man davon aus, dass SF-
Modulatoren/-Inhibitoren einen ahnlichen, ggf. additiven Effekt auf den Spleil3-Mecha-
nismus und somit auf die Quantitat der R-Loops ausuiben. Durch die erhéhte Menge
an R-Loops benotigen die Zellen einen Reparaturmechanismus, welcher Uber den
ATR-Signalweg ausgeubt wird. Wird nun auch dieser ATR-Signalweg gehemmt, zum
Beispiel mit ATR-Inhibitoren wie AZD6738, wird die Aufldsung der R-Loops verhindert.
Der Zellzyklus kann nicht fortschreiten, es kommt zum Zellzyklusarrest oder zur
Apoptose. Die Zellen sind folglich nicht mehr lebensfahig. Weisen Zellen schon vor der
Behandlung Mutationen in den SF-Genen SRSF2, SF3B1, U2AF1 oder ZRSR2 auf,
so geht man davon aus, dass die Behandlung mit SF-Modulatoren und ATR-Inhibito-
ren einen starkeren Effekt hat, als bei Zellen, die keine dieser Mutationen aufweisen.
Durch die doppelte Stérung der Splei3-Mechanismus und die gleichzeitige Inhibition
der Reparatur kommt es - dem Prinzip der synthetischen Letalitat folgend - zu einer
Verminderung der Lebensfahigkeit der Zellen. Somit kann man von einer zielgerichte-
ten Therapie oder auch ,targeted therapy” reden.

Ziel der Arbeit ist die Beantwortung folgender Fragen:

1. Weisen CD34* Zellen von Patienten mit SF-Mutationen vermehrt R-Loops auf bzw.
zeigt sich ein Unterschied, wenn man die einzelnen SF-Mutationen gesondert be-
trachtet?

2. Nutzen CD34* Zellen von Patienten mit SF-Mutationen vermehrt den ATR-Repa-
ratursignalweg, um entstandene R-Loops aufzuldsen?

3. Wird die Anzahl der R-Loops durch die Zugabe eines SF-Inhibitors/Modulators ver-
starkt?

a. Bei Zelllinien

b. Bei Nabelschnurblut (NSB)

c. Bei CD34* hamatopoetischen Stammzellen von MDS-Patienten mit und
ohne SF-Mutationen

4. Entsteht durch eine erhohte Anzahl an R-Loops eine verstarkte Aktivierung des
ATR-Signalweges?

a. Bei Zelllinien

b. Bei NSB

c. Bei CD34* hamatopoetischen Stammzellen von MDS-Patienten mit und
ohne SF-Mutationen

5. Wird durch die Inhibition des ATR-Signalweg z.B. mit AZD6738 die Lebensfahigkeit
der Zellen vermindert, da der bendétigte Reparaturmechanismus inhibiert wird?

6. Ruft die Kombinationsgabe von SF-Inhibitor/-Modulator und ATR-Inhibitoren eine
starkere Reaktion hervor als die Einzelgabe der Substanzen? Kann man hier von
einem additiven Effekt reden?

7. Reagieren Zellen von MDS-Patienten mit SF-Mutation sensitiver auf die einzelnen
Substanzen wie auch auf deren Kombinationen, als Zellen von MDS-Erkrankten
ohne SF-Mutationen?

8. Kann man bei den verschiedenen SF-Mutationen einen Unterschied hinsichtlich
der Zellreaktionen auf SF-Modulatoren/ ATR-Inhibitoren bemerken?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Materialien
2.1.1 Zelllinien

Alle verwendeten Zelllinien wurden von dem DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikro-
organismen und Zellkulturen GmbH) bezogen.

2.1.1.1 SKM1-1

Die SKM-1 Zelllinie stammt aus dem peripheren Blut eines 76-jahrigen Japaners mit
einer sAML (M5), die sich aus einem MDS entwickelt hat. Es handelt sich dement-
sprechend um eine humane Zelllinie mit AML aus dem Jahr 1989 [53, 54].

2.1.1.2 MOLM-13

MOLM-13 ist eine humane Zelllinie. Sie wurde 1995 aus dem peripheren Blut eines
20-jahrigen Mann mit einer sAML FAB M5a — entwickelt aus einem MDS - isoliert. Die
Zelllinie weist eine interne Tandemduplikation des FLT3-Gens (ITD) auf, das FLT3
Protein wird nicht exprimiert. [53, 55]

2.1.1.3 HEL

HEL ist eine humane Zelllinie, die 1980 aus dem peripheren Blut eines 30-jahrigen
Mannes mit AML M6 isoliert wurde. In der Literatur wird beschrieben, dass die Zellen
zu einer spontanen und induzierten Globinsynthese fahig sind und eine JAK2-Mutation
tragen. [56]

2.1.1.4 HL60

HL60 ist eine humane Zelllinie, die 1976 aus dem peripheren Blut einer 35-jahrigen
Frau mit AML FAB M2 isoliert wurde. [57]

2.1.2 Antikorper

Tabelle 4: Auflistung der benutzten Antikérper

Antikorper Bezugsfirma
Anti-DNA-RNA Hybrid [S9.6] Antibody Kerafast
RPA2 [p Ser33] Antibody Novus Biologicals

Goat Anti-Mouse IgG H&L (Alexa Fluor® | Thermo Fisher Scientific
488)

Goat Anti-Mouse 1gG H&L (Alexa Fluor® | Thermo Fisher Scientific
555)

Goat Anti-Rabbit IgG H&L (Alexa Fluor® 594) | Thermo Fisher Scientific
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2.1.3 Medikamente/Chemikalien

Tabelle 5: Auflistung benutzter Substanzen zur ATR-Inhibition und SF-Modula-
tion

Substanz Bezugsfirma
PladienolideB R&D Systems
AZD6738 Selleckchem
VE-821 TargetMol
BAY 1895344 Selleckchem

2.1.3.1 PladienolideB

PladienolideB (PladB) ist ein naturliches Produkt, das aus einem 12-teiligen Makro-
lidring mit verlangerter Epoxid-beinhaltender Seitenkette besteht (Abb. 5). PladB fun-
giert als SF-Inhibitor, indem es SF3B1 und die Interaktion zwischen U2 snRNP und
der pra-mRNA hemmt. Es kommt zu einem Zellzyklusarrest in der G1 und G2/M-Phase
[58, 59]. In in vivo und in vitro Modellen von SF-mutierten myeloischen Erkrankungen
konnten sowohl bei PladB wie auch bei seinem Abkémmling E7107 zytotoxische Akti-
vitaten nachgewiesen werden [60, 61]. Ein anderes Derivat von PladB, H3B-8800, wird
aktuell in der ersten Phase einer klinischen Studie Phase | bei MDS und anderen
myeloischen Erkrankungen untersucht (NCT02841540) [62, 63].

Pladienolide B )j\
0

Abbildung 5: Strukturformel des SF-Modulators PladB; Entnommen aus: [47]
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2.1.3.2 ATR-Inhibitoren

ATR-Inhibitoren werden in klinischen Studien eingesetzt, v.a. bei soliden Tumoren. Wir
haben die Auswirkungen der Hemmung des ATR-Signalweges bei MDS-Patienten ge-
nauer untersucht, um herauszufinden, ob sie ein potentielles therapeutisches Ziel dar-
stellen und spezifisch bei SF-mutierten CD34* hamatopoetischen Stammzellen aus
dem KM wirken.

Wir haben daflr drei verschiedene ATR-Inhibitoren getestet: AZD6738, VE-821 und
Bay 1895344. Fur den groften Teil der Versuche haben wir AZD6738 benutzt (Abb.
6).

AZD6738 ist ein oral bioverfugbarer Inhibitor der Serine/Threonin Proteinkinase
“Ataxia Teleangiectasia and Rad3 related” (ATR) [49, 64, 65]. Eine kurzlich gestartete
klinische Studie in der Phase 1b untersucht gezielt den Einfluss von AZD6738 auf die
Therapie von MDS- und CMML-Patienten, bei welchen die Erstlinientherapie versagt
hat (NCT03770429).

0
[ j\ AZD6738
N

Abbildung 6: Strukturformel des ATR-Inhibitors AZD6738
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2.2 Methoden
2.2.1 Auftauen kryokonservierter Zellen

Zum Auftauen der vorher in flissigem Stickstoff gelagerten Zellen, wurden die Zellen
in auf 37°C vorgewarmtes Medium aufgenommen. Nach 7-minutiger Zentrifugation bei
400 RPM (rounds per minute) wurde der Uberstand abgenommen und das Zellpellet
in frischem Medium resuspendiert. Zur Weiterverarbeitung wurden sie in eine Zellkul-
turflasche oder in Wellplatten Gberfuhrt und bei 37°C gelagert.

2.2.2 Kultivierung von Zelllinien

Alle verwendeten Zelllinien wurden mit RPMI1640 Medium (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) mit Zusatz von 10% fetalem Kalberserum (FKS) (Life Technologies GmbH,
Darmstadt, D) sowie 1% Penicillin-Streptomycin (Life Technologies GmbH, Darmstadt,
D) bei 37°C unter einer Atmosphare von 5% COz2 kultiviert. Das Medium wurde alle
zwei bis drei Tage erneuert.

2.2.3 Kryokonservierung

Zur Kryokonservierung wurde ein spezielles Einfriermedium hergestellt, das zu 60%
aus RPMI1640, zu 30% aus FKS und zu 10% aus Dimethylsulfoxid Hybri-Max™
(DMSO, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) besteht.

Ca. 5x108 Zellen wurden in einem Milliliter resuspendiert und in ein Kryoréhrchen Gber-
fuhrt. Vor der Dauerkonservierung in flissigem Stickstoff wurden die Zellen Gber Nacht
in einem Einfrierbehaltnis mit Isopropanol bei -80°C gelagert, um eine schonende
Temperaturabsenkung durch lineare Abkuhlung zu erreichen und die Vitalitat der Zel-
len nicht zu gefahrden.

2.2.4 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl haben wir mit Hilfe der Neubauer Zahlkammer bestimmt. Hierfir wurden
man 10uL Zellsuspension unter das Deckblatt auf die Zahlkammer pipettiert. Um bes-
ser beurteilen zu kdnnen, welche Zellen tot sind, haben wir die Zellsuspension mit
Trypan-Blau (Life Technologies GmbH, Darmstadt, D) verdunnt. Trypan-Blau oder
auch Benzaminblau genannt ist ein anionischer Diazofarbstoff, dessen Grundgerust o-
Tolidin ist [66, 67]. Da abgestorbene Zellen eine perforierte Membran besitzen, kann
Trypan-Blau ins Innere der Zelle gelangen. So erscheinen tote Zellen nach Farbung
unter dem Mikroskop dunkelblau und sind gut von den hell leuchtenden vitalen Zellen
zu unterscheiden. Nach dem Auftragen der Zellsuspension auf den Objekttrager wur-
den alle vitalen Zellen in den Quadranten der Kammer unter dem Mikroskop gezahilt.
AnschlielRend wurde die Zellzahl pro Milliliter mit folgender Formel berechnet:

Zellzahl (x Verdunnungsfaktor)

- X Kammerfaktor (104)/mL
Anzahl der ausgezahlten Quadranten
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2.2.5 Indirekte Immunfluoreszenz

Mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie kann die An- oder Abwesenheit
verschiedener Strukturen, meistens Proteine, nachgewiesen werden. Anhand der ge-
messenen Intensitat kann die Anzahl dieser Strukturen in verschiedenen Zellen vergli-
chen werden. Hierzu werden primare Antikérper eingesetzt, die spezifisch an Struktu-
ren binden. Zur Darstellung des primaren Antikorpers wird ein sekundarer, unspezi-
fisch bindender, mit Fluoreszenzfarbstoff markierter Antikérper benétigt.

In unseren Versuchen haben wir daflir zwei verschiedene Primar- und Sekundaranti-
korper benutzt. Zur Darstellung der R-Loops wurden die Zellen mit dem anti-S9.6 An-
tikorper (Kerafast), der spezifisch an RNA-DNA Hybridstrukturen bindet, behandelt. Da
der anti-S9.6 Antikdrper ein hochspezifischer monoklonaler Mausantikdrper ist,
bendtigt man fur ihn einen mausspezifischen sekundaren Antikorper. Dafur haben wir
den Antikérper Goat Anti-Mouse IgG H&L (Thermo Fisher Scientific) verwendet.

Um das phosphorylierte Replikations Protein A2 (RPA2) darzustellen, und damit die
Beanspruchung des Reparatursystems der Zellen nachzuweisen, haben wir einen
anit-RPA2 (S33) Antikorper benutzt. Als Sekundarantikorper fur diesen polyklonalen
Kaninchenantikérper haben wir einen kaninchenspezifischen Sekundarantikorper
benutzt: Goat Anti-Rabbit IgG H&L (Thermo Fisher Scientific).

Fur den Versuch wurden jeweils 100uL Zellsuspension mit ca. 1x108 Zellen/mL auf
Objekttrager pipettiert. Zur Fixierung wurden sie mit 4% Paraformaldehyd (Alfa Aesar)
fur 10 Minuten inkubiert und anschlieBend mit 0,15% TritonX100 (Sigma-Aldrich, St-
Louis, USA) fur 2 Minuten bei Raumtemperatur (RT) permeabilisiert. Nach einem 3x3-
minutigen Waschvorgang mit Phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA) wurden die Zellen mit PBS/3% Bovines Serumalbumin (BSA) (Carl
Roth GmbH & Co., Karlsruhe, D) fur eine Stunde bei RT geblockt. Zur Darstellung der
R-Loops und des Reparaturweges wurden die Zellen nun mit den vorher genannten
Primarantikdrpern behandelt und Gber Nacht bei -4°C gelagert. Es erfolgte ein weiterer
Waschvorgang und die Behandlung mit den Zweitantikorpern. Nach weiteren zwei
Stunden Inkubationszeit bei Raumtemperatur und einem dritten Waschvorgang wurde
Vectashield mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI, Vector Laboratories, Burlingame,
USA) auf die Objekttrager aufgetragen, um die Zellen selbst im Immunfluoreszenz-
mikroskop sichtbar zu machen. AnschlieRend wurden die behandelten Zellen mit
einem Deckblatt auf dem Objekttrager fixiert.

2.2.6 Auswertung der indirekten Immunfluoreszenzmessung

Am Leica Immunfluoreszenzmikroskop (100x Objektiv) wurden mit der Software LasX
(Leica) Bilder der Zellen mit Exposure 250 und Gain 10 aufgenommen (Abb. 7). Mittels
der Software ImagedJ wurde die Intensitat der Sekundarantikdrper gemessen, um die
Menge an R-Loops im Zellkern und die Beanspruchung des Reparatursystems der
Zellen zu detektieren und quantifizieren.

