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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Myelodysplastische Syndrome

Myelodysplastische Syndrome (MDS) sind eine heterogene Gruppe klonaler hamato-
poetischer Stammzellerkrankungen des Knochenmarks, die durch eine ineffektive Ha-
matopoese gekennzeichnet sind. Diese zeichnet sich durch Dysplasien in einer oder
mehreren myeloischen Linien und periphere Zytopenien aus. Zudem wird das Krank-
heitsbild von wiederkehrenden chromosomalen Aberrationen und somatischen Muta-
tionen sowie einer Pradisposition fur die Transformation in eine akute myeloische Leu-
k&dmie (AML) gepragt (Cazzola, 2020).

1.1.1 Pathogenese

Die Pathogenese von MDS basiert auf dem Erwerb von genomischen Schaden in
Form von chromosomalen Aberrationen und DNA-Mutationen in frihen hamatopoeti-
schen Stammzellen im Knochenmark (Woll et al., 2014; Mian et al., 2015), deren
Differenzierung in die myeloische Linie bereits determiniert ist. Die pathologischen
Lasionen haben demnach nur Einfluss auf die Myelopoese, nicht aber die Lymphopo-
ese. Diese malignen Stammzellen und ihre Nachkommen besitzen aufgrund ihrer so-
matischen Aberrationen einen Selektionsvorteil, wodurch es zur sukzessiven klonalen
Besiedlung des Knochenmarks und infolge dessen zur Verdrangung der gesunden
Hamatopoese kommt. Dabei konnte gezeigt werden, dass Mutationen in den Genen
DNMT3A, TET2, ASXL1, SRSF2 und SF3B1 Uberproportional haufig als ,Grindermu-
tationen® bei der Entstehung von klonaler Himatopoese fungieren. Chromosomale L&-
sionen und weitere Genmutationen werden tUberwiegend erst im spateren Verlauf der
klonalen Evolution erworben (Papaemmanuil et al., 2013; Mossner et al., 2016; Ma-
kishima et al., 2017). Interessanterweise kdnnen auch mit zunehmendem Alter (>65
Jahre) in mindestens 10 % der hamatologisch gesunden Personen diese ,,Grindermu-
tationen®, insbesondere DNMT3A, TET2 und ASXL1, nachgewiesen werden (Geno-
vese et al., 2014; Jaiswal et al., 2014). Zwischen der Transformation von ,klonaler
Hamatopoese unbestimmten Potentials®, kurz CHIP (engl. clonal hematopoiesis of in-
determinate potential), Uber MDS hin zu einer sekundaren AML (SAML), die ein Drittel
der MDS-Patient im Verlauf ihrer Erkrankung entwickeln (Greenberg et al., 1997), liegt
eine Latenzzeit von zum Teil mehreren Jahren. Dies zeigt, dass in einem dynamischen
Prozess eine schrittweise Akkumulation von genomischen Schaden und multiplen Se-
lektionszyklen stattfindet (Walter et al., 2012).

Chromosomenaberrationen sind ein bestimmender Faktor in der Pathogenese, Diag-
nose und Prognose von MDS. Wiederkehrende chromosomale Anomalien werden bei
32-52 % der de novo (Haase et al., 2007; Papaemmanuil et al., 2013; Haferlach et al.,
2014) und etwa 80 % der therapieassoziierten MDS (t-MDS)-Patienten (Le Beau et al.,
1986) festgestellt. Dabei unterscheidet man zwischen numerischen und strukturellen
Chromosomenaberrationen. Von numerischen Chromosomenaberrationen spricht
man beim Verlust (Monosomie) oder dem Gewinn eines Chromosoms (z.B. Trisomie).
Zu den strukturellen Chromosomenaberrationen gehort der Verlust von einzelnen
Chromosomenteilen (Deletion), der Austausch von Chromosomenteilen zwischen ver-
schiedenen Chromosomen (Translokation), die Drehung eines Chromosomenab-
schnittes um 180 ° (Inversion) und die Fehlbildung von Isochromosomen, bei der der
Verlust eines Arms, welcher durch eine Kopie des anderen Arms ersetzt wurde, zur
Folge hat, dass das Chromosom nur aus zwei kurzen bzw. langen Armen besteht. Die
haufigsten chromosomalen Aberrationen in MDS sind in Tabelle 1 dargestellt.
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Tabelle 1: Haufige chromosomale Aberrationen in MDS (Swedlow et al., 2017). t-MDS,
therapieassoziiertes MDS; p, kleiner Chromosomenarm; g, grol3er Chromosomenarm; del, De-
letion; t, Translokation; inv, Inversion.

Chromosomale Aberrationen Frequenz
MDS | t-MDS

Unbalanciert

Trisomie 8 10 %

Monosomie 7 oder del(7q) 10 % 50 %

Del(5q) 10 % 40 %

Del(20q) 5-8 %

Verlust des Y-Chromosoms 5%

Isochromosom 17q oder t(17p) 3-5% 25-30 %

Monosomie 13 oder del(13q) 3 %

Del(11q) 3 %

Del(12p) oder t(12p) 3%

Del(9q) 1-2%

Isodizentrisches Chromosom (X)(q13) | 1-2 %

Balanciert

t(11;16)(g23.3;p13.3) 3%

t(3;21)(g26.2;922.1) 2 %

t(1,;3)(p36.3;921.2) 1%

t(2;11)(p21;923,3) 1%

inv(3)(q21.3926.2)/1(3;3)(921.3;926,2) | 1 %

t(6;9)(p23;034.1) 1%

Aufgrund der rasanten Entwicklung und Etablierung der ,Next Generation Sequencing®
(NGS)-Technologien, die eine kostenguinstige Sequenzierung ganzer Exome oder Ge-
nome ermdglichen, wurde im letzten Jahrzehnt eine Vielzahl rekurrenter MDS-spezifi-
scher Mutationen identifiziert. In zwei grol3 angelegten Studien bestehend aus Kohor-
ten mit n = 738 (Papaemmanuil et al., 2013) und n = 944 MDS-Patienten (Haferlach et
al., 2014) wurde der Mutationsstatus von tber 100 Genen, die zuvor in MDS oder an-
deren myeloischen Erkrankungen dokumentiert wurden, untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass 74-90 % aller MDS-Patienten mindestens eine rekurrente somatische
Mutation besitzen. Der Durchschnitt liegt bei zwei bis drei pathogenen Mutationen pro
MDS-Patient. Das dabei offenbarte Mutationsspektrum ist &ul3erst heterogen und setzt
sich aus uber 40 Genen zusammen, die sich allerdings gemeinsamen biologischen
Prozessen zuordnen lassen. Die am haufigsten mutierten Gene in MDS, d.h. in min-
destens 5 % der Félle (siehe Tabelle 2), kodieren fur Proteine, die das RNA-Spleil3en
kontrollieren (SF3B1, SRSF2, U2AF1 und ZRSR2) oder die Genexpression mittels
DNA-Methylierung (TET2, DNMT3A, IDH1, IDH2) oder Histonmodifikation (ASXL1,
EZH2) regulieren. Andere haufig mutierte Gene kodieren fur Transkriptionsfaktoren
(RUNX1, NRAS, BCOR), Signalproteine (CBL), den Tumorsuppressor p53 (TP53) und
Proteine des Cohesinkomplexes (STAG2) (Swerdlow et al., 2017).
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Tabelle 2: Haufige Genmutationen in MDS und ihre prognostische Auswirkung (Swed-
low et al., 2017).

Genmutation Haufigkeit Prognostische
Auswirkung
SF3B1 20-30 % glnstig
TET2 20-30 % unklar
ASXL1 15-20 % ungunstig
SRSF2 ~15 % ungunstig
DNMT3A ~10 % ungunstig
RUNX1 ~10 % ungunstig
U2AF1 5-10 % ungunstig
TP53 5-10 % ungunstig
EZH2 5-10 % ungunstig
ZRSR2 5-10 % unklar
STAG2 5-7 % ungunstig
IDH1/IDH2 ~5 % unklar
CBL ~5% ungunstig
NRAS ~5% ungunstig
BCOR ~5 % ungunstig

1.1.2 Klinisches Bild und Inzidenz

Die klinische Manifestation von MDS ist sehr heterogen. Die unspezifische Sympto-
matik der Patienten ist von den bestehenden peripheren Zytopenien sowie deren Aus-
pragungsgrad abhangig. MDS-Patienten sind haufig klinisch zunachst unauffallig und
werden daher oft als Zufallsbefund im Rahmen einer Routineuntersuchung diagnosti-
ziert. In den meisten Fallen manifestiert sich die Erkrankung als erstes in Form einer
Anamie (Greenberg et al., 2002). Zu den typischen Symptomen anamischer Patienten
zahlen Mudigkeit, Abgeschlagenheit, Atembeschwerden, verminderte Leistungsfahig-
keit, Schwindel, Herzrasen sowie Kopfschmerzen. Obwohl etwa zwei Drittel aller MDS-
Patienten bei Erstdiagnose eine Thrombozytopenie aufweisen, sind Blutungskompli-
kationen eher selten (Kantarjian et al., 2007). Es kommt vor allem zu Petechien, Zahn-
fleischbluten oder Hamatomen nach leichten Traumata. Eine Neutropenie kann bei
etwa jedem dritten Patienten im Zuge der Erstdiagnose festgestellt werden, was eine
erhohte Infektanfalligkeit zur Folge hat (Greenberg et al., 2002). Manche Patienten
préasentieren sich auch mit einer Bi- oder Panzytopenie.

Die rohe Inzidenz bei MDS liegt bei ca. 4,9/100.000 Einwohnern pro Jahr (Germing et
al., 2004; Neukirchen et al., 2011). Dabei steigt die Inzidenz mit zunehmendem Alter,
wahrend diese bei Méannern deutlich héher ist als bei Frauen vor allem in den Alters-
gruppen ab 60 Jahren. Im Alter zwischen 70 und 80 Jahren steigt die Inzidenz auf
>20/100.000 Einwohnern pro Jahr an. Das mediane Erkrankungsalter liegt bei ca. 73
Jahren, wobei Ma&nner im Durchschnitt friher erkranken als Frauen.

1.1.3 Diagnostik

Um die eindeutige Diagnose eines MDS stellen zu kénnen, ist eine umfangreiche Di-
agnostik von Blut und Knochenmark notwendig. Nach gesicherter Diagnose werden
diese Befunde auch zur anschlieRenden MDS-Klassifizierung und Risikostratifizierung
der Patienten herangezogen (siehe 1.1.4).
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Zur Analyse des peripheren Bluts werden Blutbild und durchflusszytometrisches sowie
mikroskopisches Differenzialblutbild genutzt. Diese geben zunéchst eine Auskunft
Uber die Anzahl und Zusammensetzung der Zellen im Blut wie auch ihre Form und
Grol3e. Dabei stellt das Vorliegen von mindestens einer Zytopenie im peripheren Blut
ein wesentliches diagnostisches Kriterium bei MDS dar. Fir die jeweiligen myeloi-
schen Zelllinien ist eine Zytopenie durch folgende Schwellenwerte definiert: Hamo-
globin <10 g/dl, Thrombozytenzahl <100 x 10°% und absolute Neutrophilenzahl
<1,8 x 109/I. Zytomorphologisch wird der Anteil der Retikulozyten und peripheren Blas-
ten bestimmt. Im Blutserum werden zudem die Konzentrationsspiegel von Laktatde-
hydrogenase, Bilirubin, Ferritin, Erythropoetin, Folsdure und Vitamin B12 bestimmt
(Malcovati et al., 2013; Hofmann et al., 2020).

Im Knochenmark umfasst die Zytologie des Aspirats die Bestimmung der Zellularit&t,
des medullaren Blastenanteils, und des Vorhandenseins von Dysplasiezeichen, Auer-
stdbchen sowie Ringsideroblasten. Dabei sollte unter prognostischen Gesichtspunk-
ten eine moglichst exakte Bestimmung des Blastenanteils erfolgen (0-2 % vs. 3-4 %
vs. 5-9 % vs. 10-19 %). Der Schwellenwert bei medullaren Blasten zur Unterscheidung
zwischen MDS und AML liegt bei 220 %. Erganzend kann noch eine Immunophanoty-
pisierung des Knochenmarks mittels Durchflusszytometrie durchgefiihrt werden. Die
konventionelle Zytogenetik mit Chromosomenbanderungsanalyse wird zum Nachweis
von MDS-typischen numerischen und strukturellen Chromosomenanomalien durchge-
fuhrt. Eine Knochenmarkbiopsie mit anschlieBender Histopathologie ist von Bedeu-
tung, um eine Aussage zum Vorliegen von Knochenmarkfibrose oder -infiltraten treffen
zu kénnen. AbschlieBend erlaubt die Durchfiihrung einer molekulargenetischen Unter-
suchung zur ldentifizierung von rekurrenten somatischen Mutationen die Diagnose ei-
nes MDS zu unterstitzen und wird mittlerweile, in Erganzung zu den etablierten Para-
metern, ebenfalls zur Einschatzung der Prognose beriicksichtigt (Malcovati et al.,
2013; Hofmann et al., 2020).

Dartber hinaus mussen zahlreiche Differentialdiagnosen ausgeschlossen werden.
Neben anderen hamatologischen Erkrankungen, die sich symptomatisch &hnlich dar-
stellen und ebenfalls mit Zytopenien und dysplastischen Veranderungen préasentieren,
wie die aplastische Anadmie, eine Immunthrombozytopenie oder die paroxysmale
nachtliche Hamoglobinurie, ist auch ein Ausschluss von Mangelerscheinungen, toxi-
schen Knochenmarkschaden und reaktiven Knochenmarkveranderungen nétig. Ab-
schlieRend muss eine eindeutige Abgrenzung zu anderen klonalen myeloischen Er-
krankungen, wie einer chronischen myelomonozytaren Leukéamie (CMML), einer AML
oder myeloproliferativen Neoplasien, vorgenommen werden (Malcovati et al., 2013;
Hofmann et al., 2020).

1.1.4 Klassifikation und prognostische Stratifizierung

Die Gruppe der MDS wird in verschiedene Subgruppen unterteilt. Die gangigste Ver-
sion der MDS-Klassifikation der Weltgesundheitsorganisation (WHO, engl. World
Health Organization) stammt aus dem Jahre 2016 (Arber et al., 2016) und unterteilt
die Entitat MDS in MDS mit Einliniendysplasie (MDS-SLD), MDS mit Mehrliniendys-
plasie (MDS-MLD), MDS-SLD mit Ringsideroblasten (MDS-RS-SLD), MDS-MLD mit
Ringsideroblasten (MDS-RS-MLD), MDS mit isolierter 5g-Deletion, MDS mit Blasten-
exzess der Kategorie 1 (MDS-EB-1) und 2 (MDS-EB-2), sowie den unklassifizierbaren
MDS (MDS-U). Bei der Klassifizierung werden die Anzahl der dysplastischen myeloi-
schen Linien und Zytopenien, der prozentuale Anteil der erythroiden Zellen mit
Ringsideroblasten, der Prozentsatz der Blasten im Knochenmark bzw. peripheren Blut
oder das Vorhandensein von Auerstdbchen sowie der Karyotyp der Patienten bertck-
sichtigt (siehe Tabelle 3).
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Tabelle 3: MDS-Klassifikation nach WHO 2016 (Arber et al., 2016). KM, Knochenmark; PB,
peripheres Blut

. Dyspla- Zyto- Ringsidero- Blasten im KM und
Kategorie Zign pe)rqien1 blglsten2 PB Karyotyp

MDS mit Einliniendys- 3 | BM<5%, PB <1 %, alle, auBer del(5q) +/- eine an-
plasie (MDS-SLD) ! loder2 | <15%/<5% keine Auerstabchen dere Nicht-Chr. 7 Aberration
MDS mit Mehrlinien- BM <5 %, PB <1 %, alle, auRRer del(5q) +/- eine an-
dysplasie (MDS-MLD) 2oder3 | 1-3 <15 %/ <5 %’ keine Auerstdbchen dere Nicht-Chr(. ?)Aberration
MDS mit
Ringsideroblasten
(MDS-RS)
MDS-RS mit Einlinien- 3 | BM <5 %, PB <1 %, alle, auBer del(5q) +/- eine an-
dysplasie 1 loder2 | 215%/25% keine Auerstdbchen dere Nicht-Chr(. ?)Aberration 5q
MDS-RS mit Mehrlini- 3 | BM <5 %, PB <1 %, alle, auBer del(5q) +/- eine an-
endysplasie 2oder3 | 1-3 215%/25% keine Auerstabchen dere Nicht-Chr. 7 Aberration
MDS mit isolierter 1-3 1-3 irrelevant BM <5 %, PB <1 %, del(5q) isoliert oder mit eine an-
del(5q) keine Auerstabchen deren Nicht-Chr. 7 Aberration
MDS mit Blastenex-
zess (MDS-EB)

BM 5-9 % oder PB 2-
MDS-EB-1 0-3 1-3 irrelevant 4 %, keine Auerstab- | irrelevant

chen

BM 10-19 % oder PB
MDS-EB-2 0-3 1-3 irrelevant 5-19 % oder Auer- irrelevant

stabchen
MDS, unklassi-
fizierbar
mit 1 % peripheren 1-3 1-3 irrelevant BM <5 %, PB.’.::L %", irrelevant
Blasten keine Auerstébchen
mit Einliniendysplasie 1 3 irrelevant BM <5 %, PB <1 %, alle, auRer del(5q) +/- eine an-
und Panzytopenie keine Auerstabchen dere Nicht-Chr. 7 Aberration
Basierend auf definie-
renden zytogeneti- 0 1-3 <15 %° EM <5 %, PB.‘. <1 %, MDS-definierende Abnormalitat

N eine Auerstébchen

schen Verédnderungen

1 Zytopenien definiert als: Hamoglobin <10 g/dl, Thrombozytenzahl <100 x 10%1 und absolute Neutrophilenzahl <1,8 x 10%/L

2 prozentualer Anteil der erythroiden Zellen mit Ringsideroblasten

3 falls eine SF3B1-Muatation vorhanden ist

41 9% periphere Blasten missen zu 2 verschiedenen Zeitpunkten dokumentiert worden sein

5 Falle mit 215 % Ringsideroblasten haben definitionsgemaR eine signifikante Dyserythropoese und werden daher als MDS-RS-
SLD Klassifiziert

Um bei MDS eine Abschatzung der Prognose beziglich des Gesamtuberlebens und
der Transformation in eine AML vornehmen zu kdénnen, werden neben Alter, Ge-
schlecht und Komorbiditat der Patienten auch krankheitsbiologische Parameter heran-
gezogen. Zur individuellen Risikostratifizierung von Patienten wurde 1997 das ,Inter-
national Prognostic Scoring System* (IPSS) (Greenberg et al., 1997) eingefiuhrt, das
2012 in einer Uberarbeiteten Form, dem IPSS-R (siehe Tabelle 4 und Tabelle 5), ver-
offentlicht wurde (Greenberg et al., 2012). Dabei haben sich der medullare Blastenan-
teil, zytogenetische Befunde und das Bestehen sowie der Schweregrad von Zytope-
nien als wichtige prognostische Indikatoren etabliert. Zusammen mit der vorliegenden
MDS-Klassifikation wird diese Prognose dann in der Klinik zum Treffen von Therapie-
entscheidungen genutzt.
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Tabelle 4: Internationales prognostisches Punktesystem IPSS-R (Greenberg et al.,
2012). KM, Knochenmark; Hb, Hamoglobin; PLT, Thrombozyten.

Punkte-Score 0 0,5 1 1,5 3 4
Karyotyp A - B - D E
KM-Blasten (%) <2 - >2-<5 - 5-10 >10 -
Hb-Wert (g/dI) 210 - 8-<10 <8 - -

PLT (/nl) 2100 | 50-<100 <50 - - -
Neutrophile (/nl) 20,8 <0,8 - - - -

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

B: Gut (normal, del(5q), del(12p), del(20q), Doppelklon mit del(5qg) auRer chr7)
C: Intermediar (del(7q), +8, +19, i(17q), andere Einzel- oder Doppelklone)

D: Schlecht (-7, inv(3)/t(3g)/del(3q), Doppelklon mit -7/del(7q), komplex (= 3 Aberrationen))

E: Sehr schlecht (komplex >3 Aberrationen)

Tabelle 5: Risikokategorien und Prognose nach IPSS-R (Greenberg et al., 2012). AML,
akute myeloische Leukamie.

Punkte Risiko-Score Uberleben in AML/25 %*
Jahren (Median)

<15 sehr niedrig 8,8 nicht erreicht

2-3 niedrig 53 10,8

3,5-4,5 intermediar 3,0 3,2

5-6 hoch 1,6 1,4

>6 sehr hoch 0,8 0,73

*Mediane Zeit bis zu 25 % AML-Evolution (95 % KIl), p < 0,001.

Zu den prognostisch relevantesten zytogenetischen Anomalien gehéren laut
,comprehensive Cytogenetic Scoring System® der Verlust des Y-Chromosoms (-Y),
eine Monosomie des Chromosoms 7 (-7), eine Trisomie der Chromosomen 8 (+8) und
19 (+19), ein Isochromosom der Chromosomenregion 17q (i(17q)), eine Translokation
der Chromosomenregion 3q (t(3q)), eine Inversion des Chromosoms 3 (inv(3)) und
Deletionen (del) der Chromosomenregionen 3¢, 5q¢, 79, 11g, 12p und 20q
(Schanz et al., 2012). Dies spiegelt sich auch im IPSS-R wider (siehe Tabelle 4).
Obwohl bisher noch kein validiertes, umfassendes Prognosesystem existiert, das
molekulare Befunde mit einbezieht, wird die Molekulargenetik bereits zur Risikostrati-
fizierung bei MDS eingesetzt. Beispielsweise stellen Mutationen im SF3B1-Gen unab-
hangige Pradiktoren fur ein gunstiges klinisches Ergebnis dar (Malcovati et al., 2011),
wahrend Mutationen in Genen wie TP53, EZH2, ETV6, RUNX1, und ASXL1 Préadika-
toren fur ein schlechtes Gesamtiuberleben bei MDS-Patienten sind, unabhangig von
deren Prognoseabschéatzung mittels IPSS-R (Bejar et al., 2011) (siehe Tabelle 2).
Dartber hinaus kdnnen die somatischen Mutationen als Biomarker genutzt werden,
um den Krankheitsverlauf zu Gberwachen oder einen méglichen Progress zu erken-
nen.

1.1.5 Therapie

MDS prasentieren sich mit einer erheblichen Heterogenitat in der Klinik, sowohl bei
ihrer Symptomatik sowie ihrer Prognose bzgl. Uberleben und Progressionsrisiko. Da-
her ergibt sich fur jeden Patienten ein individuelles Therapiekonzept, das die ,Watch
and wait“-Strategie, supportive und MDS-spezifische Therapieansétze, aber auch die
Durchfihrung einer allogenen Stammzelltransplantation umfassen kann. Dieses wird
in Abhangigkeit von der Risikoklasse, dem Alter und dem Allgemeinzustand des Pati-
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enten entworfen. Bei Niedrigrisiko-MDS-Patienten steht die Linderung der zytopenien-
bedingten Symptomatik bei gleichzeitiger Reduktion der Transfusionsbedurftigkeit im
Vordergrund. In Fallen mit Hochrisiko-MDS besteht das Therapieziel darin, die Krank-
heitsprogression zu verlangsamen und somit das Uberleben des Patienten zu verbes-
sern (Platzbecker, 2019).

Bei MDS-Patienten mit minderschweren, asymptomatischen Zytopenien ohne Trans-
fusionsabhangigkeit ist die ,Watch and wait“-Strategie, also ein engmaschiges Be-
obachten des Patienten bzw. dessen Krankheitsverlauf und Abwarten ohne therapeu-
tische Intervention, zunachst ausreichend. Die regelmafige Transfusion von Erythro-
zyten- und Thrombozytenkonzentraten erfolgt erst mit dem Auftreten von Symptomen,
d.h. méglichst nicht prophylaktisch, um eine Alloimmunisierung zu vermeiden. Bei po-
lytransfundierten, anamischen Patienten kann eine daraus resultierende Eisenuberla-
dung zudem die Behandlung mit Eisenchelatoren notwendig machen. Transfusions-
abhangige MDS-Patienten konnen dartber hinaus mit Erythropoese-stimulierenden
Agenzien oder, obwohl bisher nicht fir MDS zugelassen, im Rahmen eines individuel-
len Heilversuchs mit Thrombopoetin (TPO)-Rezeptor-Agonisten behandelt werden,
um die vorliegende Zytopenie und deren Symptome zu lindern, und den Transfusions-
bedarf zu reduzieren. Im Falle einer schweren Neutropenie und/oder dem Vorliegen
einer Infektion ist die Verabreichung von Antibiotika indiziert. Bei wiederholten Infekten
kann zuséatzlich die Gabe von Granulozyten-Kolonie stimulierendem Faktor (G-CSF,
engl. granulocyte colony-stimulating factor) zur transienten Erhéhung der neutrophilen
Granulozyten in Betracht gezogen werden (Platzbecker, 2019).
Transfusionsbeddirftige, andmische MDS-Patienten, die eine Deletion auf dem langen
Arm von Chromosom 5 aufweisen (del(5q)), werden sehr erfolgreich mit dem immun-
modulatorischen Therapeutikum Lenalidomid behandelt. Im Verlauf der Behandlung
kommt es bei einer Mehrheit der Patienten zu einer Transfusionsfreiheit sowie zu ei-
nem zytogenetischen Ansprechen (Fenaux et al., 2011). Hochrisiko-MDS-Patienten,
fur die eine allogene Stammzelltransplantation nicht geeignet ist, erhalten eine Be-
handlung mit der demethylierenden Substanz 5-Azacytidin. Diese flhrt in dieser
Gruppe von Patienten zu einem signifikant langeren Gesamt- und progressionsfreien
Uberleben (Fenaux et al., 2009). Sprechen Patienten nicht oder nicht mehr auf die
Therapie mit 5-Azacytidin an, kann auch Decitabin, eine weitere demethylierende Sub-
stanz, eingesetzt werden, die ebenfalls das Progressionsrisiko mindert (Lubbert et al.,
2011). Das momentan einzige potentiell kurative Therapieverfahren fir MDS-Patien-
ten besteht in der Durchfihrung einer allogenen Stammzelltransplantation. Dieses
Verfahren kommt vor allem fir Hochrisiko-MDS-Patienten in klinisch gutem Zustand
und ohne schwere Komorbiditaten in Frage, bei denen ansonsten mit einer raschen
Progression zu rechnen wére (Platzbecker, 2019).

1.2 Thrombozytopenie in MDS
1.2.1 Inzidenz und Prognose

Eine Thrombozytopenie ist durch eine Thrombozytenzahl von weniger als 100 x 10°%/L
im peripheren Blut definiert (Greenberg et al., 1997) und tritt bei MDS-Patienten mit
einer geschatzten Pravalenz von 40-65 % auf (Kantarjian et al., 2007), wobei Patien-
ten mit Hochrisiko-MDS tendenziell haufiger betroffen sind (Sekeres et al., 2008). Bei
der Thrombozytopenie handelt es sich um eine h&ufige Komplikation, die lebensbe-
drohliche Blutungsereignisse zur Folge haben kann, und mit einer erhéhten Morbiditat
und schlechteren Uberlebenschance der Patienten einhergeht (Kantarjian et al., 2007;
Gonzalez-Porras et al. 2011). Die Haufigkeit von Todesféallen bei thrombozytopenen
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MDS-Patienten, die mit Blutungsereignissen in Verbindung stehen, liegt Schatzungen
zufolge bei 14-24 % (Kantarjian et al., 2007). Daruber hinaus besteht bei Patienten
mit MDS bereits ab einer Thrombozytenzahl von weniger als 100 x 10°%/L ein signifikant
hoheres Risiko der Progression in eine sAML (Neukirchen et al., 2009). Daher stellt
der Schweregrad der Thrombozytopenie bei MDS-Patienten einen unabhéangigen, un-
gunstigen Faktor dar (de Swart et al., 2015), der Teil der Prognoseeinstufung nach
IPSS-R ist (Greenberg et al., 2012).

1.2.2 Pathophysiologie in MDS

Die pathophysiologischen Mechanismen, die bei MDS zu einer Thrombozytopenie fih-
ren, sind multifaktoriell und noch nicht in Ganze erforscht. Zu den Auslésern zahlen
unter anderem eine gestoérte Proliferation und Differenzierung (Hofmann et al., 2000;
Kalina et al., 2000), und eine erhdhte Apoptose der Megakaryozyten (Houwerzijl et al.,
2005; Houwerzijl et al., 2006), jener Zellen, die im Knochenmark fir die Produktion der
Thrombozyten verantwortlich sind. Dies resultiert in jedem Fall in einer ineffizienten
Thrombozytenproduktion. Dartber hinaus kann es zu einem beschleunigten Abbau
der Thrombozyten im peripheren Blut kommen (Bourgeois et al., 2001; Houwerzijl et
al., 2005). Inhibitorische Zytokine wie TGF-B (engl. transforming growth factor B), In-
terferon-a und —y sowie TNF-a (engl. tumor necrosis factor a), die im Serum von MDS-
Patienten erhoht sind (Allampallam et al., 2002), induzieren durch die Aktivierung des
,Mitogen-aktivierte Proteinkinasen“ (MAPK)-Signalwegs Apoptose in MDS-Knochen-
markzellen, was wiederum zu ineffektiver Megakaryopoese fiihrt (Navas et al., 2006).
Ahnlich wie bei der Immunthrombozytopenie, eine durch eine Autoimmunreaktion er-
worbene Form der Thrombozytopenie, konnten auch bei manchen MDS-Patienten die
Zerstorung von Thrombozyten und Megakaryozyten durch Autoantikorper nachgewie-
sen werden (Gilli et al., 2012; Elzaeem et al., 2021). In einer Studie mit Sequenzie-
rungsdaten von n = 439 MDS-Patienten konnte gezeigt werden, dass die Mutationen
RUNX1, TP53 und NRAS mit einer schweren Thrombozytopenie und einem erhéhten
Anteil an Blasten im Knochenmark assoziiert sind (Bejar et al., 2011). Zudem induzie-
ren Chemotherapie und MDS-Standardtherapeutika wie Lenalidomid oder 5-Azacyti-
din eine zumindest voribergehende Thrombozytopenie oder verschlimmern einen be-
reits bestehenden Mangel an Thrombozyten zusatzlich, was eine Dosisreduktion oder
eine Unterbrechung bzw. einen Abbruch der Behandlung erforderlich machen kann
und somit letztendlich den Behandlungserfolg mindert (List et al., 2006; Kantarjian et
al., 2006; Fenaux et al., 2009).

1.2.3 Auswirkungen

Etwa 20 % der thrombozytopenen MDS-Patienten sind transfusionsabhangig, d.h. sie
sind auf regelméafRige supportive Thrombozytentransfusionen angewiesen (Sekeres et
al., 2008; Neukirchen et al., 2009). Die Transfusion von Thrombozytenkonzentraten
stellt dabei zwar eine wirksame Methode zur voribergehenden Erhéhung der Throm-
bozytenzahl dar, ist jedoch mit nicht unerheblichen Risiken wie Infektionen, Transfusi-
onsreaktionen oder dem Auftreten einer transfusionsassoziierten akuten Lungeninsuf-
fizienz verbunden (Gupta et al., 1999; Prodger et al., 2019). Vor allem bei regelméaliiger
Anwendung droht zudem eine Alloimmunisierung, die die Patienten letztendlich trans-
fusionsresistent macht (Prodger et al., 2019). Aus diesen Griinden bedarf es dringend
besserer Alternativen zur Behandlung von thrombozytopenen MDS-Patienten.
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1.3 Eltrombopag

Eltrombopag (EPAG) ist ein oral verabreichter, niedermolekularer, nicht-peptidischer
TPO-Rezeptor-Agonist, der zur Behandlung von Thrombozytopenien eingesetzt wird.
Er besitzt eine Zulassung zur Anwendung bei immunidiopathischer thrombozytopeni-
scher Purpura, Hepatitis-C-Virusinfektionen mit bestehender Thrombozytopenie sowie
schwerer aplastischer Andmie. Sein Handelsname in Europa lautet Revolade®. Dabei
wirkt EPAG als Mimetikum des Zytokins TPO, das als Hauptregulator der Megakaryo-
und Thrombopoese fungiert (Kaushansky et al., 1994; de Sauvage et al., 1996).

1.3.1 TPO-Signalweg

TPO wird hauptsachlich in der Leber und den Nieren produziert und bindet an die ext-
razellulare Doméane des TPO-Rezeptors, auch als c-Mpl-Rezeptor bezeichnet. Der c-
Mpl-Rezeptor wird durch das Gen MPL (engl. myoproliferative leukemia virus on-
cogene) kodiert (Drachman und Kaushansky, 1997) und vor allem auf der Oberflache
von Vertretern der megakaryozytaren Abstammungslinie, Thrombozyten und den
meisten hamatopoetischen Stammzellen exprimiert (Debili et al., 1995; Solar et al.,
1998). Die Bindung von TPO an den Rezeptor bewirkt eine Konformationsanderung
dieses, die zur Aktivierung der Tyrosinkinase JAK2 aus der Familie der Januskinasen
fuhrt (Miyakawa et al., 1995; Tortolani et al., 1995). Infolgedessen werden mehrere
Signalmolekuile rekrutiert und aktiviert, die die zellulare Antwort auf TPO vermitteln
(Bhat et al., 2018). Darunter die Mitglieder der Proteinfamilien ,Signaltransduktoren
und Aktivatoren der Transkription“ (STAT), MAPK und ,Phosphoinositid-3-Kinasen*
(PI3K) (Bacon et al., 1995; Miyakawa et al., 1996; Rojnuckarin et al., 1999; Geddis et
al., 2001). Dabei sind der JAK/STAT- und MAPK/ERF-Signalweg an der Proliferation
und Differenzierung von Megakaryozyten und deren Vorlauferzellen beteiligt (Alexan-
der et al., 1996; Tong und Lodish, 2004; Rouyez et al., 1997; Fichelson et al., 1999),
wahrend der PI3K/AKT-Weg fur deren Zellzyklusprogression erforderlich ist (Geddis
et al. 2001; Nakao et al. 2008). Zirkulierendes TPO wird schnell von Blutplattchen und
Megakaryozyten ausgeschieden, so dass der TPO-Spiegel im Blutplasma in umge-
kehrter, proportionaler Beziehung zur gesamten Thrombozytenmasse steht (Kuter und
Rosenberg, 1995).

