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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

5-Aza  5-Azacitidin 

ABB  Annexin binding buffer 

AMP  Adenosinmonophosphat 

APAF-1 Adapter protein apoptotic protease activating factor 1 

ASXL1 Additional Sex Combs-Like 1  

ATP  Adenosintriphosphat 

Best.-Nr. Bestellnummer 

BH  BCL-2-Homology 

CD  Cluster of differentiation 

CD34  Oberflächenantigen hämatopoetischer Stammzellen 

CD8  Oberflächenantigen zytotoxischer T-Zellen 

CDK  Cyclin-dependent kinase (Cyclin-abhängige Kinase) 

CDKI  Cyclin-dependent kinase inhibitor (CDK-Hemmer) 

CDT  Carboxyterminale Domäne 

CFU  Colony formation unit (koloniebildende Einheit) 

dATP  Desoxy-Adenosintriophosphat 

DISC  Death-inducing signaling complex (Tod-induzierender Signalkomplex) 

DMSO Dimethylsulfoxid 

FACS  Fluorescence activated cell sorting 

FFC  Forward scatter 

FKS  Fetales Kälberserum 

Hb  Hämoglobin 

HMA  Hypomethylating agents (hypomethylierende Substanzen) 

HSC  Hematopoetic stem cells (Hämatopoetische Stammzellen) 

IC  Inhibitory concentration (Inhibitorische Konzentration) 

IPSS-R Revised international prognostic scoring system 

KM  Knochenmark 

MACS  Magnetic activated cell sorting (magnetisch aktivierte Zellsortierung) 
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MDS  Myelodysplastische Neoplasien, ehem. Myeolodysplastische Syndrome 

MDS-EB MDS with excess of blasts (MDS mit Blastenexzess) 

MDS-MLD MDS mit Mehrliniendysplasie 

MOLM13 Zelllinie (sAML aus MDS) 

MOM  Mitochondrial outer membrane (äußere Mitochondrienmembran) 

mRNA  Messenger Ribonucleic Acid (Boten-Ribonukleinsäure) 

NOXA  Antiapoptotisches Protein der Zellzyklusregulation 

PBS  Phosphat buffered saline 

sAML  Sekundäre akute myeloische Leukämie 

SSC  Side scatter 
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1 EINLEITUNG 

1.1 Myelodysplastische Neoplasien 

Myelodysplastische Neoplasien (MDS) sind eine heterogene Gruppe maligner klonaler 

Erkrankungen der hämatopoetischen Stammzellen (HSC), die sich klinisch mit Zyto-

penien präsentieren und mit einem erhöhten Risiko für die Entwicklung einer sekun-

dären akuten myeloischen Leukämie (sAML) einhergehen 1. MDS gehören zu den 

häufigsten malignen hämatologischen Erkrankungen. Die Inzidenz beträgt ca. 4-

5/100.000 Einwohner pro Jahr, bei den über 70-Jährigen steigt die Inzidenz auf 

>30/100.000. Der Erkrankungsgipfel liegt bei ca. 75 Jahren, wobei Männer etwas häu-

figer betroffen sind als Frauen 2.  

 

1.1.1 Pathogenese 

Die Pathogenese von MDS ist sehr komplex und heterogen. In den letzten Jahren 

konnten vermehrt molekulargenetische Ursachen gefunden werden. Über einen Zeit-

raum von mehreren Jahren akkumulieren epigenetische und genomische Veränderun-

gen in HSC. Diese genetisch veränderten HSC werden selektiert und expandieren, 

womit sie die gesunden blutbildenden Zellen verdrängen 3, 4. Unterteilt in Risikogrup-

pen nach IPSS-R (revised international prognostic scoring system) 5 geht das Low-

Risk-MDS mit einer erhöhten Apoptoserate der HSC einher, während sich das High-

Risk-MDS durch eine vermehrte Expression antiapoptotischer Proteine sowie einer 

verminderten Apoptoserate auszeichnet 6, 7.  Patienten mit High-Risk-MDS haben ein 

höheres Risiko, eine sAML zu entwickeln und/oder zu sterben 5. 
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1.1.2 Klinisches Bild 

MDS manifestieren sich zunächst in 70 % der Fälle mit einer Anämie 8, häufig auch 

mit Bi- oder Panzytopenie, wenn auch die Thrombo- und Leukopoese betroffen sind. 