2.2.7 Behandlung von Zellen mit PladB vor indirekter Imnmunfluoreszenzmes-
sung

Um den Einfluss von PladB auf die Entwicklung und Vermehrung von R-Loops nach-
zuweisen, haben wir Versuche durchgefuhrt, in denen Zelllinien, Nabelschnurblut
(NSB) oder auch CD34" hamatopoetische Stammzellen von MDS-Patienten mit PladB
behandelt wurden. Die Zellen wurden vor und nach Behandlung mittels indirekter
Immunfluoreszenz auf S9.6- und RPA2 (S33)-Intensitaten verglichen. Zur
Kontrollprobe wurde jeweils DMSO hinzugeflgt. Fir die Versuche mit Zellen der
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Zelllinien MOLM13, SKM-1, HL60 und HEL wurden jeweils 5mL der jeweiligen Zelllinie
in zwei Wells einer 6-Well Platte gegeben. In das erste Well wurde so viel PladB
hinzugegeben, dass eine Konzentration von 5uM erreicht wurde, in das Zweite
(Kontroll-) Well die entsprechende Menge an DMSO. Nach einer einstindigen
Inkubationszeit bei 37°C wurde der Inhalt der Wells in zwei 1.5 mL Rdhrchen Uberfihrt
und runterzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, das Pellet in ca. 200uL
Restuberstand resuspendiert und wie in Kapitel 2.2.5. beschrieben, weiterverarbeitet.

A B C D

DAPI S9.6 RPA2 Overlay

Abbildung 7: Inmunfluoreszenzmikroskopische Bilder, Darstellung der Zellen, der S9.6-
und RPA2 (S33)-Quantitit

Zu sehen sind Zellen, welche zur Detektierung und Quantifizierung von R-Loops und
dem ATR-Signalweg mit Primér- und Sekundérantikérpern behandelt wurden.

(A) Zellen geférbt und dargestellt mit DAPI

(B) R-Loops ,foci“in griin dargestellt mit Anti-S9.6 und sekundédrem Antikérper

(C) In rot sieht man die Antikérper, die sich an RPAZ2 (S33) binden

(D) Alle Schichten (ibereinander als ,,Overlay“ dargestellt

MafBstab: 5uM
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2.2.8 Versuche mit CD34* Stammazellen aus NSB oder KM von an MDS-erkrank-
ten Patienten

2.2.8.1 Aufarbeitung primarer Zellen aus humanem NSB/ KM

Um primare CD34* Zellen aus NSB oder KM von Patienten zu gewinnen, waren ver-
schiedene Schritte notwendig.

Zunachst wurden Leucosep-Rohrchen vorbereitet. Das Besondere an Leucosep-Rohr-
chen ist eine porése Trennscheibe aus Polyethylen, unter die 15mL Ficoll (Ficoll-
Paque™ Premium, GE Healthcare Europe, Freiburg, Germany) eine Minute lang bei
Raumtemperatur und 1000rcf zentrifugiert wird. Ficoll ist ein synthetisch hergestelltes
Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer, welches bei der Dichtegradientenzentrifuga-
tion zur Isolierung von mononuklearen Zellen als Separationsmedium eingesetzt wird.
Nun wurde das NSB/KM 1:1 verdunnt mit PBS auf die Trennscheibe pipettiert. Als
nachstes wurden die Zellen mittels 30-minttiger Zentrifugation ohne Bremse bei RT
und 400rcf separiert. Der Uberstand wurde abgenommen, die gewiinschte Zellfraktion
in ein neues Falkon uberfihrt und bei 4°C und 400rcf (relative Zentrifugal-
beschleunigung) sieben Minuten lang zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde zur
Lyse in Red Cell Lysis Buffer (RCLB, Thermo Fisher Scientific) aufgenommen. Die
Zellen wurden fur ca. funf Minuten auf Eis inkubiert und die Reaktion mit PBS
abgestoppt. Nach erneuter Zentrifugation fir sieben Minuten bei 4°C und 400rcf
wurden die Zellen in genau definiertem Volumen PBS aufgenommen und gezahlt. Um
nun CD34* Zellen zu isolieren, wurden die Zellen mit MACS Buffer und CD34 Beads
(CD34 MicroBead Kit, human, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D) nach Protokoll
behandelt.

2.2.8.2 CD34* Stammzellen aus NSB

Um den Einfluss von PladB und AZD6738 auf die Anzahl von R-Loops bei CD34*
hamatopoetischen Stammzellen von MDS-Patienten zu detektieren, wurden zunachst
CD34* Zellen benutzt, die zuvor aus NSB isoliert wurden. Das NSB wurde vom DRK
Blutspendedienst (Institut fir Transfusionsmedizin und Immunologie der Medizini-
schen Fakultat Mannheim) nach Einwilligung der Mutter bezogen. Der Vorteil von NSB
ist zum einen die Quantitat der Zellen, die es leichter macht, Titrierungsversuche mit
verschiedenen Substanzen durchzufuhren, wie auch die niedrige Mutationslast von
NSB-Zellen. Die Methode der Immunfluoreszenzmikroskopie wurde ansonsten wie
oben beschrieben - gleich den Versuchen an Zelllinien - durchgeflhrt.

2.2.8.3 CD34* Stammzellen von MDS Patienten

Die an Zelllinien und NSB ausgearbeiteten Experimente wurden in einem nachsten
Schritt an CD34+ hamatopoetischen Stammzellen von insgesamt 20 Patienten
durchgefuhrt. Dafir wurden CD34* Zellen aus KM-Proben isoliert.

2.2.8.4 Sequenzierung der Patientenproben:

Um den Mutationsstatus der Proben zum jeweiligen Zeitpunkt zu kennen, wurde DNA
aus mononuklearen Zellen (MNCs) der Patienten isoliert. Die SF-Mutationen wurden
teilweise durch eine diagnostische Myeloid-Panel Sequenzierung des Mdunchner
Leukdmie Labors (MLL, Miuinchen, Deutschland) untersucht. Waren die
Sequenzierungsdaten zu den jeweiligen Proben unvollstandig, wurde ein ,whole
exome sequencing“ (WES) nach folgendem Protokoll durchgefuhrt. Die WES und die
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Analyse der Daten wurden von Dr. Johann-Christoph Jann mit Hilfe von Herrn A.
Streuer durchgeflhrt.

Die Genom-Sequenzierung wurde entweder mit DNA aus CD34" Zellen oder aus
MNCs des KMs durchgefihrt. Als Keimbahnkontrolle diente genomische DNA aus
mesenchymalen Stromazellen (MSCs, mesenchymal stroma cells), welche aus in vitro
expandiertem KM gewonnen wurde.

250ng hochmolekularer gDNA wurden mit dem Nextera DNA Flex Kit (lllumina) nach
Protokoll aufgearbeitet und anschliel3end mittels Hybrid-Capture mit dem xGen Exome
Research Panel (IDT) gemald dem Protokoll behandelt. Die endgtiltigen library pools
wurden auf einer S4 NovaSeq flow cell mit 150bp PE sequenziert (lllumina). Fur die
Mutationsuntersuchungen wurden die Rohdateien der Sequenzierung an eine bioin-
formatische Exom-Sequenzierungs-Pipeline einschlieBlich fastg-trimming
(trimmomatic v0.39), Alignment (bwa v.0.7.9) und PCR-Deduplizierung (picard
MarkDuplicates v2.20.5) weitergeleitet. BAM-Dateien wurden neu ausgerichtet und mit
dem gatk-Bundle (v.3.8) neu kalibriert.

Potenzielle Uberlappungen wurden von bamUlil clipOverlap (v1.0.14) softclipped.
Somatische Mutationen wurden von gatk Mutect2 (gatk v4.1.3.0) genannt. Nur Varian-
ten, die FilterMutectCalls bestanden, wurden mit Annovar weiter notiert.

Im Durchschnitt wurde eine 84,7-fache Medianabdeckung fir MNC/CD34 und Keim-
bahnproben erreicht.

2.2.8.5 Kultivierung von CD34* hamatopoetischen Stammzellen

Nach der Isolierung von CD34* Zellen aus humanem KM, bzw. nach dem Auftauen
dieser Zellen aus dem Stickstofftank, wurden die Zellen in spezielles Medium, beste-
hend aus StemSpan, 1% Myeloid Expansion Supplement (SCF, TPO, G-SF und GM-
CSF, Stemmcell Technologies) und 1% Penicillin/Streptomycin gegeben. Die Zellsus-
pension wurde bei 37°C unter einer Atmosphare von 5% CO:2 im Brutschrank kultiviert.
Um den optimalen Zeitpunkt fur die Durchfuhrung der Versuche abzupassen, haben
wir die Zellen taglich gezahlt, bis sie sich in der exponentiellen Wachstumsphase be-
fanden bzw. die bendtigte Zellzahl erreicht wurde (Abb. 8). Dann wurden die Versuche
in vitro begonnen.

2.2.9 Titrierungsversuche mit SF-Modulatoren und ATR-Inhibitoren

Die Titrierungsversuche wurden zuerst an Zelllinien durchgefuhrt, um eine Ein-
schatzung fur die angemessenen Konzentrationen und den richtigen Versuchsaufbau
zu bekommen. Als nachstes haben wir die Versuche an CD34* Zellen aus NSB durch-
gefuhrt, um die richtigen Konzentrationen der Substanzen und das Versuchsmodell fur
CD34* hamatopoetische Stammzellen von MDS Patienten zu spezifizieren.

Um ein gutes Wachstum der Zellen zu gewahrleisten, wurden sie regelmafig unter
dem Mikroskop begutachtet und alle zwei bis drei Tage das Medium mit frischem er-
ganzt beziehungsweise komplett ausgetauscht. Pro getesteter Konzentration wurden
jeweils 2mL der jeweiligen Zellsuspension in drei Wells einer 6-Well Platte tUberflhrt.
Um die Reproduzierbarkeit des Versuchsaufbaus zu gewahrleisten, wurde darauf ge-
achtet, dass eine einheitliche Zelldichte von 6x108 Zellen/Well eingehalten wurde.

Fir die Versuche mit CD34* Stammzellen haben wir 24 Well Platten benutzt. Pro Well
300uL mit 6x10* (NSB) bzw. 4x10* (CD34*) Zellen. Nach einer erneuten Inkubations-
zeit von 24h wurden die Konzentrationen der Substanzen (ATR-Inhibitoren / PladB)
hergestellt und zu den Zellsuspensionen hinzugegeben. Im optimalen Fall pro Kon-
zentration drei Wells. Nach verschiedenen Zeitpunkten wurde die Vitalitat der Zellen
mittels CellTiterGlo® (CTG, Promega) gemessen.
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2.2.10 CellTiterGlow®

Der CTG Assay ist eine Methode zu Messung der Zellvitalitat mittels Adenosintriphos-
phat (ATP) Bestimmung (Abb. 9).

Es wurde eine definierte Menge Zellsuspension pro Probe enthommen und in eine
weille blickdichte 96-Well Platte pipettiert. Nun wurde pro Well die gleiche Menge
CTG-Reagenz hinzugeflugt. Die Platte wurde in den Tecan Reader eingelegt, der nach
2-minutigem Schitteln und 10-minGtiger Inkubationszeit das von den Zellen
produzierte ATP gemessen hat. Anhand der gemessenen Lumineszenz kann man
Ruckschlisse auf die Vitalitat der Zellen ziehen und somit riickverfolgen, wie stark die
unterschiedlichen Substanzkonzentrationen zum gegebenen Zeitpunkt auf die Zellen
wirken. Zellen, die sich im Status der Seneszenz befinden oder apoptotisch sind,
produzieren kein ATP mehr und wurden somit auch nicht gemessen.

Zellzahlwachstum

Zellzahl Yx10 ©

0.0 T T
1 2 3 4

Anzahl der Tage seit Auftauen der Zellen

-o- SFM14 -+ NSFM2 -+ SFM3

Abbildung 8: Wachstumskurven von CD34* hamatopoetischen Stammzellen von 3 MDS-
Patienten nach Auftauen.

Die Y-Achse gibt die Zellzahl an, die X-Achse die Tage, die nach dem Auftauen vergangen
sind. Die gestrichelte Linie markiert eine Zellzahl von 1x10° Zellen, welches die erforderliche
Menge an CD34" Stammzellen fiir den Versuch waren.

SFM3/14: SF-mutierter Patient 3/14, NSFM2: Nicht SF-mutierter Patient 2.
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Abbildung 9: Darstellung der Auswertung der Zell-Vitalitit mittels CTG.

Die X-Achse gibt an, wie viel man von einer bestimmten Substanz zu den Zellen hinzugege-
ben hat, die Y-Achse zeigt zu den jeweiligen Konzentrationen, wie viel Prozent der Zellen
noch vital sind. Bei X=0 also keiner zusétzlichen Substanz ist die Vitalitidt der Zellen bei
100%, umso stérker die Konzentration der hinzugegebenen Substanz ist, umso mehr sinkt
die Vitalitat. Die gestrichelte Linie gibt die inhibitorische Konzentration ,ICso"“ an, also die
Konzentration eines Inhibitors, bei der eine halbmaximale Inhibition beobachtet wird.

22



Ergebnisse

3 ERGEBNISSE

3.1 Etablierung einer auf Immunfluoreszenz basierenden Methode zur Darstel-
lung von R-Loops und dem ATR-Signalweg in Zelllinien und aus NSB iso-
lierten CD34* Zellen

3.1.1 Darstellung von R-Loops und ATR-Signalweg-Aktivitat mittels spezifi-
scher Antikorper und Immunfluoreszenzmikroskopie

In Zellen der Zelllinien MOLM-13, SKM1, HL60 und HEL konnten R-Loops mittels anti-
S9.6 Antikorper und der ATR-Signalweg mittels anti-RPA2 (S33)-Antikbrpern und
verschiedenen fluoreszierenden Sekundarantikbérpern am Immunfluoreszenz-
mikroskop dargestellt werden (Abb. 10,11).

DAPI

S9.6

Overlay

Abbildung 10: Immunfluoreszenzmikroskopische Darstellung von Zellen der Zelllinie
SKM1 mit DAPI, S9.6 + Sekundérantikérper 555 und Overlay; MaBBstab: 5uM.