1.3.2 EPAG-Wirkmechanismus

EPAG bindet dagegen nicht an die extrazellulare TPO-Bindestelle, sondern die Trans-
membrandoméne des c-Mpl-Rezeptors (Kim et al., 2007), was ein Konkurrieren um
die aktive Bindungsstelle mit dem endogenen TPO verhindert und somit additive
Effekte bei der Signaltransduktion ermdglicht (Erickson-Miller et al., 2009). Zudem
weist EPAG eine hohe rezeptor- und speziesspezifische Bindungsselektivitat fur den
humanen c-Mpl-Rezeptor auf (Erickson-Miller et al., 2005). Die Signalkaskade, die
durch EPAG induziert wird, stimuliert die humane Megakaryopoese in gleichem Malie
wie das endogene TPO (Duffy und Erickson-Miller, 2007), unterscheidet sich allerdings
bei der Aktivierung nachgeschalteter Ziele: Wahrend TPO sowohl STAT3 und STAT5
aktiviert, kommt es im Zuge der Signalibertragung mittels EPAG nur zur Phosphory-
lierung von STATS5 (Will et al., 2009), zudem bleibt eine Aktivierung von AKT aus (Er-
hardt et al., 2009). Diese Unterschiede in der durch EPAG stimulierten Signalibertra-
gung stehen mutmallich mit dessen einzigartiger Bindung an den c-Mpl-Rezeptor im
Zusammenhang.
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1.3.3 In-vitro- und In-vivo-Studien

1.3.3.1 MPL und TPO in MDS und AML

In Uber 40 % der MDS-Patienten mit Blasteniiberschuss und AML-Patienten konnte
eine erhdhte Expression von MPL in Proben aus peripherem Blut bzw. Knochenmark
im Vergleich zu gesunden Probanden festgestellt werden, welche mit dem Anteil der
CD34-positiven Blastenpopulation korreliert (Vigon et al., 1993; Bouscary et al., 1995).
Diese gesteigerte MPL-Expression besitzt einen negativen Einfluss auf die Prognose
und das Gesamtuberleben der Patienten, und erhdht im Falle von MDS insbesondere
das Risiko fur die Entwicklung einer sAML (Bouscary et al., 1995; Wetzler et al., 1997).
In vitro stimuliert TPO die Vermehrung von humanen multipotenten hamatopoetischen
Vorlauferzellen (Kobayashi et al., 1996). In Mausexperimenten konnte dariiber hinaus
gezeigt werden, dass TPO sowohl den Erhalt ruhender hAmatopoetischer Stammzel-
len als auch deren Expansion nach einer Transplantation reguliert (Fox et al., 2002;
Qian et al., 2007). In In-vitro-Experimenten mit primaren Knochenmarksproben von
MDS-Patienten konnte allerdings gezeigt werden, dass TPO neben der gesunden
auch die maligne Hamatopoese stimuliert (Fontenay-Roupie et al., 1998). Auch in pri-
maren AML-Proben wurde eine Forderung der Proliferation durch TPO unabhéngig
vom AML-Subtyp beobachtet (Matsumura et al., 1996). Zudem konnten in AML-Pati-
enten, die funktionelles MPL auf Blasten exprimierten, unverhaltnismafig niedrige
TPO-Plasmaspiegel mittels Reduktion dieser Blasten infolge einer erfolgreichen Induk-
tionschemotherapie wieder normalisierten werden (Corazza et al., 2006). Demnach
ermoglicht die erhéhte MPL-Expression auf Blasten die Nutzung von endogenem TPO
als leukamischen Wachstumsfaktor.

1.3.3.2 EPAG in MDS und AML

Fur EPAG konnte in In-vitro-Experimenten hingegen gezeigt werden, dass es die
Proliferation verschiedener Leukamiezelllinien sowie primarer Knochenmarkszellen
von MDS- und AML-Patienten hemmt und die Differenzierung leukamischer Zellen und
die Bildung megakaryozytarer Kolonien fordert (Will et al., 2009; Erickson-Miller et al.,
2010; Roth et al., 2012). In zwei Leuk&dmiemausmodellen fuhrte die Behandlung mit
EPAG zu einem verlangerten Uberleben der Mause (Roth et al., 2012). In patienten-
abgeleiteten MDS- bzw. AML-PDX-Modellen wurde unter der Behandlung mit EPAG
ein tendenziell niedrigerer humaner Chimarismus festgestellt (Will et al., 2009). Die
beobachtete antileukdmische Wirkung EPAGs ist unabhangig von dessen Interaktion
mit dem c-Mpl-Rezeptor und konnte auf die Reduktion von intrazellularem Eisen durch
EPAG zurtickgefuhrt werden (Roth et al., 2012; Vlachodimitropoulou et al., 2017). Zu-
dem konnte gezeigt werden, dass EPAG einen positiven Einfluss auf die gesunde hu-
mane Hamatopoese besitzt indem es, ebenfalls unabhéngig vom c-Mpl-Rezeptor, die
Differenzierung multipotenter Vorlauferzellen und die Selbsterneuerung hamatopoeti-
scher Stammzellen fordert (Kao et al., 2018).

1.3.3.3 Klinische Studien

1.3.3.4 TPO-Rezeptor-Agonisten: Erste Generation

Zu den TPO-Rezeptor-Agonisten der ersten Generation gehdrten rekombinantes hu-
manes TPO und das rekombinante, pegylierte Protein PEG-rHUMGDF (engl. pegyla-
ted recombinant human megakaryocyte growth and development factor) (Kuter und
Begley, 2002). In einem Fallbericht eines MDS-Patienten, der mit rHUMGDF behandelt
wurde, konnte ein Anstieg der Thrombozytenzahlen sowie der Hamoglobinkonzentra-
tion beobachtet werden (Kizaki et al., 2003). Obwohl beide Substanzen in klinischen
Studien insgesamt gute Erfolge erzielten, erwiesen sie sich als zu immunogen, da es
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bei einigen Krebspatienten sowie gesunden Probanden zur Ausbildung von neutrali-
sierenden Antikorpern kam, die mit dem endogenen TPO kreuzreagierten und somit
zu schweren Thrombozytopenien fuhrten (Li et al., 2001; Basser et al., 2002).

1.3.3.5 TPO-Rezeptor-Agonisten: Zweite Generation

TPO-Rezeptor-Agonisten der neueren Generation, wie EPAG oder Romiplostim, wur-
den in zahlreichen klinischen Studien getestet und sind bereits fur mehrere Indikatio-
nen zugelassen. Im Falle der Immunthrombozytopenie konnte fir beide Wirkstoffe ge-
zeigt werden, dass sie Blutungsereignisse signifikant verringern, die Notwendigkeit der
Transfusion von Thrombozytenkonzentraten und anderen Therapieoptionen verrin-
gern sowie die Lebensqualitat der Patienten verbessern (Bussel et al., 2007; Kuter et
al., 2008; George et al., 2009; Saleh et al., 2013). EPAG besitzt auch eine Zulassung
zur Behandlung von Thrombozytopenien im Rahmen einer schweren aplastischen
Anamie. Die aplastische Anamie setzt sich, ebenso wie MDS, aus einer heterogenen
Gruppe seltener Erkrankungen des blutbildenden Systems zusammen, die infolge von
Hypo- oder Aplasie der Zellen im Knochenmark zu dessen Insuffizienz fihren. Klinisch
spiegelt sich dies in Bi- oder Trizytopenie in unterschiedlichem Ausmal} wider (Young,
2018). Studien mit EAPG als Monotherapie bei refraktarer schweren aplastischen Ana-
mie zeigten eine Gesamtansprechrate von 40-50 %. Bei einigen Patienten erzielte die
Behandlung sogar eine Normalisierung der Hamatopoese in zwei oder mehr myeloi-
schen Linien (Olnes et al., 2012; Desmond et al., 2014; Winkler et al., 2019). Dieses
Ergebnis wurde darauf zurtickgeftuihrt, dass EPAG nachweislich die Selbsterneuerung
von gesunden hamatopoetischen Stammzellen stimuliert (Kao et al., 2018).

1.3.3.6 EPAG in MDS und AML

Mehrere klinische Studien haben die Wirksamkeit und Sicherheit von EPAG als Mo-
notherapie bei Niedrig- und Hochrisiko-MDS, sowie AML bereits untersucht.

In der einfach verblindeten, randomisierten und placebokontrollierten Phase 1/2-Stu-
die von Oliva und Kollegen (Oliva et al., 2017) wurden n = 90 Niedrigrisiko-MDS-Pati-
enten fir mindestens 24 Wochen mit EPAG behandelt. Ein Anstieg der Thrombozyten
konnte in n = 28 (47 %) von 59 der EPAG- und in n = 1 (3 %) von 31 Patienten der
Placebokohorte festgestellt werden, wobei von n = 13 Patienten in der EPAG-Gruppe,
die zuvor auf Thrombozytenkonzentrate angewiesen waren, n = 7 (54 %) transfusi-
onsunabhangig wurden. Eine Transformation in eine AML wurde bein =7 (12 %) von
59 EPAG- und n =5 (16 %) von 31 placebobehandelten Patienten beobachtet. Die
nicht-randomisierte und —placebokontrollierte Phase 2-Studie von Vincente und Kolle-
gen (Vicente et al., 2020) schloss n = 25 MDS-Patienten mit Niedrigrisiko ein. Insge-
samt sprachen n = 11 (44 %) von 25 Patienten auf die 16- bis 20-w6chige Behandlung
an, darunter auch n = 6 (24 %) Probanden, die eine klinische Verbesserung in zwei
hamatologischen Linien zeigten. Zudem wurden n = 6 von 8 transfusionsabhangigen
Respondern nach der Behandlung mit EPAG transfusionsfrei. N = 6 (24 %) von 25
Patienten erfuhren eine Progression ohne Expansion von mutierten Klonen. Eine
Transformation in eine AML wurde nicht beobachtet. Comont und Kollegen (Comont
et al., 2021) prasentierten Daten einer retrospektiven, multi-zentrischen Studie mit
n = 50 ebenfalls Niedrigrisiko-MDS-Patienten und n = 11 Patienten mit CMML, deren
durchschnittliche Behandlungsdauer mit EPAG zehn Monate betrug. Ein Anstieg der
Thrombozytenzahl konnte dabei in n = 47 (77 %) von 50 Patienten nachgewiesen wer-
den, wobei n = 6 (12 %) von 50 eine biliniare Verbesserung ihrer Blutparameter auf-
wiesen. Von 27 ehemals transfusionsabhangigen Probanden erreichten n = 19 (70 %)
eine Unabhangigkeit. Ein Krankheitsprogress wurde in n = 4 (7 %) von 50 Patienten
festgestellt.
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Platzbecker und Kollegen (Platzbecker et al., 2015) haben eine multizentrische, dop-
pelt verblindete, randomisierte, placebokontrollierte Phase 1/2-Studie zur Sicherheit
von EPAG bei n = 98 Patienten, davon n = 26 mit Hochrisiko-MDS, n = 70 AML und
n = 2 undefinierten Fallen nach WHO-KIlassifikation, durchgefiihrt. Innerhalb eines Be-
handlungszeitraums von sechs Monaten wurde bei n = 18 (28 %) von 64 EPAG- und
n =10 (29 %) von 34 placebobehandelte Probanden eine Erh6hung der Thrombozyten
festgestellt. Eine Transfusionsunabhangigkeit konnte in n =24 (38 %) von 64 Patienten
der EPAG- und n =7 (21 %) von 34 der Placebokohorte beobachtet werden. Dariiber
hinaus konnten keine Unterschiede bezuglich der Anzahl der Blasten im peripheren
Blut und Knochenmark zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden. Das pro-
gressionsfreie Uberleben betrug bei den mit EPAG-behandelten Patienten 8,1 Wochen
im Vergleich zu 6,6 Wochen bei den Patienten, die das Placebo erhielten. Die Phase
2-Studie von Mittelman und Kollegen (Mittelman et al., 2018) setzte sich aus einer
achtwochigen, offenen Studie mit n = 9 Hochrisiko-MDS- und n = 8 AML-Patienten und
einer zwolfwochigen, doppelt verblindeten, randomisierten, placebokontrollierten und
dosiseskalierten Studie mit n = 72 Hochrisiko-MDS- und n = 73 AML-Patienten zusam-
men. Im ersten Teil der Studie konnte bei n = 4 (24 %) von 17 Probanden in der mit
EPAG-behandelten Gruppe ein Ansprechen und bei n = 10 (59 %) von 17 ein redu-
zierter Bedarf an Thrombozytenkonzentraten festgestellt werden. Im zweiten Teil der
Studie konnte eine Erh6hung der Thrombozytenzahlen bei n = 8 (8 %) von 98 Patien-
ten der EPAG- und n = 2 (4 %) der Placebokohorte beobachtet werden. Ein Krank-
heitsprogress trat bei n = 61 (62 %) von 98 und n = 36 (77 %) von 47, und eine Trans-
formation in eine AML bei n = 31 (62 %) von 50 und n = 16 (73 %) von 22 der EPAG-
bzw. placebobehandelten Probanden auf. Sowohl in der Studie von Platzbecker, als
auch in der von Mittelman wurden die erhobenen Daten nicht separat fur die beiden
Entitditen MDS und AML betrachtet.

Zusammenfassend lassen die Daten zu Progressions- und Transformationsraten der
bisher erfolgten Studien darauf schlie3en, dass die Behandlung thrombozytopener Pa-
tienten mit EPAG sowohl fur Niedrig- als auch Hochrisiko-MDS sicher ist. Zudem
konnte die Wirksamkeit von EPAG, insbesondere bei MDS Patienten mit Niedrigrisiko,
nachgewiesen werden.

1.3.4 FoOrderung der Krankheitsprogression

Auch bei der schweren aplastischen Anamie besteht das Risiko einer klonalen Evolu-
tion, die meist in zytogenetischen Veranderungen besteht, oder einer Transformation
in MDS bzw. AML im Verlauf der Erkrankung (Young, 2018). Bei Studien zu EPAG als
Monotherapie in Patienten mit refraktérer schwerer aplastischen Anamie ohne Kon-
trollgruppe wurde in allen drei Studien bei etwa 19 % der Patienten eine klonale zyto-
genetische Evolution festgestellt (Olnes et al., 2012; Desmond et al., 2014; Winkler et
al., 2019). Dieser Wert ist im Vergleich zur historischen Vergleichskohorte mit einer
Evolutionsrate von 10-15 % bei Patienten mit schwerer aplastischen Andmie deutlich
erhoht (Ogawa, 2016). Die Frequenz somatischer Mutationen der Patienten blieb al-
lerdings unverandert (Winkler et al., 2019). Da diese Veranderungen in den meisten
Féllen relativ kurz nach Behandlungsbeginn beobachtet werden konnten, lasst dies
vermuten, dass EPAG womdglich die Expansion von ruhenden, bereits existierenden
Klonen mit einem aberranten Karyotyp fordert, wie flir gesunde hamatopoetische
Stammzellen in vitro demonstriert wurde (Kao et al., 2018).

Eine grol3 angelegte, randomisierte klinische Studie mit dem Thrombopoetin-Rezep-
tor-Agonisten Romiplostim als Monotherapie bei n = 250 MDS-Patienten mit niedriger
bis mittlerer Risikoprognose nach IPSS-R wurde aufgrund von Bedenken hinsichtlich
eines Anstiegs der Anzahl der Blasten im peripheren Blut und der Progressionsraten
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von 6 % in der mit Romiplostim behandelten im Vergleich zu 4 % in der mit Placebo
behandelten Studiengruppe vorzeitig beendet (Giagounidis et al., 2014). In der durch
die Europaische Arzneimittelagentur (EMA, engl. European Medicines Agency) verof-
fentlichten Produktinformation zu EPAG wird daher eine Behandlung einer durch MDS-
bedingten Thrombozytopenie mittels EPAG aul3erhalb von klinischen Studien unter-
sagt. In diesem Zusammenhang muss zudem vor der Behandlung von Patienten mit
Immunthrombozytopenie oder schwerer aplastischen Anamie mit EPAG das Vorliegen
von MDS ausgeschlossen werden (EMA, 2021). Im Rahmen eines 5-Jahre-Follow-ups
jener Studie konnte kein signifikanter Unterschied zwischen dem Romiplostim- und
dem Placeboarm beziglich des Risikos der Transformation in eine AML und dem
Uberleben der Patienten nachgewiesen werden (Kantarjian et al., 2018). Trotz dessen
und den vielversprechenden Ergebnissen aus den klinischen Studien mit EPAG als
Monotherapie in Niedrig- sowie Hochrisiko-MDS-Patienten konnten die vorliegenden
Bedenken hinsichtlich einer moglichen Foérderung der Krankheitsprogression bei MDS
durch EPAG noch nicht zur Ganze ausgeraumt werden, so dass bis heute keine Zu-
lassung von EPAG flir die Indikation MDS existiert.

1.4 Praklinische MDS-Modelle

In den vergangenen Jahren ist unser Wissen und Verstandnis beztiglich der moleku-
laren Pathogenese von MDS mithilfe der NGS-Technologien malf3geblich vorange-
schritten (Yoshida et al., 2011; Haferlach et al., 2014; Ogawa, 2019). Wahrend diese
Daten die Grundlage bilden, um neue therapeutische Strategien zu entwickeln, werden
Fortschritte auf dem Gebiet der translationalen Forschung durch einen Mangel an zu-
verlassigen, praklinischen MDS-Modellen behindert.

1.4.1 Zelllinien

Immortalisierte Zelllinien stellen ein simples und universell nutzbares Modellsystem
dar, das die Untersuchung der zellularen und molekularen Mechanismen der Patho-
genese von Krebserkrankungen sowie das Screening von neuen Krebsmedikamenten
ermdglicht.

Zur Modellierung und Erforschung von AML existieren zahlreiche etablierte Zelllinien
(Quentmeier et al., 2019), wie beispielsweise KASUMI-6, OCI-AML3 und KG-1. Diese
besitzen konservierte genetische Signaturen, die sich durch bestimmte Chromoso-
menaberrationen und/oder Mutationen auszeichnen und auch fur primare AML-Proben
charakteristisch sind, was sie zu realitditsnahen Modellsystemen macht (Rucker et al.,
2006). Im Falle von MDS herrscht jedoch ein Mangel an ,echten MDS-Zelllinien. In
der Arbeit von Drexler und Kollegen (Drexler et al., 2009) wurden n = 31 publizierte
Zelllinien untersucht, die primaren MDS-Zellen entstammen sollen. Dabei konnte bei
n = 5 der MDS-Zelllinien nachgewiesen werden, dass diese durch AML-Zelllinien
kreuzkontaminiert wurden. Weitere n = 2 Zelllinien stellten sich als immortalisierte Zel-
len nicht-malignen Ursprungs heraus. Bei insgesamt n = 21 der etablierten MDS-Zell-
linien handelte es sich um MDS im Ubergang in eine AML oder bereits um eine SAML
aus MDS. In der Literatur sind lediglich n = 3 Zelllinien beschrieben, die wahrend der
MDS-Phase der Erkrankung etabliert wurden: M-TAT, TER-3 und MDS92. Es wurden
zwar Daten zu M-TAT und TER-3 publiziert (Minegishi et al., 1994; Mishima et al.,
2002), allerdings sind beide Zelllinien nicht (mehr) erhaltlich. Die Zelllinie MDS92
(Tohyama et al., 1994) und die von ihr abgeleitete, Interleukin 3-abhangige Sublinie
MDS-L (Nakamura et al., 2000) zeichnen sich durch MDS-assoziierte Veranderungen
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aus. Diese bestehen aus den chromosomalen Aberrationen einer 5q-Deletion und ei-
ner Monosomie des Chromosoms 7 sowie Mutationen in den Genen CEBPA, NRAS
und TP53 (Kida et al., 2018).

Somit scheint es sich bei MDS92 zum jetzigen Zeitpunkt um das einzige valide MDS-
Zelllinienmodell zu handeln. Dennoch gilt zu beriicksichtigen, dass sowohl die geneti-
sche Modifikation der Ursprungszellen zur Herstellung einer Zelllinie als auch das se-
rielle Passagieren tber hunderte von Generationen zu geno- und phanotypischen Ver-
anderungen fuhren konnen. Bei der Nutzung von Zelllinien kdnnen diese Umstande im
Vergleich mit primaren Zellen daher zu abweichenden Ergebnissen fuhren. Da sich
MDS zudem durch ein sehr heterogenes Erkrankungsbild auszeichnet, ist zur Erfor-
schung dieser Erkrankung der Einsatz von primaren Patientenproben unverzichtbar.

1.4.2 2D- und 3D-in-vitro-Kulturen

Die Ex-vivo-Expansion von primaren hamatopoetischen Stammzellen gestaltet sich
aufgrund des Uber die Kultivierungsdauer allmahlichen Verlusts der Multipotenz und
der damit einhergehenden Ausdifferenzierung der Zellen schwierig (Zhang et al.,
2008). Das komplexe Zusammenspiel von zellintrinsischen und -extrinsischen Signa-
len, das das Gleichgewicht zwischen Selbsterneuerung und Differenzierung der héa-
matopoetischen Stammzellen reguliert, ist in vitro nur schwer nachempfindbar. Die
Kultivierung von primaren MDS-Zellen in vitro hat sich dartber hinaus als noch an-
spruchsvoller erwiesen, da diese im Vergleich zu gesunder Hamatopoese ein einge-
schranktes Proliferations- und Expansionspotenzial sowie eine erhdhte Apoptoserate
besitzen (Nilsson et al., 2000; Martinez-Jaramillo et al., 2002). Daher proliferieren pri-
mare CD34+ Zellen von MDS-Patienten in einer 2D-Suspensionskultur nicht langer als
zwei Wochen (Elvarsdottir et al., 2020).

Da sowohl bei der gesunden Hamatopoese als auch bei der Pathogenese von MDS
die Knochenmarknische eine grof3e Rolle spielt (Raaijmakers, 2012), haben sich zur
Verbesserung der Effizienz von In-vitro-Kulturen primarer MDS-Zellen zwei Ansatze
bewéhrt: Die Kokultivierung von CD34+ positiven MDS-Stammzellen mit mesen-
chymalen Stromazellen (MSCs), sowie die Verwendung von 3D-Zellkulturen. MSCs
sind multipotente Stammzellen, die Teil der Knochenmarknische sind und sich in Kno-
chen, Knorpel, Muskel- und Fettgewebe ausdifferenzieren knnen. Beide Ansétze ver-
folgen dabei das Ziel das Tumormikromilieu in der Knochenmarknische nachzuemp-
finden und somit die MDS-Hamatopoese zu unterstitzen.

In einer Publikation von Rouault-Pierre und Kollegen (Rouault-Pierre et al., 2017)
konnten in einer 2D-Kokultur bestehend aus 1x103 CD34+ Knochenmarkszellen und
autologen und/oder allogenen humanen MSCs die hamatopoetischen Zellen tber ei-
nen Zeitraum von vier Wochen um das 50- bis 600-fache expandiert werden ohne dass
diese ihr klonales Mutationsprofil veranderten. Bei den verbleibenden h&matopoeti-
schen Zellen wurde jedoch nicht evaluiert, ob sich darunter weiterhin Zellen mit
Stammzellcharakter befinden. Es konnte aber bereits fur die Kokultivierung gesunder
CD34+ Stammzellen mit MSCs gezeigt werden, dass bei dieser Art der Kultivierung
der Stammzellpool bewahrt wird (Jing et al., 2010).

Um die Knochenmarknische noch realitatsndher modellieren zu kbnnen, werden in 3D-
Kulturen die Zellen in eine Art Gerust eingesét, das aus verschiedensten Materialien
bestehen kann. Dazu zahlen synthetische Kunststoffe wie Polyurethan (Blanco et al.,
2010; Mortera-Blanco et al., 2011; Severn et al., 2016) und Polycaprolacton (Ferreira
et al., 2012) oder naturliche Stoffe wie Collagen (Leisten et al., 2012), Gelatine (Abar-
rategi et al., 2017) und Knochen (Bianco et al., 2019), um nur einige Beispiele zu nen-
nen. Diese Ansatze wurden flr gesunde Hamatopoese (Mortera-Blanco et al., 2011,
Ferreira et al., 2012; Leisten et al., 2012; Severn et al., 2016; Bianco et al., 2019) und
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AML bereits mehrfach erprobt (Blanco et al., 2010; Abarrategi et al., 2017). In MDS
existieren dazu bisher nur wenige Publikationen (Elvarsdattir et al., 2020). Allerdings
wurde in-vivo bereits ein ahnlicher Ansatz verfolgt bei dem ektopische 3D-MDS-Ni-
schen subkutan in Mause transplantiert wurden (Mian et al., 2021; Altrock et al., 2022).
Insgesamt konnte gezeigt werden, dass im Vergleich zu 2D-Kulturen in 3D-Kulturen
die Multipotenz der hamatopoetischen Stammzellen besser bewahrt wird und diese
erfolgreicher expandiert werden kdnnen.

1.4.3 Patientenabgeleitete Xenograftmodelle

Patientenabgeleitete Xenografts (PDX, engl. patient-derived xenografts) werden durch
die Transplantation von primaren Patientenzellen in immundefiziente Mause generiert.
Sie stellen ein wichtiges Tool der translationalen Medizin zur Modellierung und Erfor-
schung verschiedenster Krebserkrankungen, und einen vielversprechenden Ansatz
zur Foérderung und Verbesserung der personalisierten Medizin dar (Clohessy und Pan-
dolfi, 2018). So konnten Lapidot und Kollegen (Lapidot et al., 1994) mittels Transplan-
tation der CD34+CD38-, CD34+ CD38+ und CD34- Zellfraktionen aus Knochenmark
von AML-Patienten in immundefiziente Mause erstmals zeigen, dass lediglich die
CD34+CD38- Zellfraktion in der Lage war in den Mausen anzuwachsen und entwickel-
ten somit das Konzept der leukamischen Stammzelle.

Zur Generierung von MDS-PDX werden CD34+ hamatopoetische Stammzellen, die
aus dem Knochenmark des Patienten isoliert wurden, transplantiert. Die ersten Versu-
che robuste MDS-PDX-Modelle in immundefizienten Mausen zu generieren, erzielten
inkonsistente Ergebnisse mit zum Teil transientem Engraftment und niedriger Erfolgs-
guote, besonders bei Proben von Niedrigrisiko-MDS-Patienten (Martin et al., 2010;
Thanopoulou et al., 2004). Der Grol3teil der Proben, die in diesen Studien erfolgreich
transplantiert wurden, stammte von Hochrisiko-MDS- oder AML-Patienten. Aus die-
sem Grund etablierte unsere Arbeitsgruppe vor einiger Zeit ein MDS-PDX-Modell,
dass mittels orthotoper Kotransplantation von CD34+ Stammzellen und autologen
MSCs in das Femur von Mausen generiert wird (Medyouf et al., 2014). Die Rationale
fur die Kotransplantation von CD34+ und MSCs war die Involvierung der Knochen-
marknische in die Pathogenese von MDS und eine dadurch potenzielle Unterstlitzung
des Anwachsens der hamatopoetischen Stammzellen durch die MSCs. Dabei konnte
gezeigt werden, dass die humanen CD34+ Zellen, die zusammen mit MSCs transplan-
tiert wurden, signifikant besser in den Mausen anwuchsen, als CD34+ Zellen dessel-
ben Patienten, die ohne MSCs transplantiert wurden. Zudem ermoéglichte dieser An-
satz auch Proben von Niedrigrisiko-MDS-Patienten erfolgreich zu engraften.
Wahrend sich MDS-PDX-Modelle mittlerweile etabliert haben, werden sie noch nicht
als systematischer Ansatz zur préklinischen Evaluierung von Therapeutika in MDS ein-
gesetzt. Obwohl in einigen Studien bereits Chemotherapeutika, Antikérper und ver-
schiedene Inhibitoren mittels MDS-PDX getestet wurden, waren diese eher von gerin-
gem Umfang, restringiert durch niedrige Patienten- und/oder PDX-Zahlen, kurze Be-
handlungsdauern oder das teilweise Fehlen von Vehikelkontrollen (Stevens et al.,
2018; Shastri et al., 2018; Meunier et al., 2018; Smith et al., 2019; Pang et al., 2019;
Song et al., 2019) (siehe Tabelle 6).
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Tabelle 6: Ubersicht durchgefuhrter praklinischer Studien zur Testung von therapeuti-
schen Substanzen mit MDS-PDX. mAK, monoklonaler Antikdrper; PDX, patientenabgeleitete
Xenografts

Publikation Getestete Anzahl der | Anzahl der | Behandlungs- | Vehikel-
Substanz Patienten- generierten | zeitraum kontrolliert?
proben PDX
Stevens et al., | Omacetaxin, 3 >104 2 Wochen ja
2018 Venetoclax,
Azacitidin
Shastri et al., | STAT3-Inhibitor | 2 6 4 Wochen ja
2018 AZD9150
Meunier et al., | Cytarabin 1 7 2 Wochen ja
2018
Smith et al., | IRAK4-Kinasein- | 2 14 3 Wochen ja
2019 hibitor CA-4948
Pang et al., | Anti-CD117- 10 18 8-12 Wochen | teilweise
2019 mAK SR-1,
Anti-CD117-
mAK AMG 191
Song et al., | IDH2-Inhibitor 1 14 N/A ja
2019 Enasidenib

1.5 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Durch den Vormarsch der NGS-Technologien konnten im letzten Jahrzehnt groRRe
Fortschritte bei der Charakterisierung der komplexen molekularen Signaturen von
MDS erzielt werden. Diese gewonnenen Erkenntnisse konnten zur Entwicklung neuer
Behandlungsstrategien im Bereich der personalisierten Medizin beitragen, jedoch wird
dieses Vorhaben nicht zuletzt durch einen Mangel an zuverlassigen praklinischen
MDS-Modellen zur Beantwortung funktioneller Fragen erschwert. Aufgrund der Hete-
rogenitat von MDS sind MDS-Zelllinien nur bedingt in der Lage, die menschliche MDS-
Biologie abzubilden. 2D- und 3D-in-vitro-Kulturen aus primaren MDS-Patientenzellen
bieten mit einer maximalen Kulturdauer von vier Wochen ein dagegen nur sehr be-
grenztes experimentelles Zeitfenster. In der Theorie bieten MDS-PDX-Modelle die
Moglichkeit patientenindividuelle und vehikelkontrollierte Experimente in vivo in Repli-
katen Uber einen langeren Zeitraum durchzufihren. Die bisher realisierten préaklini-
schen Studien mit MDS-PDX-Modellen bestanden aus kleinen Patienten- und/oder
PDX-Kohorten, wurden z.T. ohne Kontrollgruppe durchgeftihrt und dauerten maximal
vier Wochen. Ziel dieser Arbeit war es daher den Beweis zu erbringen, dass unser
zuvor etabliertes nischenbasiertes MDS-PDX-Modell, das auf der orthotopen Kotrans-
plantation von CD34+ hamatopoetischen Stammzellen und MSCs in immundefiziente
Mause basiert, als préklinisches Modell zur Beantwortung klinischer Fragestellungen
genutzt werden kann.
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Priméare Fragestellungen:

- Kann unser MDS-PDX-Modell genutzt werden, um potentielle Therapeutika fur
MDS-Patienten préklinisch zu testen?

- Konnen wichtige klinische Parameter, insbesondere die klonale Zusammenset-
zung des humanen Knochenmarks, zuverlassig und Gber einen langeren Zeitraum
in unserem MDS-PDX-Modell nachverfolgt werden?

Zu diesem Zweck haben wir den TPO-Rezeptor-Agonisten EPAG in unserem MDS-
PDX-Modell untersucht. Die Thrombozytopenie stellt eine héufige und prognostisch
ungunstige Komplikation bei MDS-Patienten dar, die potenziell lebensbedrohliche Blu-
tungsereignisse zur Folge haben kann. Dartber hinaus kénnen aktuelle Behand-
lungsoptionen fir MDS wie Lenalidomid oder 5-Azacytidin vorbestehende Thrombozy-
topenien verschlimmern und letztendlich eine Dosisreduktion oder eine Unterbrechung
der Behandlung erforderlich machen. Daher sind viele MDS-Patienten auf die regel-
maRige Transfusion von Thrombozytenkonzentraten angewiesen, die ihrerseits wie-
derum mit erheblichen Risiken verbunden sind. In diesem Zusammenhang haben sich
Thrombopoietin-Rezeptor-Agonisten wie EPAG als alternative Behandlungsoptionen
fur thrombozytopene MDS-Patienten aufgetan. Obwohl die Wirksamkeit und Sicherheit
von EPAG in klinischen Studien demonstriert werden konnte, existieren immer noch
Vorbehalte hinsichtlich einer mdglichen Férderung der Krankheitsprogression durch
EPAG aufgrund dessen Stimulierung des MPL-Rezeptors in seiner Rolle als TPO-Mi-
metikum.

Ein sehr wichtiger Vorteil von PDX-Modellen gegenuber klinischen Studien besteht in
der Moglichkeit vehikelkontrollierte Experimente auf patientenindividueller Ebene
durchzufiihren. Dies wird durch die Generierung mehrerer Krankheitsreplikate dessel-
ben Patienten in Form von PDX erreicht und erlaubt uns, zwischen krankheitsbeding-
ten und therapieinduzierten Effekten zu unterscheiden. Daraus ergaben sich fir diese
Arbeit folgende zusétzliche Fragestellungen:

Sekundére Fragestellungen:

- Hat EPAG einen Einfluss auf die humane Thrombo- und Megakaryopoese in unse-
rem MDS-PDX-Modell? Falls ja, existieren mogliche klinische oder molekulare Préa-
dikatoren fur ein Ansprechen auf EPAG?

- Hat EPAG einen Einfluss auf den Krankheitsprogress und die Transformation in
unserem MDS-PDX-Modell? Und in diesem Zusammenhang: Kénnen die in In-
vitro-Studien demonstrierten anti-leukamischen Effekte EPAGs bestatigt werden?

- Hat EPAG einen Einfluss auf die klonale Zusammensetzung des humanen Kno-
chenmarks in unserem MDS-PDX-Modell?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Patienten
2.1.1 Knochenmarkproben

Bei allen fur diese Arbeit verwendeten Knochenmarkproben von MDS-Patienten han-
delt es sich um Restmaterial, das erst nach der Durchfiihrung aller notwendigen labor-
diagnostischer Analysen weiterverarbeitet wurde. Zudem wurden diese Proben fur die
Nutzung zu Forschungszwecken erst nach schriftlicher Einverstandniserklarung der
Patienten in der Abteilung fir Hamatologie und Onkologie der Medizinischen Fakultat
Mannheim der Universitat Heidelberg und der Genehmigung durch die zustandige
Ethikkommission in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki in Form des
bestehenden Ethikvotums 2013-509N-MA freigegeben.

2.1.2 Patientenkohorte

Insgesamt wurden Knochenmarkproben von n = 26 MDS-Patienten fur dieses Projekt
verwendet. Diese Proben wurden anhand einer beim Patienten zum Zeitpunkt der Kno-
chenmarkpunktion bestehenden mittleren (50.000-99.000/ul) oder schweren
(<50.000/ul) Thrombozytopenie ausgewahlt. Auf diese Weise sollte fur die préklinische
Testung des TPO-Rezeptor-Agonisten EPAG in unserem patientenabgeleiteten PDX-
Modell eine moglichst realistische Patientenkohorte nachempfunden werden. Alle Pa-
tienten wurden entsprechend der MDS-Klassifikation der WHO 2016 (Arber et al.,
2016) und der Prognoseeinstufung nach IPSS-R (Greenberg et al., 2012) kategorisiert.
Die Charakteristika aller transplantierten Patienten, einschlie3lich Geschlecht, Alter,
Zytogenetik, Mutationsstatus, Blastenanteil, Thrombozytenanzahl und Therapiestatus,
sind in Tabelle 10 einzusehen. Da ein Teil der Patientenproben nicht oder nur in ein-
zelnen PDX angewachsen war, konnten nicht alle fur die praklinische Testung von
EPAG im PDX genutzt werden. Die finale Kohorte dieser Arbeit besteht daher aus n =
49 PDX von insgesamt n = 9 MDS-Patienten (P01-P09).

2.2 Zellbiologische Methoden

Alle in diesem Abschnitt beschriebenen Arbeiten wurden stets unter sterilen Bedingun-
gen durchgefuhrt, d.h. unter Nutzung von sterilen Reagenzien und Materialien sowie
der Arbeit an einer Sicherheitswerkbank. Zum Pelletieren von Zellen erfolgte prinzipiell
deren Zentrifugation bei 400 x g und 4 °C fur 5 min und das anschlieRende Absaugen
des Uberstands.