Symptome der Zytopenien reichen von Allgemeinsymptomen wie Abgeschlagenheit 

oder Fatigue und Müdigkeit über Luftnot, Herzrasen, verstärkte Angina pectoris Be-

schwerden, Blässe der Schleimhäute bis hin zu gastrointestinalen Beschwerden sowie 

wiederkehrenden Infekten vor allem des Bronchialsystems und der Haut. Ungefähr 40 

% der Patienten haben bei Erstdiagnose des MDS eine Thrombozytopenie mit einer 

Thrombozytenzahl <100.000/μl. Blutungskomplikationen sind initial jedoch selten und 

treten eher im weiteren Verlauf auf 3, 4. 

 

1.1.3 Diagnostik und Klassifikation 

Zur Diagnosestellung des MDS gehört auch der Ausschluss wahrscheinlicher Diffe-

renzialdiagnosen. Zu diesen zählen unter anderem die aplastische Anämie, toxische 

Knochenmarkschäden, reaktive Knochenmarkveränderungen, megaloblastäre Anä-

mien, Immunthrombozytopenien, akute Leukämien sowie myeloproliferative Erkran-

kungen. Hierfür werden primär ein Differenzialblutbild des peripheren Blutes und eine 

Knochenmarkpunktion benötigt. Untersucht werden die Zytomorphologie des Blutes 

und des Knochenmarks. Im Blut- und Knochenmarkausstrich können Dysplasiezei-

chen (Tabelle 1) erkannt und der medulläre Blastenanteil ermittelt werden. Zu den 

diagnostischen Basiskriterien eines MDS gehört eine konstante Zytopenie (1–3 be-

troffene Zellreihen: Hämoglobin <10 g/dl, Neutrophile <1.800/µl, Thrombozyten 

<100.000/µl), ohne dass andere Ursachen für die Zytopenie vorliegen. MDS-spezifi-

sche Merkmale beinhalten dysplastische Veränderungen bei ≥10 % der Zellen einer 

oder mehrerer Zellreihen, das Vorliegen von Ringsideroblasten, eine Blastenvermeh-

rung von 5–19 % und typische chromosomale Veränderungen im Karyotyp, z. B. eine 

del(20q) 9. 
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Tabelle 1: Zytomorphologische Kennzeichen von Dysplasie 10 

 

 

Eine molekulargenetische Analyse und eine Chromosomenanalyse sind zusätzlich nö-

tig, um einerseits das MDS zu klassifizieren und um andererseits eine Prognoseab-

schätzung vorzunehmen (siehe 1.1.4). Die Klassifikation der MDS wird aktuell nach 

der WHO-Klassifikation 2022 vorgenommen 11. Zum Zeitpunkt der Entstehung dieser 

Arbeit war jedoch die WHO-Klassifikation 2016 aktuell, sodass an dieser Stelle aus-

schließlich auf diese eingegangen wird 12. Klassifiziert wird anhand der folgenden Kri-

terien: Anzahl der dysplastischen Zellreihen, Anzahl der Zytopenien, Anteil von 

Ringsideroblasten, Anteil von Blasten im Knochenmark und peripherem Blut und dem 

Karyotyp (Tabelle 2).  

 

  

Dyserythropoese Dysgranulopoese Dysthrombopoese 

- Kernknospung 
- Internukleäre Brücken 
- Karyorrhexis 
- Mehrkernigkeit 
- Megaloblastoide Verän-

derungen 
- Chromatinverklumpung 
- Atypische Mitosen 
- Ringsideroblasten 
- Vakuolisierung  
- PAS (Periodic acid-

Schiff)-Positivität 

- Größenveränderungen 
- Kernhyposegmentierung 

(Pseudo-Pelger-Huët) 
- Hypogranulation 
- Agranulation 
- Pseudo-Chédiak-Hihashi-

Granulation 
- Blasten 
- Döhle-Körperchen 
- Auer-Stäbchen 

- Mikromegakaryozyten 
- Kernhypolobation 
- Mononukleäre, binuk-

leäre Megakaryozyten 
- Fehlende Thrombozy-

tenabschilferung 
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Tabelle 2: WHO 2016 Klassifikation der MDS 12  
 