DAPI $9.6 Overlay

Abbildung 11: Immunfluoreszenzmikroskopische Darstellung von Zellen der Zelllinie
SKM1 mit DAPI, S9.6 + Sekundérantikérper 488 und Overlay; MaBBstab: 5uM.
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3.1.2 Signifikante Erhohung von S9.6 und RPA2 (S33) in Zellkulturen nach
Behandlung mit SF-Modulator PladB

Um die Wirkung von SF-Modulatoren wie PladB auf die R-Loops Quantitat und den
ATR-Signalweg beurteilen zu konnen, haben wir Zellkulturen vor und nach der Be-
handlung mit PladB untersucht. Die Zellen wurden mit Antikbrpern behandelt, welche
an S9.6 (zur R-Loop Detektierung) und an Serin 33 phosphoryliertes RPA2 (RPA2
(S33), zur Detektierung des ATR-Signalweges) binden. Danach wurden die Zellen
unter dem Fluoreszenzmikroskop angeschaut und die Quantitat an S9.6 und RPA2
(S33) mit und ohne PladB verglichen. Es zeigte sich bei beiden Zelllinien nach der
Behandlung mit PladB sowohl eine signifikante Erhdhung der R-Loops, wie auch eine
signifikant erhohte Aktivierung des ATR-Signalweges (Abb. 12). Daraus lasst sich
schlieRen, dass die Behandlung von Zellen - zumindest aus Zelllinien - mit SF-
Modulatoren wie z.B. PladB eine signifikante Steigerung der Bildung von R-Loops und
der Aktivierung des ATR-Singalweges bedingt. Um dieses Resultat zu untermauern,
haben wir die gleichen Versuche mit CD34* Zellen aus NSB durchgeflhrt.

A
MOLM13 + MOLM13 +
DMSO PladB

DAPI

S9.6

RPA

Overlay
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Abbildung 12: Vergleich Quantitédt von S9.6 und RPA2 (S33) mittels Inmunfluoreszenz-
mikroskopie bei zwei Zelllinien, vor und nach Behandlung mit SF-Modulator PladB

(A) Représentative Immunfluoreszenzbilder von R-Loops und dem ATR-Signalweg. Genutzt
wurde der Antikérper S9.6 fiir die Darstellung der R-Loops und ein anti-RPA2(S33)-Antikérper
zur Detektierung des ATR-Weges. Es handelt sich um Zellen der Zelllinie MOLM13, vor und
nach Behandlung mit PladB; Mal3stab: 5uM.

(B) Quantifizierung der mittleren Fluoreszenz Intensitat (MFI) von S9.6 an der Zelllinie
MOLM13 (S9.6 DMSO: 84 Zellen, S9.6 PladB: 29 Zellen) und RPA2 (S33) (RPA2 (S33)
DMSO: 39 Zellen, RPA2 (S33) PladB: 32 Zellen)

(C) Quantifizierung der MFI an der Zelllinie HL60 von S9.6 und RPA2 (S9.6/RPA2 DMSO 24
Zellen; S9.6/RPA2 (S33) PladB 20 Zellen)

Daten sind in Mittelwerten +/- Standardabweichung angegeben. ***p <0.001

3.1.3 Signifikante Veranderungen von $9.6 und RPA2 (S33) bei CD34* Zellen
aus Nabelschnurblut nach Behandlung mit SF-Modulator PladB

Um die Wirkung von PladB auf die R-Loops Quantitat und den ATR-Signalweg noch
besser zu verstehen, haben wir als nachstes CD34" Zellen aus drei verschiedenen
NSB mit PladB behandelt. Vor und nach Behandlung wurde die Intensitat von S9.6
Und RPA2 (S33) gemessen und verglichen (Abb. 13). Es zeigte sich bei allen dreien,
dass die S9.6 Intensitat steigt, der Unterschied erwies sich nur bei NSBO signifikant.
Die RPA2 (S33)-Intensitat sank bei allen drei NSB nach Behandlung mit PladB, bei
NSB2 ist diese Veranderung nicht signifikant. Die erhdhte Intensitat von S9.6 nach
Behandlung mit SF-Modulator PladB bestatigt die Hypothese, dass R-Loops durch
verandertes Spleilien vermehrt gebildet werden. Die verminderte Aktivierung des ATR-
Signalweges - gemessen an der RPA2 (S33)-Intensitat - entspricht weder unserer
Hypothese, noch den vorherigen Ergebnissen an Zellkulturen. Unsere Vermutung ist
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hier, dass NSB maoglichweise durch andere Mechanismen auf PladB anderes reagiert,
bzw. die Behandlung mit PladB zu stark fur die Zellen war, und der grofdte Teil
apoptotisch wurde.
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Abbildung 13: Vergleich Quantitat von S9.6 und RPA2 (S33) bei Nabelschnurblut-Zellen
vor und nach Behandlung mit PladB.

(A) Quantifizierung der mittleren Fluoreszenz Intensitét (MFI) von S9.6

(B) Quantifizierung der MFI von RPA2(S33)

Daten sind in Mittelwerten +/- Standardabweichung angegeben. ***p <0.001; n.s.= nicht signi-
fikant; NSBO0/1/2 = Nabelschnurblut 0/1/2
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3.2 Ubertragung des Versuchsmodells auf CD34* himatopoetische Stamm-
zellen von MDS Patienten

3.21 Erhohte Mengen an R-Loops bei SF-mutierten CD34* hamatopoetische
Stammzellen von MDS Patienten

Erhéhte R-Loops Quantitadten werden mit MDS-spezifischen Mutationen in SF-ko-
dierenden Genen assoziiert [38, 68]. Um die R-Loops Quantitat bei CD34* hamato-
poetischen Zellen von SF-mutierten (SFM) und nicht SFM (NSFM) Patienten verglei-
chen zu kdnnten, haben wir die R-Loops mittels Antikdrper (S9.6) detektiert, dargestellt
und quantifiziert (Abb. 14). Wir haben die R-Loops Quantitat von 17 MDS-Patienten
(n=11 SFM, n=6 NSFM) verglichen. Die Patienten und ihre Charakteristika sind in
Tabelle 1 dargestellt. Es zeigte sich, dass bei der Patientengruppe mit SF-Mutationen
(n=11) im Vergleich zu den NSFM (n=6) eine signifikant héhere Menge an R-Loops
detektiert werden konnte (Abb. 15A).

Um einen Vergleich zu nicht an MDS erkrankten alteren Menschen stellen zu kdnnen,
haben wir auch von diesen (n=2) CD34* Zellen auf R-Loops untersucht. Es zeigte sich
bezuglich der R-Loops Quantitat kein signifikanter Unterschied zwischen NSFM-Zellen
von an MDS Erkrankten Patienten und Zellen von gesunden Alteren. Zwischen gesun-
den Alteren und SFM-Zellen von MDS-Patienten zeigte sich ein signifikanter Unter-
schied.

3.2.2 Erhohte ATR-Signalweg Aktivitait bedingt durch erhohte R-Loops
Quantitat bei CD34* hamatopoetischen Stammzellen von Patienten mit SF-
Mutationen

Um die Auswirkungen von R-Loops induzierten Replikationsstress auf den ATR-Re-
paratursignalweg zu beurteilen, haben wir bei 17 Patienten die Aktivitat des Signal-
weges in CD34" hamatopoetischen Stammzellen quantifiziert. Zur Detektion und
Quantifizierung des ATR-Signalweges haben wir phosphoryliertes RPA2 mittels eines
Antikodrpers dargestellt. RPA2 wird nach Aktivierung von ATR durch dieses u.a. an
Serin 33 phosphoryliert, gegen welches der Antikdrper gerichtet ist (Abb. 4).

Zellen von MDS Patienten mit SFM zeigten eine signifikant erhdhte Aktivitat des ATR-
Signalweges im Vergleich zu NSFM Patienten bzw. gesunden Alteren.

Zwischen Gesunden und nicht SF-mutierten MDS Patienten Zellen zeigte sich kein
signifikanter Unterschied (Abb. 15B). Die Notwendigkeit eines intakten, gut
funktionierendem ATR-Signalweg, um den durch Replikationsstress induzierten DNA-
Schaden zu reparieren, reprasentiert die erhdhte Verwundbarkeit von SF-mutierten
Zellen im Sinne der synthetischen Letalitat. ATR-inhibitoren, im besonderen AZD6738,
befinden sich — vor allem zur Behandlung solider Tumoren - in friihen klinischen Pha-
sen. Aus diesem Grund haben wir weiterhin untersucht, ob die Hemmung des ATR-
Signalweges in MDS Patienten ein moégliches therapeutisches Ziel darstellt, um ziel-
gerichtet SF-mutierte CD34" hamatopoetische Zellen aus KM zu beeinflussen.

3.2.3 Unterschiedliche SF-Mutationen fiihren zu unterschiedlichen S$9.6- und
RPA2 (S33)-Intensitaten

Um die einzelnen SF-Mutationen und ihren Einfluss auf die Entstehung von R-Loops
genauer untersuchen zu konnen, haben wir die SFM-Fraktion nach den unterschied-
lichen Mutationen (SF3B1, SRSF2, U2AF1 und ZRSR?2) aufgeteilt. Jede SF-Mutation
einzeln zeigte hierbei einen signifikanten Unterschied der R-Loops Quantitat im Ver-
gleich zu den NSFM-Zellen, wobei in Zellen von Patienten mit SRSF2- Mutationen am
meisten R-Loops detektiert werden konnten (Abb. 15C).
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Anders verhielt es sich mit dem ATR-Signalweg. Hier zeigten lediglich die Zellen von
Patienten mit SRSF2, U2AF2 und ZRSR2 Genmutation eine signifikante Erhéhung der
RPA2 (S33)-Antikdrper Messungen, der Unterschied zwischen SF3B71 und NSFM-
Zellen zeigte sich nicht signifikant. Die RPA2 (S33)-Intensitaten der SF3B171-Zellen
wiesen hierbei eine starke Streuung auf (Abb. 15D).

MDS CD34* hamatopoetische Stammzellen

Nicht Spleilfaktor-mutierte Zellen Spleilfaktor-mutierte Zellen

!. n » nnn

Abbildung 14: Reprédsentative Immunfluoreszenzbilder von R-Loops und dem
ATR-Signalweg in SFM und NSFM CD34" hamatopoetischen Zellen von MDS-
Patienten.

DAPI

S9.6

RPA2

Overlay

Genutzt wurde der Antik6rper S9.6 fiir die Darstellung der R-Loops und ein anti-RPA2
(S33)-Antikérper zur Detektion des ATR-Weges. Es handelt sich um CD34* Zellen, die
aus dem KM von MDS Patienten mit und ohne SF-Mutationen isoliert wurden; Mal3-
stab: 5um.
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Abbildung 15: Vergleich Quantitat von S9.6 (A,C) und RPA2 (S33) (B,D) bei Patienten
mit und ohne SF Mutationen und Proben von ,,gesunden® Alteren.

(A) Quantifizierung der mittleren Fluoreszenz Intensitdt (MFI) von S9.6;, n=2 (71 Zellen,
Gesund), n=6 (166 Zellen, nicht SF-mutiert), n=11 (250 Zellen, SF-mutiert).

(B) Quantifizierung der MFI von RPA2 (S33); n=2 (71 Zellen, Gesund), n=6 (163 Zellen, nicht
SF-mutiert), n=11 (249 Zellen, SF-mutiert).

(C) Quantifizierung der MFI von S9.6 in CD34" Zellen aufgeteilt nach SF-Mutation; n=6 (166
Zellen, nicht SF-mutiert), n=6 (128 Zellen, SF3B1-mutiert), n=3 (61 Zellen, SRSF2-mutiert),
n=1 (39 Zellen, U2AF1-mutiert), n=1 (22 Zellen, ZRSR2-mutiert)
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(D) Quantifizierung der MFI von RPA2 (S33) in CD34" Zellen aufgeteilt nach SF-Mutation; n=6
(166 Zellen, nicht SF-mutiert), n=6 (126 Zellen, SF3B1-mutiert), n=3 (61 Zellen, SRSF2-
mutiert), n=1 (40 Zellen, U2AF1-mutiert), n=1 (22 Zellen, ZRSR2-mutiert)

Daten sind in Mittelwerten +/- Standardabweichung angegeben. ***p <0.001; n.s.= nicht signi-
fikant

3.2.4 Veranderung der R-Loops Quantitat und ATR-Signalweg-Aktivitat bei
CD34* hamatopoetischen Stammzellen von MDS Patienten mit und ohne
SF-Mutation

In vorherigen Versuchen an Zellen aus Zellkulturen bzw. aus Nabelschnurblut wurde
gezeigt, dass die R-Loops Quantitat durch die Behandlung mit PladB erhoht wird.
Darauf basierend stellt sich die Frage, welchen Einfluss PladB auf die R-Loops Quan-
titat bei Zellen von MDS-Patienten hat. Um dies genauer zu untersuchen, haben wir
die Zellen von 3 Patienten vor und nach Behandlung mit Pladienolide B und AZD6738
auf R-Loops untersucht (Abb. 16).

Patient NSFM5 hat keine der vier hier relevanten SF-Mutationen. Nach der Behand-
lung mit PladB und AZD6738 wurde eine signifikant hdhere Menge an R-Loops detek-
tiert als zuvor. Die Uber RPA2 (S33)-Antikérper nachgewiesene ATR-Aktivitat ist
jedoch signifikant gesunken.

Patient SFM12 hat eine SRSF2-Mutation und schon vor Behandlung vergleichsmafig
hohe R-Loops Mengen. Nach der Behandlung mit PladB und AZD6738 zeigt er weni-
ger R-Loops als zuvor, dieser Unterschied ist jedoch nicht signifikant. Die RPA2 (S33)-
Intensitat ist signifikant gesunken.

Der hier als SFM5 bezeichnete Patient hat eine SF3B71 Mutation, zeigt aber schon vor
der Behandlung relativ wenig R-Loops. Er hat von allen untersuchten Patienten — egal
ob SFM oder NSFM — am wenigsten R-Loops (Abb. 30). Nach der Behandlung mit
PladB und AZD6738 Uber 48 Stunden zeigen die Zellen signifikant hdhere Mengen an
R-Loops, als zuvor. Auch die RPA2 (S33)-Intensitat ist nach der Behandlung
signifikant erhoht.
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Abbildung 16: Vergleich S9.6 und RPA2 (S33) Intensitédten vor und nach Behandlung mit
PladB und AZD6738 bei CD34* himatopoetischen Stammzellen von drei MDS-Patienten

(A) Quantifizierung der mittleren Fluoreszenz Intensitét (MFI) von S9.6; (NSFMS5: 25 Zellen,
+PladB/AZD6738: 19 Zellen; SFM12: 21 Zellen, +PladB/AZD6738: 22 Zellen; SFM5: 26 Zel-
len, +PladB/AZD6738: 23 Zellen)

(B) Quantifizierung der MFI von RPA2 (S33); (NSFM5: 24 Zellen, +PladB/ AZD: 19 Zellen;
SFM12: 21 Zellen, +PladB/AZD6738: 22 Zellen; SFM5: 26 Zellen, +PladB/AZD6738: 23
Zellen)

Daten sind in Mittelwerten +/- Standardabweichung angegeben. ***p <0.001; n.s.= nicht signi-
fikant; NSFM5 = nicht SF-mutierter Patient 5; SFM5/12 = SF-mutierter Patient 5/12
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3.3 Etablierung eines in vitro Modells zur Untersuchung verschiedener
Substanzen zur zielgerichteten Therapie des MDS

Um die optimalen Verhaltnisse und Versuchsablaufe fur Experimente mit CD34*
hamatopoetischen Stammzellen von MDS-Patienten zu bestimmen, haben wir zu-
nachst Versuche an Zellkulturen durchgefihrt.