2.2.1 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl und Viabillitat der Proben wurde mit einem ,Vi-CELL XR* (Beckman Coul-
ter) mittels automatisierter Standard-Trypanblau-Methode bestimmt. Zu diesem Zweck
wurde das Zellpellet zun&chst in einem definierten Volumen Medium 0.4. aufgenom-
men. Die Zellsuspension wurde dann in einem Verhaltnis von 1:1, 1:2, 1:5, 1:10 oder
1:20 mit DPBS (Sigma Aldrich, Best.-Nr. D8537) verdinnt und in die fur das Geréat
vorgesehenen Probenrdéhrchen (Beckman Coulter, Best.-Nr. 383721) tberfuhrt. Die
bestimmte Zellzahl wurde in Zellen/ml angegeben.
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2.2.2 Isolation von mononukledren Knochenmarkzellen

Zur Isolation der mononuklearen Zellen (MNCs, engl. mononuclear cells) mittels Dich-
tegradientenzentrifugation wurden zuvor 15 ml Ficoll-Paque-Dichtegradientenmedium
(Cytiva, Best.-Nr. 17544203) auf ein 50 ml-Rdhrchen mit Trennscheibe (Greiner Bio-
One, Best.-Nr. 227290) gegeben und bei 1000 x g fur 1 min zentrifugiert. Das Patien-
tenknochenmark wurde zunachst Uber ein 100 uM-Zellsieb (Greiner Bio-One, Best.-
Nr. 542000) in ein 50 mI-R6hrchen (Greiner Bio-One, Best.-Nr. 227261) gegeben. Die
herausgefilterten Knochentrabekelfragmente wurden zur Kultivierung der MSCs ge-
nutzt (siehe 2.2.4). Das gefilterte Knochenmark wurde mit DBPS auf ca. 30 ml verdinnt
und langsam auf ein mit Dichtegradientenmedium gefulltes 50 mI-R6hrchen geschich-
tet. Die Probe wurde bei 1000 x g fuir 10 min ohne Bremse zentrifugiert. Vom Uberstand
wurden anschlielRend zweimal 2 ml abgenommen, in 2 ml-Zentrifugenréhrchen (Ep-
pendorf, Best.-Nr. 0030123344) uberfuhrt und als Patientenplasma bei -80 C asser-
viert, das spater fur den humanen TPO-ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent
assay) genutzt wurde (siehe 2.8.1). Der restliche Uberstand wurde oberhalb der Leu-
kozytenmanschette, auch ,buffy coat®, vorsichtig abgesaugt. Die Zellen wurden in ein
frisches 50 ml-Réhrchen gekippt. Das kopfuber-gekippte R6hrchen wurde dann in die-
ser Position mittels einer Transferpipette (Sarstedt, Best.-Nr. 86.1171.001) mit etwas
DPBS mehrmals ausgespdult, um die restlichen Zellen herauszuwaschen. Die geernte-
ten Zellen wurden pelletiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet an-
schlielBend je nach Grof3e in 5-10 ml selbsthergestelltem Erythrozytenlysepuffer (siehe
2.2.7) resuspendiert. Die Zellen wurden dann fur 5-7 min auf Eis inkubiert. Nach Ablauf
der Zeit wurde die Lysereaktion mit ca. 10 ml DPBS abgestoppt. Die Zellen wurden
erneut pelletiert. Das Pellet wurde in einem definierten Volumen DPBS aufgenommen,
um die Zellzahl zu bestimmen (siehe 2.2.1). Danach wurden mindestens 1 x 106 MNCs
pelletiert, die Zellen in 500 pl RNAprotect®-Puffer (QIAGEN, Best.Nr. 76526) aufge-
nommen und fir die spatere Aufarbeitung von DNA und RNA (siehe 2.5.1) bei -80 °C
gelagert. Von den tbrigen MNCs wurden 1 x 107 bis maximal 1 x 108 Zellen zur Anrei-
cherung von CD34+ Zellen genutzt (siehe 2.2.3). Der Rest wurde anschlieend viabel
kryokonserviert (siehe 2.2.5).

2.2.3 Anreicherung von CD34+ Stammzellen

Zur Anreicherung der CD34+ Stammzellen mittels magnetischer Zellseparation
(MACS, engl. magnetic-activated cell sorting) wurden die zuvor isolierten MNCs (siehe
2.2.2) in ca. 10 ml MACS-Puffer (Miltenyi Biotec, Best.-Nr. 130-091-222) mit 5 % bo-
vines Serumalbumin (BSA) (Miltenyi Biotec, Best.-Nr. 130-091-376) (i.F. nur ,MACS-
Puffer* genannt) aufgenommen und pelletiert. Dann wurden 1 x 108 Zellen in 300 pL
MACS-Puffer, 100 pL FcR-Block-Reagenz (Miltenyi Biotec, Best.-Nr. 130-059-901)
und 100 pL CD34-Beads (Miltenyi Biotec, Best.-Nr. 130-046-703) resuspendiert. Die
Zellen wurden fur 30 min im Kihlschrank inkubiert. Im Anschluss wurden ca. 10 mi
MACS-Puffer zu den Zellen gegeben und diese pelletiert. Wahrenddessen wurde der
Magnetstander (Miltenyi Biotec, Best.-Nr. 130-042-303) inklusive Magnet (Miltenyi Bi-
otec, Best.-Nr. 130-042-302) aufgebaut und letzterer mit einer Zellseparationssaule
(Miltenyi Biotec, Best.-Nr. 130-042-401) und einem 70 uM-Filter (Miltenyi Biotec, Best.-
Nr. 130-095-823) bestickt. Unterhalb der S&ule wurde ein 50 ml-Réhrchen in einem
Kuhlstander (Miltenyi Biotec, Best.-Nr. 130-092-951) platziert. Die S&ule wurde mit
3 ml MACS-Puffer angefeuchtet. Anschliel3end wurde die pelletierte Probe in 500 pl
MACS-Puffer aufgenommen und die Zellsuspension auf die Sdule gegeben. Sobald
die Suspension vollstandig durch die Saule gelaufen war, wurde mit 3 ml MACS-Puffer
nachgespult. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt. Zur Elution der CD34+ Zellen
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wurde die Séule aus dem Magnet gelost und auf ein 15 ml-Réhrchen (Greiner Bio-
One, Best.-Nr. 188161) gesetzt. Dann wurden 3 ml MACS-Puffer auf die Saule gege-
ben und mittels des dazugehdrigen Kolbens durch die Saule in das Rohrchen ge-
driickt. Dieser Vorgang wurde ein weiteres Mal wiederholt. Die CD34+ Zellen wurden
dann pelletiert. Das Pellet wurde in einem definierten Volumen DPBS aufgenommen,
um die Zellzahl zu bestimmen (siehe 2.2.1). Danach wurden 2 x 10° CD34+ Zellen
pelletiert, das Zellpellet in 350 ul RLT Plus-Puffer (QIAGEN, Best.Nr. 1053393) aufge-
nommen und fir die spatere Aufarbeitung von DNA und RNA (siehe 2.5.1) bei -80 °C
gelagert. Die restlichen CD34+ Zellen wurde anschliel3end viabel weggefroren (siehe
2.2.5).

2.2.4 Kultivierung von mesenchymalen Stromazellen

Zur Kultivierung von MSCs wurden 5 x 10® bis 5 x 107 frisch isolierte MNCs (siehe
2.2.2) mit oder ohne Fragmenten von Knochentrabekeln, die bei der Knochen-
markpunktion zusammen mit dem Knochenmark aspiriert und bei der Isolation der
MNCs im Filter aufgefangen wurden, in eine T25-Kulturflasche (SARSTEDT, Best.-Nr.
83.3910.302) mit 5 ml StemMACS™ Expansion Media XF (Miltenyi Biotec, Best.-Nr.
130-104-182) und 1 % Penicillin-Streptomycin (Gibco, Best.-Nr. 5140122) gegeben
und bei 37 °C in einem Zellkulturinkubator mit einem CO2-Gehalt von 5 % und einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 95 % kultiviert. Die MSCs wurden im Laufe der Kultivie-
rung mittels ihrer Adharenz selektiert. Ein Medienwechsel erfolgte einmal wochentlich.
Nicht-adharente Zellen wurden dabei durch Waschen mit ca. 5 ml DPBS nach Absau-
gen des alten Mediums aus der Kultur entfernt. Sobald die Zellen eine Konfluenz von
70-80 % erreichten, wurde sie in ein neues Gefal3 passagiert. Dazu wurde das Medium
abgesaugt, die Kulturflasche mit DPBS gewaschen und ebenfalls abgesaugt. Anschlie-
Bend wurde 1 ml einer Trypsin-EDTA-LAsung (Sigma-Aldrich, Best.-Nr. 59417C) auf
die Zellen gegeben, gleichmalfig verteilt und fir ca. 5 min bei 37 °C inkubiert. Um das
Abl6ésen der Zellen zu unterstitzen, wurde leicht gegen das Zellkulturgefal® geklopft.
Unter einem Mikroskop wurde Uberprift, ob sich alle Zellen von der Zellkulturflasche
abgeldst hatten. Um den Verdauungsprozess abzustoppen, wurde die Zellsuspension
dann in ein 50 mI-Réhrchen (Greiner Bio-One, Best.-Nr. 227261) tUberfuhrt in dem sich
bereits ca. 10 ml Medium befanden. Anschliel3end wurden die geernteten Zellen pel-
letiert. Das Pellet wurde in 1 ml Medium aufgenommen und seine Zellzahl bestimmt
(siehe 2.2.1). Abhéangig von der Gesamtzellzahl, wurden die Zellen in eine oder meh-
rere Kulturflaschen ausgesat:

T25-Kulturflasche 2,0 x 10 Zellen
T75-Kulturflasche 6,0 x 10 Zellen (Greiner Bio-One, Best.-Nr. 658175)
T175-Kulturflasche 1,5 x 10° Zellen (Greiner Bio-One, Best.-Nr. 661175)

Sobald erneut eine Konfluenz von 70-80 % erreicht war, wurden die Zellen wieder
geerntet. Betrug die Zellzahl mehr als 1 x 10° Zellen, wurden mindestens 2 x 10° Zellen
in ATL-Puffer (QIAGEN, Best.-Nr. 19076) und mindestens 1 x 10° Zellen in RNApro-
tect®-Puffer aufgenommen und flr die spatere Aufarbeitung von DNA und RNA (siehe
2.5.1) bei -80 °C gelagert, und die restlichen Zellen viabel weggefroren (siehe 2.2.5).
Andernfalls wurden die Zellen erneut expandiert und im Anschluss kryokonserviert.
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2.2.5 Kryokonservierung

Isolierte MNCs aus humanem oder PDX-Knochenmark (siehe 2.2.2 und 2.4.5) sowie
CD34+ Zellen (siehe 2.2.3) und geerntete MSCs (siehe 2.2.4), die nicht sofort weiter-
verarbeitet wurden, wurden zur Aufbewahrung viabel kryokonserviert. Dazu wurden
maximal 2 x 107 Zellen in ein steriles 1,8 ml-Kryoréhrchen (Nunc, Best.-Nr. 10577391)
Uberfuihrt und pelletiert. Das Zellpellet wurde in 1 ml selbsthergestelltem Einfrierme-
dium resuspendiert. Dieses Einfriermedium bestand aus dem entsprechenden Zellme-
dium, wobei RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Best.-Nr. R8758) fir MNCs oder CD34+ Zel-
len, und StemMACS™ Expansion Media XF fir MSCs genutzt wurde, hitzeinaktivier-
tem fotalem Kalberserum (FKS) (Gibco, Best.-Nr. 11550356) und DMSO (Sigma-Ald-
rich, Best-Nr. D2650) in einem Verhaltnis von 6:3:1. AnschlieRend wurden die Kryo-
rohrchen umgehend in einem Mr. Frosty™ Gefrierbehalter (Thermo Scientific, Best.-
Nr. 5100-0001) platziert und dieser moglichst schnell in einen -80° C-kalten Gefrier-
schrank gestellt. Dort wurden die Rohrchen tiber Nacht heruntergekuihlt und am nachs-
ten Tag schlieBlich in einen Flussigstickstofftank Uberflhrt.

2.2.6 Proben fur Xenotransplantationsexperimente

Fur die intrafemorale Transplantation (siehe 2.3.6) wurden mindestens 1 x 10° CD34+
Stammzellen und maximal 5 x 10° MSCs pro Mausbein transplantiert. Die MSCs wur-
den vorab expandiert, um die bendétigte Zellzahl zu erhalten. Zunachst wurden die kry-
okonservierten MSCs aufgetaut. Dazu wurde in einem 50 ml-R6hrchen ca. 10 ml kaltes
StemMACS™ Expansion Media XF vorgelegt. Dieses wurde mittels Transferpipette in
geringem Volumen in das zuvor aus dem Stickstofftank geholte Kryoréhrchen mit den
viabel asservierten MSCs gegeben. Wahrend des Auftauprozesses wurde die flissig
gewordene Zellsuspension bestandig abgesaugt, in das 50 ml-Réhrchen tberflhrt und
mit neuem Medium ausgetauscht, um das DMSO mdglichst schnell zu verdiinnen, da
es in hohen Konzentrationen zytotoxisch wirkt. Nachdem die Probe vollstéandig aufge-
taut war, wurden die Zellen pelletiert und im Anschluss ihre Zellzahl bestimmt (siehe
2.2.1). Analog zu dem Abschnitt ,Kultivierung von mesenchymalen Stromazellen®
(siehe 2.2.4) wurden die Zellen entsprechend ihrer Zellzahl ausgesat und in den fol-
genden Wochen expandiert. Dabei wurde eine Anzahl von mehr als vier Passagen
nicht Gberschritten. Bei einer komplett konfluenten MSC-Kultur in einer T175-Flasche
konnte eine Zellzahl von ca. 1 x 10° Zellen angenommen werden. D.h. pro Maus, die
transplantiert werden sollte, wurde eine T175-Flasche eingeplant. War absehbar, dass
die MSC-Kulturen in den nachsten zwei Tagen die gewlinschte Zellzahl erreicht haben
wurden, wurde umgehend damit begonnen, die Mause zu konditionieren (siehe 2.3.3).
Am Tag der intrafemoralen Transplantation wurden die MSCs geerntet (siehe 2.2.4).
Dabei wurden sie zusatzlich mit einem 100 puM-Zellsieb gefiltert, um spater Klumpen
im Transplantat zu vermeiden. Das resultierende Zellpellet wurde in DPBS aufgenom-
men. Nach der Bestimmung der Zellzahl wurden die MSCs vorerst auf Eis gestellt. Die
CD34+ Zellen wurden anschlie3end, wie zuvor die MSCs, in kaltem RPMI-1640-Me-
dium mit zusatzlich 10 % FKS, um das Pelletieren der Zellen zu unterstitzen, aufgetaut
und dann ihre Zellzahl bestimmt. Sobald beide Zellfraktionen geerntet bzw. aufgetaut
waren, wurden die Zellen in der entsprechenden Zellzahl auf sterile 1,5 ml-Zentrifu-
genréhrchen (Eppendorf, Best.-Nr. 0030123328) verteilt. Dabei wurde fir jedes zu
transplantierende Bein ein Réhrchen vorbreitet. Die fertig vorbreiteten Proben wurden
anschlieend auf Eis ins Tierhaus transportiert.
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2.2.7 Herstellung des 10x Erythrozytenlysepuffers

Zur Herstellung des Puffers zum Lysieren von Erythrozyten wurden folgende Substan-
zen abgewogen und anschlieend in 1 L destilliertem Wasser geldst:

Substanz Molare Konzentration Masse/Volumen fir 1 L
NH4ClI 1,55 M 82,91 g

NH4HCO3 0,1 M 791¢

0,5 M EDTA (pH 8,0) 1mM 2 ml

Der 10-fach-konzentrierte Puffer wurde bei Raumtemperatur gelagert. Zur Herstellung
der gebrauchsfertigen Losung wurde der Puffer 1:10 mit destilliertem Wasser ver-
dunnt, anschliel3end sterilfiltriert (Millipore, Best.-Nr. S2GPTO5RE) und bis zur Nut-
zung bei 4 °C im Kuhlschrank gelagert.

2.3 Tierexperimentelle Methoden
2.3.1 Versuchstiere

Flr diese Arbeit wurden Mause des Stammes NOD.Cg-Prkdcseid [12rgtmWil/Sz], besser
bekannt als ,NOD scid gamma“ (NSG), genutzt. NSG-Mause vereinen die Merkmale
des NOD/ShiLtJ-Stamms, der als Hintergrundstamm genutzt wurde und eine verrin-
gerte angeborene Immunitat besitzt (Shultz et al., 1995), sowie der Mutationen
Prkdcseid und 112rgtmWil, die die adaptive Immunantwort beeintrachtigen. Die Prkdcscid-
Mutation, allgemein bekannt als ,scid” (engl. severe combined immune deficiency) fur
,Sschwerer kombinierter Immundefekt®, fuhrt zu einem Mangel an reifen T- und B-Zellen
(Shultz et al., 1995). Die Mutation 112rg™Wil der Gammakette des Interleukin-2-Rezep-
tors (IL2rg) hat eine gestdrte Zytokinsignalubertragung und somit einen Mangel an
funktionellen NK-Zellen zur Folge (Shultz et al., 2005). Aufgrund ihrer schweren
Immundefizienz kbnnen NSG-Méause mittels Transplantation von humanen CD34+
hamatopoetischen Stammzellen humanisiert werden, um z.B. PDX-Modelle zu gene-
rieren. Die NSG-Méause wurden direkt von Jackson Laboratory (JAX) bezogen und in
den Tierhausern 21 und 111 des Zentrums fur Medizinische Forschung (ZMF) in Mann-
heim unter spezifisch pathogenfreien (SPF) Bedingungen gehalten und geziichtet. Das
Umsetzen der Mause und alle an ihnen vorgenommenen Eingriffe wurden stets unter
einer Sicherheitswerkbank durchgefuhrt. Fir alle Versuche wurden ausschlief3lich
weibliche NSG-Mause im Alter von 8-10 Wochen verwendet, da Weibchen ein signifi-
kant hoheres Engraftment von humanen hdmatopoietischen Stammzellen aufweisen
(Notta et al., 2010; Chevaleyre et al., 2013). Sobald die Tiere in den Versuch einge-
schlossen waren, wurden sie wdchentlich gewogen, um ihren Gesundheitsstatus zu
Uberwachen. Alle Tierexperimente wurden durch die Tierschutzkommission des Re-
gierungsprasidiums Karlsruhe gepruft und im Rahmen des Tierversuchsantrags G-
150/17 genehmigt.

2.3.2 Versuchsplan

Den 8- bis 10-wdchigen, weiblichen NSG-Méausen wurden zunachst, nach vorange-
gangener zweitagiger Konditionierung mit Busulfan (siehe 2.3.3), humane CD34+
Stammzellen und MSCs mittels intrafemoraler Transplantation (siehe 2.3.6) koinjiziert.
Nach 12 Wochen wurde mittels einer Knochenmarkpunktion (siehe 2.3.8) ermittelt, ob
das humane Transplantat angewachsen war. Erfolgreich transplantierte Mause wur-
den anschliel3end in zwei Gruppen aufgeteilt und entweder mit 50 mg/kg EPAG oder
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Vehikel fur insgesamt 18 Wochen behandelt (siehe 2.3.9). In zwei Dosiseskalations-
experimenten wurde nach 12 Wochen die verabreichte EPAG-Dosis auf 150 mg/kg fur
12 weitere Wochen erhoht. Innerhalb des Behandlungszeitraums von 18-24 Wochen
wurden die Mause alle zwei Wochen einer Blutentnahme (siehe 2.3.7) und alle sechs
Wochen einer Knochenmarkpunktion unterzogen. Das Versuchsende und damit die
Totung der Tiere (siehe 2.3.10) erfolgte 30-36 Wochen nach der intrafemoralen Trans-
plantation. Die Versuchsplane wurden in Abbildung 1A) und B) schematisch darge-
stellt.

A) Behandlung mit Elitrombopag/Vehikel

50 mg/kg/Tag

IR AR

!, r 11\ ;- ;- ;| | |
7 7/

12 18 24 30
Wochen

- =
=
-
i

B) Behandlung mit Elitrombopag/Vehikel

50 mg/kg/Tag 150 mg/kg/Tag

12 18 24 30 36
Wochen

‘ Konditionierung mit Busulfan * Knochenmarkpunktion 12 W. nach IF TX Knochenmarkpunktion (6-wochig)

* Intrafemorale Transplantation (IF TX) * Blutentnahme (2-wochig) * Totung

Abbildung 1: Tierexperimenteller Versuchsplan. A) 30-wochiger Versuchsplan inklusive
18-wochiger Behandlung mit 50 mg/kg EPAG pro Tag. B) 36-wochiger Versuchsplan inklusive
12-wochiger Behandlung mit 50 mg/kg EPAG pro Tag und anschlieRender 12-wdchiger Be-
handlung mit 150 mg/kg EPAG pro Tag.

2.3.3 Konditionierung

48 h und 24 h vor der intrafemoralen Transplantation (siehe 2.3.6) wurden die Mause
mittels Verabreichung von 25 mg/kg Korpergewicht des Chemotherapeutikums
Busulfan (Sigma Aldrich, Best-Nr. B2635) subletal konditioniert. Dazu wurden einer
20 g-schweren Maus 5 mg/ml Busulfan in 2 % DMSO in sterilem DPBS in einem In-
jektionsvolumen von 100 pl intraperitoneal appliziert. Dies hat die Ablation des murinen
Knochenmarks zur Folge, welches das Anwachsen der humanen Zellen in der murinen
Knochenmarknische unterstitzt (Robert-Richard et al. 2006; Hayakawa et al. 2009).

2.3.4 Analgesie

15 min vor den Eingriffen ,Intrafemorale Transplantation“ (2.3.6) und ,Knochen-
markpunktion® (2.3.8) erfolgte die Verabreichung von 5 mg/kg Kérpergewicht Car-
profen (Cayman Chemical, Best.-Nr. 16409). Dazu wurden einer 20 g-schweren Maus
0,5 mg/ml Carprofen in 2 % DMSO in sterilem DPBS in einem Injektionsvolumen von
200 pl subkutan appliziert.
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2.3.5 Inhalationsnarkose

Die Eingriffe ,Intrafemorale Transplantation“ (2.3.6), ,Blutentnahme® (2.3.7), ,Kno-
chenmarkpunktion® (2.3.8) und ,, Tétung der Tiere und Probenentnahme® (2.3.10) wur-
den alle unter einer Inhalationsnarkose mit 2,5 Vol.-% Isofluran (Baxter, PZN:
6497131) bei gleichzeitiger Gabe von reinem Sauerstoff mittels eines mobilen Tiernar-
kosegerats mit Isofluranverdampfer durchgefiihrt. Die Narkose wurde zunéchst in ei-
ner Kammer eingeleitet und fr die operativen Eingriffe anschlielRend aul3erhalb dieser
Kammer Uber einen Schlauch mit Nasenstlck aufrechterhalten.

2.3.6 Intrafemorale Transplantation

48 h und 24 h nach ihrer Konditionierung (siehe 2.3.3) wurde bei den Mausen die
intrafemorale Transplantation der humanen Zellen durchgefuhrt. Zu diesem Zweck
wurde den Mausen zunéchst das Schmerzmittel Carprofen (siehe 2.3.4) verabreicht
und sie anschlie3end in eine Isoflurannarkose (siehe 2.3.5) versetzt. In der Zwischen-
zeit wurden die vorbereiteten humanen Zellen (siehe 2.2.6) pelletiert. Das Zellpellet
wurde in 20 pl sterilem DPBS resuspendiert. AnschlieRend wurde der Spritzenstempel
aus einer sterilen 26G x ¥2"-Einwegspritze mit geringem Totvolumen (BD, Best.-Nr.
305501) herausgezogen und die Zellsuspension hineinpipettiert. Danach wurde der
Stempel wieder in die Spritze eingefuhrt und die Zellsuspension nach oben gescho-
ben. Dabei wurde darauf geachtet, dass sich keine Luftblasen in der Zellsuspension
und/oder Spritze befinden. Bis zur Injektion der Zellen wurde die Spritze auf Eis ge-
kuhlt. Die narkotisierten Mause wurden auf eine 37 °C-warme Heizplatte gelegt. Ihr
Fell wurde rund um das Knie und am Femur wegrasiert und die freigelegte Haut mit
Octenisept® (Schilke, Best.-Nr. 121418) desinfiziert. Zur Vorbereitung der Injektion
wurde das Femur zwischen Daumen und Zeigefinger der nicht-dominanten Hand ge-
nommen und senkrecht zum Untergrund aufgerichtet. Mit der dominanten Hand wurde
eine 26G x ¥2"-Kanile (BD, Best.-Nr. 303800) seitlich der Kniescheibe aufgesetzt und
unter rotierenden Bewegungen in das Femur gedreht. Dies diente zur Vorbohrung des
Injektionslochs, damit die Spritze mit der Zellsuspension beim Einfiihren in den Kno-
chen nicht verstopfen konnte. AnschlieRend wurde die vorbereitete Spritze mit der
Zellsuspension eingefiihrt und die humanen Zellen in das Femur injiziert.

2.3.7 Blutentnahme

Bei allen Versuchstieren erfolgte ab der 12. Woche nach der intrafemoralen Trans-
plantation (siehe 2.3.6) alle zwei Wochen bis zum Erreichen des Versuchsendpunkts
eine Blutentnahme. Zu diesem Zweck wurden die M&ause in eine Isoflurannarkose
(siehe 2.3.5) versetzt. Den narkotisierten Mausen wurde zunéchst durch Zurtickziehen
der Gesichtshaut die Gesichtsvene (Vena facialis) gestaut und diese dann mittels einer
sterilen Blutlanzette (Buddeberg, Best.-Nr. 9.409 820) mandibular, am Unterkiefer,
punktiert. Pro Blutentnahme wurden maximal 100 ul venéses Blut genommen. Dieses
wurde in EDTA-ROhrchen (Sarstedt, Best.-Nr. 20.1288) aufgefangen und sofort inver-
tiert, um eine Koagulation des Bluts zu verhindern. AnschlieBend wurde die Stauung
der Gesichtsvene aufgehoben und die Einstichstelle mit einer Mullkompresse (Loh-
mann & Rauscher, Best.-Nr. 13621) komprimiert, um die Blutung zu stoppen und ein
Hamatom zu vermeiden. Die Aufarbeitung der gewonnenen Blutproben ist unter
2.4.1.1 beschrieben.
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2.3.8 Knochenmarkpunktion

Bei allen Versuchstieren erfolgte ab der 12. Woche nach der intrafemoralen Trans-
plantation (siehe 2.3.6) alle sechs Wochen bis zum Erreichen des Versuchsendpunkts
eine Knochenmarkpunktion am rechten Bein, wobei die initiale Punktion der Uberprii-
fung des Anwachsens des humanen Transplantats diente. Zu diesem Zweck wurde
den Mausen zunéchst das Schmerzmittel Carprofen (siehe 2.3.4) verabreicht und sie
anschlieRend in eine Isoflurannarkose (siehe 2.3.5) versetzt. Den narkotisierten Mau-
sen wurde das Fell rund um das Knie und am Femur wegrasiert und die freigelegte
Haut mit Octenisept® desinfiziert. AnschlieRend wurde eine sterile 26G x %2"-Einweg-
spritze mit ca. 100 pl sterilem DPBS aufgezogen. Zum Einfiihren der Nadel wurde das
Femur zwischen Daumen und Zeigefinger der nicht-dominanten Hand genommen. Mit
der dominanten Hand wurde die Kantle seitlich der Kniescheibe aufgesetzt und unter
rotierenden Bewegungen in das Femur gedreht. Sobald sich die Nadel im Inneren des
Knochens befand, wurde das Knochenmark aspiriert. Die Spritze wurde anschliel3end
aus dem Knochen herausgezogen und in einem bereitgestellten, sterilen und mit
DPBS gefillten 1,5 ml-Zentrifugenrohrchen gespiilt. Die Aufarbeitung der gewonne-
nen Knochenmarkzellen ist unter 2.4.1.2 beschrieben.

2.3.9 Verabreichung von EPAG

Fir diese Arbeit wurde das Medikament EPAG von Novartis in Form eines Pulvers zur
Herstellung einer Suspension zum Einnehmen direkt zur Verfigung gestellt. Basierend
auf Daten der Publikation von Sun und Kollegen (Sun et al., 2012) wurde die initiale
EPAG-Konzentration auf 50 mg/kg pro Tag festgelegt. Diese wurde fiir zwei Experi-
mente nach einer Behandlungsdauer von 12 Wochen auf 150 mg/kg pro Tag fur 12
weitere Wochen erhoht. Die Behandlungsdauer betrug in der Regel 18 Wochen. Da-
von ausgenommen waren die beiden zuvor erwahnten Dosiseskalationsexperimente,
in denen sich die Behandlungsdauer auf insgesamt 24 Wochen belief. Den M&usen
wurde die Substanz tber das Trinkwasser verabreicht, zu dem alle Mause eines Kafigs
jederzeit Zugang hatten. Um sicherzustellen, dass jede Maus die tagliche Dosis von
50 mg/kg EPAG zu sich nimmt, betrug die eingesetzte Konzentration 375 pg/ml. Diese
Konzentration wurde unter folgenden Annahmen berechnet: Jede Maus trinkt taglich
etwa 4-8 ml Wasser (Bachmanov et al., 2002). Ausgehend von einer Tagesdosis von
50 mg/kg und einem maximalen Kdrpergewicht von 30 g pro Maus, wurde jede Maus
mit 1,5 mg/Tag behandelt. Um die Tagesdosis mit 4 ml Wasser decken zu kénnen,
musste die eingesetzte Konzentration 375 pg/ml betragen. Fur die Erhohung der Dosis
auf 150 mg/kg EPAG pro Tag, wurde die eingewogene Menge entsprechend ange-
passt. Die Suspensionslosung wurde dreimal wochentlich gewechselt, um einen
mikrobiellen Befall zu verhindern. Mause in der Vehikelgruppe erhielten weiterhin Was-
ser zum Trinken.

2.3.10 Tétung der Tiere und Probenentnahme

Die To6tung der Tiere erfolgte spatestens 36 Wochen nach der intrafemoralen Trans-
plantation (siehe 2.3.6). Dazu wurden die Mause unter Isoflurannarkose (siehe 2.3.5)
zunachst mittels mandibularer Blutentnahme (siehe 2.3.7) entblutet und anschlie3end
sofort mittels zervikaler Dislokation final get6tet. Danach wurden Oberarme, Brustbein,
Tibiae, Femora, Hiftknochen und Rickgrat sowie die Milz entnommen. Das Gewicht
der Milz wurde auf einer Feinwaage bestimmt. Um die Lange der Milz messen zu kon-
nen, wurde diese zusammen mit einem Lineal fotografiert. Anschlie3end wurde die
Milz und eine Tibia in einer 10 %igen Formalinldsung (Sigma-Aldrich, Best.-Nr.
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HT501128-4L) fixiert und asserviert. Die Aufarbeitung der anderen entnommenen Pro-
ben ist unter 2.4.1.3 beschrieben.

2.4 Zytometrische Methoden
2.4.1 Probenvorbereitung

2.4.1.1 Peripheres Blut

Im peripheren Blut, das mittels mandibularer Blutentnahme (siehe 2.3.7) alle zwei Wo-
chen einschliel3lich zum Endpunkt (siehe 2.3.10), entnommen wurde, wurde der Ge-
samthamoglobingehalt und die absolute Anzahl der humanen Thrombozyten durch-
flusszytometrisch bestimmt, letzteres wie bereits zuvor beschrieben (Schipper at al.,
2007). Dazu wurden ,Flow-Count Fluorospheres” Beads (Beckman Coulter, Best.-Nr.
7547053) 12 s gevortext und dann 25 pl der Beadsuspension in ein 1,5 ml-Zentrifu-
genrbhrchen pipettiert. Diese Suspension besitzt eine definierte, chargenspezifische
Beadkonzentration, die schlussendlich die absolute Quantifizierung der Thrombozyten
ermdglicht. Das Blut wurde zuné&chst resuspendiert, um nach langerem Stehen und
einem damit einhergehenden Sich-Absetzen der Zellen das Blut wieder zu homogeni-
sieren, und dann 12 pl fur das maschinelle Blutbild entnommen (siehe 2.4.2) und 25 pl
zu den Beads gegeben. Darauf wurden 250 pl des Erythrozytenlysepuffers hinzuge-
geben und fur 5 min inkubiert. Die Lysereaktion wurde anschlielend mit 250 pl DPBS
abgestoppt und die Probe bei 400 x g und Raumtemperatur flr 5 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml-Zentrifugenréhrchen tberfiihrt und bei 2000 x g
und 4 °C fur 15 min zentrifugiert, um Plasma abzutrennen. Das Plasma wurde oberhalb
des Zellpellets abgenommen, auf zwei frische 1,5 ml-Zentrifugenrdhrchen aufgeteilt
und anschliel3end bei -80 C asserviert, um spater fur den murinen TPO-ELISA genutzt
zu werden (siehe 2.8.2). Die Farbung der Zellen ist unter 2.4.3.1 beschrieben.

2.4.1.2 Knochenmarkaspirate

Die alle sechs Wochen aspirierten Knochenmarkproben (siehe 2.3.8) wurden genutzt,
um den Prozentsatz der humanen Zellen im Verlauf des Experiments zu verfolgen und
humane CD45+ Zellen daraus zu sortieren. Dazu wurde das in DPBS aufgenommene
Knochenmark zusétzlich mit ein paar Tropfen FKS versetzt, invertiert und anschlie-
Rend pelletiert. Um den Zellverlust bei den Knochenmarkaspiraten moglichst gering zu
halten, wurden diese keiner Erythrozytenlyse unterzogen. Die Farbung der Zellen ist
unter 2.4.3.2 beschrieben.

2.4.1.3 Gesamtknochenmark

Die zum Endpunkt (siehe 2.3.10) entnommenen Oberarme, Tibiae, Femora, Huftkno-
chen sowie Brustbein und Ruckgrat wurden von Muskeln und Sehnen befreit. Das
Ruckgrat wurde zudem in kleine Stiicke gebrochen, um das darin enthaltene Ricken-
mark zu entfernen. Die Knochen wurden anschlie3end mittels St63el in einem Mérser
zusammen mit ca. 5 ml DPBS zerkleinert. Die entstehende Zellsuspension wurde tber
ein 100 uM-Zellsieb in ein 50 mI-R6hrchen tberfuhrt. Dieser Vorgang wurde zweimal
wiederholt. Die Zellen wurden anschlieBend pelletiert, der Uberstand dekantiert und
das Pellet dann in 5 ml Erythrozytenlysepuffer resuspendiert und fur 7 min auf Eis
inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurde mit DPBS abgestoppt und die Zellen erneut pel-
letiert. Die Farbung der Zellen ist unter 2.4.3.3 beschrieben.
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2.4.2 Maschinelles Blutbild

Mittels eines ABX Micros 60 Hamatologie-Analysegerats (HORIBA) wurde ein maschi-
nelles Blutbild erstellt, um den Gesamthamoglobingehalt in den alle zwei Wochen und
zum Endpunkt entnommenen Blutproben (siehe 2.3.7 und 2.3.10) zu bestimmen. Zu
diesem Zweck wurden 12 pl PDX-Vollblut eingesetzt.

2.4.3 Fluoreszenzfarbung

Fur alle Proben wurde das humane und murine (Miltenyi Biotec, Best.-Nr. 130-092-
575) FcR-Block-Reagenz in einer Verdinnung von 1:10 bzw. 1:20 benutzt. Alle Details
zu den in diesem Abschnitt genutzten Antikorpern sind in Tabelle 7 einzusehen. Diese
wurden zuvor titriert und alle in einer Verdiinnung von 1:100 eingesetzt. Fur jede Far-
bung wurde eine ungeféarbte Kontrolle, die nur mit humanem und murinem FcR-Block-
Reagenz behandelt wurde, mitgefihrt.

2.4.3.1 Peripheres Blut

Zur Farbung der humanen und murinen Thrombozyten im peripheren Blut wurde ein
Mastermix bestehend aus selbsthergestelltem FACS-Puffer (siehe 2.4.3.4), humanem
und murinem FcR-Block-Reagenz, sowie dem humanen (hCD41) und murinen CD41
(mCD41)-Antikorper hergestellt. Jedes Zellpellet wurde in einem Volumen von 100 pl
aufgenommen, in FACS-Ro6hrchen mit Deckel (Corning, Best.-Nr. 352054) Uberfuhrt
und dann im Kuhlschrank fur 30 min inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurde die Féarbe-
reaktion mit “CellWASH”-Puffer (BD, Best.-Nr. 349524) abgestoppt und die Zellen pel-
letiert. Der Uberstand wurde anschlieBend dekantiert und die Proben bis zur Messung
auf Eis gestellt.