Kategorie Dysplasti-
sche Rei-

hen 

Zyto-
pe-
nien 

Ringsideroblasten (% 
der erythroiden Zel-

len) 

Blasten im Kno-
chenmark (KM) 
und peripherem 

Blut (PB) 

Karyotyp (kon-
ventionelle Bän-

derung) 

MDS mit Einliniendyslasie 1 1 
oder 
2 

<15 % / <5 %1 KM <5 %, PB <1 
%, 
keine Auer Stäb-
chen 

Alle, außer 
del(5q) +/- 1 an-
dere Nicht-Chr. 7 
Aberration 

MDS mit Mehrliniendysplasie 2 oder 3 1-3 <15 % / <5 %1 KM <5 %, PB <1 
%, 
keine Auer Stäb-
chen 

Alle, außer 
del(5q) +/- 1 an-
dere Nicht-Chr. 7 
Aberration 

MDS mit Ringsideroblas-
ten 

     

MDS mit Ringsideroblasten 
und Einliniendysplasie 

1 1 
oder 
2 

≥15 % / ≥5 %1 KM <5 %, PB <1 
%, 
keine Auer Stäb-
chen 

Alle, außer 
del(5q) +/- 1 an-
dere Nicht-Chr. 7 
Aberration 5q 

MDS mit Ringsideroblasten 
und Mehrliniendysplasie 

2 oder 3 1-3 ≥15 % / ≥5 %1 KM <5 %, PB <1 
%, 
keine Auer Stäb-
chen 

Alle, außer 
del(5q) +/- 1 an-
dere Nicht-Chr. 7 
Aberration 

MDS mit del(5q) 1-3 1-3 Irrelevant KM <5 %, PB <1 
%, 
keine Auer Stäb-
chen 

del(5q) isoliert 
oder mit 1 ande-
ren Nicht-Chr. 7 
Aberration 

MDS mit Blastenexzess 
     

MDS mit Blastenexzess (1) 0-3 1-3 Irrelevant KM 5-9 % oder 
PB 2-4 %, keine 
Auer Stäbchen 

Irrelevant 

MDS mit Blastenexzess (2) 0-3 1-3 Irrelevant KM 10-19 % oder 
PB 5-19 % oder 
Auer Stäbchen 

Irrelevant 

MDS, unklassifizierbar 
     

mit 1 % peripheren Blasten 1-3 1-3 Irrelevant KM <5 %, PB=1 
%2, 
keine Auer Stäb-
chen 

Irrelevant 

Mit Einliniendysplassie und 
Panzytopenie 

1 3 Irrelevant KM <5 %, PB <1 
%, 
keine Auer Stäb-
chen 

Alle, außer 
del(5q) +/- 1 an-
dere Nicht-Chr. 7 
Aberration 

Auf der Grundlage definie-
render zytogenetischer Ver-
änderungen 

0 1-3 <15 %3 KM <5 %, PB <1 
%, 
keine Auer Stäb-
chen 

MDS-definie-
rende Abnormali-
tät 

 

Legende: 
1 falls SF3B1 mutiert 
2 1 % periphere Blasten müssen zu 2 verschiedenen Zeitpunkten beurteilt werden 
3 Fälle mit ≥15 % Ringsideroblasten haben definitionsgemäß eine signifikante  
Dyserythropoese und sind daher MDS mit Ringsideroblasten und Einliniendysplasie 
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1.1.4 Prognostische Faktoren 

Mithilfe des Revised international prognostic scoring system (IPSS-R) kann anhand 

der Parameter Hämoglobin, Neutrophile, Thrombozyten, Blasten und einer Risi-

kostratifizierung des Karyotyps eine Prognose über das mediane Überleben und das 

Risiko für den Übergang in eine sAML abgegeben werden (Tabelle 3). Patienten der 

Risikokategorie Very Low haben im Median eine Überlebenszeit von über acht Jahren, 

während Patienten der Kategorie Very High durchschnittlich in weniger als einem Jahr 

eine AML entwickeln und/oder sterben 5. Auch molekulargenetische Faktoren geraten 

zunehmend in den Fokus einer prognostischen Klassifizierung. So tragen 94% der 

MDS-Patienten mindestens eine Mutation. Zu den mit einem schlechteren Outcome 

assoziierten Mutationen zählen u.a. TP53, FLT3, KMT2A, 

ASXL1, BCOR, EZH2, NRAS, RUNX1, STAG2 und U2AF1 13.  