Zunachst mussten die passenden Substanzen zur ATR-Inhibierung (Vergleich
AZD6738, VE-821 und Bay1895344) und die Konzentrationen an AZD6738 und PladB
herausgefunden werden. Aul3erdem wurden die besten Zeitpunkte und Methoden, um
die Reaktion der Zellen auf die verschiedenen Substanzen beurteilen zu konnen, be-
stimmt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen werden in den folgenden Unterpunkten
genauer beschrieben.

3.3.1 Celltiter-Glow® ,,cell viability assay“ als geeignete Bewertungsmethode
der Lebensfahigkeit von Zellen

Der Celltiter-Glow® wertet nur die Zellen, die noch ATP produzieren, folglich also zu
einem eigenen Stoffwechsel in der Lage sind. Zellen, die tot sind oder sich im Status
der Seneszenz befinden, werden nicht gezahlt. Somit sind Messungen mittels CTG im
Vergleich zum einfachen ,Zellzahlen mittels Vi-Cell oder Neubauer-Zahlkammer
exakter.

3.3.2 AZD6738 als geeigneter ATR-Inhibitor fur den Versuchsaufbau

Um das Ansprechen von Zellen auf verschiedene ATR-Inhibitoren zu testen, und um
die geeignete Substanz fir unseren Versuchsaufbau zu finden, haben wir drei ver-
schiedene ATR-Inhibitoren getestet: AZD6738, VE-821 und BAY1895344 (Abb. 17).
AZDG6738 liel3 sich bei unseren Versuchen am besten steuern und zeigte bei wieder-
holten Versuchen die konstantesten Ergebnisse und das gréflte therapeutische
Fenster in vitro, sodass wir uns dazu entschieden, diese Substanz in den
darauffolgenden Experimenten zu benutzen.
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Abbildung 17: Dosis-Wirkungs-Kurven an den Zelllinien MOLM13 und SKM1 nach kon-
tinuierlicher in vitro Behandlung mit drei verschiedenen ATR-Inhibitoren.

Die Lebensféhigkeit der Zellen wurde mit CellTiter-Glo® 72h nach kontinuierlicher Medika-
mentenexposition in vitro bestimmit.

(A) Zellen der MOLM13-Zelllinie wurden mit den ATR-Inhibitoren AZD6738, VE-821 und
Bay1895344 in 6 verschiedenen Konzentrationen (100nM, 500nM, 1uM, 5uM, 10uM, 100uM)
behandelt.

(B)Zellen der SKM1-Zelllinie wurden mit den ATR-Inhibitoren AZD6738, VE-821 und
Bay1895344 in 6 verschiedenen Konzentrationen (100nM, 500nM, 1uM, 5uM, 10uM, 100uM)
behandelt.
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3.3.3 Der Effekt von AZD6738 und PladB auf die Lebensfahigkeit von Zellen

Bei den ersten Experimenten mit AZD6738 und PladB an vier verschiedenen Zelllinien
(MOLM13, HEL, HL60 und SKM1) konnten wir feststellen, dass AZD6738, wie auch
PladB, einen signifikanten Effekt auf die Lebensfahigkeit von Zellen haben (Abb. 18).
In den lichtmikroskopischen Aufnahmen lasst sich erkennen, dass die Zelldichte deut-
lich abnahm, wurden die Zellen tUber 48h mit PladB oder AZD6738 behandelt. Der
Effekt der Substanzen auf die Lebensfahigkeit von Zellen zeigte sich beeinflussbar
durch die Dosis wie auch durch die Dauer der Behandlung mit AZD6738 bzw. PladB
(Abb. 19-21).
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Abbildung 18: Lichtmikroskopische Aufnahmen von MOLM13-Zellen 48 Stunden nach
Behandlung mit PladB und/oder AZD6738

Die Aufnahmen wurden mit einem Lichtmikroskop gemacht, die Zellen befinden sich in 6-Well
Platten und wurden (iber 48 Stunden mit 10nM PladB, 500nM AZD6738 oder einer Kombina-
tion aus beidem behandelt, Ma3stab: 50uM
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Abbildung 19: Reaktion von Zellen der HL60 Zelllinie auf PladB in den Konzentrationen
0.1nM, 0.5nM, 1nM, 2.5nM, 5nM, 10nM, 15nM, 25nM, 50nM.

Die Lebensfahigkeit der Zellen wurde mit CellTiter-Glo® 24, 36 und 48h nach kontinuierlicher
Medikamentenexposition in vitro bestimmt.

3.3.4 Dosisfindung von AZD6738 und PladB durch Behandlung von Zelllinien

Durch mehrere Titrierungsversuche konnten wir die passenden Konzentrationen von
PladB von 0.1nM bis 50nM einschranken. AZD6738 zeigte in den Bereichen von 10nM
bis 5uM die besten Effekte. Jeweils niedrigere Konzentrationen zeigten im Durchschnitt
so gut wie keinen Effekt, wahrend hohere Konzentrationen fast alle Zellen abtoteten
(Abb. 20).

3.3.5 Bestimmung des richtigen Messzeitpunktes mittels CellTiter-Glo® (CTG)
»cell viability assay*

Um den richtigen Messzeitpunkt herauszufinden, haben wir anfangs nach 12, 24, 36,
48, 60 und 72 Stunden einen ,cell viability assay, mittles Celltiter-Glow® durchgefihrt.
Bei unseren Experimenten mit Zelllinien und NSB konnten wir eruieren, dass die Mes-
sungen nach 24h und 48h am besten die Wirkung der Medikamente wiederspiegelten
(Abb. 20). Frahere Messungen durch den CTG ,,Cell Viability Assay“ zeigten noch nicht
die vollstandige Wirkung von AZD6738 und PladB, wahrend es zu spateren Zeitpunk-
ten keine Veranderungen mehr gab. Wartet man jedoch zu lange, konnte es durch
Medien- und somit Nahrstoffmangel zu natirlichem Sterben der Zellen kommen, was
die Ergebnisse verzerren wirde.
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Abbildung 20: Messung der Lebensféahigkeit von Zellen der HL60 Zelllinie nach Behand-
lung mit AZD6738 in den Konzentrationen 10uM, 5uM, 1uM, 500nM, 100nM, 50nM und
10nM zu verschiedenen Zeitpunkten.

Die Lebensfahigkeit der Zellen wurde mit CellTiter-Glo® 12, 24, 36, 48, 60 und 72h nach
kontinuierlicher Medikamentenexposition in vitro bestimmt.

3.3.6 Dosisanpassung und Versuchsoptimierung durch Behandlung von NSB
mit AZD6738 und PladB

Der nachste Schritt zur Etablierung unseres Versuchsmodells wurde an CD34* Zellen
aus NSB durchgefuhrt. Diese haben den Vorteil, dass sie dem gewunschten Versuchs-
modell mit CD34* hamatopoetischen Stammzellen unserer Patientenproben am
nachsten kommen. Aul3erdem gibt es hier genug Zellen, um Versuche zu wiederholen
und verschiedene Konzentrationen zu testen, ohne wertvolle Patientenzellen zu ver-
brauchen. Wir konnten die Vorarbeiten mit NSB-Zellen nutzen, um unseren Versuchs-
aufbau mit CD34" Stammzellen zu optimieren (Abb. 21,22).

Die Versuche mit NSB halfen uns dabei, einzugrenzen, welche Konzentrationen von
AZD6738 und PladB wir fur die Versuche mit CD34* Stammzellen von Patienten brau-
chen. Aulierdem konnten wir so herausfinden, welche Zeitpunkte fur die Messungen
mittels CTG fur den ,cell viability assay“ am sinnvollsten sind. Bei dem ersten Versuch
mit NSB bemerkten wir, dass die von uns benutzten Konzentrationen an PladB eher
zu stark waren (Abb. 21A). In dem darauffolgenden Versuch lieRen wir die starkste
Konzentration (50nM) und flugten eine Zwischenstufe mit 12.5nM hinzu (Abb. 22A).
Unsere Konzentrationen an AZD6738 zeigten sich dagegen im ersten Versuch mit
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NSB zu schwach, wir fugten im nachsten Versuch die Konzentrationen 1 und 2uM
hinzu (Abb. 21B, 22B).
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Abbildung 21: Messung der Lebensfédhigkeit von CD34" Zellen aus Nabelschnurblut
nach Behandlung mit PladB oder AZD6738.

Die Lebensfahigkeit der Zellen wurde mit CellTiter-Glo® 24, 36 und 48h nach kontinuierlicher
Medikamentenexposition in vitro bestimmt.

(A) Die Zellen wurden mit PladB in 9 verschiedene Konzentrationen (50nM, 25nM, 10nM, 5nM,
2.5nM, 1nM, 0.5nM, 0.25nM und 0.1nM) behandelt.

(B) Die Zellen wurden mit AZD6738 in 7 verschiedenen Konzentrationen (500nM, 100nM,
50nM, 10nM, 5nM, 1nM und 0.5nM) behandel.
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Abbildung 22: Messung der Lebensfdhigkeit von CD34* Zellen aus Nabelschnurblut
nach Behandlung mit PladB oder AZD6738.

Die Lebensféhigkeit der Zellen wurde mit CellTiter-Glo® 24 und 48h nach kontinuierlicher Me-
dikamentenexposition in vitro bestimmt.

(A) Die Zellen wurden mit PladB in 9 verschiedene Konzentrationen (256nM, 12.5nM, 10nM,
5nM, 2.5nM, 1nM, 0.5nM, 0.25nM und 0.1nM) behandelt.

(B) Die Zellen wurden mit AZD6738 in 9 verschiedenen Konzentrationen (2uM, 1uM, 500nM,
100nM, 50nM, 10nM, 5nM, 1nM und 0.5nM) behandelt
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3.4 Ubertragung des Versuchsmodells auf CD34* himatopoetische Stammzel-
len von MDS Patienten

3.4.1 CD34* hamatopoetische Stammzellen des KM als geeignete Zellen fiir un-
seren Versuchsaufbau

Um zu demonstrieren, dass R-Loops vor allem in CD34* Stammzellen des KM vorzu-
finden sind, wurden verschiedene Zellpopulationen (CD34*, CD34*CD38-, CD33* und
CD19%) von n=3 Patienten mit SF-Mutationen verglichen. Die Ergebnisse sind in dem
folgenden Graphen abgebildet (Abb. 23). Es ist deutlich zu erkennen, dass die CD34"
Zellpopulation mehr R-Loops aufweist, als alle anderen untersuchten
Zellpopulationen. Auf Basis dieser Ergebnisse begrinden wir unsere darauffolgenden
Versuche an CD34* hamatopoetischen Stammzellen.
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Abbildung 23: R-Loops Quantifizierung bei CD34*, CD34*CD387, CD33* und CD19* Zell-
populationen im Vergleich.

Quantifizierung der mittleren Fluoreszenz Intensitét (MFI) von S9.6 in FACS-sortierten hdma-
topoetischen Subpopulationen isoliert aus KM von n=1 (SF3B1 K700) und n=2 (SRSF2 P95)
Patienten (CD34": 103 Zellen; CD34*CD38": 71 Zellen; CD33": 81 Zellen; CD19": 47 Zellen)
Daten sind in Mittelwerten +/- Standardabweichung angegeben. ***p <0.001; n.s.= nicht signi-
fikant
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3.4.2 Klinische Daten der untersuchten Patienten

Die untersuchten Patienten haben wir auf bestimmte Kriterien untersucht. Zum einen
klinische Daten wie das Alter, Geschlecht und Einteilung nach Prognose-Scores. Zum
anderen erfolgte eine Einteilung in Gruppen mit und ohne SF-Mutation. Bei den Patien-
ten mit SF-Mutation ist des Weiteren zu unterscheiden, um welche der vier von uns
hauptsachlich untersuchten Mutationen es sich handelt: SF3B1, SRSF2, U2AF1 oder
ZRSR2. Zusatzlich zu diesen Genen wurden 30 andere “common myeloid mutations”
untersucht und die Ergebnisse aufgelistet (Tabelle 7,8).

3.4.3 Sequenzierungsergebnisse

Die Ergebnisse der Sequenzierung wurden fur jeden der 20 Patienten (Tabelle 6-8)
auf eine der vier relevanten SF-Mutationen (SRSF2, SF3B1, U2AF1, ZRSR2) und die
zusatzlichen 30 ,common myeloid mutations® (ASXL1, BCOR, BCORL1, CALR, CBL,
CEBPA, CSF3R, DNMT3A, ETV6, EZH2, FLT3, IDH1, IDH2, JAK2, KIT, KRAS, MPL,
NF1, NPM1, NRAS, PHF6, PPM1D, PTPN11, RAD21, RUNX1, SETBP1, SMC3,
STAG2, TET2, TP53) Uberpruft.

Von den 20 Patienten wiesen 6 Patienten in der Sequenzierung keine SF-Mutation auf
(Tabelle 6,7), bei 14 Patienten konnte man Mutationen der flir SFen kodierenden Gene
feststellen. Davon zeigten 7 Patienten eine Mutation im SF3B71 Gen, 5 Patienten eine
SF3B1 Mutation und jeweils ein Patient zeigte eine Mutation im U2AF1- und ZRSF2-
Gen (Tabelle 6,8).

Mutationen in den Genen CALR, CBL, CEBPA, CSF3R, EZH2, KIT, KRAS, MPL,
NPM1, NRAS, PHF6, RAD21 und SMC3 wurden bei keinem der 20 Patienten festge-
stellt. Mutationen in den Genen BCORL1, ETV6, FLT3, IDH1, IDH2, PPM1D, PTPN11
und SETBP1 lielRen sich bei jeweils einem Patienten nachweisen. Genmutationen von
BCOR und DNMT3A gab es bei jeweils zwei Patienten. ASXL1, JAK2 und TP53 waren
bei jeweils 3 Patienten mutiert. Mutationen in den folgenden Genen kamen traten am
haufigsten auf: NF1 (4 Patienten), RUNX1 (4 Patienten), TET2 (5 Patienten) und
STAG2 (6 Patienten) (Tabelle 6-8).

Im Durchschnitt zeigten die Patienten mit SF-Mutationen auch mehr der anderen
,common myeloid mutations®. Von den nicht SF-mutierten Patienten hatten 5 Patienten
eine der anderen untersuchten Mutationen, Patient NSFM2 stellte mit zwei ,,cm-
mutations® eine Ausnahme dar, im Schnitt zeigten sich 1,1666 Mutationen der unter-
suchten Gene pro Patient. Die 14 SF-mutierten Patienten zeigten insgesamt 32 der
,common myeloid“ Mutationen (3x0, 3x1, 2x2, 3x3, 1x4, 1x6, 1x8, im Schnitt 2,285
Mutationen pro Patienten).