2.4.3.2 Knochenmarkaspirate

Zur Farbung der humanen und murinen Leukozyten im Knochenmark wurde ein Mas-
termix bestehend aus selbsthergestelltem FACS-Puffer, humanem und murinem FcR-
Block-Reagenz, sowie dem humanen und murinen CD45-Antikdrper hergestellt. Die
Zellpellets wurden in einem Volumen von 100 pl aufgenommen und wie unter 2.4.3.1
weiterprozessiert.

2.4.3.3 Gesamtknochenmark

Zur Farbung des Gesamtknochenmarks wurde das Zellpellet zunachst in 500 pl FACS-
Puffer aufgenommen und humanes und murines FcR-Block-Reagenz dazugegeben.
Fir die beiden Farbungen, die nur zur Analyse dienten, néamlich
hCD45/mCD45/hCD34 und hCD45/mCD45/hCD3/hCD19/hCD33, wurden je 25 pl
Zellsuspension pro PDX entnommen und mit 100 pl Antikdrpermix geféarbt. Der Rest
der Zellen wurde zum Sortieren humaner Zellen genutzt. Dazu wurde die Proben je
nach Experiment entweder komplett mit hCD45 und mCD45 gefarbt oder die Proben
aufgeteilt und die andere Halfte zusatzlich mit hCD45/mCD45/hCD61 gefarbt. Das Far-
bungsprotokoll ist 2.4.3 zu entnehmen.

2.4.3.4 Herstellung des FACS-Puffers

Zur Herstellung des FACS-Puffers fur die Durchflusszytometrie wurden 4 ml BSA und
10 ml einer 2 % Natriumazid (NaNs)-Losung, hergestellt aus 1 g NaNs in 50 ml destil-
liertem Wasser, zu 1 L DPBS gegeben. Der Puffer wurde anschliel3end auf einen pH-
Wert von 7,4 eingestellt, sterilfiltriert und bis zur Nutzung bei 4 °C im Kihlschrank ge-
lagert.
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2.4.4 Durchflusszytometrische Messung

2.4.4.1 Peripheres Blut

Die Messung der Thrombozyten erfolgte an einem ,BD FACSCanto™ |1 Durchflusszy-
tometer (BD) in der Core Facility ,FlowCore Mannheim®. Dabei wurde in der SSC-
A/FSC-A-Darstellung ein ,Stopping Gate“ auf das ,Gate” mit den Beads gelegt und in
diesem fur jede Probe 5.000 Ereignisse, auch ,Events®, aufgenommen, um die spatere
absolute Quantifizierung der Thrombozyten zu ermdglichen.

2.4.4.2 Knochenmark

Alle Knochenmarkproben, einschliel3lich der Negativkontrollen, wurden vor der Ana-
lyse in selbsthergestelltem Sortpuffer (siehe 2.4.4.3), versetzt mit dem Farbstoff
»SYTOX Blue“ (Invitrogen, Best.-Nr. S34857) im Verhaltnis 1:2000, zur spateren Dis-
kriminierung von toten Zellen, aufgenommen. Vor der eigentlichen Messung wurden
alle Proben in ein neues FACS-Tube mit aufgesetztem 35 uM-Zellsieb (Corning, Best.-
Nr. 352235) Uberfuhrt, da Knochenmark zur Klumpenbildung neigt. Die Messung der
Proben erfolgte an einem ,BD FACSAria Il der in der ,FlowCore Mannheim® genutzt
wurde, und einem ,BD FACSMelody“ Zellsortierer (BD). Dabei wurden fur jede Probe
insgesamt 100.000 Events aufgenommen.

2.4.4.3 Herstellung des Sortpuffers

Zur Herstellung des Sortpuffers fir die Zellsortierung wurden 4 ml 0,5 M EDTA, 10 ml
hitzeinaktiviertes FKS und 10 ml 1 M HEPES zu 1 L HBSS gegeben. Der Puffer wurde
anschlieRend sterilfiltriert und bis zur Nutzung bei 4 °C im Kuhlschrank gelagert.

2.4.5 Zellsortierung

Zur Gewinnung von DNA und RNA (siehe 2.5.1) wurden aus den PDX-Knochenmark-
proben verschiedene Zellfraktionen sortiert. Aus den Knochenmarkaspiraten (siehe
2.4.3.2) wurden humane CD45+ Zellen und aus dem Knochenmark vom Endpunkt
(siehe 2.4.3.3) wurden sowohl humane CD45+, als auch humane CD45+CD61+ Zellen
sortiert. Der Sortiervorgang erfolgte an den Zellsortierern ,BD FACSAria II“ und dem
,BD FACSMelody“. Abhangig vom Anteil des humanen Chiméarismus in den PDX-Mau-
sen wurden bei einem hohen Anteil der jeweiligen Zellfraktion die Zellen erst in ein mit
350 ul Sortpuffer gefllltes DNA LoBind® 1,5 ml-Rdéhrchen (Eppendorf, Best.-Nr.
0030108051) sortiert. Nach Beendigung des Sortiervorgangs wurde dieses Rohrchen
bei 700 x g fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand anschlieRend abgenommen und das
Zellpellet in 350 pl RLT Plus-Puffer unter mehrmaligem Vortexen lysiert. Bei einem
niedrigen Anteil an humanen Zellen in der Maus wurden die Zellen direkt in 350 pl RLT
Plus-Puffer sortiert. Falls moglich wurden mindestens 250.000 Zellen sortiert, um eine
gute Ausbeute an DNA und RNA zu garantieren. Die RLT Plus-Proben wurden bis zu
ihrer Aufarbeitung bei -80 °C gelagert. Knochenmarkproben, die nicht vollstandig sor-
tiert wurden, wurden im Anschluss viabel asserviert (siehe 2.2.5).

2.4.6 Auswertung

Die akquirierten durchflusszytometrischen Daten wurden mittels der Software
.FlowJo™* (BD) ausgewertet. Die angegebenen Zellzahlen bzw. Prozentsatze bezie-
hen sich auf die Ergebnisse nach Doublettenausschluss sowie, im Fall von Knochen-
markproben, nach Ausschluss der toten Zellen. Der prozentuale Anteil des humanen
Chimarismus in den PDX-Mausen wurde dabei wie folgt berechnet:
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Prozentsatz der humanen CD45+ Zellen
Prozentsatz der humanen und murinen CD45+ Zellen

x 100

Die absolute Quantifizierung der humanen bzw. murinen Thrombozyten pro Mikroliter
Blut erfolgte gemaR den Angaben des Herstellers mittels folgender Formel:

Anzahl der gemessenen CD41+ Thrombozyten

Anzahl der gemessenen Beads x Definierte Anzahl an Beads/l

Tabelle 7: Auflistung der flr die Durchflusszytometrie verwendeten Antikérper.

Antigen Fluorophor Klon Hersteller Best.-Nr.
CD3, human PerCP-Cy5.5 UCHT1 BD Biosciences 560835
CD19, human FITC HIB19 BD Biosciences 555412
CD33, human APC WM53 Biolegend 303407
CD34, human FITC 561 Biolegend 343603
CD41, human PE HIP8 Biolegend 303705
CD41, murin APC/Cy7 MWReg30 Biolegend 133927
CD45, human PE HI30 BD Biosciences 560975
CD45, murin APC/Cy7 30-F11 Biolegend 103115
CD61, human APC VI-PL2 Biolegend 336411

2.5 Molekularbiologische Methoden
2.5.1 DNA-und RNA-Aufarbeitung

Bei den in diesem Abschnitt aufgefuihrten Protokollen handelt es sich um Standardpro-
tokolle des Herstellers, die an mehreren Stellen optimiert wurden. Eluierte RNA wurde
sofort auf Eis gestellt und anschlieBend bei -80 °C weggefroren, eluierte DNA wurde
bei -20 °C eingelagert.

2.5.1.1 RNA aus MNCs, CD34+ und sortierten Zellen

Zum Isolieren von RNA und DNA aus MNCs (siehe 2.2.2) und CD34+ Zellen (siehe
2.2.3) aus Patientenproben sowie den sortierten humanen CD45+ und CD61+ Zellen
(siehe 2.4.5) aus PDX-Proben wurden das ,AllPrep DNA/RNA Mini“ Kit (QIAGEN,
Best.-Nr. 80204) und das ,AllPrep DNA/RNA Micro“ Kit (QIAGEN, Best.-Nr. 80284)
genutzt. Falls nicht anderweitig definiert, erfolgten die Zentrifugationsschritte bei
10.000 rpm fr 30 s. Zunachst wurden die RNAprotect®- und RLT Plus-Proben auf Eis
aufgetaut. Die RNAprotect®-Proben wurden anschlieRend gut gevortext und bei
8.000 rpm fur 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, das Pellet in
600 ul RLT Plus-Puffer aufgenommen und die Probe abermals gut gevortext bis das
Pellet vollstandig gelost war. Fur den Fall, dass mehr als 1 x 108 Zellen lysiert wurden,
wurde die Probe auf eine QlAshredder-Saule (QIAGEN, Best.Nr. 79654) gegeben und
bei hochstmoglicher Geschwindigkeit flr 2 min zentrifugiert. Der Durchfluss bzw. die
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RLT Plus-Proben mit geringerer Zellzahl wurden dann auf eine AllPrep DNA-Saule (in
den Kits enthalten) gegeben und zentrifugiert. Die S&ule wurde dann auf ein neues
Auffangréhrchen (i.F. ,Collection Tube®), gesetzt und zur Seite gestellt, um daraus im
Anschluss DNA zu isolieren (siehe 2.5.1.2). Der Durchfluss wurde mit dem 1,5-fachen
Volumen an 100 % Ethanol (Merck, Best.-Nr. 1.00983) versetzt und durch mehrmali-
ges Auf- und Abpipettieren gut gemischt. Maximal 700 pl des Gemischs wurde bei
einer Zellzahl groRer als 5 x 10° Zellen auf eine RNeasy Mini-Saule (Teil des AllPrep
DNA/RNA Mini Kits), bei einer geringeren Zellzahl auf eine RNeasy MinElute-S&aule
(Teil des AllPrep DNA/RNA Micro Kits) gegeben und zentrifugiert. Der Durchfluss
wurde verworfen und der Schritt mit dem Restvolumen des Durchfluss-Ethanol-Ge-
mischs wiederholt. Die Saule wurde dann nacheinander mit 700 pul RWT-Puffer (QI-
AGEN, Best.-Nr. 1067933) und 500 pl RPE-Puffer (in den Kits enthalten) gewaschen,
jeweils bei 10.000 rpm fur 30 s zentrifugiert und die Saule in ein neues Collection Tube
gesetzt. Auf eine RNeasy Mini-Saule wurden darauf weitere 500 pl RPE-Puffer, auf
eine RNeasy MinElute-Saule 500 ul 80 % Ethanol gegeben und bei 10.000 rpm flr 2
min zentrifugiert. Dann wurde die Saule in ein neues Collection Tube gesetzt und im
Falle einer RNeasy Mini-Saule fir 1 min und bei einer RNeasy MinElute-Saule fir 5
min bei offenem Deckel und héchstmoglicher Geschwindigkeit zentrifugiert, um diese
zu trocknen. Zur Elution der RNA wurde die Saule auf ein 1,5 ml-Zentrifugenréhrchen
gesetzt und auf eine RNeasy Mini-Saule 30 pl und auf eine RNeasy MinElute-Saule
14 ul RNase-freies Wasser (in den Kits enthalten) pipettiert und bei héchstmdglicher
Geschwindigkeit fur 1 min zentrifugiert.

2.5.1.2 DNA aus MNCs, CD34+ und sortierten Zellen

Zur Isolation der DNA wurde die AllPrep DNA-Saule (siehe 2.5.1.1) zunachst mit
500 pl AW1-Puffer (in den Kits enthalten) gewaschen, bei 10.000 rpm ftur 30 s zentri-
fugiert und die Saule in ein neues Collection Tube gesetzt. Danach wurde auf die Saule
500 ul AW2-Puffer (in den Kits enthalten) gegeben und diese bei hochstmoglicher Ge-
schwindigkeit fir 2 min zentrifugiert. Die Saule wurde dann auf ein neues Collection
Tube gesetzt und bei h6chstmaoglicher Geschwindigkeit fir 1 min trockenzentrifugiert.
Im Anschluss wurde die Saule auf ein DNA LoBind® 1,5 ml-Réhrchen gesetzt. Die
DNA wurde je nach Zellzahl unterschiedlich oft und in unterschiedlichen Volumina EB-
Puffer eluiert:

<1 x 10° Zellen 3 x 30l
1 x 10°-1 x 106 Zellen 3 x50 pl
>1 x 108 Zellen 2 x 100 pl

Zur Elution wurde der EB-Puffer (in den Kits enthalten) auf dem Heizblock zuvor auf
70 °C erwarmt, dann in dem entsprechenden Volumen auf die Saule gegeben und
diese anschlieRend bei 70 °C fur 5 min auf dem Heizblock inkubiert. Danach wurde die
S&ule bei 10.000 rpm fur 1 min zentrifugiert.

2.5.1.3 RNA aus MSCs

Zum Isolieren von RNA aus MSCs (siehe 2.2.4) wurden das ,RNeasy Micro“ Kit
(QIAGEN, Best.-Nr. 74004) genutzt. Die Arbeitsschritte erfolgten bis auf geringe Ab-
weichungen analog zur Isolation von RNA aus MNCs, CD34+ und sortierten Zellen
(siehe 2.5.1.1). Die in RNAProtect®-Puffer aufgenommen Zellen wurden in RLT-Puffer
(im Kit enthalten) aufgenommen. Dabei wurden bei einer Zellzahl groRer als 5 x 10°
Zellen 600 pl RLT-Puffer, bei einer geringeren Zellzahl 350 pl RLT-Puffer eingesetzt.
Das Durchfluss-Ethanol-Gemisch wurde bei einer Zellzahl gréRer als 1 x 10° auf eine
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RNeasy Mini-Saule (Teil des AllPrep DNA/RNA Mini Kit), bei einer geringeren Zellzahl
auf eine RNeasy MinElute-Saule (im Kit enthalten) gegeben.

2.5.1.4 DNA aus MSCs

Zur Isolation von DNA aus MSCs (siehe 2.2.4) wurde das ,QlAamp DNA Mini“ Kit
(QIAGEN, Best.-Nr. 51304) genutzt. Zunachst wurden die ATL-Proben auf Eis aufge-
taut. Danach wurden 20 pl Proteinase K (im Kit enthalten) zur Probe gegeben und bei
56 °C fur 10 min auf dem Heizblock inkubiert. Der Heizblock wurde danach auf 70 °C
hochgestellt. Zur Probe wurden im Anschluss 4 ul RNase A (QIAGEN, Best.-Nr.
158922) gegeben, diese flr 15 s gevortext und 2 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Dann wurden 200 pl AL-Puffer (im Kit enthalten) dazupipettiert, die Probe kurz gevor-
text und dann bei 70 °C fur 1 min inkubiert. Danach wurden 100 % Ethanol zu der
Probe hinzugegeben, diese gevortext und kurz zentrifugiert. AnschlieRend wurde das
Gemisch auf eine QIAamp MinElute-Saule (im Kit enthalten) pipettiert, diese bei
8.000 rpm fur 1 min zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Dann wurden 500 pl
AW1-Puffer auf die Saule gegeben, diese bei 8.000 rpm fiir 1 min zentrifugiert und der
Durchfluss verworfen. Danach wurden 500 ul AW2-Puffer auf die Saule gegeben,
diese bei héchstmoglicher Geschwindigkeit zentrifugiert und die Saule anschlieRend
in ein neues Collection Tube gesteckt. Zum Trocken wurde die Séule bei hochstmdg-
licher Geschwindigkeit fir 1 min zentrifugiert. Im Anschluss wurde die Saule auf ein
DNA LoBind® 1,5 mI-Rohrchen gesetzt. Zur Elution der DNA wurden 50 pl EB-Puffer
(Teil des AllPrep DNA/RNA Mini Kit), der zuvor auf 70 °C erhitzt wurde, auf die Saule
gegeben. Die Saule wurde dann bei 70 °C fur 5 min auf dem Heizblock inkubiert, bevor
sie bei 8.000 rpm fur 1 min zentrifugiert wurden. Der Elutionsschritt wurde zweimal
wiederholt.

2.5.2 DNA- und RNA-Messung

Die Konzentration der isolierten RNA (siehe 2.5.1.1 und 2.5.1.3) wurde an einem
NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific) gemessen. Die Konzentra-
tion der isolierten DNA (siehe 2.5.1.2 und 2.5.1.4) wurde mittels des ,Quant-iT™ Pico-
Green™ dsDNA Assay” Kit (Invitrogen, Best.-Nr. P11496) bestimmt. Dazu wurden fur
die DNA-Standardreihe folgender Konzentrationsbereich gewahlt: 50 — 25 — 12,5 —
6,25 — 3,13 — 1,56 — 0,78 ng/ul. Eine zweifachkonzentrierte Standardreihe wurde aus
DNA-Standard und TE-Puffer hergestellt und davon je 50 ul in eine schwarze 96-Well-
Half-Area-Mikroplatte (Greiner Bio-One, Best.-Nr. 675946) pipettiert. Von den Proben
wurde je 1 pl DNA eingesetzt und diese mit 49 ul TE-Puffer verdinnt. Die Standard-
reihe und alle Proben wurden mindestens in Duplikaten gemessen. Das Quant-iT™
PicoGreen® dsDNA-Reagenz wurde 1:200 mit TE-Puffer verdiinnt, in ein 5 ml-Reser-
voir (Biozym, Best.-Nr. 675020) gekippt und dann davon je 50 pl mit einer Mehrkanal-
pipette in jedes Well pipettiert und mehrfach resuspendiert. Der Assay wurde anschlie-
Rend bei einer Wellenlange von 535 nm mit dem Plattenlesegerat ,Tecan Infinite 200
PRO 8 (Tecan Group Ltd.) gemessen. Die Erstellung der Standardgerade sowie die
Auswertung der Ergebnisse erfolgten in Microsoft Excel (Microsoft Corporation).

2.5.3 Aufkonzentrierung der DNA

Fur die Gesamt-Exom-Sequenzierung (siehe 2.5.4) wurde eine DNA-Menge von
150 ng in einem maximalen Volumen von 30 pl angestrebt also eine DNA-Konzentra-
tion von mindestens 5 ng/pl pro Probe. Proben, die diese Konzentration nicht erreich-
ten, wurden mittels ,AMPure XP“-Beads (Beckman Coulter, Best.-Nr. A63881) aufkon-
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zentriert. Bei sehr geringen Konzentrationen wurden zwei oder alle DNA-Elutionen ei-
ner Probe vereint. Dazu wurden die Beads 30 min vor Beginn aus dem Kuhlschrank
genommen, um auf Raumtemperatur zu kommen, und im Anschluss mehrfach gut ge-
vortext. Die DNA und die Beads wurden dann in einem Verhaltnis von 1:1 in eine U-
Bottom-Mirkroplatte (Greiner Bio-One, Best.-Nr. 650101) gegeben, durch mindestens
10-faches Auf- und Abpipettieren gut gemischt und fur 10 min inkubiert. Danach wurde
die Platte fir 5 min auf einem Plattenmagnetstander inkubiert. Der Uberstand wurde
anschlie3end vorsichtig abgenommen und das gebildete Bead- Pellet mit 100 ul 80
% Ethanol zweimal fir 30 s gewaschen. Das Pellet wurde dann zum Trocknen etwa
fur 5 min stehengelassen, damit das Ethanol verdampft. Die Platte wurde vom Mag-
netstander heruntergenommen, das Pellet in einem geeigneten Volumen RNase-
freiem Wasser aufgenommen und fur 5 min inkubiert. AnschlieRend wurde die Platte
erneut auf den Magnetstander gestellt und far 5 min inkubiert. Schlie3lich wurde das
DNA-Eluat aus der Platte in ein frisches 1,5 ml-Zentrifugenréhrchen tberfihrt.

2.5.4 Gesamt-Exom-Sequenzierung

Fiur die Gesamt-Exom-Sequenzierung wurden, sofern moglich, 150 ng genomische
DNA aus Patienten-MSCs und -MNCs bzw. CD34+ Zellen, und sortierten humanen
CD45+ Zellen (siehe 2.5.1.2 und 2.5.1.4) an das Munchener Leukéamie Labor (MLL)
geschickt. Dort wurde die Bibliotheksvorbereitung (engl. library prep) der DNA mit dem
.Nextera™ Flex for Enrichment® Kit (Illumina) unter der Verwendung von eindeutigen,
doppelten Indizes (engl. unique dual indices) durchgefiihrt. Die generierte Insertgréf3e
betrug 180 Basenpaare. Die Anreicherung (engl. enrichment) der zu sequenzierenden
DNA-Bereiche erfolgt mit dem ,Hybridization capture“-Protokoll (IDT), inklusive dem
XGen Exome Research“-Panel. Bei PDX-Proben mit DNA-Mengen kleiner als 50 ng
wurden die PCR-Zyklen wahrend dem Capture gemaf dem Protokoll des Herstellers
von 9 auf 12 erh6ht. Die Sequenzierung der Bibliothek erfolgt mit einer mittleren Ziel-
coverage von 120 x auf einem ,NovaSeq 6000 System“ Sequenzierautomaten mit S4-
Flusszelle (engl. flow cell) (lllumina). Die Rohsequenzierungsdaten wurden anschlie-
Rend Uber eine Cloud zur Verfigung gestellt.

2.5.5 Sanger-Sequenzierung

Die Validierung der patientenspezifischen Mutationen von Patient P04, die wahrend
der Analyse der Gesamt-Exom-Sequenzierung (siehe 2.6.1) detektiert wurden, in der
DNA der sortierten hCD45+ und hCD45+hCD61+ Zellen (siehe 2.4.5) erfolgte mittels
Sanger-Sequenzierung. Dazu wurden zunéchst Primerpaare mittels des Webtools
Primer3 (https://primer3.ut.ee) (Kéressaar und Remm, 2007; Untergasser et al., 2012;
Koressaar et al., 2018) fur die folgenden Mutationen designet: ASXL1-Q561X,
RUNX1-T196fs, SRSF2-P95H und TET2-H1904Q. Alle Primersequenzen sind in
Tabelle 8 aufgelistet. Die PCR-Reaktion wurde mittels des ,FastStart™ High Fidelity
PCR-System, dNTPack” Kits (Roche, Best.-Nr. 4738284001) nach Angaben des Her-
stellers angesetzt und in eine 96-Well-PCR-Mikroplatte (Sarstedt, Best.-Nr.
72.1978.202), die mit einer PCR-Klebefolie versiegelt wurde (neolLab, Best.-Nr. 7-
5212), tberfuhrt. Zur Optimierung der SRSF2-PCR wurden zusétzlich 10 % DMSO zur
Reaktion hinzugefugt. Zur Amplifikation wurde eine ,Mastercycler X50s“ PCR-Ma-
schine (Eppendorf) und das folgende Touchdown-PCR-Programm genutzt:
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Schritt Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 95 °C 2 min
Denaturierung 95 °C 30s
Primerhybridisierung 63 °C 30s
2%'?('2?' (05 °C je Zyklus
bis auf 53 °C)
Elongation 72 °C 1,5 min
Denaturierung 95 °C 30s
3%';'(;5' Primerhybridisierung 53 °C 30s
Elongation 72 °C 1,5 min
Finale Elongation 72 °C 7 min
Halten 10 °C o0

Die Funktionalitat der Primer wurde mittels Auftragens auf ein 2 % Agarosegel getes-
tet. Zum GielR3en des Gels wurden 2 g Agarosepulver (Biozym, Best.-Nr. 840001) in
100 ml TBE-Puffer (AppliChem, Best.-Nr. A3945) in der Mikrowelle aufgekocht und mit
5 ul ROTI®GelStain (Roth, Best.-Nr. 3865.1) versetzt. Anschliel3end wurden 2 ul PCR-
Produkt mit 2 ul ,6X Orange“-DNA-Ladefarbe (Thermo Scientific, Best.-Nr. R0631) und
8 ul RNasefreiem Wasser gemischt und zusammen mit 2 pl ,O'GeneRuler 1 kb“-DNA-
Leiter (Thermo Scientific, Best.-Nr. SM1163) auf das Gel geladen. Die Banden auf dem
Gel wurden schlief3lich mit einem ChemiDoc XRS+ Imager (Biorad) visualisiert. Die
PCR-Produkte wurden im Anschluss mit dem QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN,
Best.-Nr. 28104) nach Angaben des Herstellers aufgereinigt und die DNA mit 30 pl
RNase-freiem Wasser eluiert. Die DNA-Konzentration der aufgereinigten PCR-Pro-
dukte wurde mittels NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer gemessen. Pro Sequen-
zieransatz wurden bei einer PCR-Produkt-Gréf3e von 300-1000 bp 75 ng DNA in einem
Volumen von 15 pl, d.h. einer DNA-Konzentration von 5 ng/ul, und 2 pl Primer in einer
Konzentration von 10 uM bendtigt. Fur jedes PCR-Produkt wurde dabei je ein Ansatz
mit dem dazugehdrigen Vorwarts- und Rickwarts-Primer hergestellt. Die Proben wur-
den schliel3lich zum Sequenzieren zu Eurofins Genomics (Ebersberg) geschickt.

Tabelle 8: Auflistung der Primersequenzen die fiir die Sanger-Sequenzierung (siehe
2.5.5) genutzt wurden.

Gen (Mutation) Primersequenz (5> 3) ProduktgroRRe
ASXL1 vorwarts GTTGAGTCTGTGGCTTCTCG 432 bp
(p.Q561X) rickwarts TCTCACTAAACTTGAAGGCTGTC

RUNX1 vorwarts GCCAAAATTCCGGGAGTGTT 510 bp
(p.T196fs) rickwarts TGCTGCCCTGAATGGTTCTA

SRSF2 vorwarts GGCCGCCACTCAGAGCTA 461 bp
(p.P95H) rickwérts CTTCGCCGCGGACCTTTG

TET2 vorwarts AGGACAACGATGAGGTCTGG 409 bp
(p-H1904Q) rickwérts GACATGGTCCTTTCGGCAAG
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2.5.6 cDNA-Synthese

Fur die quantitative PCR (siehe 2.5.7) wurden, sofern moglich, 1 pg RNA von MNCs,
MSCs und sortierten humanen CD45+ Zellen (siehe 2.5.1.1 und 2.5.1.3) mittels des
»,QuantiTect Reverse Transcription“ Kit (QIAGEN, Best.-Nr. 205311) gemal3 dem Pro-
tokoll des Herstellers in cDNA umgeschrieben. Anschlieend wurden die cDNA-Pro-
ben aus Patientenmaterial 1:10 und jene aus PDX-Material 1:3 mit RNase-freiem Was-
ser verdunnt.

2.5.7 Quantitative PCR

Zur Bestimmung des mRNA-Expressionslevels der Gene S100A8, S100A9, CASP1
und NLRP3 wurde eine Reverse Transkriptase-quantitative PCR (RT-gPCR) mittels
der zuvor hergestellten cDNA von MNCs, MSCs und sortierten humanen CD45+ Zel-
len (siehe 2.5.6) durchgefuihrt. GUSB wurde dabei als Haushaltsgen genutzt. Dazu
wurden zunachst die Primerpaare mittels des Webtools ,Primer-BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi) (Ye et al, 2012) des
»,National Center for Biotechnology Information (NCBI) designet. Dabei wurde darauf
geachtet, dass zwischen den Primern ein mindestens 1000 basenpaarlanges Intron
lag und/oder mindestens einer der Primer zwei Exons Uberspannte. Als Referenz
diente die in der NCBI-Datenbank hinterlegte Transkriptsequenz des entsprechenden
Gens:

Gen NCBI-Referenzsequenz
S100A8 NM_002964.5

S100A9 NM_002965.4

CASP1 NM_001257118.3
NLRP3 NM_001243133.2

GUSB NM_000181.4

Alle Primersequenzen sind in Tabelle 9 aufgelistet. Die gPCR-Reaktion wurde mittels
des ,LightCycler® 480 SYBR Green | Master‘-Reaktionsmix (Roche, Best.-Nr.
04707516001) nach Angaben des Herstellers angesetzt und in eine 96-Well-gPCR-
Mikroplatte (Roche, Best.-Nr. 04729692001), die mit einer gPCR-Klebefolie versiegelt
wurde (Sarstedt, Best.-Nr. 951.994), Gberfuhrt. Alle Proben wurden in Triplikaten ana-
lysiert. Die RT-gPCR wurde auf einem ,LightCycler® 480 |I“-System (Roche) durchge-
fuhrt. Dazu wurde das folgende Programm genutzt:

Schritt Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 95 °C 10 min

Denaturierung 95 °C 30s

4; EEE Primerhybridisierung 60 °C 30s

y Elongation 72 °C 30s

Die relative Quantifizierung des mRNA-Expressionslevels erfolgte mittels der soge-
nannten Delta-Delta-Ct-Methode (Livak und Schmittgen, 2001) unter Nutzung von zu-
vor gemittelten Ct-Werten.
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Tabelle 9: Auflistung der Primersequenzen die fur die quantitative PCR (siehe 2.5.7) ge-
nutzt wurden.

Gen Primersequenz (5‘2>3) ProduktgrofRe

S100A8 vorwarts TGTCTTTCAGAAGACCTGGTGG 199 bp
rickwarts GACGTCTGCACCCTTTTTCC

S100A9 vorwarts CTGCAAAATTTTCTCAAGAAGGAGA 160 bp
rickwarts CACCCTCGTGCATCTTCTCG

CASP1 vorwarts GAAAAGCCATGGCCGACAAG 189 bp
rickwarts CGGAGTCAATCAAAGCTCGG

NLRP3 vorwarts ATGTGGGGGAGAATGCCTTG 199 bp
rickwarts TTGTCTCCGAGAGTGTTGCC

GUSB vorwarts CCTGCGTCCCACCTAGAATC 188 bp

rackwarts AGGTGCCCGTAGTCGTGATA

2.6 Bioinformatische Methoden
2.6.1 Bioinformatische Pipeline

Zum Bestimmen von somatischen Mutationen in den Patienten- und PDX-Proben wur-
den die Rohsequenzierungsdaten im FASTQ-Format (siehe 2.5.4) mittels einer bereits
zuvor etablierten bioinformatischen Pipeline (Mossner et al., 2016) analysiert. Dazu
wurden die Daten der einzelnen, sequenzierten DNA-Fragmente, auch ,Reads” ge-
nannt, zunachst mit trimmomatic* (v0.39) gekurzt (engl. trimming), um Sequenzie-
rungsartefakte zu entfernen. Dann wurden sie mittels ,bwa“ (v0.7.9) mit dem humanen
hgl19-Referenzgenom abgeglichen und entsprechend arrangiert (engl. alignment).
PCR-Duplikate wurden mit ,picard MarkDuplicates” (v2.20.5) identifiziert und entfernt
(engl. deduplication). Die generierten BAM-Dateien wurden mit dem ,gatk-Bundle®
(v3.8) neu ausgerichtet und kalibriert. Potenziell Giberlappende Readabschnitte am An-
fang und/oder Ende eines Reads, die nicht mit dem Referenzgenom tbereinstimmten,
wurden mit ,bamUtil clipOverlap® (v1.0.14) maskiert (engl. soft-clipping) und somit aus
der weiteren Analyse ausgeschlossen. Daten von PDX-Proben wurden zunéachst un-
abhangig gegen das humane hg19- und murine mm10Bam-Refrenzgenom alignet und
dann unter Verwendung des ,R*“-Softwarepakets ,xenofilteR* auf kontaminierende
Maus-DNA-Reads gefiltert (Jo et al., 2019). Somatische Mutationen wurden dann
durch Nutzung von ,gatk Mutect2“ (gatk v4.1.3.0) identifiziert (engl. mutational calling).
DNA von autologen MSCs diente dabei als Keimbahnkontrolle. Fir einen homogenen
Vergleich zwischen mehreren PDX desselben Patienten wurden zunachst alle PDX-
Proben einzeln gecallet. Danach wurden alle passierten Filterstellen aller PDX mittels
,gatk genotypeMergeOptions UNIQUIFY* kombiniert und anschliel3end einschliellich
der Patientenprobe mit ,VarScans mpileup2snp“ und ,VarScans mpileup2indel”
(v2.4.4) erneut quantifiziert. Nur Varianten die die Qualitatskontrolle durch ,gatk Filter-
MutectCalls* bestanden hatten, wurden mit ,annovar“ (Wang et al., 2010) weiter anno-
tiert und anschlieBend nochmals durch Visualisierung im ,IG Viewer® manuell verifi-
ziert. Im Durchschnitt wurde fir Patienten- und PDX-Proben eine 89,8-fache mittlere
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Coverage erreicht. Zum Nachweis von Kopienzahlvariationen und chromosomalen
Veréanderungen, die zu einem Verlust der Heterozygotie (LOH, engl. loss of heterozy-
gosity) fuhren, in Patienten- und PDX-Proben wurde das ,R“-Softwarepaket ,Se-
quenza“ (Favero et al., 2015) verwendet. Fir die anschlielRende Quantifizierung dieser
Aberrationen wurde die gemittelte B-Allel-Frequenz von heterozygoten Einzelnukleo-
tid-Polymorphismen (SNPs, engl. single-nucleotide polymorphisms) verwendet. Die
Rohdaten wurden beim ,European Genome-Phenome Archive® (EGA) (https://ega-ar-
chive.org/) (Lappalainen et al., 2015) hochgeladen und stehen unter der Kennnummer
,EGAS00001005329“ zur freien Verfigung.

2.6.2 SciClone

Um die klonale Komposition der Patienten- und PDX-Proben zu rekonstruieren sowie
deren Entwicklung im Verlauf des Experiments zu verfolgen, wurden die zuvor ermit-
telte Varianzallelfrequenz (VAF, engl. variant allele frequency) der somatischen Muta-
tionen (siehe 2.6.1) mittels des Softwarepakets ,SciClone” (v1.1) (Miller et al., 2014)
unter Benutzung von ,R* (v3.5.1) und ,RStudio® (v1.2.5001) analysiert. Dabei berech-
net SciClone anhand der VAFs, welche der Mutationen aufgrund einer ahnlichen Fre-
guenz und eines ahnlichen Frequenzverlaufs zwischen zwei oder mehreren zeitlich
aufeinanderfolgenden Proben desselben Patienten oder desselben PDX mit hoher
Wahrscheinlichkeit demselben Mutationscluster bzw. Klon angehdéren. Fir die Analyse
wurden nur Mutationen eingeschlossen, die in den Patienten-MNCs bzw. CD34+ Zel-
len eine VAF von >10 % besal3en, sowie in den Patienten-MSCs bei <10 % lagen. Alle
PDX-Proben desselben Patienten wurden gemeinsam geclustert.