 

Tabelle 3: IPSS-R 5 
 

Score-Punkte 

  0 0,5 1 1,5 2 3 4 

Karyotyp A - B - C D E 

Blasten (%) ≤2 - >2-<5 - 5-10 >10 - 

Hb-Wert (g/dl) ≥10 - 8-<10 <8 - - - 

Thrombozyten (/nl) ≥100 50-<100 <50 - - - - 

Neutrophile (/nl) ≥0,8 <0,8 - - - - - 

Risiko-Score Punkte 

Very Low risk: ≤1,5 

Low risk: 2-3 

Intermediate risk 3,5-4,5 

High risk 5-6 

Very High risk >6 

 

Legende:  
A: Sehr gut (-Y, del(11q)) 
B: Gut (Normal, del(5q), del(12p), del(20q), Doppel-Klon mit del(5q) außer chr7) 
C: Intermediär (del(7q), +8, +19, i(17q), andere Einzel- oder Doppel-Klone) 
D: Schlecht (-7, inv(3)/t(3q)/del(3q), Doppel-Klon mit -7/del(7q), komplex (3 Aberrationen)) 
E: Sehr schlecht (komplex >3 Aberrationen)  
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1.1.5 Therapie 

Die Therapie der MDS richtet sich nach dem Risiko-Score des IPSS-R und dem klini-

schen Zustand des Patienten. 

 

1.1.5.1 Therapie der Low-Risk-MDS (IPSS-R Very Low, Low, Intermediate) 

Abbildung 1 zeigt die verschiedenen Pfade der Therapiemöglichkeiten bei Low-Risk-

MDS. Bei geringgradigen Zytopenien und gutem Allgemeinzustand ist es möglich, zu-

nächst eine „watch and wait“-Strategie zu verfolgen. Die Zytopenien können es jedoch 

erforderlich machen, supportive Therapiemaßnahmen zu ergreifen. Hierzu gehört vor 

allem die Transfusion von Erythrozytenkonzentraten als häufig erste Therapiemaß-

nahme bei Anämien in Abhängigkeit vom klinischen Zustand des Patienten. Throm-

bozytenkonzentrate bei ausgeprägten Thrombozytopenien sollten individuell erwogen 

werden. Bei Infektionen sollte frühzeitig die Gabe von Antibiotika erfolgen, Begleiter-

krankungen sollten ausreichend therapiert werden 4, 14. 

Häufige Transfusionen von Erythrozytenkonzentraten können zu sekundären Hä-

mochromatosen führen, was eine Therapie mit Eisenchelatoren notwendig machen 

kann 15-17. Eine weitere Möglichkeit, die Hämatopoese zu fördern, ist die Stimulierung 

dieser durch erythropoetische Wachstums- und Differenzierungsfaktoren wie Erythro-

poetin (EPO) oder thrombopoetischen Wachstumsfaktoren wie den Thrombopoetin-

Rezeptor-Agonisten Eltrombopag oder Romiplostim. 

Für Patienten mit einer singulären Deletion an Chromosom 5 steht die immunmodulie-

rende Substanz Lenalidomid mit dem Ziel einer Transfusionsunabhängigkeit zur Ver-

fügung 4, 14.  
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Abbildung 1: Therapieschema Low-Risk-MDS4 
Legende: gelb: palliativ; blau: kurativ 
MDS-RS: MDS mit Ringsideroblasten; SF3B1+ (positiv): Mutation im SF3B1-Gen, SF3B1- (negativ): keine Mutation im SF3B1-Gen (Wildtyp); sEPO: Erythropoetinspiegel im 
Serum; ATG: Antithymozytenglobulin, CsA: Cyclosporin. ESF: erythropoesestimulierende Faktoren. 
Entnommen aus der Leitlinie der Deutschen Gesellschaft für Hämatologie und Onkologie (DGHO), abgerufen am 13. April 2023 
https://www.onkopedia.com/de/onkopedia/guidelines/myelodysplastische-neoplasien-myelodysplastische-syndrome-mds/@@guideline/html/index.html
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1.1.5.2 Therapie der High-Risk-MDS (IPSS-R High und Very High) 

Abbildung 2 zeigt die verschiedenen Pfade der Therapiemöglichkeiten bei High-Risk-