Einige der Patienten wiesen nicht nur eine SF-Mutation auf, sondern — mit einer sehr
geringen VAF — auch eine zweite. Dies lasst vermuten, dass die Mutationen sich auf
verschiedenen Zellklonen befinden. Zwei SF-Mutationen auf demselben Zellklon
wurden durch synthetische Letalitat zum Zelltod fuhren [10, 11].

3.4.4 Starker Reaktionen auf PladB bei MDS Patientenzellen mit SF-Mutation im
Vergleich zu Patientenzellen ohne SF-Mutationen

Die mittlere inhibitorische Konzentration (ICso) beschreibt die Konzentration an

PladenolideB/AZD6738, die notig ist, um die Lebensfahigkeit der Zellen um 50% zu
reduzieren.
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Bei der Gabe von PladB in den Konzentrationen 20nM, 10nM, 5nM, 2.5nM zeigte sich,
dass die CD34" Zellen von Patienten mit SF-Mutationen starker reagierten als die Zel-
len von Patienten, bei denen keine der genannten Mutationen nachgewiesen werden
konnte. Die ICso von PladB bei SFM Zellen liegt zwischen 5nM und 10nM PladB,
wahrend die ICso von PladB bei NSFM Zellen bei hdheren Konzentrationen, namlich
zwischen 10nM und 20nM PladB liegt (Abb. 24 A,B).

Wenn man hierbei nochmal die SF3B71 und SRSF2 mutierten Patientenproben geson-
dert untersucht, zeigt sich, dass die ICso von Zellen mit SF3B7 Mutation eher im
héheren Konzentrationsbereich liegt, naher an 10nM PladB als an den 5nM (Abb. 24
C).

Bei Zellen mit SRSF2 Mutation liegt die ICso naher an 5nM als an 10nM PladB, sie
scheinen also schon auf niedrigere Konzentrationen zu reagieren und somit sensibler
auf die Behandlung mit PladB zu reagieren (Abb. 24 D).

Bei Zellen des Patienten mit U2AF1 Mutation liegt die ICso zwischen 5nM und 10nM
PladB (Abb. 24 E).

Zusammenfassend kann man hier erkennen, dass die ICso bei allen SF-Mutationen
auller ZRSR2 zwischen 5 und 10nM liegt.

Die Zellen des Patienten mit ZRSR2 Mutation stellen eine Ausnahme dar, sie reagie-
ren nur sehr leicht auf die Behandlung mit PladB und die ICso wird hier erst bei einer
Konzentration von mehr als 10nM PladB erreicht (Abb. 24 F).
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Abbildung 24: Reaktion von SF-mutierten und nicht mutierten CD34+ Zellen auf
Pladienolide B in den Konzentrationen 2.5nM, 5nM, 10nM und 20nM.

Die Lebensféhigkeit der Zellen wurde mit CellTiter-Glo® 48h nach kontinuierlicher Medika-

mentenexposition in vitro bestimmt.

A) Reaktion von SF-mutierten Zellen auf die Behandlung mit PladB.

B) Reaktion von nicht SF-mutierten Zellen auf die Behandlung mit PladB.
C) Reaktion von SF3B1-mutierten Zellen auf die Behandlung mit PladB.
D) Reaktion von SRSF2-mutierten Zellen auf die Behandlung mit PladB.
E) Reaktion von U2AF1-mutierten Zellen auf die Behandlung mit PladB.
F) Reaktion von ZRSR2-mutierten Zellen auf die Behandlung mit PladB.
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3.4.5 Starkere Reaktionen auf AZD6738 bei MDS Patientenzellen mit SF-
Mutation im Vergleich zu Patientenzellen ohne SF-Mutationen

Bei der Gabe von AZD6738 in den Konzentrationen 2uM, 1uM, 500nM, 50nM zeigte
sich, dass die CD34" Zellen von Patienten mit SF-Mutationen starker reagierten als
die Zellen von Patienten, bei denen keine der genannten Mutationen nachgewiesen
werden konnte. Die ICso von AZD6738 wird bei SFM Zellen bei Konzentrationen um
500nM AZD6738 erreicht, wahrend sie bei NSFM Zellen bei 1uM lag (Abb. 25A,B)

3.4.6 Unterschiedlich stark ausgepragte Reaktionen auf AZD6738 je nach SF-
Mutation

Verglichen wir hier die einzelnen Mutationen miteinander, stellten wir fest, dass die
ICs0 bei SRSF2 Mutationen im Vergleich zu SF3B1 Mutationen bei einer etwas niedri-
geren Konzentration an AZD6738 lag (Abb. 25C,D). SRSF2-mutierte Zellen schienen
besonders sensibel auf AZD6738 zu reagieren.

U2AF1 mutierte Zellen zeigten sich noch sensibler auf AZD6738, die I1Cso0 lag hier
knapp unter 500nM (Abb. 25E).

Die Zellen des Patienten mit ZRSR2 Mutation stellten eine Ausnahme dar, sie reagier-
ten nur sehr schwach auf die Behandlung mit AZD6738, die ICs0 wurde hier erst bei
einer Konzentration von fast 2uM erreicht (Abb. 25F).
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Abbildung 25: Reaktion von SF-mutierten und nicht mutierten CD34+ Zellen auf
AZDG6738 in den Konzentrationen 100nM, 500nM, 1uM und 2uM.

Die Lebensféhigkeit der Zellen wurde mit CellTiter-Glo® 48h nach kontinuierlicher Medika-
mentenexposition in vitro bestimmit.

A) Reaktion von SF-mutierten Zellen auf die Behandlung mit AZD6738.

B) Reaktion von nicht SF-mutierten Zellen auf die Behandlung mit AZD6738.

C) Reaktion von SF3B1-mutierten Zellen auf die Behandlung mit AZD6738.

D) Reaktion von SRSF2-mutierten Zellen auf die Behandlung mit AZD6738.

E) Reaktion von U2AF1-mutierten Zellen auf die Behandlung mit AZD6738.

F) Reaktion von ZRSR2-mutierten Zellen auf die Behandlung mit AZD6738.
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3.4.7 Vergleich verschiedener Konzentrationen von AZD6738 und PladB wie
auch deren Kombination auf CD34* hamatopoetische Stammzellen

48h nach der Gabe von PladB und AZD6738 in verschiedenen Konzentrationen auf
CD34* hamatopoetische Stammzellen zeigte sich, dass die Zellen bei schwachen Kon-
zentrationen (Abb. 26A) so gut wie gar nicht auf die Behandlung reagierten. Die Be-
handlung mit 5nM PladB und 500nM AZD6738 zeigte die gewlnschte Wirkung (Abb.
26B). Eine Substanz alleine senkte zwar die Uberlebensfahigkeit der Zellen, aber erst
beide Substanzen zusammen erreichten eine Verminderung der Lebensfahigkeit der
Zellen um mehr als 50%. Die starksten Konzentrationen waren mit 10/20nM PladB und
1/2uM AZDG6738 teilweise zu stark und toteten mehr Zellen ab, als gewlnscht war
(Abb. 26C,D).

3.4.8 Schwiachere Reaktion von CD34* hamatopoetische Stammzellen mit
ZRSR2-Mutation auf PladB und AZD6738 als Patienten mit anderen SF-
Mutationen

Um die Reaktion des ZRSR2 mutierten Patienten genauer zu analysieren, wurden hier
alle Reaktionen der Zellen auf die vier verschiedenen Konzentrationen von PladB und
AZD6738 und deren Kombinationen graphisch dargestellt. Die Gabe der Substanzen
in den Konzentrationen 2.5nM und 5nM PladB und 50nM und 500nM AZD6738 |6ste
nur eine kaum merkliche Reaktion aus, selbst mit der drittstarksten Konzentration
(10nM PladB, 1uM AZD6738) wurde die ICso noch nicht erreicht. Erst ab den
Konzentrationen 20nM PladB und 2uM AZD6738 wurde eine sichtbare Reaktion auf
die Behandlung erreicht (Abb. 27).

3.4.9 Kombinatorischer Effekt von AZD6738 und PladB auf CD34* hamatopoeti-
schen Stammzellen Zellen mit und ohne SF-Mutationen

Bei der Behandlung von CD34* Zellen entweder einzeln mit PladB und AZD6738 oder
in Kombination zeigte sich ein Unterschied zwischen Patienten mit und ohne SF-Mu-
tationen (Abb. 28). Zellen von Patienten, bei denen eine Mutation der Gene SRSF2,
SF3B1 oder U2AF1 festgestellt wurde, reagierten starker auf die Behandlung als
Patienten, bei denen o.g. Mutationen nicht festgestellt wurden. Am eindeutigsten
zeigte sich ein Unterschied bei den Konzentration 500nM AZD6738 und 5nM PladB.
Es zeigt sich in den Einzeldosen wie auch in den Kombinationen die Tendenz, dass
die SF-mutierten Zellen starker reagieren (Abb. 28B).

Vergleicht man nur SRSF2 (n=5) bzw. nur SF3B1 (n=7) mutierte Patienten mit NSFM
Zellen zeigt sich ebenfalls die Tendenz, dass die jeweiligen SF-mutierten Zellen star-
ker reagieren (Abb. 29).
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Abbildung 26: Reaktion eines SF3B1-mutierten Patienten auf AZD6738 und PladB in vier
verschiedenen Konzentrationen, einzeln und in Kombination.

Die Lebensféhigkeit der Zellen wurde mit CellTiter-Glo® 48h nach kontinuierlicher Medika-
mentenexposition in vitro bestimmit.

A) Die Zellen wurden mit 50nM AZD6738 und 2,5nM Pladienolide B oder einer Kombination
von beidem behandelt.

B) Die Zellen wurden mit 500nM AZD6738 und 2,5nM Pladienolide B oder einer Kombination
von beidem behandelt.

C) Die Zellen wurden mit 1uM AZD6738 und 10nM Pladienolide B oder einer Kombination von
beidem behandelt.

D) Die Zellen wurden mit 2uM AZD6738 und 20nM Pladienolide B oder einer Kombination von
beidem behandelt.

SFM3: SF-mutierter Patient Nr. 3, rote Linie: 50% Lebensfahigkeit
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Abbildung 27: Reaktion eines ZRSR2-mutierten Patienten auf AZD6738 und PladB in
vier verschiedenen Konzentrationen, einzeln und in Kombination.

Die Lebensféhigkeit der Zellen wurde mit CellTiter-Glo® 48h nach kontinuierlicher Medika-
mentenexposition in vitro bestimmit.

A) Die Zellen wurden mit 50nM AZD6738 und 2,5nM Pladienolide B oder einer Kombination
von beidem behandelt.

B) Die Zellen wurden mit 500nM AZD6738 und 2,5nM Pladienolide B oder einer Kombination
von beidem behandelt.

C) Die Zellen wurden mit 1uM AZD6738 und 10nM Pladienolide B oder einer Kombination von
beidem behandelt.

D) Die Zellen wurden mit 2uM AZD6738 und 20nM Pladienolide B oder einer Kombination von
beidem behandelt.

SFM14: SF-mutierter Patient Nr. 14, rote Linie: 50% Lebensfahigkeit
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Abbildung 28: Vergleich der Reaktion von SF-mutierten und nicht SF-mutierten Zellen
auf AZD6738 und PladB einzeln und in Kombination.

Die Lebensféhigkeit der Zellen wurde mit CellTiter-Glo® 48h nach kontinuierlicher Medika-
mentenexposition in vitro bestimmt. Die Zellen wurden mit 50nM, 500nM, 1uM und 2uM
AZD6738, 2.5nM, 5nM, 10nM und 20nM Pladienolide B oder einer Kombination von beidem
behandelt.; n=6 (NSFM Patienten), n=13 (SFM Patienten)

Die Daten sind in Mittelwerten +/- Standardabweichung angegeben.

*p < 0.05; **p <0.01; n.s.= nicht signifikant.
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Abbildung 29: Vergleich der Reaktion von SFRB1- und SRSF2- mutierten Zellen auf
AZD6738 und PladB einzeln und in Kombination.

(A) Die Zellen wurden mit 500nM AZD6738, 5nM Pladienolide B oder einer Kombination von
beidem behandelt. Die Lebensféhigkeit der Zellen wurde mit CellTiter-Glo® 48h nach
kontinuierlicher Medikamentenexposition in vitro bestimmt; n=6 (nicht SF-mutierte Patienten),
n=7 (SF3B1 mutierte Patienten)

(C) Die Zellen wurden mit 500nM AZD6738, 5nM Pladienolide B oder einer Kombination von
beidem behandelt. Die Lebensfahigkeit der Zellen wurde mit CellTiter-Glo® 48h nach kontinu-
ierlicher Medikamentenexposition in vitro bestimmt; n=6 (nicht SF-mutierte Patienten), n=5
(SRSF2-mutierte Patienten)

Die Daten sind in Mittelwerten +/- Standardabweichung angegeben.

*p < 0.05; **p <0.01; ***p <0.001; n.s.= nicht signifikant.
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3.5 Einfluss von TP53-Mutationen auf die Zell-Sensibilitat auf AZD6738

TP53 ist ein Tumorsupressorgen, dass nachweislich Anteil an der DNA-Schaden-Ant-
wort nimmt. Um den Einfluss durch TP53-Mutationen auf unseren Therapieansatz
nachvollziehen zu kdnnen, wurden mutierte wie auch nicht mutierte Patientenproben
auf ihren TP53-Mutationsstatus hin untersucht und miteinander verglichen. Es zeigte
sich, dass allgemein die SF-mutierten Zellen starker auf die Behandlung mit AZD6738
reagierten, der Patient mit SF-Mutation und TP53-Mutationen jedoch etwas weniger
sensitiv auf die Behandlung zu reagieren schien, als Zellen anderer Patientenproben.
Unter den NSFM Proben, die alle weniger sensibel auf die Behandlung mit AZD6738
reagierten, als die SF-mutierte Fraktion, konnte man den gleichen Effekt beobachten.
Auch hier zeigten sich die Zellen der TP53-mutierten Patienten resistenter gegenuber
der Behandlung mit AZD6738 und es brauchte starkere Konzentrationen, um den
gleichen Effekt zu erzeugen (Abb. 30). Hierbei ist zu beachten, dass starkere
Konzentrationen wiederum auch gesunde Zellen abtoten und somit nicht mehr in
unserem fur gut befunden Konzentrationsbereich liegen.
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Abbildung 30: Einfluss von TP53 auf den zytotoxischen Effekt von AZD6738 bei SFM
und NSFM Zellen

Die Lebensféhigkeit der Zellen wurde mit CellTiter-Glo® 48h nach kontinuierlicher Medika-
mentenexposition mit AZD6738 in vitro bestimmit.