2.6.3 Software-Pakete

Alle in dieser Studie fir die bioinformatische Pipeline verwendeten Software-Pakete
kénnen auf der Webseite GitHub (https://github.com) kostenfrei heruntergeladen wer-
den (Stand: 28.11.2022):

« Trimmomatic: https://github.com/usadellab/Trimmomatic

» Burrows-Wheeler Aligner (BWA): https://github.com/Ih3/bwa

* Picard: https://github.com/broadinstitute/picard

« Genome Analysis Toolkit (GATK): https://github.com/broadinstitute/gatk
« Bamultil: https://github.com/statgen/bamuUtil

« XenofilteR: https://github.com/PeeperLab/XenofilteR

* 1G Viewer: https://github.com/igvteam/igv

* VarScan: https://github.com/dkoboldt/varscan

* Sequenza: https://github.com/cran/sequenza

» SciClone https://github.com/genome/sciclone

2.7 Histologische Methoden
2.7.1 Knochenmarkausstriche

Zu Versuchsende wurden aus dem Knochenmark je einer Tibia pro PDX Knochen-
markausstriche angefertigt. Dazu wurden zunachst die Epiphysen der Tibia mit einem
Skalpell abgetrennt. Dann wurde eine mit DPBS-geflillte Spritze (B. Braun, Best.-Nr.
9161406V) mit aufgesetzter 24G x 1"-Kanule (BD, Best.-Nr. 304100) in das schmale
Ende der Tibia eingefuhrt, wahrend diese mit einer Pinzette fixiert wurde. Das andere
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Ende der Tibia wurde in eine ebenfalls mit DPBS geflillte Petrischale gehalten und
anschlieend das Knochenmark aus dem Knochen herausgespult. Das herausge-
spuilte, fadenformige Knochenmark wurde dann mittels Skalpell in ca. 2 mm grolRe
Stucke geteilt. Diese Stucke wurden einzeln auf Objekttrager (Carl Roth, Best.-Nr.
H868.1) gelegt und mit einem Tropfen DPBS befeuchtet. Mit einem zweiten Objekttra-
ger wurde das Knochenmark zwischen den beiden Objekttragern dann zerquetscht.
Danach wurde der obere Objekttrager um ca. 20 ° angewinkelt und Uber den unteren
Objekttrager gezogen, um das Knochenmark auf diesem zu verteilen. Eine schemati-
sche Darstellung der Anfertigung von Knochenmarkausstrichen ist in Abbildung 2 zu
sehen. Nach Herstellung der Knochenmarkausstriche wurden diese fir 30 min bei
Raumtemperatur getrocknet und anschlieBend 10 min in Methanol (Merck, Best-Nr.
106009) fixiert.

@ | - -

R I—

Abbildung 2: Schema zur Anfertigung von Knochenmarkausstrichen.

2.7.2 May-Grinwald-Giemsa-Farbung

Die methanolfixierten Knochenmarkausstriche wurden innerhalb von zwei Wochen ei-
ner May-Grinwald-Giemsa-Féarbung unterzogen. Diese Farbung ermoglicht durch
eine detaillierte und unterschiedlichfarbige Darstellung von Zytoplasmen, Granula und
Zellkernen die Differenzierung von verschiedenen Zelltypen sowie normalen und pa-
thologischen hamatopoetischen Zellen. Die Farbung wurde handisch in glasernen Far-
betrogen mit Objekttragereinsatzen durchgefiihrt. Zum Waschen der Praparate bzw.
Verdinnen der May-Grunwald-Lésung (Merck, Best.-Nr. 101424) und Giemsa-LAsung
(Merck, Best.-Nr. 109204) wurde gepuffertes Wasser mit pH 6,8 (i.F. ,Puffer genannt)
aus destilliertem Wasser und Puffertabletten (Merck, Best.-Nr. 111374) hergestellt.
Das genutzte Protokoll wurde der Publikation Binder et al., 2012 entnommen:

7 min 1 Teil May-Grunwald-Ldsung + 1 Teil Puffer
20 min 1 Teil Giemsa-LOsung + 6 Teile Puffer

10 s Puffer

4 min Puffer

4 min Puffer

Nach vollstandiger Trocknung wurden die Objekttrager unter Nutzung des Eindeckmit-
tels Entellan® Neu (Merck, Best.-Nr. 107961) und Deckgléasern (Carl Roth, Best.-Nr.
H878.2) eingedeckt.
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Zur Diagnostik werden bei jeder durchgefuhrten Knochenmarkpunktion in der Abtei-
lung fur ,Hamatologie und Onkologie“ der ,Medizinischen Fakultat Mannheim der Uni-
versitat Heidelberg“ routineméfig Knochenmarkausstriche angefertigt und anschlie-
Bend im ,Institut far klinische Chemie® einer May-Grinwald-Giemsa-Farbung unterzo-
gen. Die Knochenmarkausstriche der n = 9 MDS-Patienten der finalen Kohorte wurden
herausgesucht, um sie mit denen ihrer PDX vergleichen zu kénnen. Alle Knochen-
markausstriche wurden auf das Vorkommen von Blasten in dem Praparat untersucht.

2.7.3 Paraffinschnitte

Die Herstellung der Paraffinschnitte wurde am ,Pathologischen Institut Mannheim®
durchgefuihrt. Dazu wurden die Tibias der PDX (siehe 2.3.10) und M&usen ohne Trans-
plantat Uber Nacht bei Raumtemperatur in 10 % Formalin fixiert. AnschlieRend erfolgte
die Dekalzifizierung der Knochen in 25 % EDTA fur ca. 6 h bei Raumtemperatur. Da-
nach wurden die Knochen in Paraffin eingebettet und mit einem Mikrotom 10 puM-dicke
Schnitte angefertigt, diese auf Objekttrager aufgezogen und getrocknet.

2.7.4 Immunhistochemische Farbung

Die in 2.7.3 angefertigten Paraffinschnitte wurden sowohl fur humane Mitochondrien
sowie fir humane CD61+ Megakaryozyten gefarbt. Diese Arbeiten wurden erneut am
,Pathologischen Institut Mannheim® durchgefuhrt. Um eine Kreuzreaktion mit dem
Mausgewebe ausschlieRen zu kénnen, wurden auch die zuvor angefertigten Tibia-
Schnitte von Mausen ohne humanes Transplantat gefarbt. Dazu wurden die Schnitte
zunachst mittels Xylol entparaffiniert und in einer absteigenden Ethanolreihe rehy-
driert. Zur Antigendemaskierung wurden die Schnitte 20 min in einem EDTA-
Tween 20-Puffer gekocht. Um unspezifische Bindungen zu vermeiden wurden die
Schnitte dann mit jeweils der in den Detektionskits enthaltenen Protein-Block-Losung
inkubiert. AnschlieRend wurden die Schnitte mit den Primarantikérpern 30 min bei
Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4 °C in einer Feuchtkammer inkubiert. Dazu
wurde der humane Anti-Mitochondrien-Antikorper (Merck, Best.-Nr. MAB1273) und der
humane Anti-CD61-Anitkorper (DCS Diagnostics, Best.-Nr. CI869C002) in einer Ver-
dinnung von 1:80 bzw. 1:50 benutzt. Zum Blocken der endogenen Peroxidaseaktivitét
wurden die Schnitte danach mit jeweils der in den Detektionskits enthaltenen Wasser-
stoffperoxid-Block-Lésung inkubiert. Die Detektion der priméaren Antikorper erfolgte fur
den humanen Anti-Mitochondrien-Antikdrper mit dem ,EnVision Detection Systems
Peroxidase/DAB, Rabbit/Mouse* Kit (Agilent, Best,-Nr. K500711-2) und fur den huma-
nen Anti-CD61-Anitkorper mit dem ,OptiView DAB Detection® Kit (Roche, Best.-Nr.
06396500001). Danach wurden die Schnitte mit Hematoxylin gegengefarbt, um die
Zellkerne zu visualisieren. Zum Schluss wurden die Schnitte mit einer aufsteigenden
Ethanolreihe dehydriert und in Xylol inkubiert, bevor sie mit dem Eindeckmittel
Entellan® (Merck, Best.-Nr. 107960) eingedeckt wurden.

2.7.5 Bildaufnahme und -verarbeitung
Alle Bilder wurden an einem ,M8 Mikroskop und Scanner® (PreciPoint) aufgenommen

und mittels der dazugehdrigen Software ,ViewPoint Light* (PreciPoint) auf die ange-
gebene VergroRerung eingestellt und anschlieRend zurechtgeschnitten.
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2.8 Proteinbiochemische Methoden
2.8.1 ELISA fur humanes TPO

Im Knochenmarkplasma von insgesamt n = 7 der MDS-Patienten der finalen Kohorte,
das im Zuge der Isolation der MNCs asserviert wurde (siehe 2.2.2), wurde der humane
TPO-Spiegel mittels Sandwich-ELISA gemessen, um eine mogliche Korrelation zwi-
schen diesem und einem Ansprechen auf EPAG zu untersuchen. Die Plasmaproben
wurden dazu auf Eis aufgetaut und bei 10.000 x g und 4 °C fur 10 min zentrifugiert, um
mogliche Restzellbestandteile, insbesondere Thrombozyten, zu pelletieren. Der Uber-
stand wurde abgenommen, in ein frisches 2 mI-Réhrchen tberfihrt und permanent auf
Eis gehalten. Zur Messung des humanen TPO-Spiegels wurde das ,Human Throm-
bopoietin Quantikine ELISA Kit* (R&D Systems, Best.-Nr. DTPO0B) entsprechend den
Angaben des Herstellers verwendet. Alle Proben wurden in Duplikaten analysiert. Der
Assay wurde bei einer Wellenlange von 450 nm mit dem Plattenlesegerat ,Tecan Infi-
nite 200 PRO 8“ gemessen. Die Erstellung der Standardgerade sowie die Auswertung
der Ergebnisse erfolgten in Microsoft Excel.

2.8.2 ELISA fur murines TPO

Im PDX-Blutplasma von insgesamt n = 3 der MDS-Patienten der finalen Kohorte, das
im Zuge der Aufarbeitung des Bluts fur die durchflusszytometrische Analyse asserviert
wurde (siehe 2.4.1.1), wurde der murine TPO-Spiegel mittels Sandwich-ELISA gemes-
sen, um eine mogliche Korrelation zwischen diesem und der Anzahl der humanen
Thrombozyten zu untersuchen. Dazu wurden Plasmaproben aus den Behandlungs-
wochen 0, 4 bzw. 6, 12 und 18 ausgewahlt. Die Proben wurden auf Eis aufgetaut. Zur
Messung des murinen TPO-Spiegels wurde das ,Mouse Thrombopoietin Quantikine
ELISA Kit* (R&D Systems, Best.-Nr. MTP0O0) entsprechend den Angaben des Herstel-
lers verwendet. Humanes Blutplasma wurde dabei als Negativkontrolle genutzt, um
eine mdgliche Kreuzreaktivitat auszuschliel3en. Alle Proben wurden entsprechend den
Empfehlungen des Herstellers 1:5 mit dem im Kit enthaltenen, vorgesehenen Reagenz
verdunnt und in Duplikaten analysiert. Der Assay wurde bei einer Wellenlange von
450 nm mit dem Plattenlesegerat ,Tecan Infinite 200 PRO 8“ gemessen. Die Erstellung
der Standardgerade sowie die Auswertung der Ergebnisse erfolgten in Microsoft Excel.

2.9 Statistische Methoden

Die statistische Analyse der Daten wurde mittels der ,Prism 8“ Software (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) ausgewertet und visualisiert. Als Signifikanzniveau
wurde ein p-Wert von 0,05 gewéhlt. Die HOhe der Signifikanz ist durch folgende
p-Werte und Symbole definiert:

Symbol Bedeutung
ns (nicht signifikant) p > 0,05

* p <0,05

** p <0,01

*hx p < 0,001
il p < 0,0001
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Der Vergleich von zwei Gruppen wurde mittels zweiseitigen t-Tests oder einfaktorieller
Varianzanalyse (ANOVA, engl. analysis of variance) flr unabhangige Stichproben
durchgefiihrt. Fir den Nachweis einer Korrelation zwischen zwei Variablen wurde der
Pearson-Korrelationskoeffizient ermittelt. Als Fehlerbalken wurde stets die Stan-
dardabweichung (SD, engl. standard deviation) angegeben. Unter dem Punkt Ergeb-
nisse ,3 Ergebnisse” wird in der Legende jeder Abbildung genau definiert, welcher
statistische Test zur Auswertung des entsprechenden Datensatzes genutzt wurde.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Das MDS-PDX-Modell als praklinisches Werkzeug zum Testen von Thera-
peutika

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob das von unserer Arbeitsgruppe bereits etablierte
nischenbasierte MDS-PDX-Modell (Medyouf et al., 2014), das auf der orthotopen Ko-
transplantation von CD34+ hamatopoetischen Stammzellen und MSCs in immundefi-
ziente NSG-Mause basiert, als praklinisches Modell zur patientenindividuellen Testung
von Therapeutika genutzt werden kann. Grundvoraussetzung fur dieses Vorhaben war
die Mdglichkeit innerhalb des MDS-PDX-Modells wichtige klinische Parameter, insbe-
sondere die klonale Zusammensetzung des humanen Knochenmarks, zuverlassig und
Uber einen langeren Zeitraum nachverfolgen zu kdnnen. Dazu sollte am Beispiel des
TPO-Rezeptor-Agonisten EPAG dessen Wirksamkeit und Sicherheit an primaren
MDS-Zellen in vivo im PDX-Modell Uberprift werden. Der komplette experimentelle
Aufbau dieser Studie ist in Abbildung 3 dargestellt.

MDS-PDX-MODELL

In vitro-expandierte Busulfan-
MDS-Patient MSCs Q konditionierte

E NSG-Mause

&
KMP + FTX Q
£

l\\'

—

//

CD34+ Zellen @)
l +/- EPAG
VERSUGHSPLAN
WES WES WES WES

KM + PB KM + PB KM + PB KM + PB

l T PB T PB T PB T

0 4 4 6 4 4 12 ¢4 41824

HH—+ ]

Startpunkt Endpunkt
(12 W. nach IF TX)

EPAGI/CTRL-Behandlung
fiir 18-24 Wochen

Abbildung 3: Experimenteller Aufbau zur praklinischen Evaluierung von EPAG im MDS-
PDX-Modell (Schmitt et al. 2022). KM(P), Knochenmark(punktion); IF TX, intrafemorale
Transplantation; EPAG, EPAG; PB, peripheres Blut; WES, Gesamt-Exom-Sequenzierung
(engl. whole exome sequencing).
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Um einen Vergleich zwischen der Behandlung mit EPAG und Vehikel zu erméglichen,
mussten zundchst moglichst viele PDX-Replikate desselben Patienten generiert wer-
den. Insgesamt wurden daftir n = 26 Proben von MDS-Patienten (siehe Tabelle 10) in
NSG-Mause transplantiert. 12 Wochen nach der intrafemoralen Transplantation wur-
den die PDX erstmals knochenmarkpunktiert und das gewonnene Zellmaterial durch-
flusszytometrisch analysiert, um zu Uberprufen, ob das humane Transplantat ange-
wachsen war (Abbildung 4).

mCD45+

Abbildung 4: Humaner Chimarismus im PDX-Knochenmark (Schmitt et al. 2022). Bei-
spielhafter Durchflusszytometrieplot, der den Prozentsatz menschlicher CD45+ (hCD45+, Y-
Achse) und muriner CD45+ (mMCD45+, X-Achse) Zellen im Knochenmark eines PDX zeigt.
CD45 gilt als Panleukozytenmarker in Mensch und Maus.

Der Prozentsatz des humanen Chiméarismus wurde dabei als Anteil der humanen
CD45+ Zellen aller CD45+ Zellen, d.h. sowohl humaner als auch muriner, definiert.
CD45 wird in Mensch und Maus auf allen hAmatopoetischen Zellen aul3er reifen Eryth-
rozyten und Thrombozyten exprimiert, und gilt daher als Panleukozytenmarker. Ein
humaner Chimarismus von = 0,01 % wurde als erfolgreiches Anwachsen des humanen
Transplantats definiert. Fur den Fall, dass Patientenproben nicht, nur geringfligig oder
nicht in allen transplantierten Mausen angewachsen waren und somit eine zu geringe
Anzahl an PDX erzielten, wurden diese aus der Studie ausgeschlossen. Um zu unter-
suchen, ob die MDS-assoziierten Mutationen der Patientenproben deren Anwachsen
in den Mausen beeinflussen, wurden diese zwischen Engraftern und Non-Engraftern
verglichen (Abbildung 5). Dabei zeichneten sich geringe Tendenzen zwischen den
beiden Gruppen ab. Beispielsweise waren jeweils 3 von 4 der EZH2- bzw. TET2-mu-
tierten Patienten Engrafter, wahrend 4 von 5 Patienten mit einer IDH2-Mutation und
alle n = 3 Patienten, die keine MDS-spezifische Mutation aufwiesen, sich als Non-En-
grafter herausstellten.
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Abbildung 5: Verteilung der MDS-assoziierten Mutationen zwischen Engraftern und
Non-Engraftern. Vergleich der Verteilung von MDS-assoziierten Mutationen, die in der pri-
maren Patienten-DNA der mononuklearen Zellen von n = 9 Engraftern (dunkelgrau) und
n = 17 Non-Engraftern (hellgrau). Patienten deren CD34+ Zellen in den PDX einen humanen
Chimérismus von 20,01 % erzielten wurden als Engrafter definiert, der Rest der Patienten als
Non-Engrafter.

Die finale Kohorte dieser Arbeit bestand damit aus n = 9 MDS-Patienten (P01-P09,
Tabelle 10) und insgesamt n = 49 PDX. Erfolgreich generierte PDX desselben Patien-
ten wurden folglich in zwei Gruppen eingeteilt und entweder mit EPAG oder Vehikel
fur die nachsten 18 bis 24 Wochen behandelt. Der Versuchsplan war im Folgenden
darauf ausgerichtet innerhalb dieses Behandlungszeitraums mdglichst viele Proben zu
entnehmen, um eine engmaschige Beobachtung und Analyse der klinischen Parame-
ter zu ermoglichen. Beginnend mit der 12. Woche nach der intrafemoralen Injektion
wurde bei den PDX alle sechs Wochen eine Knochenmarkaspiration vorgenommen.
Die Isolierung des gesamten Knochenmarks aus Oberarmen, Brustbein, Tibiae,
Femora, Huftknochen und Rickgrat erfolgte zum jeweiligen Endpunkt. Die Knochen-
markproben wurden dazu genutzt, die Entwicklung des humanen Chimarismus im Ver-
lauf der Behandlung verfolgen zu kbnnen sowie humane CD45+ Zellen mittels durch-
flusszytometrischer Zellsortierung zu isolieren, um daraus anschlie3end DNA flr die
Gesamt-Exom-Sequenzierung zu gewinnen. In den meisten Fallen nahm der humane
Chimarismus im Verlauf des 18 bis 24-wochigen Behandlungszeitraums in den PDX
zu (Abbildung 6). Diese Entwicklung war unabhéngig von der Art der Behandlung, die
die PDX erhielten.
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Abbildung 6: Vergleich des Prozentsatzes des humanen Chimarismus zum Start- und
Endpunkt (Schmitt et al. 2022). Die Engraftmentraten von PDX beider Behandlungsgruppen
zum Startpunkt (orange) und zum Endpunkt nach 18 bzw. 24 Wochen (griin) des Experiments
sind dargestellt. Auf der X-Achse sind die Patientenkennungen aufgetragen.

Abgesehen von einzelnen Ausnahmen wurde der allgemeine Gesundheitszustand der
PDX auch nicht durch humane Chiméarismusraten von tiber 90 % negativ beeinflusst.
Der Grol3teil der Mause litt im Verlauf der 18-24 weder an Gewichtsverlust, noch ent-
wickelt er eine Andmie, wie durch die Kontrolle des Gesamthamoglobinspiegels si-
chergestellt wurde (Abbildung 41A-I). Um auszuschlie3en, dass womdglich tberwie-
gend Zellen der lymphatischen Linie in den PDX angewachsen waren, wurde das Kno-
chenmark der n = 14 PDX von n = 3 Patienten (P04, P06, P09) zuséatzlich mit Markern
fur T-Zellen (CD3), B-Zellen (CD19) und myeloische Zellen (CD33) zum Endpunkt ana-
lysiert (Abbildung 7A+B). Diese Stichprobe ergab, dass im Durchschnitt Gber 90 %
der angewachsenen, humanen Zellen der myeloischen Linie angehorten.
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Abbildung 7: Verteilung der humanen lymphatischen und myeloischen Zelllinie im PDX-
Knochenmark zum Endpunkt (Schmitt et al. 2022). (A) Beispielhafter Durchflusszytomet-
rieplot des Knochenmarks eines PDX inklusive Gatingstrategie zur Bestimmung der Anteile
der lymphatischen (CD3+, CD19+) und myeloischen (CD33+) Zellen innerhalb der humanen
CDA45+ Leukozytenpopulation. (B) Prozentsatz der humanen CD33+, CD3+ und CD19+ Zellen
im Knochenmark von n = 14 PDX von n = 3 Patienten (P04, P06, P09). Die Daten sind als
Mittelwerte + SD dargestellt.

Um zu untersuchen, ob EPAG in der Lage ist, die humane Thrombopoese in den PDX
zu stimulieren, wurde den PDX mit Beginn der ersten Knochenmarkpunktion in der 12.
Woche nach der intrafemoralen Injektion alle zwei Wochen peripheres Blut abgenom-
men. Zur absoluten Quantifizierung der humanen CD41+ Thrombozyten im PDX-Blut
wurden diese zusammen mit Beads gemessen (Abbildung 8). Auf diese Weise konn-
ten die humanen Thrombozytenverlaufe wahrend des gesamten Experiments zuver-
lassig und exakt nachverfolgt werden.
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Thrombozyten

10°

mCD41+

Abbildung 8: Absolute Quantifizierung der humanen Thrombozyten im peripheren PDX-
Blut (Schmitt et al. 2022). Beispielhafte Durchflusszytometrieplots inklusive Gatingstrategie,
die den experimentellen Aufbau zur absoluten Quantifizierung der humanen Thrombozyten
verdeutlicht (links), sowie den Prozentsatz der humanen CD41+ (hCD41+) und murinen
CD41+ (mCD41+) Thrombozyten im peripheren Blut eines PDX zeigen (rechts). SSC-A, side
scatter area; FSC, forward scatter area.

Um einen potenziellen Einfluss von EPAG auf die klonale Zusammensetzung des hu-
manen Knochenmarks in unserem MDS-PDX-Modell zu untersuchen, wurde eine Ge-
samt-Exom-Sequenzierung der Patienten-MNCs, aus denen die transplantierten
CD34+ Zellen isoliert wurden, und allen gesammelten PDX-Knochenmarkproben
durchgefihrt. Dies sollte ermdglichen, die klonale Zusammensetzung der Patienten-
und PDX-Proben zu rekonstruieren und letztendlich Aufschluss dartiber geben, ob sich
die transplantierte Patientenprobe im PDX unter der Behandlung mit EPAG klonal ver-
andert hat. Dazu wurden die durch die bioinformatische Pipeline bestimmten VAFs der
Mutationen und zytogenetischen Aberrationen, wie Kopienzahlvariationen und LOH-
Ereignisse, mittels des Tools SciClone analysiert und in einzelne ,Mutationscluster®
gruppiert (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Bestimmung der ,,Mutationscluster“im Patienten- und PDX-Knochenmark
(Schmitt et al. 2022). Beispielhafter Plot, der die einzelnen Subklone (Klon 1-3) im Patienten-
und PDX-Knochenmark von Patient PO1 und dessen PDX EPAG2 in Woche 6 (W6) darstellt.
Die Klone wurden anhand der einzelnen Varianzallelfrequenzen (VAF) der Mutationen und
zytogenetischen Aberrationen in den beiden gegentibergestellten Proben unter Verwendung
des bioinformatischen Tools SciClone gruppiert. MNCs, mononukleare Zellen.
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3.2 Das MDS-PDX-Modell zur Evaluierung von EPAG am Beispiel von Patient
PO1

In diesem Abschnitt soll eine Gesamtibersicht der umfassenden klinischen und mole-
kularen Hauptreadouts dieser Studie am Beispiel von Patient PO1 und dessen n = 3
PDX gegeben werden. Aus dem Knochenmarkproben von Patient PO1 konnten insge-
samt n = 3 PDX generiert werden, von denen n = 2 PDX mit EPAG (EPAG1 und
EPAG2) und n = 1 PDX mit Vehikel (CTRL) behandelt wurden. Die Kontrollmaus
musste aufgrund ihres kontinuierlichen Gewichtsverlusts bereits sechs Wochen nach
Behandlungsbeginn getotet werden (Abbildung 10). Das Gewicht der mit EPAG-be-
handelten PDX blieb dagegen wahrend der gesamten 18-wdchigen Behandlungs-
dauer weitgehend stabil.

30
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- EPAG2

N
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-

Korpergewicht (g)
N
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Behandlungswochen

Abbildung 10: Verlauf des Kdrpergewichts der PDX von Patient PO1 (Schmitt et al. 2022).
Kdrpergewicht der beiden mit Eltrombopag (EPAG) behandelten PDX EPAG1 und EPAG2
(Rotténe), und des mit Vehikel behandelten PDX CTRL (blau) von Patient PO1 im Verlauf der
18-wochigen Behandlung. Das Korpergewicht der Mause wurde einmal wochentlich bestimmit.

Der Anteil des humanen Chimarismus in der Kontrollimaus blieb in den sechs Wochen
nahezu unverandert (Abbildung 11). Dabei war ihr humanes Engraftment in Woche 6
mit 29,3 % deutlich hoher als das der beiden mit EPAG-behandelten PDX mit 8,0 %
bzw. 3,1 %. Im Verlauf der folgenden 12 Behandlungswochen nahm der humane Chi-
marismus in den EPAG-Mausen stetig zu. Die Anzahl der humanen Thrombozyten-
zahlen in der Kontrollmaus nahmen wahrend den sechs Behandlungswochen kontinu-
ierlich ab (Abbildung 12). Im Gegensatz dazu fuhrte die EPAG-Behandlung bei den
beiden anderen PDX nach zwei Wochen zu einem Anstieg der humanen Thrombozy-
tenzahlen. Wahrend die Anzahl der humanen Thrombozyten in PDX EPAG2 nach zwei
Wochen ihren Hochststand erreichte und anschlie3end auf den Ausgangswert zurick-
kehrte, konnte in PDX EPAGL ein stetiger Anstieg der humanen Thrombozyten tber
einen Zeitraum von sechs Wochen und bis zum Endpunkt ein im Vergleich zum Aus-
gangswert erhéhter Thrombozytenspiegel verzeichnet werden.
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Abbildung 11: Verlauf des humanen Engraftments in den PDX von Patient PO1 (Schmitt
et al. 2022). Anteil des humanen Engraftments im Knochenmark der beiden mit Eltrombopag
(EPAG) behandelten PDX EPAG1 und EPAG2 (Rottdne), und des mit Vehikel behandelten
PDX CTRL (blau) von Patient PO1 im Verlauf der 18-wochigen Behandlung. Knochen-
markpunktionen wurden in Woche 0, 6 und 12 vorgenommen. Zum Endpunkt In Woche 18
erfolgte die Analyse des Gesamtknochenmarks.
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Abbildung 12: Verlauf der humanen Thrombozytenkonzentration in den PDX von Patient
P01 (Schmitt et al. 2022). Anzahl der humanen Thrombozyten pro Mikroliter peripheren Bluts
der beiden mit Eltrombopag (EPAG) behandelten PDX EPAG1 und EPAG2 (Rotténe), und des
mit Vehikel behandelten PDX CTRL (blau) von Patient PO1 im Verlauf der 18-wdchigen Be-
handlung. Blutentnahmen erfolgten alle zwei Wochen.

Um zu klaren, ob die Verschlechterung des Gesundheitszustands der Kontrollmaus
womaoglich mit dem Auftreten eines Krankheitsprogresses der transplantierten Patien-
tenzellen zusammenhing, wurden die nach Endpunkt angefertigten Knochenmarkaus-
striche von PDX CTRL und EPAG1 miteinander verglichen (Abbildung 13). Beide
PDX besalien zu ihrem jeweiligen Endpunkt in etwa denselben Prozentsatz an huma-
nem Chimarismus (CTRL: 29,3 %, EPAG1: 26,6 %). Dabei konnten in beiden PDX
morphologisch keine Blasten identifiziert werden. Das Knochenmark der Kontrolimaus
préasentierte sich aber hyperzellular mit einer monomorphen Population von dysplasti-
schen Myelozyten, wahrend das mit EPAG behandelte PDX EPAG1 vermehrt Meg-
akaryozyten und einen hoheren Anteil differenzierter hamatopoetischer Zellen der
Erythro- und Granulopoese aufwies.
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Abbildung 13: Vergleich der Knochenmarkausstriche der PDX von Patient PO1 (Schmitt
et al. 2022). Vergleich der Knochenmarkausstriche des mit Vehikel behandelten PDX CTRL
(links) und des mit Eltrombopag (EPAG) behandelten PDX EPAGL1 (rechts) von Patient PO1.
Zur Differenzierung der einzelnen Zelltypen im Knochenmark wurde eine May-Grinwald-
Giemsa-Farbung durchgefiihrt. Die Abbildungen sind in 20-facher (20X) optischer Vergrol3e-
rung aufgenommen.

Um zu bestimmen, ob die EPAG-Behandlung die klonale Zusammensetzung des Pa-
tientenknochenmarks in den PDX beeinflusst hatte, wurde eine Gesamt-Exom-Se-
guenzierung der MNCs von Patient PO1 und allen gesammelten PDX-Verlaufsproben
durchgefihrt. In der primaren Patientenprobe von P01 wurden drei Klone nachgewie-
sen (Abbildung 14A), die in allen n = 3 PDX originalgetreu abgebildet wurden (Abbil-
dung 14B-D). Wahrend der 18 Behandlungswochen blieb die klonale Zusammenset-
zung in beiden mit EPAG behandelten PDX weitgehend stabil. Im Gegensatz dazu
expandierte ein neuer Subklon mit einer U2AF1-Mutation innerhalb von sechs Wochen
in der Kontrollmaus, der dabei den EZH2/BRCC3-Klon verdréangte. Die Expansion die-
ses Klons konnte potentiell der Auslgser fur die Verschlechterung des Gesundheitszu-
stands dieser Maus gewesen sein. Interessanterweise war der U2AF1-Klon auch in
den PDX EPAG1 und EPAG2 nachweisbar, blieb aber wahrend des gesamten Expe-
riments stabil bei einer VAF von unter 1%. Folglich konnte diese klonale Evolution nur
in der Kontrollimaus beobachtet werden, wie in Abbildung 15 visualisiert wurde. Um
die klonale Dynamik in den PDX messen und untereinander vergleichen zu kdnnen,
wurden die Differenzen der VAF jeder somatischen Mutation zwischen allen aufeinan-
derfolgenden Gesamt-Exom-Sequenzierungs-Zeitpunkten gemittelt (Abbildung 16).
Die Summe aller so fir jede somatische Mutation ermittelten Werte wurde als mittlere
Delta-VAF bezeichnet. Dieses Vorgehen wurde zuvor bereits fir primare MDS-Patien-
tenproben beschrieben (Mossner et al., 2016). Die Ergebnisse fir die PDX von Patient
P01 zeigten, dass der Delta-VAF-Wert der Kontrollimaus im Vergleich mit den EPAG-
behandelten Mausen deutlich héher war, wenn auch nicht statistisch signifikant (Ab-
bildung 17). Dies war ein weiteres Indiz fir eine hdhere Rate der klonalen Evolution
in dem vehikelbehandelten PDX.
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Abbildung 14: Klonale Knochenmarkzusammensetzung von Patient PO1 und dessen
PDX (Schmitt et al. 2022). Ergebnisse der Gesamt-Exom-Sequenzierung der mononuklearen
Zellen (MNCs) aus dem Knochenmark von Patient PO1 (A) und der beiden mit Eltrombopag
(EPAG) behandelten PDX EPAGL1 (B) und EPAG2 (C), und des mit Vehikel behandelten PDX
CTRL (D) im Verlauf der 18- bzw. 6-wdchigen Behandlung. Dargestellt ist die Varianzallelfre-
quenz (VAF) der Mutationen und zytogenetischen Aberrationen. ,Mutationscluster” wurden
mittels des bioinformatischen Tools SciClone berechnet. Die Balken in A) stellen den Mittel-
wert der VAF der einzelnen Klone dar. Wiederkehrende Klone in A-D sind in derselben Farbe
dargestellt. Dicke Linien in B-D stellen den Mittelwert des jeweiligen Klons dar. Die durch die
Mutationen erfolgten Aminosaureaustausche werden fiur die jeweilige Mutation als hochge-
stellte Kodierung angezeigt. Knochenmarkpunktionen der PDX wurden in Woche 0, 6 und 12
vorgenommen. In Woche 18 erfolgte nach Endpunkt die Analyse des Gesamtknochenmarks.

EPAG CTRL

DNMT3A
CBL /-7

DNMT3A
CBL/-7

DNMT3A
CBL/-7
UPD(11q)

Abbildung 15: Klonalen Evolution in den PDX von Patient PO1 (Schmitt et al. 2022). Sche-
matische Darstellung der klonalen Ereignisse, die in den beiden mit Eltrombopag (EPAG) be-
handelten PDX im Verlauf der 18-wdchigen Behandlung und in dem mit Vehikel (CTRL) be-
handelten PDX CTRL im Verlauf der 6-wdchigen Behandlung bis zu seiner vorzeitigen Tétung
stattfanden. Die GréRRe der Kreise korreliert nicht mit der tatsachlichen Varianzallelfrequenz,
aber spiegelt das Verhaltnis der Klone zueinander und dessen Entwicklung grob wider.
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(AVAF1 + AVAF2 + AVAF3)/3
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Abbildung 16: Bildliche Darstellung der Bestimmung der Delta-VAF von Mutation X. Zur
Berechnung der Delta-Varianzallelfrequenz (AVAF) wurden die Differenzen (A) der VAF von
Mutation X zwischen allen aufeinanderfolgenden Gesamt-Exom-Sequenzierungs-Zeitpunkten
(AVAF1, AVAF2, AVAF3) ermittelt. Der Mittelwert der in diesem Beispiel n = 3 AVAF-Werte
wurde als AVAF von Mutation X (AVAF(Mutation X)) bezeichnet. Bildet man den Mittelwert der
AVAF aller somatischen Mutationen einer Probe, erhélt man die mittlere AVAF. Diese bildet
die klonale Dynamik in einer Probe ab und ermdglicht einen Vergleich mit anderen Proben.
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Abbildung 17: Vergleich der mittleren Delta-VAF der PDX von Patient PO1 (Schmitt et al.
2022). Vergleich der mittleren Delta-Varianzallelfrequenz (AVAF) zwischen dem mit Vehikel
behandelten PDX CTRL (links, hellgrau) und den beiden mit Eltrombopag (EPAG) behandel-
ten PDX EPAG1 und EPAG2 (Mitte/rechts, schwarz/dunkelgrau) von Patient PO1. Die Daten
sind als Mittelwerte + SD dargestellt und wurden mittels zweiseitigen t-Tests fir unabhangige
Stichproben analysiert. ns, nicht signifikant

3.3 Der Einfluss von EPAG auf die humane Thrombo- und Megakaryopoese im
MDS-PDX-Modell

Neben Patient PO1 konnte ein Ansprechen auf EPAG auch in den PDX der Patienten
P03, P04, P06 und P09 nachgewiesen werden. In den Abbildung 18A-D wurden die
baselinekorrigierten Mittelwerte der absoluten humanen Thrombozytenzahlen im peri-
pheren Blut von vehikel- und EPAG-behandelten PDX der zuvor genannten Patienten
miteinander verglichen. Ein Ansprechen auf EPAG wurde als Verdopplung der Anzahl
der humanen Thrombozyten in den EPAG-behandelten PDX im Vergleich zu den Kon-
troll-PDX definiert und wird durch die rotgestreifte Flache angezeigt. Um den Effekt
von EPAG patiententbergreifend darzustellen, wurde die Flache unter der Kurve
(AUC, engl. area under the curve) dieser n =4 Graphen fur beide Behandlungsgruppen
zusammengefasst (Abbildung 19A+B). Dies bewies, dass die Behandlung mit EPAG
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im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikant héhere humane Thrombozytenzahl
bewirkt. Dieser Trend blieb auch bestehen nachdem die humanen Thrombozytenzah-
len in Verhaltnis mit dem humanen Engraftment gesetzt wurden, war allerdings nicht
mehr statistisch signifikant. Da die Knochenmarkpunktionen lediglich alle sechs Wo-
chen vorgenommen wurden und somit im Vergleich zu der vorherigen Analyse 2/3 der
Datenpunkte entfielen, kdnnte dies den Verlust der Signifikanz erklaren. Interessanter-
weise fuhrte im Fall von Patient PO4 die Verabreichung der Standarddosis von
50 mg/kg EPAG in den ersten 12 Wochen nur zu einem geringfiigigen Anstieg der
humanen Thrombozyten, wohingegen eine Dosiseskalation auf 150 mg/kg EPAG fur
12 weitere Wochen ein starkes Ansprechen bei allen n = 3 EPAG-behandelten PDX
erzielte (Abbildung 18B).
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Abbildung 18: Anstieg der humanen Thrombozytenzahlen in EPAG-behandelten PDX
(Schmitt et al. 2022). Darstellung der baselinekorrigierten Mittelwerte der absoluten humanen
Thrombozytenzahlen im peripheren Blut von vehikel- (CTRL, blau) und Eltrombopag-behan-
delten (EPAG, rot) PDX der Patienten P03 (A), P04 (B), P06 (C) und P09 (D) im Verlauf der
18- bis 24-wdchigen Behandlung. PDX wurden i.d.R. mit 50 mg/kg EPAG behandelt, bei den
PDX von P04 erfolgte ab Woche 12 eine Dosiseskalation auf 150 mg/kg. Ein Ansprechen auf
EPAG wurde als Verdopplung der Anzahl der humanen Thrombozyten in den EPAG-behan-
delten PDX im Vergleich zu den Kontrollmausen definiert und ist durch die rotgestreifte Flache
angezeigt. Blutentnahmen erfolgten alle zwei Wochen. Die Daten sind als Mittelwerte £ SD
dargestellt.
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Abbildung 19: Vergleich der humanen Thrombozytenzahlen in Vehikel- und EPAG-be-
handelten PDX (Schmitt et al. 2022). A) Darstellung des Mittelwerts der Flache unter der
Kurve (AUC, engl. area under the curve) der vehikel- (CTRL, blau) und Eltrombopag-behan-
delten (EPAG, rot) PDX der Patienten P03, P04, P06 und P09 im Verlauf der 18- bis 24-wo-
chigen Behandlung aus Abbildung 19A-D. B) AUC im Verhéltnis zum humanen Engraftment.
Zur Bestimmung des Verhéltnisses wurden nur die Daten der humanen Thrombozyten der
Wochen 0, 6, 12, 18 und 24, in denen auch Knochenmarkpunktionen vorgenommen wurden,
genutzt. Die Daten sind als Mittelwerte + SD dargestellt und wurden mittels zweiseitigen t-
Tests fiir unabhédngige Stichproben analysiert. **, p < 0,01, ns, nicht signifikant
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Bei Patient PO8 handelte es sich um einen partiellen Responder, da nur eines von drei
EPAG-behandelten PDX eine erhohte humane Thrombopoese aufwies (Abbildung
20). Die drei Patienten P02, PO5 und P07 waren Non-Responder, da in den PDX ent-
weder zu keinem Zeitpunkt humane Thrombozyten nachgewiesen werden konnten
(P02 und P0O7) oder die EPAG-Behandlung im Vergleich zur Kontrollgruppe keinen
Anstieg der humanen Thrombozyten induzieren konnte (P05).
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Abbildung 20: Unterschiedliches Ansprechen auf die Behandlung mit EPAG der PDX
von Patient P08 (Schmitt et al. 2022). Darstellung der humanen Thrombozytenzahlen pro
Mikroliter peripheren Bluts der Vehikel- (CTRL, Blauténe) und Eltrombopag-behandelten
(EPAG, Rottone) PDX von Patient PO8 im Verlauf der 18-wdchigen Behandlung. Unter den mit
EPAG behandelten PDX konnte nur bei EPAG1 ein Ansprechen auf die Substanz verzeichnet
werden. Blutentnahmen erfolgten alle zwei Wochen.