MDS. Als einzige kurative Therapie der MDS steht die allogene Stammzelltransplan-

tation zur Verfügung und sollte zunächst bei allen Patienten in Erwägung gezogen 

werden. Sollte diese nicht möglich sein, steht als Standardtherapie die hypomethylie-

rende Substanz (HMA, engl. hypomethylating agent) 5-Azacitidin (5-Aza) zur Verfü-

gung 4, 14. 5-Aza ist ein Pyrimidin-Analogon, welches anstelle von Cytosin in die DNA 

eingebaut wird und hierdurch direkt zytotoxisch auf proliferierende Zellen wirkt. Über 

die Hemmung des Enzyms DNA-Methyltransferase verhindert sie zudem die Methyl-

ierung der DNA in CPG-Inseln, wodurch Tumorsuppressorgene reaktiviert werden 18. 

Eine Therapie mit 5-Aza zeigte im Gesamtüberleben eine Überlegenheit gegenüber 

einer alleinigen supportiven Therapie. Gegenüber anderen Chemotherapeutika zeigte 

sich ein Vorteil in Bezug auf medianes Überleben, Transfusionsfreiheit und Verbesse-

rung der peripheren Blutwerte 19. Es sprechen jedoch nur ca. 50% der Patienten initial 

auf die Therapie an, bei einem Großteil versagt die Therapie sekundär, sodass zusätz-

liche Therapieoptionen gefunden werden müssen 19, 20. Bei einem solchen Therapie-

versagen kann auf Decitabin, ebenfalls eine hypomethylierende Substanz, zurückge-

griffen werden. Decitabin ist nicht zur Initialtherapie empfohlen, kann jedoch als Se-

kundärtherapie eine Verbesserung der Hämatopoese erzielen 21. Nach Entwicklung 

einer Resistenz gegen 5-Aza ist in klinischen Studien oder als individueller Heilversuch 

die Kombination von HMA mit Venetoclax möglich, welches jedoch nicht als Therapie 

zugelassen ist. Venetoclax ist ein BCL-2-Inhibitor, welcher in die Regulation der 

Apoptose eingreift und diese induziert 22. In Einzelfällen kann auch eine nicht-intensive 

Chemotherapie in Erwägung gezogen werden 4 . 
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Abbildung 2: Therapieschema High-Risk-MDS4  
Legende: gelb: palliativ, blau: kurativ 
Entnommen aus der Leitlinie der Deutschen Gesellschaft für Hämatologie und Onkologie (DGHO), abgerufen am 13. April 2023 
https://www.onkopedia.com/de/onkopedia/guidelines/myelodysplastische-neoplasien-myelodysplastische-syndrome-mds/@@guideline/html/index.html  



Einleitung 

12 

 

1.2 Zellzyklus und Zellzyklusregulation 

Der Zellzyklus beschreibt die Abfolge verschiedener Prozesse im Leben einer eukary-

otischen Zelle zwischen zwei Zellteilungen. Dieser Zyklus unterliegt einer komplexen 

Regulation, die die Teilungshäufigkeit und -geschwindigkeit der Zelle koordiniert.  

In Abwesenheit von Stimuli durch Wachstumsfaktoren verbleibt die Zelle in einem Ru-

hezustand namens G0, bis ein Signal den Neustart des Zellzyklus einleitet. Wenn dies 

geschieht, durchläuft die Zelle die Synthese-Phase, auch S-Phase genannt, in der ihr 

Genom repliziert wird. In der anschließenden G2-Wachstumsphase erfolgt die Syn-

these spezifischer Proteine und das Wachstum der Zelle als Vorbereitung auf die nach-

folgende M-Phase. In dieser erfolgt schlussendlich die Mitose, in der sich die Mutter-

zelle in zwei Tochterzellen teilt. Die Zellzahl eines Organismus unterliegt einer Kon-

trolle, so dass die Zahl der Zellen nicht bei jeder Teilung zunimmt. Diese Kontrolle wird 

durch Prozesse wie die Apoptose ausgeübt, die in alten oder genetisch veränderten 

Zellen einen "programmierten Zelltod" auslöst, der die Zelle daran hindert, genetische 

Fehler weiterzugeben. Es wird angenommen, dass der Verlust der Kontrolle über den 

Zellzyklus und die daraus resultierende Deregulierung mit der Entstehung von Krebs 

in Verbindung stehen 23. 