3.6 Korrelation zwischen detektierter R-Loops Menge und Zell-Sensibilitat auf
AZD6738 und PladB

Um die Korrelation der R-Loops Menge mit vorhanden Mutationen darzustellen und
auch nach den verschiedenen Mutationen aufzuteilen, haben wir die Intensitat der R-
Loops der einzelnen Patientenproben der Starke nach aufgereiht (Abb. 31).

CD34* Stammzellen, bei denen die meisten R-Loops detektiert wurden, stammen von
Patienten mit SF-Mutation, wohingegen die Zellen mit den wenigsten R-Loops von
Patienten ohne SF-Mutation stammen. Es zeigten sich zwei ,Ausreier”, durch die sich
die nach R-Loops-Quantitat aufgelisteten Patienten nicht ganz in zwei Halften teilen
lassen (Abb. 32).
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Abbildung 31: Vergleich R-Loops (S9.6) Quantitat der 20 untersuchten Patientenproben,
aufgereiht nach Mittelwert.

Blauer Kasten: nicht SF-mutierte Patienten am ,unteren Ende®, also den niedrigeren S9.6 In-
tensitdten. Roter Kasten: SF-mutierte Patienten am ,oberen Ende“, also den héchsten S9.6
Intensitéaten.

Nicht mutiert mit Mutiert mit einer Ausnahme

einer Ausnahme

8000+

Relative S9.6 intensity (A.U.)

Abbildung 32: Vergleich R-Loops (S9.6) Quantitét der 20 untersuchten Patientenproben,
aufgereiht nach Mittelwert.

Eingekreist: ,Ausreil3er”, die die Aufteilung der Patienten nach Aufreihung der R-Loops Quan-
titét in zwei Gruppen (nicht mutiert vs. mutiert) nicht méglich machen.
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3.6.1 Erhohte R-Loops fiihren zu verstarkter Reaktion auf AZD6738 und PladB

Basierend auf den Daten aus unseren Zelllinien- und NSB-Experimenten stellt sich die
Frage, ob erhohte R-Loops Mengen bei SF-mutierten Zellen, isoliert aus KM von MDS
Patienten, eine ,Angriffsflache” fir Spleil3-Modulatoren wie PladB und/oder ATR-Inhi-
bitoren wie AZD6738 darstellen. Eine Ubersicht (iber die klinischen Daten der MDS
Patienten ist in Tabelle 6 dargestellt.

Um nun den Zusammenhang zwischen hohen R-Loops Werten mit der Zellsensitivitat
auf AZD6738 und PladB darzustellen, haben wir die Patienten in zwei Halften geteilt:
die Proben mit mehr R-Loops im Vergleich zur Halfte mit weniger R-Loops: es zeigte
sich, dass Zellen, die mehr R-Loops aufwiesen, auch starker auf die Medikamente
reagierten, als die Halfte mit weniger R-Loops.

Die Patienten haben wir nach zwei unterschiedlichen Prinzipien aufgeteilt.

Zum ersten in zwei Halften nach Median (9 Patienten mit weniger R-Loops, Median
eingeschlossen, 8 Patienten mit mehr R-Loops als der Median, Abb. 33A). Diese Pa-
tienten wurden dann auf ihre Reaktion hinsichtlich der Behandlung mit AZD6738 und
PladB verglichen. Es zeigte sich, dass die Patientenhalfte mit weniger R-Loops schwa-
cher auf AZD6738, PladB wie auch deren Kombination reagierte, als die Patienten-
halfte, die eine hohere Quantitat an R-Loops aufwies (Abb. 33B). Es lasst sich somit
ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Menge an R-Loops und der Zellsensi-
bilitat auf die von uns getesteten Substanzen nachweisen. Besonders die Reaktion auf
AZDG6738 weist einen signifikanten Unterschied auf.

Als zweites haben wie die Patienten nach Mittelwert aufgeteilt. Eine Gruppe mit R-
Loops niedriger als der Mittelwert aller von uns untersuchten Patientenproben (n=13)
und eine Gruppe mit hdheren R-Loops Werten als der Durchschnitt (n=5) (Abb. 34A).
Auch diese Patienten wurden auf ihre Reaktion hinsichtlich der Behandlung mit
AZD6738 und PladB verglichen. Es zeigten sich ahnlich zu der ersten Aufteilung sig-
nifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen (Abb. 34B). Die Patientengruppe mit
Uberdurchschnittlichen R-Loops-Mengen zeigte ein hoheres Ansprechen auf die Be-
handlung mit AZD6738 und PladB als die Patienten mit weniger R-Loops als der Mit-
telwert.
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Abbildung 33: Zusammenhang zwischen R-Loops Quantitédt und Sensibilitdt auf PladB
und AZD6738, Aufteilung in zwei Gruppen nach Mittelwert.
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(A)Vergleich R-Loops (S9.6) Quantitdt der 20 untersuchten Patientenproben, aufgereiht nach
Mittelwert. Griiner Kasten: Patientenhélfte mit weniger R-Loops, Roter Kasten: Patienten mit
mehr R-Loops

(B)Vergleich der in (A) in zwei Gruppen unterteilter Patienten nach Reaktion auf AZD6738,
PladB wie auch auf die Kombination beider Substanzen.

Die Zellen wurden mit 500nM AZD6738, 5nM Pladienolide B oder einer Kombination von bei-
dem behandelt. Die Lebensféhigkeit der Zellen wurde mit CellTiter-Glo® 48h nach kontinuier-
licher Medikamentenexposition in vitro bestimmt;, n=9 (Patientenhélfte mit weniger R-Loops),
n=9 (Patientenhélfte mit mehr R-Loops)
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Abbildung 34: Zusammenhang zwischen R-Loops Quantitdt und Sensibilitdt auf PladB
und AZD6738, Aufteilung in zwei Gruppen nach Median.

(A)Vergleich R-Loops (S9.6) Quantitét der 20 untersuchten Patientenproben, aufgereiht nach
Mittelwert und aufgeteilt nach Mittelwert der R-Loops im Durchschnitt. Griiner Kasten: Patien-
ten mit weniger R-Loops als der Durschnitt aller untersuchten Patienten.

Roter Kasten: Patienten mit mehr R-Loops als der Durschnitt aller untersuchten Patienten.
(B)Vergleich der in (A) in zwei Gruppen unterteilter Patienten nach Reaktion auf AZD6738,
PladB wie auch auf die Kombination beider Substanzen.

Die Zellen wurden mit 500nM AZD6738, 5nM Pladienolide B oder einer Kombination von bei-
dem behandelt. Die Lebensféhigkeit der Zellen wurde mit CellTiter-Glo® 48h nach kontinuier-
licher Medikamentenexposition in vitro bestimmt; n=13 (Patientenhélfte mit weniger R-Loops
als Mittelwert), n=5 (Patientenhélfte mit mehr R-Loops als Mittelwert)
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Tabelle 6: Klinische Daten der Patienten

SF - VAF SF-
Patient |Geschlecht |Alter WHO IPSS IPSS-R Karyotyp . X andere Mutatationen (VAF)
Mutation| Mutation
NSEMZ | m 78 |MDS-MLD low 46XY[20] NEIN TET2 (2x50%)
MDS mit 46XX [8], 46XX del (5)
NSFM2 73 isolierter int ! NEIN DNMT3A (12,62%
W 1501 ! (q14933) [12] (09/10 ( )
del(5q)
NSEM3 | m 78  |RAEB-I/II very high risk | koplex abberant NEIN TP53 (2x15%, 1x38%), FLT3 (11,1%)
komplex aberrant
NSFM4 |m 79 |MDS-MLD [int-2  |high ompiexaberranter -1y ey TP53(37%,22%)
Karyotyp inkl. del(5q)
46,XX,del(5)(q14g34)[6
NSEMS5 | w 84 |RAEB-1  [int-1 |intermediate el(5)(a14a34)(6] |\ e\ NF1 (15,38%)
/46,XX[19]
NSFM6 |m 79 low 46,XY [20] NEIN STAG2 (15,4%)
MDS mit STAG2 (19,9%), RUNX1 (4,5%), PTPN11 (9,7%),
MBS it 46,XY,del(5)(q21934[17] (19,9%) (4,5%) (9,7%)
SEM1 [m 69 |isolierter |int low 16XV[3] SF3B1 [16,50% |PPM1D (3,2% 3,6%), NF1 (8,4%), JAK2 (10%),
del(5q) ’ BCORL1 (6,4%), SRSF2 (3,6%)
SEM2 [m 73  |RCMD-RS [low 46,XY [20] SF3B1 |[56,50%
SEM3  |w 76 |RARS-T low 46XX[20] SF3B1 |46,30% |JAK2, SETBP1 (5,2%)
SEM4  |w 84 [RARS-T  [low low 46, XX [20] SF3B1 |49% JAK2 (12,7%)
46,XX,del(11)(q14425)
SEM5  |w 77 |RARS very low SF3B1 [46,30% [SRSF2 (4,8%
y [17]; 46,XX 3] ° (4,8%)
SEM6 |w 83 |MDS-RARS low-risk 46,XX [20] SF3B1 [40% U2AF1 (9%)
SEM7 [m 77 |MDS-MLD [int-1  [intermediate [46,XY [20] SF3B1 [30% TET2 (10%) MLL
SFM8 |w 77 |MDS-MLD [low low 46XX[20] SRSF2  [46,70%  |TET2 (2x43%)
ASXL1 (46%), BCOR (31,7%), STAG2 (77%), TET2
SEM9 [m 80 [MDS-EB2 |high risk [Hochrisiko  |47,XY,+8 [2], 46, XY [19] |SRSF2  |47,20% (46%) (3L,7%) (77%)
(47% und 39%)
SEM10 [m 72 |RAEB-II intermediate |46,XY [20] SRSF2  [50,90% |STAG2 (42,9%), IDH1 (10,7%), RUNX1 (43%)
BCOR (1,3%), DNMT3A (1%), ETV6 (1,3%), IDH2
SFM11 [m 82 |RAEB-II int intermediate |46,XY [20] SRSF2  [48,20%  |(40,4%), JAK2 (25%), RUNX1 (1,3%), STAG2 (1,3%
1,2%), TP53 (1,3%)
SFM12 [m 79 |MDS-MLD |int 46, XY [20] SRSF2 [52,80% |TET2 (41%), ASXL1 (5,4% und 44,5%), NF1 (13,3%)
SEM13 [m 72 |MDS-MLD [int-1  |Low 46XY[20] 11% JAK2 (7%), ASXL1 (8%) (MLL)
SEM14 [m 62 |RCMD low low 46,XY [20] 68,80% |NF1(27,9%), RUNX1 (10,9%), STAG2 (31,5%)

NSFM: nicht SF-mutiert, SFM: SF-mutiert, Int: intermediate; SF: Splei3faktor; VAF: variant allele frequency
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Tabelle 7: Mutationsstatus der ,,common myeloid mutations“ der 6 Patienten,

die keine SF-Mutation aufweisen

Patient

Gen

NSFM1

NSFM2

NSFM3

NSFM4

NSFM5

NSFM6

SRSF2

SF3B1

STAG2

15,40%

TET2

49,9% 50%

NF1

15,38%

RUNX1

ASXL1

JAK2

TP53

15,4% 15,7% 38,7%

37%,22%

BCOR

DNMT3A

12,62%

BCORLA1

ETV6

FLT3

11,10%

IDH1

IDH2

PPM1D

PTPN11

SETBP1

U2AF1

ZRSR2

CALR

CBL

CEBPA

CSF3R

EZH2

KIT

KRAS

MPL

NPM1

NRAS

PHF6

RAD21

SMC3
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Tabelle 8: Mutationsstatus der ,,common myeloid mutations* der 14 Patienten, die eine SF-Mutation aufweisen.

Patient

Gen

SFM1

SFM2

SFM3

SFM4

SFM5

SFM6

SFM7

SFM8

SFM9

SFM10

SFM11

SFM12

SFM13

SFM14

SRSF2

3.6%

4,80%

46,70%

47,20%

50%

48,20%

52,80%

SF3B1

16,50%

56,50%

46,30%

49,30%

46,20%

40,90%

32,70%

STAG2

19,90%

77,10%

42,90%

1,3% 1.2%

31,50%

TET2

45,10%

2x43%

47% 39,2%

41%

NF1

8,40%

13,30%

27,90%

RUNX1

4,50%

43%

1,30%

10,90%

ASXL1

3,50%

46,10%

44,7% +5,4%

JAK2

10%

12,70%

25%

TP53

1,30%

BCOR

31,70%

1,30%

DNMT3A

1%

BCORL1

ETV6

1,30%

FLT3

IDH1

10%

IDH2

40,40%

PPM1D

3,2% 3,6%

PTPN11

9,70%

SETBP1

5,20%

U2AF1

9,70%

ZRSR2

68,80%

CALR

CBL

CEBPA

CSF3R

EZH2

KIT

KRAS

MPL

NPM1

NRAS

PHF6

RAD21

SMC3
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4 DISKUSSION

4.1 SF-Mutationen und die Aktivierung der ATR-vermittelten DNA-Scha-
densantwort

Somatische heterozygote Mutationen in SF-Genen wie U2AF1, SRSF2, SF3B1 und
ZRSRZ2 sind die am haufigsten vorkommenden Mutationen bei an MDS erkrankten
Patienten. lhre hohe Allelfrequenz |asst annehmen, dass sie oft den Ursprungskion
der Krankheit betreffen und verandertes RNA-Spleil3en implizieren, welches wiederum
einen kritischen Punkt fir die Entwicklung und die Progression von MDS darstellt [10,
11, 69].

Aufgrund des starken Vorkommens dieser Mutationen bei an MDS erkrankten Patien-
ten, stellen sie ein attraktives Ziel fur die Entwicklung von neuen molekularen Thera-
piestrategien dar.

Interessanterweise wurden - je nach SF-Mutation - unterschiedliche Veranderungen
im Spleil3-Mechanismus festgestellt [70]. Dies macht es unwahrscheinlich, dass das
veranderte Spleilden an sich allein fir den gemeinsamen Pathomechanismus in MDS
bei unterschiedlichen SF-Mutationen verantwortlich ist. Stattdessen wurden erhohte
Mengen an R-Loops als mdglicher gemeinsamer Mechanismus bei U2AF1 S34 und
SRSF2 P95 Mutationen festgestellt [38].

Die Assoziation mit erhéhter R-Loops-Bildung, im Besonderen bei SF-Mutationen der
Gene SRSF2 und U2AF1 wurde letztlich in Zelllinienmodellen demonstriert [38, 71].
Des Weiteren hat eine kirzlich durchgeflihrte Studie gezeigt, dass sich vermehrte R-
Loops Akkumulationen in induzierten pluripotenten Stammzellen und n=3 primare
MDS Patienten mit SF3B71-Mutation nachweisen lassen [72].