Die Behandlung mit EPAG hatte allerdings keinen Einfluss auf die Anzahl der murinen
CD41+ Thrombozyten (Abbildung 21), wie bereits in einer anderen Publikation ge-
zeigt werden konnte, in welcher PDX aus Nabelschnurrblut mit EPAG behandelt wur-
den (Sun et al., 2012).
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Abbildung 21: Auswirkung der EPAG-Behandlung auf die murine Thrombopoese
(Schmitt et al. 2022). Darstellung der baselinekorrigierten Mittelwerte der absoluten murinen
Thrombozytenzahlen im peripheren Blut von n = 23 Vehikel- (CTRL, blau) und n = 26 Eltrom-
bopag-behandelten (EPAG, rot) PDX im Verlauf der 18-wdchigen Behandlung. Blutenthnahmen
erfolgten alle zwei Wochen. Die Daten sind als Mittelwerte = SD dargestellt.
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Um auszuschlie3en, dass der endogene murine TPO-Spiegel einen Einfluss auf die
humane Thrombopoese hat, wurde dieser im Blutplasma der PDX von n = 2 Respon-
dern und n = 1 Non-Responder mittels ELISA bestimmt und mit dem Verlauf der hu-
manen Thrombozyten in den PDX verglichen (Abbildung 22A-C). Dabei konnte keine
Korrelation zwischen murinem TPO-Spiegel und humanem Thrombozytenlevel festge-
stellt werden. Um zu Uberprufen, ob ein Ansprechen auf EPAG in unserem MDS-PDX-
Modell durch klinische Marker vorhergesagt werden kann, wurden mehrere Parameter
untersucht. Zunachst wurde der endogene humane TPO-Spiegel im Knochenmark-
plasma von n = 7 Patientenproben, die zur Generierung der PDX genutzt wurden, be-
stimmt, und dabei Responder und Non-Responder miteinander verglichen (Abbildung
23). In anderen Publikationen konnte gezeigt werden, dass die Chance eines Anspre-
chens auf TPO-Rezepptor-Agonisten hoher ist, je niedriger der TPO-Spiegel im Blut-
plasma der (MDS-)Patienten war (Sekeres et al., 2014; Al-Samkari and Kuter, 2018;
Platzbecker et al., 2019). Es konnte jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen
Respondern und Non-Respondern festgestellt werden. Auch bei der Prognoseeinstu-
fung nach IPSS-R und dem mittleren IPSS-R-Prognosescore der n = 9 Patienten be-
stand kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen (Abbildung
24A+B). Allerdings besal3en die Non-Responder tendenziell eine hohere Risikobewer-
tung sowie ein héheres Scoring. Des Weiteren wurden die detektierten somatischen
Mutationen und zytogenetischen Aberrationen der PDX von Respondern und Non-
Respondern miteinander verglichen (Abbildung 25A-D). Dabei stellte sich heraus,
dass beide TP53-mutierte Patienten Non-Responder waren (Abbildung 25A+B). Zu-
dem zeigte sich eine starke Tendenz zu mehr zytogenetischen Aberrationen in den
Non-Respondern (Abbildung 25C+D).
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Abbildung 22: Bestimmung des murinen TPO-Spiegels und dessen Auswirkung auf die
humane Thrombopoese (Schmitt et al. 2022). Bestimmung des endogenen murinen Throm-
bopoetin (TPO)-Spiegels (Y-Achse, links, durchgezogene Linien) mittels ELISA (engl. enzyme-
linked immunosorbent assay) im Blutplasma der vehikel- (CTRL, Blautdne) und n = 26 Eltrom-
bopag-behandelten (EPAG, Rotténe) PDX des Non-Responders Patient P02 (A) und der bei-
den Responder Patient PO3 (B) und P09 (C). Auf der rechten Y-Achse wurde der Verlauf ba-
selinekorrigierten Mittelwerte der absoluten humanen Thrombozyten-(PLTs)-zahlen (gestri-
chelte Linien) in den PDX aufgetragen, um eine mogliche Korrelation zwischen murinem TPO-
Spiegel und humanen Thrombozyten identifizieren zu kénnen. Die Daten sind als Mittelwerte
+ SD dargestellt.
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Abbildung 23: Bestimmung des humanen TPO-Spiegels im Knochenmarkplasma von
Patientenproben (Schmitt et al. 2022). Die Konzentration des endogene humanen Throm-
bopoetin (TPO) im Knochenmarkplasma von n = 7 Patientenproben, die zur Generierung der
PDX genutzt wurden, wurde mittels ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent assay) ge-
messen. Die Ergebnisse wurden zwischen den n = 3 Non-Respondern (links, hellgrau) und n
= 4 Respondern (rechts, dunkelgrau) verglichen. Die Daten sind als Mittelwerte + SD darge-
stellt und wurden mittels zweiseitigen t-Tests fur unabhéngige Stichproben analysiert. ns, nicht
signifikant

A) B)
6_
Non-Responder
S (n=3)
= Responder 10- ns
2L 424 (n=6) o
& 5 g4 d
5 b
° &
-‘E 24 % 6
c a
< = 44 °
(]
0- E )
RGN S
\ N N o =
\eé @6 & ®
S N & & 0 T
o & < N
S N on- Responder
— Responder (n=6)
Risikogruppe (n=3)

Abbildung 24: Korrelation der Prognoseeinstufung nach IPSS-R mit dem Ansprechen
auf EPAG (Schmitt et al. 2022). Vergleich der Prognoseeinstufung nach IPSS-R der n = 3
Non-Responder (hellgrau) und n = 6 Respondern (dunkelgrau). A) Aufteilung der Non-Res-
ponder und Responder auf die verschiedenen prognostischen Risikogruppe (sehr niedrig,
niedrig, intermediar, sehr hoch) nach IPSS-R. B) Vergleich des mittleren IPSS-R-Scores zwi-
schen Non-Respondern und Respondern. Die Daten in B) sind als Mittelwerte + SD dargestellt
und wurden mittels zweiseitigen t-Tests fir unabhangige Stichproben analysiert. ns, nicht sig-
nifikant
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Abbildung 25: Korrelation somatischer Mutationen und zytogenetischer Aberrationen
mit dem Ansprechen auf EPAG (Schmitt et al. 2022). Vergleich der Anzahl der somatischen
Mutationen der n = 3 Non-Responder (hellgrau) und n = 6 Respondern (dunkelgrau). A) Ver-
teilung der Non-Responder und Responder auf die verschiedenen MDS-spezifischen somati-
schen Mutationen. B) Vergleich der mittleren somatischen Mutationsanzahl zwischen Non-
Respondern und Respondern. C) Verteilung der Non-Responder und Responder auf die ver-
schiedenen zytogenetischen Aberrationen. D) Vergleich der mittleren Anzahl der zytogeneti-
schen Aberrationen zwischen Non-Respondern und Respondern. Die Daten in B) und D) sind
als Mittelwerte £ SD dargestellt und wurden mittels zweiseitigen t-Tests flir unabhangige Stich-
proben analysiert. ns, nicht signifikant

Da MDS haufig mit einer dysregulierten proinflammatorischen Signalibertragung im
Knochenmark assoziiert ist (Sallman et al., 2019), wurde eine RT-gPCR-Analyse zur
Bestimmung des Expressionsniveaus der inflammationsassoziierten Gene S100A8,
S100A9, CASP1 und NLRP3 in primaren Patienten-MNC- und PDX-Proben durchge-
fuhrt (Abbildung 26A-D, Abbildung 27A-D, Abbildung 28A-D), um zu uberprtfen,
ob eines der Gene als Pradikator fur ein Ansprechen EPAGs geeignet ist und ob sich
deren Expression unter der Behandlung mit EPAG in den PDX verandert. Die Expres-
sionsniveaus der n = 4 Gene waren in den Patientenproben sehr heterogen, unter-
schieden sich allerdings nicht signifikant zwischen Respondern und Non-Respondern
(Abbildung 26A-C).
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Abbildung 26: Expressionsniveaus inflammationsassoziierter Gene in priméaren Patien-
ten-MNCs (Schmitt et al. 2022). Vergleich der relativen Expressionsniveaus der inflammati-
onsassoziierten Gene S100A8 (A), S100A9 (B), CASP1 (C) und NLRP3 (D) in primaren mo-
nonuklearen Zellen (MNCs) von Patienten zwischen n = 3 Non-Respondern (links, hellgrau)
und n = 6 Respondern (rechts, dunkelgrau). Die Bestimmung der Expressionsniveaus erfolgte
mittels RT-gPCR-Analyse. GUSB wurde dabei als Referenzgen genutzt. Die Daten sind als
Mittelwerte + SD dargestellt und wurden mittels zweiseitigen t-Tests fir unabhéangige Stich-
proben analysiert. ns, nicht signifikant

Im Vergleich der Patienten-MNCs mit den PDX-Proben des Endpunkts zeigten sich
bei S100A8, S100A9 und CASP1 ahnliche mittlere relative Expressionsniveaus (Ab-
bildung 27A-C). Im Fall von NLRP3 war das Expressionsniveau der PDX-Proben 5-
fach signifikant hoher als das der Patientenproben (Abbildung 27D). Zuletzt wurden
die PDX-Proben des 12 Wochenzeitpunkts und des Endpunkts in Abhangigkeit von
der erhaltenen Behandlung miteinander verglichen (Abbildung 28A-D). Insgesamt
konnte fur S100A8, S100A9 und CASP1 beobachtet werden, dass deren Expression
zwischen dem 12 Wochen-Zeitpunkt und dem Endpunkt sowohl in den vehikel- als
auch den EPAG-behandelten PDX zunahm. Ausgenommen NLRP3 zeigte einen ent-
gegengesetzten Trend. Alles in allem bestand aber fiir keines der Gene ein signifikan-
ter Unterschied zwischen den beiden Behandlungsgruppen.
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Abbildung 27: Vergleich des Expressionsniveaus inflammationsassoziierter Gene in
priméaren Patienten-MNCs und PDX-Proben (Schmitt et al. 2022). Vergleich der relativen
Expressionsniveaus der inflammationsassoziierten Gene S100A8 (A), S100A9 (B), CASP1
(C) und NLRP3 (D) zwischen priméaren mononukledren Zellen (MNCs) von Patienten (blau)
und humanen CD45+ Zellen aus patientenabgeleiteten Xenografts (PDX) zum Endpunkt
(orange). Die Bestimmung der Expressionsniveaus erfolgte mittels RT-qPCR-Analyse. GUSB
wurde dabei als Referenzgen genutzt. Die Daten sind als Mittelwerte + SD dargestellt und
wurden mittels zweiseitigen t-Tests flr unabhangige Stichproben analysiert. ** p < 0,07; ns,
nicht signifikant
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Abbildung 28: Vergleich des Expressionsniveaus inflammationsassoziierter Gene in
PDX-Proben (Schmitt et al. 2022). Vergleich der relativen Expressionsniveaus der inflamma-
tionsassoziierten Gene S100A8 (A), S100A9 (B), CASP1 (C) und NLRP3 (D) in humanen
CD45+ Zellen aus patientenabgeleiteten Xenografts (PDX) zwischen vehikelbehandelten PDX
zu Start- (blaue Kreise) und Endpunkt (blaue Dreiecke), und EPAG-behandelten PDX zu Start-
(rote Kreise) und Endpunkt (rote Dreiecke). Die Bestimmung der Expressionsniveaus erfolgte
mittels RT-gPCR-Analyse. GUSB wurde dabei als Referenzgen genutzt. Der Startpunkt ist als
12 Wochen nach der intrafemoralen Transplantation und vor Behandlungsbeginn definiert. Alle
Daten sind als Mittelwerte £ SD dargestellt und wurden mittels einfaktorieller Varianzanalyse
(ANOVA, engl. analysis of variance) fur unabhangige Stichproben analysiert. ns, nicht signifi-
kant
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Um zu untersuchen, ob EPAG daruber hinaus auch die humane Megakaryopoese in
unserem MDS-PDX-Modell stimuliert, haben wir immunhistologische Farbungen von
humanen Mitochondrien und humanen CD61+ Megakaryozyten an seriellen Tibia-
schnitten der PDX durchgefiihrt. In Abbildung 29 sind exemplarische Schnitte eines
mit Vehikel (CTRL1) und mit EPAG (EPAG2) behandelten PDX von Patient P03 ge-
zeigt. Diese beiden PDX wurden ausgewahlt, da sie zum Endpunkt einen &hnlichen
Anteil an humanem Chimarismus aufwiesen (EPAG2: 56,2 %, CTRL1: 57,5 %). Dies
spiegelte sich auch in der humanen Mitochondrienfarbung wider, da die Anzahl der
positiven Zellen, erkennbar an der hell- bis dunkelbraunen Farbung, in beiden PDX
augenscheinlich in etwa gleich war. Gefarbte humane CD61+ Megakaryozyten konn-
ten in beiden PDX nachgewiesen werden, allerdings waren diese in dem mit EPAG-
behandelten PDX im Vergleich zu der Kontrollmaus deutlich vermehrt. Dies erbrachte
den Beweis, dass die humane Megakaryopoese in unserem MDS-PDX-Modell durch
die Behandlung mit EPAG gesteigert werden konnte.

Abbildung 29: Nachweis des humanen Engraftments und der humanen Megakaryopo-
ese im Knochenmark der PDX von Patient PO3 (Schmitt et al. 2022). Vergleich der Kno-
chenmarker des mit Vehikel behandelten patientenabgeleiteten Xenografts (PDX) CTRL1
(oben) und des mit Eltrombopag (EPAG) behandelten PDX EPAG2 (unten) von Patient P03.
Das humane Engraftment wurde mittels Farbung von humanen Mitochondrien visualisiert
(links). Zellen der megakaryozytaren Abstammungslinie wurden mittels humanem CD61-Anti-
korper geféarbt. Zellen positiv flr die jeweilige Farbung erscheinen in braun. Zur Visualisierung
der Zellkerne wurde eine Gegenfarbung mit Hematoxylin vorgenommen. Beide Farbungen
wurden separat an zwei aufeinander folgenden histologischen Schnitten derselben Tibia vor-
genommen. Die Abbildungen sind in 20-facher (20X) und 40-facher (40X) optischer Vergrolie-
rung aufgenommen und zeigen dieselbe Stelle.
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Abschlie3end sollte der Frage nachgegangen werden, ob EPAG in unserem MDS-
PDX-Modell klonale MDS-Megakaryopoese oder womoglich restliche gesunde Meg-
akarypoese stimulierte, die letztendlich fir den Anstieg der humanen Thrombozyten
sorgte. Zu diesem Zweck haben wir hCD45+ sowie hCD45+hCD61+ Zellen aus den
primaren MNCs von Patient PO4 und gepoolten Knochenmarkproben von dessen
n = 3 EPAG- und n = 3 vehikelbehandelten PDX sortiert (Abbildung 30). Der Prozent-
satz der hCD45+hCD61+ Zellen in den Patienten-MNCs (4,5 %) war ahnlich zu dem
in der Vehikelgruppe (5,1 %), wohingegen er in der EPAG-Gruppe mit 59,0 % etwa
12-mal hoher war. Die DNA aus den sortierten hCD45+ und hCD45+hCD61+ Zellen
wurde verwendet, um eine Sanger-Sequenzierung der n = 4 MDS-spezifischen Muta-
tionen des Patienten ASXL1-Q561X, RUNX1-T196fs, SRSF2-P95H und TET2-
H1904Q durchzufuhren. Diese Analyse zeigte, dass alle n = 4 Mutationen in den sor-
tierten hCD45+ sowie hCD45+hCD61+ Subfraktionen in ahnlicher Frequenz messbar
waren (Abbildung 31). Dies bestatigte, dass EPAG in der Lage ist, Megakarypoese
zu stimulieren, die von mutierten MDS-Klonen stammt.
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Abbildung 30: Anteil der humanen Megakaryopoese im Knochenmark von Patient P04
und seinen PDX (Schmitt et al. 2022). Plots der durchflusszytometrischen Bestimmung des
Anteils der humanen CD45+ Zellen (oben) und der humanen megakaryozytaren
CD45+CD61+ Zellen (unten) in den primaren mononuklderen Zellen von Patient P04 (links)
und den gepoolten Knochenmarkproben seiner n = 3 mit Vehikel (CTRL, Mitte) und n = 3 mit
Eltrombopag (EPAG, rechts) behandelten PDX. Der prozentuale Anteil der entsprechenden
Zellpopulation ist dem jeweiligen Plot oben links zu entnehmen.
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Abbildung 31: Vergleich des Mutationsprofils der CD45+ und megakaryozytaren Zellen
von Patient PO4 und dessen PDX (Schmitt et al. 2022). Ergebnisse der Sanger-Sequenzie-
rung fur die in Patient PO4 detektierten MDS-spezifischen Mutationen ASXL1-Q561X (A),
RUNX1-T196fs (B), SRSF2-P95H (C) und TET2-H1904Q (D) in der DNA der sortierten huma-
nen CD45+ Zellen (oben) und der humanen megakaryozytaren CD45+CD61+ Zellen (unten)
aus den primaren mononuklaeren Zellen von Patient P04 (links) und den gepoolten Knochen-
markproben seiner n = 3 mit Vehikel (CTRL, Mitte) und n = 3 Eltrombopag (EPAG, links) be-
handelten patientenabgeleiteten Xenografts (PDX). Die dargestellten ,Peaks” codieren flr die
Nukleinsauresequenz an der jeweiligen Stelle im Genom. Dabei steht A fur Adenin (grun), C
fur Cytosin (blau), G fur Guanin (schwarz) und T fur Thymin (rot). Der rote Pfeil gibt die Stelle
der Sequenz an, an der die jeweilige Mutation auftritt.

3.4 Der Einfluss von EPAG auf Krankheitsprogress und Transformation im
MDS-PDX-Modell

Eines der Hauptanliegen dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob EPAG einen Ein-
fluss auf den Krankheitsprogress oder die Chance einer Transformation in eine SAML
in priméaren MDS-Zellen in vivo im PDX-Modell hat. Um diese Frage zu beantworten,
wurden verschiedene Parameter in den vehikelkontrollierten Experimenten analysiert.
Es wurde die Annahme getroffen, dass im Falle eines Progresses im PDX, der Anteil
der humanen Zellen zunehmen wurde, da die Erkrankung in der Regel aggressiver
wird und starker proliferiert. Zudem gilt bei MDS-Patienten der Prozentsatz der CD34+
Blasten als Indiz fur ein Voranschreiten der Erkrankung. Ebenso lasst sich haufig eine
VergroRerung der Milz beobachten, die auch in AML-Maus- und PDX-Modellen ein
Indikator fur die Schwere der Erkrankung darstellt. Daher wurden zunéchst die En-
graftmentraten im zeitlichen Verlauf der mit EPAG und Vehikel behandelten PDX aller
Patienten gegeniber gestellt. Dabei konnte festgestellt werden, dass das humane En-
graftment in beiden Behandlungsgruppen Uber die Zeit des Experiments kontinuierlich
zunahm, aber kein signifikanter Unterschied zwischen den Mittelwerten der einzelnen
Zeitpunkte der n = 26 mit EPAG und n = 23 mit Vehikel behandelten PDX existierte
(Abbildung 32). Die n = 3 PDX von Patient PO1 wurden aufgrund des frihzeitigen
Endpunkts der Kontrollmaus aus der Analyse ausgeschlossen. Auch eine patientenin-
dividuelle Betrachtung der PDX-Engraftmentraten zeigte keine signifikanten Unter-
schiede (Abbildung 42A-H).
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Abbildung 32: Verlauf des durchschnittlichen humanen Engraftments in vehikel- und
EPAG-behandelten PDX (Schmitt et al. 2022). Verlauf des durchschnittlichen humanen En-
graftments in den n = 23 vehikel- (blau) und n = 26 EPAG-behandelten (rot) patientenabgelei-
teten Xenografts (PDX) von n = 8 transplantierten Patientenproben im Verlauf der 18- bis 24-
wochigen Behandlung. Die n = 3 PDX von Patient PO1 wurden aufgrund des frihzeitigen End-
punkts der Kontrollmaus aus der Analyse ausgeschlossen. Knochenmarkpunktionen wurden
in Woche 0, 6 und 12 vorgenommen. Zum Endpunkt in Woche 18 erfolgte die Analyse des
Gesamtknochenmarks. Die Daten sind als Mittelwerte + SD dargestellt und wurden mittels
zweiseitigen t-Tests flr unabhéngige Stichproben analysiert. ns, nicht signifikant

Ein Vergleich der humanen CD45+CD33+ Zellen (Abbildung 33A) zum Endpunkt von
n = 5 vehikel- und n = 9 EPAG-behandelten PDX zeigte ebenso keinen signifikanten
Unterschied zwischen den beiden Gruppen, wie der Anteil der humanen CD45+CD34+
Zellen (Abbildung 33B) in n = 18 vehikel- und n = 23 EPAG-behandelten PDX zum
Endpunkt.
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Abbildung 33: Anteil der humanen CD33+ und CD34+ Zellen in der humanen CD45+ Po-
pulation in vehikel- und EPAG-behandelten PDX (Schmitt et al. 2022). Ergebnisse der
durchflusszytometrischen Bestimmung des Anteils der humanen CD33+ (A) und CD34+ Zellen
(B) in der humanen CD45+ Zellpopulation im Knochenmark von n = 5 bzw. n = 18 vehikel-
(blau) und n = 9 bzw. n = 23 EPAG-behandelten patientenabgeleiteten Xenografts (PDX) zum
Endpunkt. Die Daten sind als Mittelwerte + SD dargestellt und wurden mittels zweiseitigen t-
Tests fir unabhéngige Stichproben analysiert. ns, nicht signifikant
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Um den Ausschluss einer durch EPAG induzierten Blastenvermehrung mittels durch-
flusszytometrischer Quantifizierung von CD34 zusétzlich zu validieren, wurden Kno-
chenmarkausstriche der PDX zum Endpunkt angefertigt und mit May-Grinwald-
Giemsa-Farbung gefarbt. Alle Praparate wurden morphologisch auf das Vorkommen
von Blasten untersucht. Falls vorhanden, wurden die May-Grinwald-Giemsa-gefarb-
ten Knochenmarkausstriche der transplantierten Patienten als zusatzlicher Vergleich
hinzugezogen. In allen Fallen konnten keine Blasten festgestellt werden. Dies galt
auch fur die Kontrollmaus von Patient PO1 sowie der EPAG-behandelten Maus EPAG3
von Patient P04, die beide vor dem offiziellen Versuchsende getétet werden mussten.
In Abbildung 34 sind die beispielhaften Knochenmarkausstriche von Patient PO6 und
einem seiner vehikel- (CTRL3) sowie EPAG-behandelten (EPAG3) PDX zu sehen.
Obwohl mittels dieser Farbung nicht zwischen humaner und muriner Megakarypoese
unterschieden werden kann, ist in diesem Fall aufféllig, dass in dem EPAG-behandel-
ten PDX im Vergleich zum Patienten selbst und der Kontrollmaus zahlreiche Megaka-
ryozyten im Ausstrich zu sehen sind.

PATIENT P06 CTRL3 EPAG3

Abbildung 34: Vergleich der Knochenmarkausstriche von PO6 und dessen PDX (Schmitt
et al. 2022). Vergleich der Knochenmarkausstriche von Patient P06 (links) und dessen mit
Vehikel (CTRL) behandelten patientenabgeleiteten Xenograft (PDX) CTRL3 (Mitte) und mit
Eltrombopag (EPAG) behandelten PDX EPAG3 (rechts). Der Knochenmarkausstrich von Pa-
tient PO6 stammt von derselben Punktion wie das Transplantat mit dem die PDX generiert
wurden. Zur Differenzierung der einzelnen Zelltypen im Knochenmark wurde eine May-Grtin-
wald-Giemsa-Farbung durchgefuhrt. Die Abbildungen sind in 10-facher (10X) und 63-facher
(63X) optischer VergroRerung aufgenommen.
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Zuletzt wurden die Gro3e und das Gewicht der PDX-Milzen zwischen den beiden
Gruppen verglichen, um das Vorhandensein von extramedullarer Himatopoese zu un-
tersuchen. Weder die Grél3e der Milzen (Abbildung 35A) von den n = 23 vehikel- und
n = 25 EPAG-behandelten PDX, noch das Milz-Gewicht (Abbildung 35B) der n = 22
mit Vehikel und n = 23 mit EPAG behandelten PDX war signifikant unterschiedlich.
Allerdings wiesen beide Parameter eine positive Korrelation mit dem humanen En-
graftment zum Endpunkt auf (Abbildung 36A+B). Dies lasst darauf schliel3en, dass je
mehr humane Zellen sich im Knochenmark des PDX befinden, desto eher wandern die
humanen Zellen auch in die Milz der Maus.
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Abbildung 35: Vergleich der Gr63e und des Gewichts der Milzen von vehikel- und EPAG-
behandelten PDX (Schmitt et al. 2022). Ergebnisse der Bestimmung der mittleren Milzgrofie
(A) und des mittleren Milzgewichts (B) von n = 23 bzw. n = 22 vehikel- (blau) und n = 25 bzw.
n = 23 EPAG-behandelten patientenabgeleiteten Xenografts (PDX) zum Endpunkt. Die Ergeb-
nisse der PDX von P01 fehlen in der Milzgewichtkohorte. Die Daten sind als Boxplot mit unte-
rem 0,05-Quantil und oberem 0,95-Quantil dargestellt und wurden mittels zweiseitigen t-Tests
fur unabhangige Stichproben analysiert. Die Punkte zeigen Ausreil3er. ns, nicht signifikant
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Abbildung 36: Korrelation von humanem Engraftment zu Milzgré3e und Milzgewicht in
den PDX (Schmitt et al. 2022). Bestimmung der Korrelation des humanen Engraftments zu
der GrofRe und des Gewichts der Milzen von n = 23 bzw. n = 22 vehikel- (blau) und n = 25
bzw. n = 23 EPAG-behandelten patientenabgeleiteten Xenografts (PDX) zum Endpunkt. Die
Ergebnisse der PDX von P01 fehlen in der Milzgewichtkohorte. Zum Nachweis der Korrelation
der gegenlbergestellten Variablen wurde eine einfache lineare Regression durchgefiihrt und
im Anschluss der Pearson-Korrelationskoeffizient r und die dazugehérigen p-Werte berechnet.

3.5 Der Einfluss von EPAG auf die klonale Zusammensetzung des humanen
Knochenmarks im MDS-PDX-Modell

Der Versuchsaufbau dieser Studie ermdglichte unter Nutzung unseres MDS-PDX-Mo-
dells erstmals eine langfristige Evaluierung der MDS-spezifischen klonalen Entwick-
lung in Abhangigkeit von der Behandlung mit EPAG unter vehikelkontrollierten Bedin-
gungen und auf patientenindividueller Ebene. Fir die Patienten PO1 (Abbildung 14A-
D), P03, P04, P05, P07, PO8 und P09 und deren PDX (Abbildungen 37A-C, 38A-C,
40A+B, 43A-Z) wurden dazu die gewonnenen PDX-DNA-Proben von bis zu funf auf-
einanderfolgenden Zeitpunkten innerhalb eines Behandlungszeitraums von bis zu 24
Wochen und ihre korrespondierenden Patientenproben mittels Gesamt-Exom-Se-
guenzierung analysiert und die klonalen Verlaufe im PDX-Knochenmark rekonstruiert.
In den Fallen der Patienten PO2 und P06 konnten nur die Daten der PDX-Endpunkte
erfasst werden (Abbildung 43Y+Z). Die verschiedenen molekulardefinierten Klone,
die in den primaren Patienten- und PDX-Proben vorhanden waren, wurden unter Ver-
wendung des R-Tools SciClone in koharente Mutations- und zytogenetische ,Cluster®
gruppiert. Dies fuhrte zum Nachweis von drei bis funf definierten dominanten und Sub-
klonen pro Patient. In der Mehrheit der Félle wiesen die PDX ein &hnliches Mutations-
profil wie die dazugehorigen Patientenproben auf (Abbildung 44A-G). Die Patienten
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P01, P03, P04, P05, P08 und P09 ermdglichten durch das Vorhandensein mehrerer,
serieller Proben standardisierte Vergleiche der klonalen Zusammensetzung zwischen
PDX, die entweder mit EPAG oder Vehikel behandelt wurden (Abbildung 44A-X). Ob-
wohl die Daten im Einzelfall sehr individuell waren, konnten zusammenfassend keine
Anhaltspunkte daftr gefunden werden, dass die Behandlung mit EPAG eine klonale
Selektion oder die Entwicklung neuer Klone in den PDX fordert (Abbildungen 37A-C,
38A-C, 40A+B, 43A-Z). In den Fallen der Patienten PO4 und P05 zeigten die Daten
aller PDX, dass ihre klonale Knochenmarkzusammensetzung wahrend des gesamten
Experiments stabil blieb, selbst nach der Dosiseskalation von EPAG auf 150 mg/kg fur
12 weitere Behandlungswochen (Abbildungen 37A-C, 38A-C, 43G-M). Dies galt auch
fur das EPAG-behandelte PDX EPAG3 von Patient P04 (Abbildung 37C), das ahnlich
wie die Kontrollimaus von Patient PO1, aufgrund massiven Gewichtsverlusts vorzeitig
getotet werden musste, aber hingegen keine klonale Evolution aufwies.
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Abbildung 37: Klonale Knochenmarkzusammensetzung von Patient P04 und dessen
PDX (Schmitt et al. 2022). Ergebnisse der Gesamt-Exom-Sequenzierung der DNA der mo-
nonuklearen Zellen (MNCs) aus dem Knochenmark von Patient PO4 (A), dessen mit Vehikel
(CTRL) behandelten patientenabgeleiteten Xenograft (PDX) CTRL1 (B) und dessen mit El-
trombopag behandelten PDX EPAG3 (C) im Verlauf der 24-wdchigen Behandlung. Die PDX
wurden anfanglich mit 50 mg/kg EPAG behandelt, ab Woche 12 erfolgte eine Dosiseskalation
auf 150 mg/kg. PDX EPAG3 musste aufgrund massiven Gewichtsverlusts in Woche 20 vor-
zeitig getttet werden. Sequenziert wurden die humanen CD45+ Zellen aus dem PDX-Kno-
chenmark der Woche 0, 12 und 20 bzw. 24. Dargestellt ist die Varianzallelfrequenz (VAF) der
Mutationen und zytogenetischen Aberrationen (linke Y-Achse). ,Mutationscluster”wurden mit-
tels des bioinformatischen Tools SciClone berechnet. Die Balken in A) stellen den Mittelwert
der VAF der einzelnen Klone dar. Wiederkehrende Klone in A)-C) sind in derselben Farbe
dargestellt. Dicke Linien in B) und C) stellen den Mittelwert des jeweiligen Klons dar. Die durch
die Mutationen erfolgten Aminosaureaustausche werden fiur die jeweilige Mutation als hoch-
gestellte Kodierung angezeigt. Die schwarze gestrichelte Linie beschreibt das Engraftment in
dem jeweiligen PDX (rechte Y-Achse). Die Ubrigen n = 4 PDX von Patient P04 sind in Abbil-
dung 43G-J einzusehen.
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Abbildung 38: Klonale Knochenmarkzusammensetzung von Patient PO5 und dessen
PDX (Schmitt et al. 2022). Ergebnisse der Gesamt-Exom-Sequenzierung der DNA der mo-
nonuklearen Zellen (MNCs) aus dem Knochenmark von Patient PO5 (A), dessen mit Vehikel
(CTRL) behandelten patientenabgeleiteten Xenograft (PDX) CTRL1 (B) und dessen mit El-
trombopag behandelten PDX EPAG3 (C) im Verlauf der 24-wdchigen Behandlung. Die PDX
wurden anfanglich mit 50 mg/kg EPAG behandelt, ab Woche 12 erfolgte eine Dosiseskalation
auf 150 mg/kg. Sequenziert wurden die humanen CD45+ Zellen aus dem PDX-Knochenmark
der Woche 0, 6, 12, 18 und 24. Dargestellt ist die Varianzallelfrequenz (VAF) der Mutationen
und zytogenetischen Aberrationen (linke Y-Achse). ,Mutationscluster“wurden mittels des bio-
informatischen Tools SciClone berechnet. Die Balken in A) stellen den Mittelwert der VAF der
einzelnen Klone dar. Wiederkehrende Klone in A)-C) sind in derselben Farbe dargestellt. Dicke
Linien in B) und C) stellen den Mittelwert des jeweiligen Klons dar. Die durch die Mutationen
erfolgten Aminosdureaustausche werden fur die jeweilige Mutation als hochgestellte Kodie-
rung angezeigt. Die schwarze gestrichelte Linie beschreibt das Engraftment in dem jeweiligen
PDX (rechte Y-Achse). Die Ubrigen n = 3 PDX von Patient P05 sind in Abbildung 43K-M
einzusehen.
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In einzelnen PDX der Patienten P01, P03, PO5 und P08 konnte das, zum Teil lediglich
transiente, Auftreten von neuen molekularen Lasionen in n = 4 (17 %) vehikel- und
n =2 (8 %) EPAG-behandelten PDX beobachtet werden (Abbildung 14D, 43B,
39B+C, 430+P). Dieser Umstand hatte jedoch keinen signifikanten Einfluss auf die
durchschnittliche Stabilitat der klonalen Zusammensetzung, wie der Vergleich der mitt-
leren Delta-VAF zwischen den entsprechenden EPAG- und Vehikel-Gruppen der Pa-
tienten zeigte (Abbildung 39A+B, 43F+Q+X). Eine Ausnahme bildete Patient P03,
dessen vehikelbehandelte PDX eine signifikant h6here mittleren Delta-VAF besalien
als deren mit EPAG behandelten Pendants (Abbildung 43F). Insgesamt konnte
dadurch gezeigt werden, dass die beobachtete klonale Evolution in den PDX nicht im
Zusammenhang mit der EPAG-Behandlung stand.

A) P04 PDX B) P05 PDX
154 154
ns ns
% 104 % 10
> >
< T <
o o
= 59 = 5
= b=
0 T 0 T
CTRL EPAG CTRL EPAG
(n=3) (n=3) (n=2) (n=3)

Abbildung 39: Vergleich der mittleren Delta-VAF der PDX von Patient PO4 und P05 (Sch-
mitt et al. 2022). Vergleich der mittleren Delta-Varianzallelfrequenz (AVAF) zwischen den
n = 2 bzw. n = 3 mit Vehikel (CTRL, hellgrau) behandelten patientenabgeleiteten Xenograft
(PDX) und den mit Eltrombopag (EPAG, dunkelgrau) behandelten PDX von Patient P04 (A)
(links) und P05 (B) (rechts). Die Daten sind als Mittelwerte + SD dargestellt und wurden mittels
zweiseitigen t-Tests fiir unabhangige Stichproben analysiert. Die Vergleiche der PDX von Pa-
tient P03, P08 und P09 sind in Abbildung 43 F), Q) und X) einzusehen. ns, nicht signifikant

Auch Patient P07 diente in diesem Zusammenhang als wichtiges Fallbeispiel. Fur die-
sen Patienten stand DNA primarer CD34+ Zellen von zwei aufeinanderfolgenden Kkili-
nischen Zeitpunkten zur Verfiigung sowie serielle DNA-Proben von humanen CD45+
Zellen eines einzelnen PDX (EPAG2), das mit EPAG behandelt wurde. In der initialen
Patientenprobe konnten flnf verschiedene Klone identifiziert werden, die durch zehn
verschiedene MDS-typische Mutationen definiert wurden (Abbildung 40A). Uber ei-
nen Zeitraum von zehn Monaten trat bei diesem Patienten eine naturliche klonale Evo-
lution auf, in deren Verlauf der mittlere Klon, charakterisiert durch eine WT1- und
BCOR-Mutation, durch einen neuen Klon mit zwei zusatzlichen CBL-Mutationen und
einer ETV6-Mutation verdrangt wurde. Interessanterweise wurde diese Veranderung
der klonalen Zusammensetzung in dem entsprechenden EPAG-behandelten PDX in-
nerhalb eines Zeitraums von nur 18 Wochen nahezu identisch reproduziert (Abbil-
dung 40B). Dies bestatigte zum einen, dass unser MDS-PDX-Modell den Verlauf einer
natirlichen klonalen Evolution originalgetreu abbilden kann und zum anderen, dass
dieser klonale Progress nicht durch die Behandlung mit EPAG induziert wurde.
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Abbildung 40: Klonale Knochenmarkzusammensetzung von Patient PO7 und dessen
PDX (Schmitt et al. 2022). Ergebnisse der Gesamt-Exom-Sequenzierung der DNA der CD34+
Zellen zwei aufeinanderfolgenden klinischen Zeitpunkten aus dem Knochenmark von Patient
P05 (A) und dessen mit Eltrombopag (EPAG) behandelten patientenabgeleiteten Xenograft
(PDX) EPAG2 (B). Die Patientenproben stammen von der Knochenmarkpunktion (KMP) aus
der das Transplantat fur das PDX gewonnen wurde und einer 10 Monate spateren KMP. Das
PDX wurde mit 50 mg/kg EPAG behandelt. Sequenziert wurden die humanen CD45+ Zellen
aus dem PDX-Knochenmark der Woche 0, 6, 12 und 18. Dargestellt ist die Varianzallelfre-
guenz (VAF) der Mutationen (linke Y-Achse). ,Mutationscluster” wurden mittels des bioinfor-
matischen Tools SciClone berechnet. Wiederkehrende Klone in A) und B) sind in derselben
Farbe dargestellt. Dicke Linien stellen den Mittelwert des jeweiligen Klons dar. Die durch die
Mutationen erfolgten Aminosaureaustausche werden fir die jeweilige Mutation als hochge-
stellte Kodierung angezeigt. Die schwarze gestrichelte Linie in B) beschreibt das Engraftment
im PDX (rechte Y-Achse).
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4 DISKUSSION

Der TPO-Rezeptor-Agonist EPAG ist bereits als Therapeutikum fir die immun-idiopa-
thische thrombozytopenische Purpura und Hepatitis-C-Virus-Infektionen mit begleiten-
der Thrombozytopenie sowie die schwere aplastische Anamie zugelassen. Obwohl
mehrere klinische Studien die Wirksamkeit und Sicherheit von EPAG als Monotherapie
sowohl bei Niedrigrisiko- als auch Hochrisiko-MDS-Patienten bestatigt haben (Platz-
becker et al., 2015; Oliva et al., 2017; Mittelman et al., 2018; Vicente at al., 2020;
Comont et al., 2021), konnten Bedenken hinsichtlich einer moglichen Forderung des
Krankheitsverlaufs in MDS durch EPAG nicht ganzlich ausgerdumt werden. Dies ist
zum einen auf die intrinsischen Eigenschaften von MDS als klinisch und molekular
sehr heterogene Gruppe von Knochenmarkerkrankung zuriickzuftihren; zum anderen
auf die Grenzen klinischer Studien am Menschen, bei denen Verum und Placebo nicht
an ein und demselben Patienten getestet werden kénnen und im Falle von MDS somit
beispielsweise krankheitsbedingte und therapieinduzierte Progresse der Erkrankung
nicht eindeutig differenziert werden konnen. Eine randomisierte klinische Studie mit
dem TPO-Rezeptor-Agonisten Romiplostim als Monotherapie bei MDS-Patienten mit
niedriger bis mittlerer IPSS-R-Risikoprognose wurde aufgrund ebenfalls bestehender
Bedenken hinsichtlich einer Erh6hung der Anzahl an Blasten im Knochenmark und der
Transformationsraten in der mit Romiplostim behandelten Studiengruppe vorzeitig be-
endet (Giagounidis et al., 2014). Der Verdacht einer durch Romiplostim vermehrt in-
duzierten Progression oder Transformation in eine SAML in den MDS-Patienten konnte
schlielich durch eine Langzeit-Follow-up-Studie ausgerdumt werden (Kantarjian et
al., 2018). Aus diesem Grund stellen PDX-Modelle einen vielversprechenden Ansatz
zur Foérderung und Verbesserung der personalisierten Medizin dar (Clohessy und Pan-
dolfi, 2018). Durch die Erstellung mehrere Replikate der Erkrankung eines Patienten
in Form von PDX und die Mdglichkeit dadurch potentiell neue therapeutische Substan-
zen patientenindividuell zu testen, bieten diese Plattformen einzigartige Vorteile (Come
et al., 2020).

Wahrend sich MDS-PDX-Modelle als ,proof of principle“ bereits etabliert haben, wer-
den sie noch nicht als systematischer Ansatz zur praklinischen Evaluierung von The-
rapeutika in MDS eingesetzt. Obwohl bereits in einigen Studien Chemotherapeutika,
Antikdrper und verschiedene Inhibitoren mittels MDS-PDX getestet wurden, waren
diese eher von geringem Umfang, restringiert durch niedrige Patienten- und/oder PDX-
Zahlen, kurze Behandlungsdauern oder das teilweise Fehlen von Vehikelkontrollen
(Stevens et al., 2018; Shastri et al., 2018; Meunier et al., 2018; Smith et al., 2019; Pang
et al., 2019; Song et al., 2019). In der hier beschriebenen Studie haben wir eine sys-
tematische, préaklinische Evaluierung von EPAG hinsichtlich seiner Wirksamkeit und
seines Einflusses auf die klonale Knochenmarkzusammensetzung bei n = 49 PDX,
generiert aus Proben von insgesamt n = 9 MDS-Patienten mit einer mittleren bis
schweren Thrombozytopenie, durchgefuhrt. Durch die Herstellung mehrerer PDX von
jedem Patienten und deren Einteilung in zwei Gruppen, die entweder mit EPAG oder
Vehikel behandelt wurden, konnten krankheitsbedingte und therapieinduzierte Effekte
voneinander unterschieden werden. Mittels durchflusszytometrischer Analysen und
Ganz-Exom-Sequenzierung wurden klinische Parameter wie die Anzahl der mensch-
lichen Thrombozyten und die molekulare, klonale Knochenmarkzusammensetzung mit
hoher Zuverlassigkeit in vivo wahrend des gesamten Behandlungszeitraums verfolgt.
Eine Behandlungsdauer von bis zu 24 Wochen ermoglichte mehrere molekulare
Follow-ups, die zur Nachverfolgung der klonalen Entwicklung notwendig waren. Da in
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den PDX selbst hohe humane Chimarismusraten von tber 90 % den allgemeinen Ge-
sundheitszustand der Mause nicht beeintrachtigten, sind theoretisch auch langer an-
dauernde Experimente fur zukinftige Studien realisierbar.

EPAG erwies sich in allen behandelten PDX von insgesamt n = 5 MDS-Patienten als
wirksam, wahrend in n = 3 Fallen alle PDX Non-Responder waren. Der Fall von Patient
P08 zeigte ein heterogenes Ansprechen auf EPAG, da nur eines der n = 3 mit EPAG
behandelten PDX einen Anstieg der humanen Thrombozyten aufwies. Dies entspricht
einer Gesamtansprechrate von 56 %. In klinischen Studien am Menschen lag die Wirk-
samkeit von EPAG bei 44-77 % flr Niedrigrisiko- und bei 24-28 % flr Hochrisiko-MDS-
Patienten (Platzbecker et al., 2015; Oliva et al., 2017; Mittelman et al., 2018; Vicente
at al., 2020; Comont et al., 2021). Demnach lasst sich bei Fallen mit Hochrisiko-MDS
ein insgesamt schlechteres Ansprechen verzeichnen. Dies wurde ebenfalls in einer
Metaanalyse der bis dato publizierten klinischen Studien zu EPAG in MDS-Patienten
bestétigt (Meng et al., 2020). Auch in unserer préklinischen Studie gehorten von den
n = 3 Non-Respondern basierend auf der Prognoseeinstufung nach IPSS-R n =1 Pa-
tient der Gruppe des intermediaren und n = 2 Patienten des sehr hohen Risikos an.
Die Spezifitdt des Ansprechens auf EPAG in den PDX wurde durch die Tatsache be-
statigt, dass in den PDX von Patient PO4 trotz einer 12-wdchigen Behandlung mit einer
Dosis von zunachst 50 mg/kg EPAG erst nach einer Dosissteigerung auf 150 mg/kg
ein Anstieg der humanen Thrombozyten festgestellt werden konnte. Bemerkenswert
ist, dass Patient PQ7 einige Zeit nach der Entnahme der Knochenmarkprobe, aus der
die Zellen zur Generierung der PDX gewonnen wurden, und der zehn Monate darauf-
folgenden Follow-up-Probe zur Behandlung der bestehenden Thrombozytopenie Kili-
nisch mit EPAG therapiert wurde. Allerdings wurde die Behandlung nach einer Zeit
abgebrochen, da ebenso wie in den PDX von Patient PO7 auch im realen Patienten
kein Ansprechen auf EPAG festgestellt werden konnte. In diesem konkreten Fall
konnte unser préklinisches MDS-PDX-Modell demnach den klinischen Verlauf, ge-
nauer das Nicht-Ansprechen auf EPAG, dieses Patienten korrekt voraussagen.

Der Umfang der Kohorte dieser Studie war zu gering, um statistisch signifikante, pra-
diktive klinische und molekulare Marker fur das (Nicht-)Ansprechen auf EPAG zu be-
stimmen. Nichtsdestotrotz waren interessanterweise beide TP53-mutierten MDS-Pati-
enten Non-Responder und besalRen gemal IPSS-R eine sehr hohe Risikoprognose.
Dies konnte darauf hinweisen, dass ein Ansprechen auf die Behandlung mit EPAG
nicht nur abhangig von der Risikoprognose des jeweiligen MDS-Patienten ist, sondern
womadglich auch von dessen TP53-Mutationstatus. In diesem Zusammenhang ist auch
zu erwdhnen, dass TP53-Mutationen sich zunehmend als die wichtigsten Kandidaten
fur eine besonders unginstige Prognose bei MDS-Patienten hervortun (Takahashi et
al., 2016; Stengel et al., 2017; de Jesus dos Santos et al., 2019; Haase et al., 2019).
Obwohl bisher nur wenige Daten dazu existieren, gibt es zudem Hinweise darauf, dass
TP53-Mutationen die Induktion von Genen, die mit der Megakaryopoese assoziiert
sind, beeintrachtigen, sowie die durch Lenalidomid induzierte Differenzierung von Me-
gakaryozyten stort und schlussendlich zu einer Lenalidomidresistenz fuhrt (Martinez-
Hayer et al., 2020). Leider wurde nur in einer der bisher durchgefiihrten EPAG-Studien
in MDS eine Panel-Sequenzierung der Patienten zur Bestimmung von MDS-assoziier-
ten Mutationen durchgefuhrt (Vicente at al., 2020). Jedoch besal3 keiner der n = 29 in
dieser Studie inkludierten und sequenzierten Probanden eine TP53-Mutation.

Die wichtigste zu beantwortende Frage war, ob die Behandlung mit EPAG womaoglich
einen Progress oder eine Transformation in eine SAML der Erkrankung fordert. Die
Untersuchung von Knochenmarksausstrichen der PDX zeigte weder in den EPAG-
noch in den vehikelbehandelten PDX-Gruppen eine erhdhte Anzahl von myeloischen

80



Diskussion

Blasten oder sonstige Anzeichen einer morphologischen Transformation. Dartber hin-
aus erbrachte die durchflusszytometrische Analyse des PDX-Knochenmarks keinen
Nachweis eines signifikanten Unterschieds zwischen den beiden Behandlungsgrup-
pen beziglich des Prozentsatzes des humanen Chiméarismus wahrend des gesamten
Behandlungsverlaufs oder des Prozentsatzes der humanen CD45+CD33+ sowie hu-
manen CD45+CD34+ Zellen zum Endpunkt. AbschlielRend wurde eine umfassende
molekulare Analyse mittels Gesamt-Exom-Sequenzierung der aus den sortierten, hu-
manen CD45+ Knochenmarkzellen gewonnen DNA von seriellen Zeitpunkten durch-
gefuhrt. Dabei konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass es bei den EPAG-behan-
delten MDS-PDX im Vergleich zu den vehikelbehandelten Kontrollen keinen Hinweis
auf ein hoheres Risiko einer klonalen Evolution gab. Im Gegensatz dazu war beim
Vergleich der genetischen Plastizitat, beschrieben durch die mittlere Delta-VAF, diese
bei den mit EPAG behandelten PDX tendenziell niedriger. In Einzelféallen konnten dy-
namische, teilweise transiente, klonale Veranderungen z.B. durch das Auftreten neuer
molekularer Lasionen in n = 4 (17 %) der vehikel- und n = 2 (8 %) der EPAG-behan-
delten PDX festgestellt werden. Diese Daten dienen als Beweis, dass der fur diese
Arbeit gewahlte experimentelle Zeitraum von 18-24 Wochen ausreichend ist, damit
eine klonale Expansion und/oder Verdrangung in den PDX stattfinden und somit eine
durch die Behandlung einer Substanz potenziell induzierte klonale Verénderung fest-
gestellt werden kann.

In-vitro- und In-vivo-Xenotransplantationsstudien, in denen Leukamiezelllinien und pri-
mare MDS- und AML-Patientenproben mit EPAG behandelt wurden, konnten eine er-
hohte megakaryozytare Differenzierung und Koloniebildung der Knochenmarkszellen
sowie eine zusatzliche antileukdmische Wirkung EPAGs, die durch eine gehemmte
Proliferation und erhdhte Differenzierung gekennzeichnet war (Will et al., 2009;
Erickson-Miller et al., 2010; Roth et al., 2012), nachweisen. Die hier beschriebene Ar-
beit konnte keine Hinweise auf eine mdgliche antileukdmische Wirkung EPAGs auf-
zeigen. Der Anteil der humanen CD45+CD33+ sowie humanen CD45+CD34+ Zellen
zum Endpunkt, die ebenfalls ein Maf3 fur die Proliferation und Differenzierung der Kno-
chenmarkszellen darstellen, unterschied sich in beiden PDX-Behandlungsgruppen
nicht signifikant, wie zuvor bereits erwahnt.

Bei Studien zu EPAG als Monotherapie in Patienten mit refraktarer schwerer aplasti-
schen Anamie ohne Kontrollgruppe wurde in den Patientenkohorten eine erhéhte Rate
klonaler Evolution festgestellt (Olnes et al., 2012; Desmond et al., 2014) im Vergleich
zur historischen Vergleichskohorte (Ogawa, 2016). Vor diesem Hintergrund scheint es
bemerkenswert, dass in der hier vorgestellten Studie selbst in PDX, die aus Knochen-
markmaterial von MDS-Patienten mit sehr hoher IPSS-R-Risikoprognose oder den be-
reits diskutierten prognostisch ebenfalls sehr unginstigen TP53-Mutationen, kein
Nachweis eines Progresses, einer Transformation oder klonalen Evolution erbracht
wurde. Dies untermauert erneut die Ergebnisse der klinischen Studien von EPAG in
MDS-Patienten, die keine erhdhten Progressions- oder Transformationsraten in der
mit EPAG behandelten Studiengruppe im Vergleich mit der Kontrollgruppe feststellen
konnten (Platzbecker et al., 2015; Oliva et al., 2017; Mittelman et al., 2018; Vicente at
al., 2020; Comont et al., 2021).

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass unser MDS-PDX-Modell
genutzt werden kann, um potentielle Therapeutika fir MDS-Patienten praklinisch zu
testen. Ein entscheidender Vorteil gegenuber klinischen Studien am Menschen ist,
dass dies die Mdglichkeit eroffnet, die Wirksamkeit und Sicherheit einer Substanz in
vehikelkontrollierten Experimenten an primaren Knochenmarksproben desselben
MDS-Patienten in vivo zu untersuchen. Dabei kdnnen wichtige klinische Parameter,
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insbesondere die klonale Zusammensetzung des humanen Knochenmarks zuverlas-
sig und Uber einen Zeitraum von mindestens 24 Wochen in unserem MDS-PDX-Modell
nachverfolgt werden. Im Falle von EPAG konnte mit Hilfe unseres PDX-Modell gezeigt
werden, dass der TPO-Rezeptor-Agonist in der Lage war sowohl die humane
Thrombo- als auch Megakaryopoese in einem Teil der MDS-Patienten erfolgreich zu
stimulieren. Aufgrund der kleinen KohortengroR3e der Studie konnten keine pradiktiven
klinischen und molekularen Marker fur ein (Nicht-)Ansprechen auf EPAG identifiziert
werden. Nichtsdestotrotz kbnnte es von Interesse sein den Zusammenhang zwischen
dem Nicht-Ansprechen auf EPAG und Mutationen im TP53-Gen weiterzuverfolgen,
optimaler Weise im Rahmen einer klinischen Studie. Des Weiteren konnte im Rahmen
dieser Studie ein Einfluss EPAGs auf den Krankheitsprogress, die Transformation in
eine sAML, sowie die klonale Evolution ausgeschlossen werden. Antileukamische Ef-
fekte von EPAG, die bereits in einigen In-vitro- und In-vivo-Studien demonstriert wur-
den, konnten in der hier beschriebenen Studie allerdings nicht beobachtet werden.
Somit konnten die Ergebnisse dieser Arbeit nicht nur die Wirksamkeit in MDS-Patien-
ten bestatigen, sondern dartber hinaus auch weitere Informationen in Bezug auf die
Sicherheit von EPAG in MDS liefern. Diese zusatzliche Bestéatigung der Anwendungs-
sicherheit von EPAG in MDS-Patienten sollte zukiinftige Studien ermutigen, EPAG in
Kombination mit anderen Substanzen zu testen, die die Hamatopoese fordern oder die
Regenerierung des Knochenmarks nach einer zytotoxischen Behandlung unterstut-
zen. Beispielsweise kénnte die Kombination von EPAG mit der erythropoesestimulie-
renden Substanz Luspatercept, deren Wirkung bereits in klinischen Studien an Nied-
rigrisiko-MDS-Patienten demonstriert werden konnte (Platzbecker et al., 2017; Fenaux
et al., 2020), moglicherweise eine synergistische Wirkung bei panzytopenen MDS-Pa-
tienten, die unter einer Thrombozytopenie sowie Anamie leiden, erzielen. Abschlie-
Rend lassen die in dieser Arbeit vorgestellten Daten zu der Erkenntnis kommen, dass
es in Zukunft sinnvoll sein konnte, klinische Studien am Menschen mit praklinischen
Substanztests in PDX-Modellen, wie es hier am Beispiel von EPAG demonstriert
wurde, zu begleiten und voranzutreiben.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Myelodysplastische Syndrome (MDS) sind eine heterogene Gruppe klonaler hamato-
poetischer Stammzellerkrankungen des Knochenmarks, die durch eine ineffektive Ha-
matopoese gekennzeichnet sind. Diese zeichnet sich unter anderem durch Zytopenien
im peripheren Blut sowie einer Pradisposition fur die Transformation in eine akute
myeloische Leuk&mie aus. Die Thrombozytopenie stellt dabei eine haufige Komplika-
tion bei Patienten mit MDS dar. Um Blutungsereignisse zu verhindern, sind viele throm-
bozytopene MDS-Patienten auf Thrombozytentransfusionen angewiesen, die zwar
eine kurzfristige therapeutische Linderung bieten, aber mit erheblichen klinischen Ri-
siken wie einer Alloimmunisierung oder transfusionsbedingten Reaktionen verbunden
sind. Diesbezuglich standen Thrombopoetin-Rezeptor-Agonisten wie Eltrombopag
(EPAG) als alternative Behandlungsoption thrombozytopener MDS-Patienten bereits
im Fokus klinischer Studien. Trotz vielversprechender Ergebnisse existieren allerdings
bis heute Vorbehalte, dass diese wachstumsrezeptor-stimulierenden Substanzen die
Krankheitsprogression in MDS-Patienten fordern kdnnten.

Diese Vorbehalte griinden auf den Ergebnissen einer klinischen Studie eines anderen
Thrombopoetin-Rezeptor-Agonisten (Romiplostim) an MDS-Patienten, in der es zu ei-
nem transienten Anstieg von leukéamischen Blasten im Blut von Patienten kam, was zu
ihrem vorzeitigen Abbruch fuhrte. In einer Follow-up-Studie konnte der Verdacht der
Progressionsférderung weitestgehend entkraftet werden. Dennoch ist dieser Fall ein
Beispiel fur das grundlegende Problem, dass es aufgrund der Heterogenitat von MDS
bei der Durchflihrung klinischer Studien schwierig sein kann, eindeutig zwischen sub-
stanzinduzierten Effekten und dem natirlichen Krankheitsverlauf als Ursache eines
Progresses zu unterscheiden. Ein mdglicher Losungsansatz fur dieses entscheidende
Problem stellen erganzende préaklinische Versuche mit primaren MDS-Patientenzellen
dar. In diesem Zusammenhang ist es unserer Arbeitsgruppe gelungen, ein patienten-
abgeleitetes Xenograft (PDX)-Modell fur MDS zu etablieren. Die hier dargestellte Ar-
beit demonstriert zum ersten Mal, dass dieses MDS-PDX-Modell als praklinische Platt-
form nutzbar ist, um aktuelle klinische Fragestellungen zu beantworten.

Dazu wurde die Wirksamkeit und Sicherheit des Thrombopoietin-Rezeptor-Agonisten
EPAG in unserem MDS-PDX-Modell untersucht. Diese préklinische Studie umfasste
n = 49 PDX, die aus n = 9 MDS-Patientenproben generiert wurden. Mittels Durch-
flusszytometrie und Gesamt-Exom-Sequenzierung konnten klinische Parameter wie
die Anzahl der humanen Thrombozyten im peripheren Blut und die molekulare klonale
Zusammensetzung der humanen Knochenmarkzellen in den PDX mit hoher Zuverlas-
sigkeit Uber eine Behandlungsdauer von 18-24 Wochen beobachtet werden. Im Ge-
gensatz zu klinischen Studien am Menschen erlaubte dieser Versuchsaufbau vehikel-
kontrollierte Experimente in Replikaten auf patientenindividueller Ebene sowie die Dif-
ferenzierung von substanzspezifischen Effekten und naturlichem Krankheitsverlauf.
Es konnte gezeigt werden, dass EPAG die humane Thrombopoese in MDS-PDX wirk-
sam stimulierte, ohne die klonale Zusammensetzung der Patientenproben nachteilig
zu beeinflussen. Dies erbrachte den Beweis, dass unser MDS-PDX-Modell ein nitzli-
ches Werkzeug zur Durchfiihrung patientenindividueller und vehikelkontrollierter Tests
von Therapeutika zur Behandlung von MDS in Erganzung zu klinischen Studien dar-
stellt.

83



Literaturverzeichnis

6 LITERATURVERZEICHNIS

Abarrategi, A. et al. Versatile humanized niche model enables study of normal and malig-
nant human hematopoiesis. J Clin Invest 127, 543-548 (2017).

Alexander, W. S., Maurer, A. B., Novak, U. & Harrison-Smith, M. Tyrosine-599 of the c-Mpl
receptor is required for Shc phosphorylation and the induction of cellular differentiation.
The EMBO Journal 15, 6531-6540 (1996).

Allampallam, K. et al. Biological Significance of Proliferation, Apoptosis, Cytokines, and
Monocyte/Macrophage Cells in Bone Marrow Biopsies of 145 Patients With Myelodysplas-
tic Syndrome. Int J Hematol 75, 289-297 (2002).

Al-Samkari, H. & Kuter, D. J. Thrombopoietin level predicts response to treatment with
eltrombopag and romiplostim in immune thrombocytopenia. Am J Hematol 93, 1501-1508
(2018).

Altrock, E. et al. Humanized three-dimensional scaffold xenotransplantation models for
myelodysplastic syndromes. Exp Hematol 107, 38-50 (2022).

Arber, D. A. et al. The 2016 revision to the World Health Organization classification of
myeloid neoplasms and acute leukemia. Blood 127, 2391-2405 (2016).

Bachmanov, A. A., Reed, D. R., Beauchamp, G. K. & Tordoff, M. G. Food Intake, Water
Intake, and Drinking Spout Side Preference of 28 Mouse Strains. Behavior Genetics 32,
435-443 (2002).

Bacon, C. M. et al. Thrombopoietin (TPO) induces tyrosine phosphorylation and activation
of STAT5 and STAT3. FEBS Journal 370, 63-68 (1995).

Basser, R. L. et al. Development of pancytopenia with neutralizing antibodies to thrombo-
poietin after multicycle chemotherapy supported by megakaryocyte growth and develop-
ment factor. Blood 99, 2599-2602 (2002).

Beau, M. M. L. et al. Clinical and Cytogenetic Correlations in 63 Patients With Therapy-
Related Myelodysplastic Syndromes and Acute Nonlymphocytic Leukemia: Further Evi-
dence for Characteristic Abnormalities of Chromosomes No. 5 and 7. Journal of Clinical
Oncology 3, 325-345 (1986).

Bejar, R. et al. Clinical Effect of Point Mutations in Myelodysplastic Syndromes. New Eng-
land Journal of Medicine 364, 2496-2506 (2011).

Bhat, F. A. et al. A network map of thrombopoietin signaling. J Cell Commun Signal 12,
737-743 (2018).

Bianco, J. E. R. et al. Characterization of a novel decellularized bone marrow scaffold as
an inductive environment for hematopoietic stem cells. Biomater Sci-uk 7, 1516-1528
(2019).

Binder, T., Diem, H., Fuchs, R., Gutensohn, K. & Nebe, T. Pappenheim-Farbung: Beschrei-
bung einer hamatologischen Standardfarbung — Geschichte, Chemie, Durchflihrung, Arte-
fakte und Problemlésungen/Pappenheim Stain: Description of a hematological standard
stain — history, chemistry, procedure, artifacts and problem solutions. Laboratori-
umsmedizin 36, 293-309 (2012).

Blanco, T. M., Mantalaris, A., Bismarck, A. & Panoskaltsis, N. The development of a three-
dimensional scaffold for ex vivo biomimicry of human acute myeloid leukaemia. Biomateri-
als 31, 2243-2251 (2010).

Bourgeois, E. et al. Role of splenectomy in the treatment of myelodysplastic syndromes
with peripheral thrombocytopenia: a report on six cases. Leukemia 15, 950-953 (2001).

84



Literaturverzeichnis

Bouscary, D. et al. c-mpl Expression in Hematologic Disorders. Leukemia Lymphoma 17,
19-26 (1995).

Bussel, J. B. et al. Eltrombopag for the treatment of chronic idiopathic thrombocytopenic
purpura. Cochrane Central Register Control Trials Central 2008, (2007).

Cazzola, M. Myelodysplastic Syndromes. New England Journal of Medicine 14, 1358
1374 (2020).

Chevaleyre, J. et al. Busulfan Administration Flexibility Increases the Applicability of Scid
Repopulating Cell Assay in NSG Mouse Model. Plos One 8, e74361 (2013).

Clohessy, J. G. & Pandolfi, P. P. The Mouse Hospital and Its Integration in Ultra-Precision
Approaches to Cancer Care. Frontiers Oncol 8, 340 (2018).

Cbéme, C., Balhuizen, A., Bonnet, D. & Porse, B. T. Myelodysplastic syndrome patient-
derived xenografts: from no options to many. Haematologica 105, 864—869 (2020).

Comont, T. et al. Eltrombopag for myelodysplastic syndromes or chronic myelomonocytic
leukaemia with no excess blasts and thrombocytopenia: a French multicentre retrospective
real-life study. Brit J Haematol 194, 336—-343 (2021).

Corazza, F. et al. Circulating thrombopoietin as an in vivo growth factor for blast cells in
acute myeloid leukemia. Blood 107, 2525-2530 (2006).

Debili, N. et al. The Mpl Receptor Is Expressed in the Megakaryocytic Lineage From Late
Progenitors to Platelets. Blood 85, 391-401 (1995).

Desmond, R. et al. Eltrombopag restores trilineage hematopoiesis in refractory severe
aplastic anemia that can be sustained on discontinuation of drug. Blood 123, 1818-1825
(2014).

Drachman, J. G. & Kaushansky, K. Dissecting the thrombopoietin receptor: Functional el-
ements of the Mpl cytoplasmic domain. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94, 2350-2355 (1997).

Drexler, H. G., Dirks, W. G. & MacLeod, R. A. F. Many are called MDS cell lines: One is
chosen. Leukemia Res 33, 1011-1016 (2009).

Duffy, K. J. & Erickson-Miller, C. L. 13 - The Discovery of Eltrombopag, an Orally Bioavail-
able TpoR Agonist. lii Validating Targets Small Mol Approaches 241-254 (2007)
doi:10.1016/b978-012369393-8/50014-6.

Elvarsdottir, E. M. et al. A three-dimensional in vitro model of erythropoiesis recapitulates
erythroid failure in myelodysplastic syndromes. Leukemia 34, 271-282 (2020).

Elzaeem, D. I. et al. Comparative study of IgG binding to megakaryocytes in immune and
myelodysplastic thrombocytopenic patients. Ann Hematol 100, 1701-1709 (2021).

Erhardt, J. A. et al. Comparative analyses of the small molecule thrombopoietin receptor
agonist eltrombopag and thrombopoietin on in vitro platelet function. Exp Hematol 37,
1030-1037 (2009).

Erickson-Miller, C. L. et al. Discovery and characterization of a selective, nonpeptidyl
thrombopoietin receptor agonist. Exp Hematol 33, 85-93 (2005).

Erickson-Miller, C. L. et al. Preclinical Activity of Eltrombopag (SB-497115), an Oral, Non-
peptide Thrombopoietin Receptor Agonist. Stem Cells Dayt Ohio 27, 424—-430 (2009).

Erickson-Miller, C. L. et al. Reduced proliferation of non-megakaryocytic acute mye-
logenous leukemia and other leukemia and lymphoma cell lines in response to eltrom-
bopag. Leukemia Res 34, 1224-1231 (2010).

European Medicines Agency: 15/12/2021 Revolade - EMEA/H/C/001110 - IB/0066/G,
https://www.ema.europa.eu/documents/product-information/revolade-epar-product-infor-
mation_de.pdf (Stand: 19.10.2022)

85



Literaturverzeichnis

Favero, F. et al. Sequenza: allele-specific copy humber and mutation profiles from tumor
sequencing data. Ann Oncol 26, 64—70 (2015).

Fenaux, P. et al. A randomized phase 3 study of lenalidomide versus placebo in RBC
transfusion-dependent patients with Low-/Intermediate-1-risk myelodysplastic syndromes
with del5q. Blood 118, 3765-3776 (2011).

Fenaux, P. et al. Efficacy of azacitidine compared with that of conventional care regimens
in the treatment of higher-risk myelodysplastic syndromes: a randomised, open-label,
phase Il study. Lancet Oncol 10, 223-232 (2009).

Fenaux, P. et al. Luspatercept in Patients with Lower-Risk Myelodysplastic Syndromes.
New Engl J Med 382, 140-151 (2020).

Ferreira, M. S. V. et al. Cord blood-hematopoietic stem cell expansion in 3D fibrin scaffolds
with stromal support. Biomaterials 33, 6987-6997 (2012).

Fichelson, S. et al. Megakaryocyte Growth and Development Factor-Induced Proliferation
and Differentiation Are Regulated by the Mitogen-Activated Protein Kinase Pathway in
Primitive Cord Blood Hematopoietic Progenitors. Blood 94, 1601-1613 (1999).

Fontenay-Roupie, M. et al. Analysis of megakaryocyte growth and development factor
(thrombopoietin) effects on blast cell and megakaryocyte growth in myelodysplasia. Leu-
kemia Res 22, 527-535 (1998).

Fox, N., Priestley, G., Papayannopoulou, T. & Kaushansky, K. Thrombopoietin expands
hematopoietic stem cells after transplantation. J Clin Invest 110, 389—-394 (2002).

Geddis, A. E., Fox, N. E. & Kaushansky, K. Phosphatidylinositol 3-Kinase Is Necessary but
Not Sufficient for Thrombopoietin-induced Proliferation in Engineered Mpl-bearing Cell
Lines as Well as in Primary Megakaryocytic Progenitors*. J Biol Chem 276, 34473-34479
(2001).

Genovese, G. et al. Clonal Hematopoiesis and Blood-Cancer Risk Inferred from Blood DNA
Sequence. New Engl J Medicine 371, 2477-2487 (2014).