Die vorliegende Arbeit zeigt diesen Zusammenhang in einer grof3en reprasentativen
klinischen Kohorte von primaren Zellen aus MDS Patienten und bringt diese Ergeb-
nisse damit in ein pra-klinisches Setting. Wir haben 20 Proben von MDS-Patienten (6
NSFM, 14 SFM (SF3B1=7, SRSF2=5, U2AF1=1, ZRSR2=1)) auf ihre R-Loops Quan-
titat in isolierten CD34* KM-Zellen untersucht; eine Zellpopulation, die dafur bekannt
ist, angereichert mit MDS initiierenden Zellen zu sein. Siehe hierzu den folgenden Gra-
phen, der in Vorarbeit erstellt wurde und besagt, dass sich bei CD34* Zellen mehr R-
Loops nachweisen lassen, als bei CD34*CD38-, CD33* und CD19* Zellpopulationen
(Abb. 23).

Unsere Ergebnisse bekraftigen die Hypothese, dass eine erhéhte R-Loops Akkumula-
tion einen gemeinsamen physiologischer Mechanismus in Zellen von MDS Patienten
mit SF-Mutationen darstellt. Gestltzt auf frihere Studien an Zelllinien und als
Konsequenz auf erhdhte R-Loops Mengen, haben wir Signale fur hochgradig aktivier-
ten Replikationsstress in SFM CD34* Zellen von MDS Patienten detektiert und
quantifiziert. Dies hat uns zu der Hypothese gefluhrt, dass SFM KM-Zellen von MDS
Patienten von einem gut funktionierenden ATR-Signalweg abhangig sind, um den
durch Replikationsstress induzierten DNA-Schaden entgegenzuwirken.

4.2 R-Loops Quantitat und Zellsensibilitat auf AZD6738 und PladB

In unseren Vorarbeiten mit Zellkulturen und NSB konnten wir zeigen, dass eine Be-
handlung mit PladB zur Erhéhung der R-Loops Quantitat fihrt. Des Weiteren zeigte
sich in den CTG Versuchen, dass eine Behandlung mit PladB wie auch AZD6738 zu
einer deutlichen Reduzierung der Lebensfahigkeit der Zellen fiihrte.
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Nachfolgend wurden CD34" Zellen aus hamatopoetischen Stammzellen des KM von
Patienten mit und ohne SF-Mutationen untersucht. Auch hier zeigte sich, dass Zellen
von Patienten mit SF-Mutationen starker auf die Behandlung mit PladB und/oder
AZDG6738 reagierten, als die NSFM Proben. Bei allen Zellen zeigte sich, dass eine
Behandlung mit AZD6738 und PladB einen signifikant starkeren Effekt auf die Lebens-
fahigkeit der Zellen hat als die alleinige Behandlung mit PladB. Es handelt sich dem-
nach um einen additiven Effekt der beiden Substanzen.

Um den Einfluss von R-Loops auf die Empfindlichkeit der Zellen gegentber der Be-
handlung mit AZD6738 und PladB genauer zu untersuchen und damit besser zu ver-
stehen, haben wir die Patienten nicht nur in die Gruppen ,mutiert* und ,nicht mutiert"
eingeteilt, sondern auch nach der bei ihnen detektierten R-Loops Quantitat unterschie-
den (Abb. 28, 29, 31-34).

Die erhdhte Menge an R-Loops bei SFM MDS-Patienten stellt die Grundlage der Hypo-
these unserer zielgerichteten Therapie dar. Bei den Versuchen ergab sich folgendes:
Vergleicht man die Gruppen mutiert (SRSF2, SF3B1 und U2AF1) vs. nicht mutiert,
zeigt sich zwar eine Tendenz, dass die SFM Zellen starker auf die Behandlung mit
AZD6738 und/oder PladB reagieren, dieser Unterschied ist aber nicht signifikant. Ver-
gleicht man die Gruppen mehr vs. weniger R-Loops (einmal nach Mittelwert, einmal
nach Median), so zeigen sich signifikante Unterschiede sowohl bei der Einzeldosis
AZD6738, wie auch bei der Kombinationsgabe von Splei3-Modulator und ATR-Inhi-
bitor. Des Weiteren sind auch die Unterschiede zwischen Einzelbehandlung mit
AZD6738 oder PladB und Kombination der beiden Substanzen signifikant (Abb. 33,
34).

Der Unterschied der Einteilung ,mutiert vs. nicht mutiert* und ,mehr vs. weniger R-
Loops” wird vor allem durch zwei Patientenproben verursacht. Es handelt sich dabei
zum einen um SFM5, einen Patienten, der trotz SF-Mutation relativ wenig R-Loops
hat. Er stellt insofern eine Ausnahme der mutierten Patienten dar, da er der einzige
Patient mit einer ,very low risk“ Einstufung nach IPSS-R ist (Tabelle 1). Ob dies der
ausschlaggebende Faktor ist, kann bei n=1 nicht sichergestellt werden, es ist jedoch
auffallig und stellt bei unserem Kenntnisstand der Patientenzellen den einzigen we-
sentlichen Abgrenzungsfaktor zu den anderen Proben dar. Zum anderen handelt es
sich um NSFM6, einen Patienten, bei dem, obwohl bei ihm keine SF-Mutation nach-
gewiesen werden konnte, aulergewohnlich viele R-Loops detektiert wurden (Abb. 32).
Bei ihm wurde bei der Untersuchung der ,common myeloid mutations” festgestellt,
dass er eine Mutation im STAG2 Gen mit einer VAF von 15,4% aufweist. STAGZ2 ist
eine der 34 common myeloid mutations, die mit MDS assoziiert werden. Auch in
anderen Studien ergeben sich Hinweise darauf, dass Patienten mit STAGZ2-
Mutationen sensibler auf diese Behandlung reagieren [73]. Es missten weitere
Nachforschungen angestellt werden, um herauszufinden, ob dieser Fakt mit der er-
héhten Quantitat an R-Loops zu tun haben kénnte (Tabelle 1, 2).

4.3 Veranderungen der R-Loops Mengen

Um die Veranderungen der R-Loops Quantitat vor und nach Behandlung zu unter-
suchen, haben wir Zellen aus MDS-Zellkulturen (HEL, HL60, MOLM13 und SKM1),
CD34" Zellen aus Nabelschnurblut und CD34* hamatopoetische Stammzellen von
MDS-Patienten mit und ohne SF-Mutationen vor und nach Behandlung mit PladB auf
ihre S9.6 und RPA2 (S33)-Quantitat hin untersucht.
Bei den Versuchen mit Zelllinien zeigte sich eindeutig, dass die R-Loops Quantitat
(gemessen Uber anti-S9.6-Antikdrper) wie auch die Aktivitdt des ATR-Signalweges
(gemessen Uber anti-RPA2 (S33)-Anitkorper) durch Behandlung mit PladB stark
signifikant ansteigen (Abb. 12).
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Bei den Zellen aus drei verschiedenen von uns untersuchten NSB-Proben, zeigte sich
auch ein Anstieg der detektierten S9.6 Quantitat, dieser stellte sich jedoch nur bei einer
Probe als signifikant heraus (Abb. 13A). Uberraschenderweise sank bei allen drei
NSB-Proben die RPA2 (S33)-Quantitat nach Behandlung mit PladB. Bei zwei der drei
Proben ist der Unterschied signifikant (Abb. 13B). Nach momentanem Wissensstand
kann man nur vermuten, woran das liegt, der genaue Mechanismus ist noch nicht
eindeutig geklart. Es stellt sich die Frage, ob der SF-Modulator einen so starken
Einfluss auf die Zellen aus Nabelschnurblut hat, dass es direkt zur Apoptose der
meisten Zellen mit R-Loops kam, und somit auch kein ATR-Reparatursignalweg mehr
in Anspruch genommen wurde. Gehen Nabelschnurblutzellen anders mit Repli-
kationsstress um?

Bei den von uns hier untersuchten CD34* hamatopoetische Stammzellen von MDS-
Patienten handelt es sich um den nicht SFM Patienten NSFM5 und die SFM MDS-
Patienten SFM12 und SFM5. Die Patienten wurden nicht nur mit PladB behandelt,
sondern auch mit AZD6738.

NSFM5 zeigte einen signifikanten Anstieg der R-Loops nach Behandlung mit PladB
und AZD6738 und einen signifikanten Abfall der Aktivitat des ATR-Signalweges. Dies
lasst sich damit erklaren, dass die R-Loops durch den SF-Modulator PladB verstarkt
gebildet wurden. Die erhohte R-Loops Akkumulation fuhrte zu Replikationsstress, wel-
cher durch den ATR-Signalweg reduziert werden sollte. Da dieser jedoch durch den
ATR-Inhibitor AZD6738 gehemmt wird, kommt es sogar zu einer Verminderung der
RPA2 (S33)-Quantitat. Der Patient SFM12 zeigte schon vor Behandlung mit AZD6738
und PladB stark erhohte R-Loops Mengen, nach Behandlung kam es zu einem nicht
signifikanten Abfall der S9.6 Intensitat. Vermutlich waren die Zellen schon so
vorgeschadigt, dass es durch den Spleil3-Modulator nicht erst zu vermehrten R-Loops,
sondern direkt zum Zellzyklusarrest oder zur Apoptose kam. Die von uns gemessene
RPA2 (S33)-Intensitat, was der Aktivitdt des ATR-Signalweges entspricht, sank nach
der Behandlung mit AZD6738 signifikant. Der dritte Patient, SFM5, zeigte nach
Behandlung mit PladB und AZD6738 einen signifikanten Anstieg sowohl von S9.6, als
auch von RPA2 (S33). Es konnte sein, dass es durch den sehr starken Anstieg an R-
Loops (bei vorher aul3ergewohnlich niedrigen R-Loops Mengen), zu einer so starken
ATR-Aktivitat kam, dass unsere Dosis des Inhibitors nicht ausreichte, um den
Signalweg zu inhibieren. Anhand dieser drei Beispielpatienten kann man
schlussfolgern, dass mehrere Aspekie zu beachten sind und nicht nur der
Mutationsstatus der SF-Gene einen wichtigen Einflussfaktor darstellt. Da es sich bei
den untersuchten Proben nur um n=3 mit jeweils unterschiedlichem Mutationsstatus
handelt, ist es schwierig, aus den stark voneinander abweichenden Ergebnissen eine
allgemeine Aussage zu schliellen. Der Versuch musste mit einer héheren Fallzahl
wiederholt werden.

Als wichtigster Faktor scheint wohl die R-Loops Mengen zu gelten, sie konnen trotz
vorhandenen SF-Mutation stark variieren. Vermutlich gibt es hier wiederum Unter-
schiede zwischen den einzelnen Mutationen. Wie man auf Abb. 15C erkennen kann,
haben die MDS-Patienten mit den meisten R-Loops eine SRSF2-Mutation. Es gilt also,
Unterschiede zwischen den verschiedenen SF-Mutationen zu beachten.

4.4 ATR-Inhibitoren und synthetische Letalitat — ,,Sola dosis facit venenum*

Als Konsequenz dieser Erkenntnisse stellten wir die Hypothese, dass eine Unterbre-
chung der ATR-gesteuerten DNA-Reparatur durch ATR-Inhibitoren wie z.B. VE-821
und AZD6738 bei SFM Zellen dazu flhrt, dass sie den durch R-Loops induzierten
Replikationsstress nicht langer tolerieren kbnnen. Es kommt zur Einstellung des Zell-
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zyklus und letztendlich zum Tod der Zelle. Man kann sich bei einer durch SF-Mutatio-
nen im RS befindlichen Zellen ATR-Inhibitoren zunutze machen, um eine synthetische
Letalitat herbeizufuhren.

Angesichts der Tatsache, dass Splei3-Modulatoren Einfluss auf die therapeutische
Aktivitat bei SFM Zellen haben, stellen wir die Hypothese auf, dass eine Kombination
von Spleil’-Modulatoren wie PladB mit niedrig dosierter Gabe von AZD6738 das
therapeutische Fenster bei SFM Zellen verstarken konnte. Tatsachlich hat die
Behandlung von Zellen mit PladB die Sensitivitat SFM Zellen auf ATR-Inhibition
verstarkt und somit eine praklinische Grundlage fur einen synergistischen
Aktionsmechanismus abzielend auf zwei unterschiedliche zellulare Signalwege,
welche durch die Anwesenheit einer einzigen Mutation verandert sind, geschaffen. Aus
klinischer Sicht erlaubt uns dies eine sparsame Anwendung von ATR-Inhibitor und
PladB, welche in niedrigen Konzentrationen einen vernachlassigbaren Einfluss auf
nicht SFM und gesundes KM haben, da diese Zellen von niedrigen Dosierungen der
einzelnen Substanzen kaum betroffen sind. Diese synthetisch letale Verbindung
zwischen erhdhter R-Loops Quantitdt und ATR-Inhibition macht demnach eine
therapeutische Behandlung mdoglich, ohne zu stark in die gesunde Hamatopoese
einzugreifen. Wie schon Paracelsus sagte: "Sola dosis facit venenum®, nur die Dosis
macht das Gift.

Wahrend hohe Konzentrationen von ATR-Inhibitoren auch die Lebensfahigkeit von
nicht SFM CD34* Zellen von MDS Patienten schadigen, hat uns eine umsichtige Titra-
tion die Konzentrationen an ATR-Inhibitoren herausfinden lassen, die fur CD34* Zellen
von nicht SFM MDS Patienten und CD34* Zellen von gesunden Probanden noch gut
toleriert wurden. Dies legt nahe, dass es, zumindest in in vitro Versuchen, ein thera-
peutisches Fenster fur SF-Mutationen-spezifische gezielte Therapie gibt. Unsere in
vitro Versuchsergebnisse untermauern diese Hypothese in einer ausfuhrlichen pra-
klinischen Patientenprobenkohorte mit n=20. Sie zeigt, dass hamatopoetische Zellen
mit SF-Mutationen selbst auf niedrige Dosen von ATR-Inhibitoren empfindlich
reagieren, d.h. selbst in Konzentrationen, die gesunde Zellen kaum beeinflussen. Es
muss herausgefunden werden, wie dieses Konzept in vivo Situationen z.B. an Maus-
modellen und zu guter Letzt an Menschen angewendet werden kann. Wir haben ge-
zielt AZD6738 fur unsere Experimente ausgesucht, da diese Substanz schon in klini-
schen Studien Anwendung findet (NCT03770429).