George, J. N. et al. Improved quality of life for romiplostim-treated patients with chronic
immune thrombocytopenic purpura: results from two randomized, placebo-controlled trials.
Brit J Haematol 144, 409-415 (2009).

Germing, U. et al. No increase in age-specific incidence of myelodysplastic syndromes.
Haematologica 89, 905-10 (2004).

Giagounidis, A. et al. Results of a randomized, double-blind study of romiplostim versus
placebo in patients with low/intermediate-1-risk myelodysplastic syndrome and thrombo-
cytopenia. Cancer 120, 1838-1846 (2014).

Gilli, S. C. 0., Medina, S. de S., Castro, V. de, Fernandes, L. G. R. & Saad, S. T. O. Platelet
associated IlgG may be related with thrombocytopenia in patients with myelodysplastic syn-
dromes. Leukemia Res 36, 554-559 (2012).

Gonzalez-Porras, J. R. et al. Prognostic impact of severe thrombocytopenia in low-risk
myelodysplastic syndrome. Cancer 117, 5529-5537 (2011).

Greenberg, P. L. et al. International Scoring System for Evaluating Prognosis in Myelodys-
plastic Syndromes. Blood 89, 2079-2088 (1997).

Greenberg, P. L. et al. Revised International Prognostic Scoring System for Myelodysplas-
tic Syndromes. Blood 120, 2454-2465 (2012).

Greenberg, P. L., Young, N. S. & Gattermann, N. Myelodysplastic Syndromes. Hematology
2002, 136-161 (2002).

86



Literaturverzeichnis

Gupta, P., LeRoy, S. C., Luikart, S. D., Bateman, A. & Morrison, V. A. Long-term blood
product transfusion support for patients with myelodysplastic syndromes (MDS): cost anal-
ysis and complications. Leukemia Res 23, 953-959 (1999).

Haase, D. et al. New insights into the prognostic impact of the karyotype in MDS and cor-
relation with subtypes: evidence from a core dataset of 2124 patients. Blood 13, 4385—
4395 (2017).

Haase, D. et al. TP53 mutation status divides myelodysplastic syndromes with complex
karyotypes into distinct prognostic subgroups. Leukemia 33, 1747-1758 (2019).

Haferlach, T. et al. Landscape of genetic lesions in 944 patients with myelodysplastic syn-
dromes. Leukemia 28, 241-247 (2014).

Hayakawa, J., Hsieh, M. M., Uchida, N., Phang, O. & Tisdale, J. F. Busulfan Produces
Efficient Human Cell Engraftment in NOD/LtSz-Scid IL2RyNull Mice. Stem Cells 27, 175—
182 (2009).

Hofmann, W.-K. et al. Defective Megakaryocytic Development in Myelodysplastic Syn-
dromes. Leukemia Lymphoma 38, 13-19 (2000).

Hofmann, W. K., Miller-Tidow, C. et al. Myeloische Neoplasien. De Gruyter (2020).

Houwerzjil, E. J. et al. Increased peripheral platelet destruction and caspase-3—independ-
ent programmed cell death of bone marrow megakaryocytes in myelodysplastic patients.
Blood 105, 3472-3479 (2005).

Houwerzjil, E. J., Blom, N. R., Want, J. J. L. van der, Vellenga, E. & Wolf, J. T. M. de.
Megakaryocytic dysfunction in myelodysplastic syndromes and idiopathic thrombocytope-
nic purpura is in part due to different forms of cell death. Leukemia 20, 1937-1942 (2006).

Jaiswal, S. et al. Age-Related Clonal Hematopoiesis Associated with Adverse Outcomes.
New Engl J Medicine 371, 2488—-2498 (2014).

Jing, D. et al. Hematopoietic stem cells in co-culture with mesenchymal stromal cells -
modeling the niche compartments in vitro. Haematologica 95, 542-550 (2010).

Jo, S.-Y., Kim, E. & Kim, S. Impact of mouse contamination in genomic profiling of patient-
derived models and best practice for robust analysis. Genome Biol 20, 231 (2019).

Kalina, U. et al. Alteration of c-mpl-mediated signal transduction in CD34+ cells from pa-
tients with myelodysplastic syndromes. Exp Hematol 28, 1158-1163 (2000).

Kantarjian, H. M. et al. Decitabine improves patient outcomes in myelodysplastic syn-
dromes. Cancer 106, 1794-1803 (2006).

Kantarjian, H. M. et al. The incidence and impact of thrombocytopenia in myelodysplastic
syndromes. Cancer 109, 1705-1714 (2007).

Kantarjian, H. M. et al. Long-term follow-up for up to 5 years on the risk of leukaemic pro-
gression in thrombocytopenic patients with lower-risk myelodysplastic syndromes treated
with romiplostim or placebo in a randomised double-blind trial. Lancet Haematol 5, e117—
el126 (2018).

Kao, Y.-R. et al. Thrombopoietin receptor—independent stimulation of hematopoietic stem
cells by eltrombopag. Sci Transl Med 10, (2018).

Kaushansky, K. et al. Promotion of megakaryocyte progenitor expansion and differentiation
by the c-Mpl ligand thrombopoietin. Nature 369, 568-571 (1994).

Kida, J. et al. An MDS-derived cell line and a series of its sublines serve as an in vitro
model for the leukemic evolution of MDS. Leukemia 32, 1846-1850 (2018).

Kim, M.-J. et al. NMR Structural Studies of Interactions of a Small, Nonpeptidyl Tpo Mimic
with the Thrombopoietin Receptor Extracellular Juxtamembrane and Transmembrane Do-
mains*. J Biol Chem 282, 14253-14261 (2007).

87



Literaturverzeichnis

Kizaki, M., Miyakawa, Y. & lkeda, Y. Long-term administration of pegylated recombinant
human megakaryocyte growth and development factor dramatically improved cytopenias
in a patient with myelodysplastic syndrome. British Journal of Haematology 122, 764—-767
(2003).

Kobayashi, M., Laver, J. H., Kato, T., Miyazaki, H. & Ogawa, M. Thrombopoietin Supports
Proliferation of Human Primitive Hematopoietic Cells in Synergy With Steel Factor and/or
Interleukin-3. Blood 88, 429-436 (1996).

Koressaar, T. & Remm, M. Enhancements and modifications of primer design program
Primer3. Bioinformatics 23, 1289-1291 (2007).

Koressaar, T. et al. Primer3_masker: integrating masking of template sequence with primer
design software. Bioinformatics 34, 1937-1938 (2018).

Kuter, D. J. & Begley, C. G. Recombinant human thrombopoietin: basic biology and eval-
uation of clinical studies. Blood 100, 3457-3469 (2002).

Kuter, D. J. & Rosenberg, R. D. The Reciprocal Relationship of Thrombopoietin (c-
Mpl Ligand) to Changesin the Platelet Mass During Busulfan-Induced Thrombocyto-
penia in the Rabbit. Blood 85, 2720-273 (1995).

Kuter, D. J. et al. Efficacy of romiplostim in patients with chronic immune thrombocytopenic
purpura: a double-blind randomised controlled trial. Lancet 371, 395-403 (2008).

Lapidot, T. et al. A cell initiating human acute myeloid leukaemia after transplantation into
SCID mice. Nature 367, 645-648 (1994).

Lappalainen, I. et al. The European Genome-phenome Archive of human data consented
for biomedical research. Nat Genet 47, 692-695 (2015).

Leisten, I. et al. 3D co-culture of hematopoietic stem and progenitor cells and mesenchymal
stem cells in collagen scaffolds as a model of the hematopoietic niche. Biomaterials 33,
1736-1747 (2012).

Li, J. et al. Thrombocytopenia caused by the development of antibodies to thrombopoietin.
Blood 98, (2001).

List, A. et al. Lenalidomide in the Myelodysplastic Syndrome with Chromosome 5q Dele-
tion. New Engl J Medicine 355, 1456-1465 (2006).

Livak, K. J. & Schmittgen, T. D. Analysis of Relative Gene Expression Data Using Real-
Time Quantitative PCR and the 2-AAC T Method. Methods 25, 402-408 (2001).

Libbert, M. et al. Low-Dose Decitabine Versus Best Supportive Care in Elderly Patients
With Intermediate- or High-Risk Myelodysplastic Syndrome (MDS) Ineligible for Intensive
Chemotherapy: Final Results of the Randomized Phase Il Study of the European Organi-
sation for Research and Treatment of Cancer Leukemia Group and the German MDS
Study Group. J Clin Oncol 29, 1987-1996 (2011).

Makishima, H. et al. Dynamics of clonal evolution in myelodysplastic syndromes. Nat Genet
49, 204-212 (2017).

Malcovati, L. et al. Clinical significance of SF3B1 mutations in myelodysplastic syndromes
and myelodysplastic/myeloproliferative neoplasms. Blood 118, 6239-6246 (2011).

Malcovati, L. et al. Diagnosis and treatment of primary myelodysplastic syndromes in
adults: recommendations from the European LeukemiaNet. Blood 122, 2943-2964 (2013).

Martin, M. G. et al. Limited engraftment of low-risk myelodysplastic syndrome cells in
NOD/SCID gamma-C chain knockout mice. Leukemia 24, 1662—-1664 (2010).

Martinez-Hgyer, S. et al. Loss of lenalidomide-induced megakaryocytic differentiation
leads to therapy resistance in del(5q) myelodysplastic syndrome. Nat Cell Biol 22, 526—
533 (2020).

88



Literaturverzeichnis

Martinez-Jaramillo, G. et al. Comparative analysis of the in vitro proliferation and expansion
of hematopoietic progenitors from patients with aplastic anemia and myelodysplasia. Leu-
kemia Res 26, 955-963 (2002).

Matsumura, |. et al. The biologic properties of recombinant human thrombopoietin in the
proliferation and megakaryocytic differentiation of acute myeloblastic leukemia cells. Blood
88, 3074-82 (1996).

Medyouf, H. et al. Myelodysplastic Cells in Patients Reprogram Mesenchymal Stromal
Cells to Establish a Transplantable Stem Cell Niche Disease Unit. Cell Stem Cell 14, 824—
837 (2014).

Meng, F. et al. Safety and Efficacy of Eltrombopag and Romiplostim in Myelodysplastic
Syndromes: A Systematic Review and Meta-Analysis. Frontiers Oncol 10, 582686 (2020).

Meunier, M. et al. Molecular dissection of engraftment in a xenograft model of myelodys-
plastic syndromes. Oncotarget 9, 14993-15000 (2018).

Mian, S. A. et al. Ectopic Humanized Mesenchymal Niche in Mice Enables Robust Engraft-
ment of Myelodysplastic Stem CellsHumanized Niches Support Myelodysplastic Stem
Cells. Blood Cancer Discov 2, 135-145 (2020).

Mian, S. A. et al. SF3B1 mutant MDS-initiating cells may arise from the haematopoietic
stem cell compartment. Nat Commun 6, 10004 (2015).

Miller, C. A. et al. SciClone: Inferring Clonal Architecture and Tracking the Spatial and
Temporal Patterns of Tumor Evolution. Plos Comput Biol 10, e1003665 (2014).

Minegishi, N. et al. Erythropoietin-dependent induction of hemoglobin synthesis in a cyto-
kine-dependent cell line M-TAT. J Biol Chem 269, 27700-27704 (1994).

Mishima, Y. et al. New human myelodysplastic cell line, TER-3: G-CSF specific downreg-
ulation of Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase IV. J Cell Physiol 191, 183-190
(2002).

Mittelman, M. et al. Eltrombopag for advanced myelodysplastic syndromes or acute mye-
loid leukaemia and severe thrombocytopenia (ASPIRE): a randomised, placebo-controlled,
phase 2 trial. Lancet Haematol 5, e34—e43 (2018).

Miyakawa, Y. et al. Recombinant Thrombopoietin Induces Rapid Protein Tyrosine Phos-
phorylation of Janus Kinase 2 and Shc in Human Blood Platelets. Blood 86, 23-27 (1995).

Miyakawa, Y. et al. Thrombopoietin Induces Tyrosine Phosphorylation of Stat3
and Stat5 in Human Blood Platelets. Blood 87, 439—446 (1996).

Mortera-Blanco, T., Mantalaris, A., Bismarck, A., Agel, N. & Panoskaltsis, N. Long-term
cytokine-free expansion of cord blood mononuclear cells in three-dimensional scaffolds.
Biomaterials 32, 9263-9270 (2011).

Mossner, M. et al. Mutational hierarchies in myelodysplastic syndromes dynamically adapt
and evolve upon therapy response and failure. Blood 128, 1246-1259 (2016).

Nakamura, S. et al. Retrovirus-mediated gene transfer of granulocyte colony-stimulating
factor receptor (G-CSFR) cDNA into MDS cells and induction of their differentiation by G-
CSF. Cytokines Cell Mol Ther 6, 61—70 (2009).

Nakao, T., Geddis, A. E., Fox, N. E. & Kaushansky, K. PI3K/Akt/FOXO3a pathway contrib-
utes to thrombopoietin-induced proliferation of primary megakaryocytes in vitro and in vivo
via modulation of p27Kipl. Cell Cycle 7, 257-266 (2008).

Navas, T. A. et al. Inhibition of overactivated p38 MAPK can restore hematopoiesis in myel-
odysplastic syndrome progenitors. Blood 108, 4170-4177 (2006).

Neukirchen, J. et al. Incidence and prevalence of myelodysplastic syndromes: Data from
the Disseldorf MDS-registry. Leukemia Res 35, 1591-1596 (2011).

89



Literaturverzeichnis

Neukirchen, J. et al. Platelet counts and haemorrhagic diathesis in patients with myelodys-
plastic syndromes. Eur J Haematol 83, 477-482 (2009).

Nilsson, L. et al. Isolation and characterization of hematopoietic progenitor/stem cells in
5g-deleted myelodysplastic syndromes: evidence for involvement at the hematopoietic
stem cell level. Blood 96, 2012—-2021 (2000).

Notta, F., Doulatov, S. & Dick, J. E. Engraftment of human hematopoietic stem cells is
more efficient in female NOD/SCID/IL-2Rgc-null recipients. Blood 115, 3704—-3707 (2010).

Ogawa, S. Clonal hematopoiesis in acquired aplastic anemia. Blood 128, 337-347 (2016).
Ogawa, S. Genetics of MDS. Blood 10, 1049-1059 (2019).

Oliva, E. N. et al. Eltrombopag versus placebo for low-risk myelodysplastic syndromes with
thrombocytopenia (EQoL-MDS): phase 1 results of a single-blind, randomised, controlled,
phase 2 superiority trial. Lancet Haematol 4, e127—-e136 (2017).

Olnes, M. J. et al. Eltrombopag and Improved Hematopoiesis in Refractory Aplastic Ane-
mia. New Engl J Medicine 367, 11-19 (2012).

Pang, W. W. et al. Anti-CD117 antibody depletes normal and myelodysplastic syndrome
human hematopoietic stem cells in xenografted mice. Blood 133, 2069-2078 (2019).

Papaemmanuil, E. et al. Clinical and biological implications of driver mutations in myelo-
dysplastic syndromes. Blood 22, 3616—3627 (2013).

Platzbecker, U. et al. Biomarkers of Response to Romiplostim in Patients with Lower-Risk
Myelodysplastic Syndrome (MDS) and Thrombocytopenia - Results of the Europe Trial By
the Emsco Network. Blood 134, 2998-2998 (2019).

Platzbecker, U. et al. Luspatercept for the treatment of anaemia in patients with lower-risk
myelodysplastic syndromes (PACE-MDS): a multicentre, open-label phase 2 dose-finding
study with long-term extension study. Lancet Oncol 18, 1338-1347 (2017).

Platzbecker, U. et al. Safety and tolerability of eltrombopag versus placebo for treatment
of thrombocytopenia in patients with advanced myelodysplastic syndromes or acute mye-
loid leukaemia: a multicentre, randomised, placebo-controlled, double-blind, phase 1/2
trial. Lancet Haematol 2, e417—e426 (2015).

Platzbecker, U. Treatment of MDS. Blood 10, 1096-1107 (2019).

Prodger, C. F., Rampotas, A., Estcourt, L. J., Stanworth, S. J. & Murphy, M. F. Platelet
transfusion: Alloimmunization and Refractoriness. Semin Hematol 57, 92—99 (2019).

Qian, H. et al. Critical Role of Thrombopoietin in Maintaining Adult Quiescent Hematopoi-
etic Stem Cells. Cell Stem Cell 1, 671-684 (2007).

Quentmeier, H. et al. The LL-100 panel: 100 cell lines for blood cancer studies. Sci Rep-
uk 9, 8218 (2019).

Robert-Richard, E. et al. Human cell engraftment after busulfan or irradiation conditioning
of NOD/SCID mice. Haematologica 91, 1384-1387 (2006).

Rojnuckarin, P., Drachman, J. G. & Kaushansky, K. Thrombopoietin-Induced Activation of
the Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) Pathway in Normal Megakaryocytes: Role
in Endomitosis. Blood 94, 1273-1282 (1999).

Roth, M. et al. Eltrombopag inhibits the proliferation of leukemia cells via reduction of in-
tracellular iron and induction of differentiation. Blood 120, 386—394 (2012).

Rouault-Pierre, K. et al. Preclinical modeling of myelodysplastic syndromes. Leukemia 31,
2702-2708 (2017).

90



Literaturverzeichnis

Rouyez, M. C., Boucheron, C., Gisselbrecht, S., Dusanter-Fourt, |. & Porteu, F. Control of
thrombopoietin-induced megakaryocytic differentiation by the mitogen-activated protein ki-
nase pathway. Mol Cell Biol 17, 4991-5000 (1997).

Rucker, F. G. et al. Molecular profiling reveals myeloid leukemia cell lines to be faithful
model systems characterized by distinct genomic aberrations. Leukemia 20, 994-1001
(2006).

Saleh, M. N. et al. Safety and efficacy of eltrombopag for treatment of chronic immune
thrombocytopenia: results of the long-term, open-label EXTEND study. Blood 121, 537-
545 (2013).

Sallman, D. A. & List, A. The central role of inflammatory signaling in the pathogenesis of
myelodysplastic syndromes. Blood 133, 1039-1048 (2019).

Santos, T. E. de J. dos et al. Presence of CD34 + in Megakaryocytes in Association With
p53 Expression Predicts Unfavorable Prognosis in Low-risk Myelodysplastic Syndrome
Patients. In Vivo 33, 277-280 (2019).

Sauvage, F. J. de et al. Physiological Regulation of Early and Late Stages of Megakaryo-
cytopoiesis by Thrombopoietin. Journal of Experimental Medicine 183, 651-656 (1996).

Schanz, J. et al. New Comprehensive Cytogenetic Scoring System for Primary Myelodys-
plastic Syndromes (MDS) and Oligoblastic Acute Myeloid Leukemia After MDS Derived
From an International Database Merge. J Clin Oncol 30, 820-829 (2012).

Schipper, L. F., Hensbergen, Y. V., Fibbe, W. E. & Brand, A. A sensitive quantitative single-
platform flow cytometry protocol to measure human platelets in mouse peripheral blood.
Transfusion 47, 2305-2314 (2007).

Schmitt, N. et al. Preclinical evaluation of eltrombopag in a PDX model of myelodysplastic
syndromes. Leukemia 36, 236—-247 (2022).

Sekeres, M. A. et al. Characteristics of US Patients with Myelodysplastic Syndromes: Re-
sults of Six Cross-sectional Physician Surveys. Jnci J National Cancer Inst 100, 1542—
1551 (2008).

Sekeres, M. A. et al. Development and validation of a model to predict platelet response to
romiplostim in patients with lower-risk myelodysplastic syndromes. Brit J Haematol 167,
337-345 (2014).

Severn, C. E. et al. Polyurethane scaffolds seeded with CD34+ cells maintain early stem
cells whilst also facilitating prolonged egress of haematopoietic progenitors. Sci Rep-uk 6,
32149 (2016).

Shastri, A. et al. Antisense STAT3 inhibitor decreases viability of myelodysplastic and leu-
kemic stem cells. J Clin Invest 128, 5479-5488 (2018).

Shultz, L. D. et al. Human Lymphoid and Myeloid Cell Development in NOD/LtSz-scid
IL2Rynull Mice Engrafted with Mobilized Human Hemopoietic Stem Cells. J Immunol 174,
6477—6489 (2005).

Shultz, L. D. et al. Multiple Defects in Innate and Adaptive Immunologic Function in
NOD/LtSz-scid Mice. Journal of Immunology 154, 180-191 (1995).

Smith, M. A. et al. U2AF1 mutations induce oncogenic IRAK4 isoforms and activate innate
immune pathways in myeloid malignancies. Nat Cell Biol 21, 640-650 (2019).

Solar, G. P. et al. Role of c-mpl in Early Hematopoiesis. Blood 92, 4-10 (1998).

Song, Y. et al. A highly efficient and faithful MDS patient-derived xenotransplantation model
for pre-clinical studies. Nat Commun 10, 366 (2019).

91



Literaturverzeichnis

Stengel, A. et al. The impact of TP53 mutations and TP53 deletions on survival varies
between AML, ALL, MDS and CLL: an analysis of 3307 cases. Leukemia 31, 705-711
(2017).

Stevens, B. M. et al. Characterization and targeting of malignant stem cells in patients with
advanced myelodysplastic syndromes. Nat Commun 9, 3694 (2018).

Sun, H., Tsai, Y., Nowak, I., Liesveld, J. & Chen, Y. Eltrombopag, a thrombopoietin recep-
tor agonist, enhances human umbilical cord blood hematopoietic stem/primitive progenitor
cell expansion and promotes multi-lineage hematopoiesis. Stem Cell Res 9, 77-86 (2012).

Swart, L. et al. Validation of the revised international prognostic scoring system (IPSS-R)
in patients with lower-risk myelodysplastic syndromes: a report from the prospective Euro-
pean LeukaemiaNet MDS (EUMDS) registry. Brit J Haematol 170, 372—-383 (2015).

Swerdlow, S., Campo E., Harris, N. L., Jaffe, E. S. & Pileri, S. A. WHO Classification of
Tumours of Haematopoietic and Lymphoid Tissues: Vol. 2. WORLD HEALTH ORGN
(2017).

Takahashi, K. et al. Clinical implications of TP53 mutations in myelodysplastic syndromes
treated with hypomethylating agents. Oncotarget 7, 14172-14187 (2016).

Thanopoulou, E. et al. Engraftment of NOD/SCID-2 microglobulin null mice with multilin-
eage neoplastic cells from patients with myelodysplastic syndrome. Blood 103, 4285-4293
(2004).

Tohyama, K., Tsutani, H., Ueda, T., Nakamura, T. & Yoshida, Y. Establishment and char-
acterization of a novel myeloid cell line from the bone marrow of a patient with the myelo-
dysplastic syndrome. Brit J Haematol 87, 235-242 (1994).

Tong, W. & Lodish, H. F. Lnk Inhibits Tpo—mpl Signaling and Tpo-mediated Megakaryo-
cytopoiesis. J Exp Medicine 200, 569-580 (2004).

Tortolani, J. et al. Thrombopoietin Induces Tyrosine Phosphorylation and Activation of the
Janus Kinase, JAK2. Blood 85, 3444-3451 (1995).

Untergasser, A. et al. Primer3—new capabilities and interfaces. Nucleic Acids Res 40,
ell5-e115 (2012).

Vicente, A. et al. Eltrombopag monotherapy can improve hematopoiesis in patients with
low to intermediate risk-1 myelodysplastic syndrome. Haematologica 105, 2785-2794
(2020).

Vigon, |. et al. Expression of the ¢c-mpl Proto-oncogene in Human Hematologic Malignan-
cies. Blood 82, 877-883 (1993).

Vlachodimitropoulou, E. et al. Eltrombopag: a powerful chelator of cellular or extracellular
iron(lll) alone or combined with a second chelator. Blood 130, 1923-1933 (2017).

Walter, M. J. et al. Clonal Architecture of Secondary Acute Myeloid Leukemia. New Engl J
Medicine 366, 1090-1098 (2012).

Wang, K., Li, M. & Hakonarson, H. ANNOVAR: functional annotation of genetic variants
from high-throughput sequencing data. Nucleic Acids Res 38, e164—e164 (2010).

Wetzler, M. et al. Expression of c-mpl mRNA, the Receptor for Thrombopoietin, in Acute
Myeloid Leukemia Blasts Intensive Chemotherapy. Journal of Clinical Oncology 15, 2262—
2268 (1997).

Will, B. et al. Effect of the nonpeptide thrombopoietin receptor agonist Eltrombopag on
bone marrow cells from patients with acute myeloid leukemia and myelodysplastic syn-
drome. Blood 114, 3899-3908 (2009).

Winkler, T. et al. Treatment optimization and genomic outcomes in refractory severe aplas-
tic anemia treated with eltrombopag. Blood 133, 2575-2585 (2019).

92



Literaturverzeichnis

Woll, P. S. et al. Myelodysplastic Syndromes Are Propagated by Rare and Distinct Human
Cancer Stem Cells In Vivo. Cancer Cell 25, 794-808 (2014).

Ye, J. et al. Primer-BLAST: A tool to design target-specific primers for polymerase chain
reaction. BMC Bioinformatics 13, (2012).

Yoshida, K. et al. Frequent pathway mutations of splicing machinery in myelodysplasia.
Nature 478, 64—69 (2011).

Young, N. S. Aplastic Anemia. New Engl J Med 379, 1643-1656 (2018).

Zhang, C. C., Kaba, M., lizuka, S., Huynh, H. & Lodish, H. F. Angiopoietin-like 5 and
IGFBP2 stimulate ex vivo expansion of human cord blood hematopoietic stem cells as
assayed by NOD/SCID transplantation. Blood 7, 3415-3423 (2008).

93



Anhang

7 ANHANG

Tabelle 10: Ubersicht der klinischen Charakteristika aller transplantierten Patientenproben. MDS, Myelodysplastische Syndrome; WHO 2016,
MDS-Klassifikation nach WHO 2016; MDS-EB, MDS mit Blastenexzess; t-MDS, therapieassoziiertes MDS; MDS-MLD, MDS mit Mehrliniendyspla-
sie; MDS-U, unklassifizierbares MDS; MPN, myeloproliferative Neoplasien; CMML, chronische myelomonozytare Leukamie; SAML, sekundére AML;
IPSS-R, Prognosescore nach IPSS-R; int, intermediar; PLT, Thrombozyten; Aza, Azacytidin; EK, Erythrozytenkonzentrat; TK, Thrombozytenkon-
zentrat; R-CHOP, Kombinationstherapie aus Rituximab, Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin und Prednison; G-CSF, Granulozyten-Kolonie-
stimulierender Faktor; ESA, erythropoesestimulierendes Agens; Len, Lenalidomid; N/A, nicht verfiigbar.

Patient Ges- Alter WHO 2016 IPSS- Karyotyp Mutationen Blasten PLT Bisherige
chlecht R (%) (x10E9/L) Therapie
PO1 m 59 MDS-EB-2 sehr komplex aberrant CBL, DNMT3A, EZH2 5-10 29 Aza, EK, TK
hoch
P02 m 82 MDS-EB-2 sehr komplex aberrant TET2, TP53 10 7 Aza, EK, TK
hoch
P03 m 65 t-MDS-EB-1 sehr komplex aberrant KRAS, BCOR 5 15 Aza, EK, TK
hoch
P04 m 71 t-MDS-MLD niedrig 46,XY,r(6)(p21926)[14]/46,XY[6] ASXL1, RUNX1, 0 24 EK, R-CHOP
SRSF2, TET2
P05 m 69 MDS-EB-1 sehr komplex aberrant TP53 3-5 15 Aza, EK, TK
hoch
P06 m 82 MDS-EB-2 sehr 47,XY,+8[4]/46,XY[21] ASXL1, RUNX1, <10 15 keine
hoch ZRSR2, STAG2
P07 f 83 MDS-MLD int 46,XX[20] ASXL1, DNMTS3A, <5 24 G-CSF

EZH2, TET2, CBL,

BCOR, WT1
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P08 80 MDS-U int 47,XY,+8[3]/46,XY[17] ASXL1, IDH2, SRSF2, <1 80 ESA
STAG2
P09 77 MDS mit isolier- sehr del(5q) ASXL1, ETV6, EZH2 1-2 74 EK, Len, TK
ter del(5q) niedrig
P10 63 MDS-MLD niedrig 46,XY[20] keine detektiert <2 23 APG101, EK
P11 76 MDS-MLD niedrig 46,XY[20] ASXL1 1-2 62 APG101, EK
P12 66 MDS-MLD niedrig 46,XX[20] ASXL1, IDH2, RUNX1, 1-2 51 Aza, EK,
STAG2 G-CSF
P13 68 MDS-MLD int 46,XY[20] DNMT3A, TP53 <5 43 EK, G-CSF
P14 76 MDS mit isolier-  niedrig 46,XX,del(59)(g21q34)[20] RUNX1, SF3B1 <5 35 Len
ter del(5q)
P15 75 MDS-MLD niedrig 46,XY[20] keine detektiert <1 55-66 APG101, EK
P16 77 MDS-MPN int 46,XY,1(2,2)(p23;932)[10]/ ASXL1, RUNX1, SRSF2 2 75 EK
47,XY,1(2,2)(p23;932),+8[2]/46,XY[9]
P17 75 MDS-EB-2 sehr 44,XX,-3,del(5)(q13931),-12[22] EZH2, TP53 10 50 EK
hoch
P18 63 MDS-EB-1 hoch 46,XY,+1,der(1;16)(q10;p10)[18]/ IDH1, IDH2, RUNX1, <10 25 N/A
46,XY[2] SRSF2
P19 56 MDS-MLD niedrig 46,XY[20] ETNK1 0 36 TK
P20 80 MDS-EB-2 int 46,XY[20] IDH2, SRSF2 <5 99 APG101,
EK, TK
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P21 83 MDS mit isolier-  niedrig 46,XX,del(5)(q13g33)[13]/46,XX[7] SF3B1, TP53 1-2 99 Len
ter del(5q)

P22 76 CMML-2 - 46,XY[20] IDH2, NPM1 10-20 66 N/A

P23 72 MDS-EB-2 hoch 46,XY keine detektiert 15 88 N/A

P24 65 MDS-EB-2 int 46,XY ASXL1 10 71 keine

P25 69 sAML - 47,XY,+21[6]/46,XY[14] RUNX1 20-60 98 EK

P26 76 MDS-MLD niedrig 46,XY[20] TET2 1 14 EK, TK
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Abbildung 41: Verlauf der mittleren Hamoglobinkonzentration in vehikel- und EPAG-be-
handelten PDX (Schmitt et al. 2022). Verlauf der mittleren Gesamthamoglobinkonzentration,
zusammengesetzt aus humanem und murinem Hamoglobin, der vehikel- (blau) und EPAG-
behandelten (rot) patientenabgeleiteten Xenografts (PDX) von Patient PO1 (A), P02 (B),
P03 (C), P04 (D), P05 (E), P06 (F), P07 (G), P08 (H) und PQ9 (1) im Verlauf der 18- bis 24-
wochigen Behandlung. Blutentnahmen wurden alle zwei Wochen vorgenommen. Alle Daten
bis auf die des vehikelbehandelten PDX in A) sind als Mittelwerte + SD dargestellt.
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Abbildung 42: Verlauf des mittleren humanen Engraftments in vehikel- und EPAG-be-
handelten PDX (Schmitt et al. 2022). Verlauf des mittleren humanen Engraftments der vehi-
kel- (blau) und EPAG-behandelten (rot) patientenabgeleiteten Xenografts (PDX) von Patient
P02 (A), P03 (B), P04 (C), P05 (D), P06 (E), PO7 (F), PO8 (G) und P09 (H) im Verlauf der
18- bis 24-wdéchigen Behandlung. Knochenmarkpunktionen wurden in Woche 0, 6 und 12 bzw.
18 vorgenommen. In Woche 18 bzw. 24 erfolgte nach Endpunkt die Analyse des Gesamtkno-

chenmarks. Alle Daten sind als Mittelwerte + SD dargestellt.
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Abbildung 43: Klonale Knochenmarkzusammensetzung der Patienten P02, P03, P04,
P05, P06, PO8 und P09, und deren PDX (Schmitt et al. 2022). Ergebnisse der Gesamt-
Exom-Sequenzierung zur Rekonstruktion der klonalen Knochenmarkzusammensetzung von
Patienten P02, P03, P04, P05, P06, P08 und P09, und deren mit Vehikel (CTRL) und deren
mit Eltrombopag (EPAG) behandelten patientenabgeleiteten Xenografts (PDX) im Verlauf der
18- bis 24-wdchigen Behandlung. Die PDX wurden mit 50 mg/kg EPAG behandelt. Fir die
PDX von P04 und P05 erfolgte ab Woche 12 eine Dosiseskalation auf 150 mg/kg. Sequenziert
wurden die humanen CD45+ Zellen aus dem PDX-Knochenmark der Woche 0, 6, 12, 18 und
24. Wiederkehrende Klone desselben Patienten und dessen PDX sind in derselben Farbe dar-
gestellt. Dicke Linien in den Verlaufsdiagrammen stellen den Mittelwert des jeweiligen Klons
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dar. Die durch die Mutationen erfolgten Aminoséureaustausche werden fir die jeweilige Mu-
tation als hochgestellte Kodierung angezeigt. Die schwarze gestrichelte Linie beschreibt das
Engraftment in dem jeweiligen PDX (rechte Y-Achse). Dargestellt ist die Varianzallelfrequenz
(VAF) der Mutationen und zytogenetischen Aberrationen (linke Y-Achse). ,Mutationscluster®
wurden mittels des bioinformatischen Tools SciClone berechnet. Balkendiagramme stellen
den Mittelwert der VAF der einzelnen Klone dar. (A-E) VAFs der mononukledren Zellen
(MNCs) des Patienten PO3 und humanen CD45+ Zellen seiner PDX CTRL1+2 und EPAG1+2.
(F) Mittlere Delta-VAF (AVAF) der n = 2 CTRL- und n = 2 EPAG PDX von Patient P03.
(G-J) VAFs der hCD45+ Zellen der PDX CTRL2+3 und EPAG1+2 von Patienten P04.
(K-M) VAFs der humanen CD45+-Zellen der PDX CTRL2 und EPAG1+2 des Patienten PO5.
(N-P) VAFs der MNCs des Patienten P08 und humanen CD45+ Zellen seiner PDX CTRL3 und
EPAGL. (Q) Mittlere AVAF der PDX CTRL3 und EPAGL1. (R-W) VAFs der MNCs des Patienten
P09 und humanen CD45+ Zellen seiner PDX CTRL1+2 und EPAG 1-3. (X) Mittlere AVAF der
n =2 CTRL und n = 3 EPAG PDX von Patient P09. (Y) VAFs der MNCs des Patienten P02
und humanen CD45+ Zellen seiner PDX CTRL1-4 und EPAG1-4 zum Endpunkt. (Z) Heatmap
der VAFs der MNCs von Patient P06 und humanen CD45+ Zellen seiner PDX CTRL3 und
EPAG3+4 zum Endpunkt. Die Daten in F), Q) und X) sind als Mittelwerte + SD dargestellt und
wurden mittels zweiseitigen t-Tests fiir unabhangige Stichproben analysiert. ***, p < 0,001; ns,
nicht signifikant
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Abbildung 44: Mutationsprofile von Patienten und deren PDX vor Behandlungsbeginn
(Schmitt et al. 2022). Vergleich der Varianzallelfrequenz (VAF) von MDS-spezifischen Muta-
tionen in den primaren Patientenproben von P01 (A), P03 (B), P04 (C), P05 (D), P07 (E), P08
(F) und P09 (G) und ihren patientenabgeleiteten Xenografts (PDX) 12 Wochen nach der in-
trafemoralen Transplantation (IF TX), d.h. vor Behandlungsbeginn. Die PDX wurden entspre-
chend ihrer spateren Einteilung in die Behandlungsgruppen Vehikel (CTRL, blau) und Eltrom-
bopag (EPAG, rot) unterteilt. Alle Daten sind als Mittelwerte + SD dargestellt.
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