4.5 Einfluss von MDS-assoziierten Co-Mutationen auf das Ansprechen auf ATR
Inhibitoren

Zusatzlich zu den vier SF-Mutationen gibt es ca. 30 weitere Mutationen, die mit MDS
assoziiert werden. Diese als Co-Mutationen bezeichneten Genmutationen haben
vermutlich auch einen Einfluss auf die Reaktion der Zellen auf ATR-Inhibitoren. Um
beurteilen zu kdnnen, ob diese Co-Mutationen einen verzerrenden Einfluss ausuben,
wurden unsere Patientenproben mittels NGS Sequenzierung mit Genpanels, die
wiederkehrende Genmutationen in myeloischen Erkrankungen beinhalten, oder WES
analysiert. Wir konnten jedoch keinen molekularen Marker entdecken, der die durch
SF-Mutationen herbeigefuhrte Empfindlichkeit gegen ATR-Inhibitoren nachweif3lich
beeinflusst. Die in unseren Patientenproben am haufigsten zusatzlich auftretende
Mutationen waren die folgenden: RUNX1, TET2, STAG2 ASXL1, JAK2 und TP53.
Mutationen, die mit der DNA-Schaden-Antwort interferieren, so wie TP53, kdnnten zu
einer Resistenz gegen ATR-Inhibitoren fihren. TP53 spielt vor allem nach ATM im
Signalweg der DNA-Schaden-Antwort eine Rolle. Wir konnten zeigen, dass Zellen mit
TP53-Mutation weniger auf die Behandlung mit AZD6738 zu reagieren scheinen, als
Zellen von Patienten ohne Mutation in diesem Gen (Abb. 30).
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Der Einfluss von TP53 auf die Reaktion auf ATR-Inhibitoren sollte in weiteren Studien
gesondert genauer untersucht werden und bei potentiellen klinischen Versuchen be-
rucksichtigt werden.

4.6 Unterschiede zwischen den verschiedenen SF-Mutationen

Im Durchschnitt zeigten die Patientenproben mit SF-Mutationen in den
immunfluoreszenzmikroskopischen Messungen starkere R-Loops Mengen und ATR-
Signalweg Aktivierungen, als die Zellen der nicht mutierten Patientenproben.

Es lieRen sich jedoch Unterschiede zwischen den einzelnen Mutationen feststellen.
SRSF2- und U2AF1-Mutationen stellen insofern eine Besonderheit dar, da sie mit ei-
nem besonders hohen Risiko einer Transformation in eine sAML behaftet sind [15, 16].
Schaut man sich die Ergebnisse unserer Experimente an, so lasst sich erkennen, dass
die Patienten mit genau diesen Mutationen auch héhere R-Loops Mengen aufwiesen
als die Patienten mit ZRSR2- bzw. SF3B7-Mutationen [72].

Am meisten R-Loops wurden detektiert bei den SRSF2-mutierten Proben, aber auch
bei dem U2AF1-Patienten war die detektierte Menge an R-Loops, wie auch die Aktivi-
tat des ATR-Signalweges hoher als der Durchschnitt bei den Patientenproben der an-
deren Mutationen.

Die Steigerung der ATR-Aktivitat nach Behandlung der Zellen mit PladB zeigt sich bei
den Proben mit SF3B7-Mutation am niedrigsten. Die Intensitaten der fluoreszierenden
Sekundarantikdrper zeigt sich sehr gestreut. Allerdings ist SF3B1 ist im Gegensatz zu
SRSF2 und U2AF1 eine SF-Mutation, die bei MDS mit einer eher guten Prognose
einhergeht [17].

Auch bei den CTG Messungen zur Lebensfahigkeit der Zellen fiel auf, dass die Zellen
mit Mutationen in SRSF2 und U2AF1 schon auf niedrigere Konzentrationen starker
reagierten als die Gbrigen Proben.

Interessanterweise konnten Mutationen im ZRSR2-Gen eine Ausnahme bei den SF-
Mutationen darstellen. Der von uns untersuchte Patient mit ZRSR2-Mutation hatte we-
der stark erhdhte R-Loops Mengen, noch hat er auf die Behandlung mit AZD6738 so
stark reagiert, wie die Zellen von anderen SFM Patienten. Der Grund dafur ist bis jetzt
unbekannt, genauere Schlussfolgerungen konnen aufgrund der geringen Patientenan-
zahl mit ZRSR2-Mutation in unserem Versuch noch nicht gezogen werden. Die ZRSR2
Mutation stellt insofern eine Ausnahme dar, da sie im Gegensatz zu SRSF2, SF3B1
und U2AF1 Mutationen keine change-of-function/neomorphic oder gain-of-fuction Mu-
tation ist, sondern eine loss-of-function-Mutation darstellt [12, 17, 74]. Eine weitere
Besonderheit von ZRSR2 ist die Lokation auf dem Y-Chromosom. Die genauen Me-
chanismen, nach denen verschiedene Mutationen den Spleil3-Prozess beeinflussen,
sind noch nicht geklart, so dass es durchaus denkbar ist, dass die unerwartet geringe
Reaktion auf die Behandlung mit AZD6738 und PladB Grinde hat, die wir noch nicht
verstehen konnen.

Auf der anderen Seite kann man anhand von zwei einzelnen Proben keine Aussage
daruber machen, ob Patienten mit ZRSR2 Mutation im Allgemeinen nicht auf die Be-
handlung reagieren, oder ob unsere beiden Patienten eine Ausnahme darstellen, auf-
grund von Details, die wir noch nicht kennen. Hier missten weitere Versuche unter-
nommen werden. Der pathophysiologische Mechanismus, welcher der ZRSR2-Muta-
tion bei MDS unterliegt, konnte im Vergleich zu den drei anderen untersuchten SF-
Mutationen (SRSF2, SF3B1 und U2AF1) anders sein. Moglicherweise hangt dies zu-
sammen mit dem Einfluss von ZRSR2 auf die U12-Introns. Eine transiente Uberex-
pression von ZRSR2 kénnte zu einem spezifischen Defekten bei SpleiRen des U12-
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Introns fuhren [35]. Auch dies ist ein wichtiger Ansatzpunkt zur genaueren Untersu-
chung flr weitere Studien.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Mutationen, die durch ihre hohe Trans-
formationsgefahr eine besondere Stellung einnehmen (SRSF2 und U2AF1) auch bes-
ser auf unsere Behandlung zu reagieren scheinen und unserer vorausgegangen Hy-
pothese (mehr R-Loops, hohere ATR-Aktivitat und starkere Reaktion auf die von uns
eingesetzten Medikamente) entsprechen.

4.7 Ausblick

Den pathophysiologischen Mechanismus betreffend hat die Arbeit von Chen et. al
kdrzlich demonstriert, dass SF-Mutationen die Bildung von R-loops durch
Veranderungen auf Transkriptionsebene induzieren [38]. Dies deutet an, dass
Storungen des RNA-SpleiRens und R-Loops Akkumulation zwei voneinander
unabhangige Prozesse sein kdnnten, die beide von SF-Mutationen in MDS beeinflusst
werden. Durch erhohte R-Loops-Quantitat entstandene DNA-Schaden konnte die
Progression eines MDS in ein sAML férdern. Wahrend SRSF2 und U2AF1 Mutationen
mit einer Uberwiegend schlechten Prognose behaftet sind, sind SF3B71 K700
Mutationen mit einer eher ginstigeren Prognose assoziiert. Dies lasst vermuten, dass
zusatzliche, R-Loops unabhangige Mechanismen, die klonale Evolution in SFM Zellen
beeinflussen.

Des Weiteren hat eine kirzlich durchgefuhrte Studie gezeigt, dass Mutationen in SF-
Genen die angeborene Immunreaktion triggern kdnnen, indem sie die Produktion von
inflammatorischen Zytokinen in myeloischen Zellen steigern. SF-Mutationen bei MDS
scheinen das SpleiRen von Genen zu verandern, welche das angeborene
Immunsystem regulieren. Dies wiederum konnte zur Pathologie der Krankheit
beitragen [75].

Schlussendlich zeigt unsere Studie in einer grolRen Kohorte primarer MDS CD34*
Zellen mit SF-Mutationen (SF3B1, SRSF2 und UZ2AF1) stark erhdhte R-Loops
Mengen, welche in einer erhdohten Sensitivitat auf pharmakologische ATR-Inhibition
resultieren. Unsere Daten verstarken die praklinische Grundlage flr diese neue
therapeutische zielgerichtete Strategie bei MDS-Patienten. Eine kurzlich initiierte
einarmige Phase Ib klinische Studie schatzt die Sicherheit ein und sucht flr einen
vorbereitenden Beweis der Nutzlichkeit von AZD6738 bei Patienten mit MDS und
CMML, bei denen die Erstlinientherapie versagt hat (NCT03770429). R-Loops kdnnten
einen neuen potentiellen Biomarker fur die Reaktion auf die Behandlung darstellen.
Zukunftige Bemuhungen sollten auf eine Kombinationsstrategie mit ATR-Inhibitoren
abzielen.

Angesichts der in unserer Studie gewonnen Erkenntnisse stellen sich neue Fragen,
z.B. ob und wie sich im Verlauf einer MDS Erkrankung die vorhandenen Mutationen
bilden und verandern. Wir wissen, dass SF-Mutationen meist initial bei Krankheitsbe-
ginn vorhanden sind. Aber wie verhalt es sich im Progress? Steigt die Allelfrequenz
an? Kommen andere Mutationen hinzu, welche dazu flhren, dass der Korper besser
mit den resultierenden R-Loops bzw. dem Replikationsstress fertig wird? Schlagt die
zielgerichtete Therapie mit AZD6738 und PladB zu unterschiedlichen Zeitpunkten der
Erkrankung unterschiedlich gut an?

Mit der hier prasentierten Arbeit zur zielgerichteten Therapie bei MDS haben wir einen
weiteren Schritt in den Vorarbeiten fur in vivo Studien gemacht, in denen gezielte ein-
zelne bzw. duale Therapien mit SF-Modulatoren und ATR-Inhibitoren getestet werden.
Wir haben die bislang grof3te Kohorte primarer MDS Proben zu dieser Fragestellung
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untersucht und damit signifikante unterstutzende in vitro Daten zur Bestatigung des
Konzeptes geliefert.
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Zusammenfassung

5 ZUSAMMENFASSUNG

Myelodysplastische Syndrome (MDS) sind maligne, klonale Erkrankungen der myeloi-
schen Hamatopoese. MDS resultieren in Zytopenien einer oder mehrerer Zellreihen,
was bei den betroffenen Patienten zu lebensgefahrlichen Blutungen, Infektionen und
Anamien fuhren kann. In ca. 50% der Falle transformiert MDS im Verlauf in eine akute
myeloische Leukamie. Die Inzidenz betragt ca. 4-5/100.000 pro Jahr mit einem starken
Anstieg auf bis zu 60/100.000 bei alteren Patienten (> 65 Jahren). Die therapeutischen
Optionen sind aktuell begrenzt und bestehen z.B. aus supportiven Mal3nahmen wie
Transfusionen, hamatopoetischen Wachstumsfaktoren, demethylierenden Therapien
oder Lenalidomid. Die allogene Stammzelltransplantation bei jungeren Patienten stellt
zur Zeit die einzige kurative Therapieoption dar.

Molekulare Analysen haben hinsichtlich der Pathogenese der MDS in den letzten Jah-
ren in ca. 50% der MDS-Patienten rekurrente Mutationen in Genen des RNA-Splei-
Rens wie z.B. SF3B1, U2AF1, SRSF2 oder ZRSRZ2 identifiziert. In Bestrebungen, diese
Mutationen als Zielstrukturen flr neue Therapiekonzepte zu etablieren, konnte gezeigt
werden, dass sie im Sinne eines Ubergeordneten Pathomechanismus zu vermehrter
Akkumulation von DNA:RNA Hybridstrukturen, sogenannter ,R-Loops®, in der Repli-
kationsgabel mutierter Zellen fuhren. Die Anhaufung von R-Loops fuhrt in den Zellen
zu erhodhtem replikativen Stress und kdnnte daher eine Mdglichkeit zum Angriff mittels
synthetischer Letalitatskonzepte durch Inhibition von DNA-Reparaturmechanismen
sein. Vor diesem Hintergrund ergab sich die Fragestellung dieser Doktorarbeit. Da Zel-
len mit erhdhtem replikativen Stress abhangig von ATR-vermittelten DNA-Repara-
turmechanismen sind, war es Ziel dieser Arbeit, praklinisch zu prifen, ob Zellen von
MDS-Patienten mit Spleilfaktor-Mutationen gezielt sensibel gegenlber einer Therapie
mit ATR-Inhibitoren (AZD6738), ggf. in Kombination mit Spleil3faktor-Modulatoren
(Pladienolide B), sein konnten.

Um dies zu untersuchen, fuhrten wir praklinische in-vitro Versuche mit primaren CD34*
hamatopoetischen Stammzellen von MDS-Patienten durch. Es wurden insgesamt Zel-
len von n=53 MDS-Patienten in in-vitro Differenzierungskulturen untersucht. Die Kno-
chenmarkzellen aller Patienten wurden mittels ,next generation sequencing“ molekular
charakterisiert und in Gruppen mit und ohne Spleil3faktor-Mutationen unterteilt. Ferner
wurden die Zellen immunologisch und mikroskopisch hinsichtlich ihrer R-Loops-Menge
und Aktivierung von DNA-Reparaturschaden charakterisiert. In unserer Arbeit konnten
wir erstmals anhand einer reprasentativen MDS-Kohorte zeigen, dass primare hama-
topoetische MDS-Zellen mit Spleilfaktor-Mutationen hdéhere R-Loops-Mengen akku-
mulierten als nicht Spleilfaktor-mutierte Zellen. Diese erhdhte R-Loops-Quantitat war
funktionell mit einer signifikant héheren Sensitivitat gegentber des ATR-Inhibitors
AZD6738 verbunden. Dieser Inhibitor befindet sich aktuell in einer frihen Phase | Stu-
die in klinischer Erprobung (NCT03770429). Die Wirksamkeit des ATR-Inhibitors
konnte im Sinne eines additiven Effektes durch Kombination mit einem Spleifaktor-
Modulator (Pladienolide B) zusatzlich verstarkt werden.

Zusammenfassend konnten wir in dieser praklinischen Untersuchung mit primaren
MDS-Stammzellen die Hypothese bestatigen, dass Spleif3faktor-mutierte MDS-Zellen
eine erhdhte Sensitivitat gegenuber ATR-Inhibitoren aufweisen, was die Rationale fur
die klinische Erprobung von ATR-Inhibitoren bei MDS mit Splei3faktor-Mutationen be-
grundet. Die Ergebnisse dieser Doktorarbeit wurden 2020 in der Fachzeitschrift
Haematologica, Impact Factor 2019: 7.116 (doi: 10.3324/haematol.2020.254193,
PMID: 33054116) publiziert.
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