 

Die Regulation übernehmen verschiedene Gruppen von Enzymen und Proteinen, allen 

voran die sogenannten cycline dependent kinases (CDK, cyclinabhängige Kinasen). 

Unterteilt in zwei Gruppen regulieren CDK1, 2, 3, 4 und 6 den Zellzyklus direkt selbst, 

während CDK7, 8 und 9 transkriptionsregulierende Funktionen innehaben. Wie der 

Name bereits andeutet, benötigen die CDKs als regulatorische Untereinheiten soge-

nannte Cycline, um aktiviert zu werden 24, 25. Erst gemeinsam als Komplex sind sie in 

der Lage, Phosphatgruppen von ATP auf Zielproteine zu übertragen, diese zu phos-

phorylieren und damit Kontrolle über den Zellstoffwechsel und -zyklus auszuüben.  

 

Die CDK9 kommt in zwei Isoformen vor, beide erzeugen ein Heterodimer mit den re-

gulatorischen Cyclinen T1, T2a oder T2b, um die Hauptkomponente des Komplexes 

des positiven Transkriptionselongationsfaktors b (P-TEFb) zu bilden, der die Transkrip-

tionselongation durch Phosphorylierung der carboxyterminalen Domäne (CTD) der 

größten Untereinheit der RNA-Polymerase II stimuliert. Die CTD enthält Tandem-Wie-

derholungen einer 7-Aminosäurensequenz, die durch CDK7 und CDK9 an zwei Stellen 
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phosphoryliert wird. Diese Phosphorylierungen führen zur Aktivierung der RNA-Poly-

merase II, sodass die Transkription initiiert wird, und ermöglichen die produktive tran-

skriptionelle Elongation 26. Vor allem die Transkription von instabilen mRNAs (engl. 

messenger ribonucleic acid, Boten-Ribonukleinsäure) wird durch CDK9 vermittelt, un-

ter anderem von zellzyklus- und apoptoseregulierenden Proteinen wie MCL-1 und 

MYC 27. CDKs wie CDK9 werden selbst durch cyclin-dependent kinase inhibitors 

(CDKIs) gehemmt. 

 

Eine Hemmung der CDK9 verhindert somit die produktive Transkription und ist mit 

einer globalen Reduktion der mRNA verbunden, einschließlich den eben genannten 

Genprodukten wie MYC und MCL-1, die, wie man mittlerweile weiß, auch bei der 

Proliferation und dem Überleben von Krebszellen eine wichtige Rolle spielen 28. Eine 

Dysregulation dieser Komponente des CDK9-Signalwegs scheint auch bei verschie-

denen hämatologischen Malignomen wesentlich beteiligt zu sein 29. 

 

1.3 Apoptose 

Apoptose (von altgriechisch ἀπόπτωσις apóptosis, von ἀποπίπτειν apopíptein, 

deutsch ‚abfallen‘) beschreibt eine Form des kontrollierten Zelltodes. Sie spielt sowohl 

eine Schlüsselrolle in der Gewebe- und Organdifferenzierung während der Embryoge-

nese als auch im Gewebeumsatz und der Gewebshomöostase im adulten Organis-

mus. Im Gegensatz zur Nekrose, dem unkontrollierten Absterben von Zellen, sind bei 

der Apoptose meist einzelne Zellen betroffen, es entsteht keine Zellschwellung und 

keine Entzündungsreaktion. Der Prozess der Apoptose ist in multizellulären Organis-

men hochkonserviert und wird genetisch kontrolliert 30.  

 

Generell kann die Apoptose einer Zelle über zwei Wege aktiviert werden. Wenn die 

Zelle über eine Reihe von intrazellulären Sensoren Schäden erkennt, kann sie selbst 

Apoptose induzieren. Dieser Mechanismus ist als intrinsischer Weg bekannt. Alternativ 

kann Apoptose auch durch die Interaktion zwischen einer Zelle des Immunsystems 

und der geschädigten Zelle ausgelöst werden, dies bezeichnet man als sogenannten 

extrinsischen Weg der Apoptose 31, 32. Sowohl der intrinsische und der extrinsische 

Weg der Apoptose arbeiten synergistisch zusammen, um die Homöostase multizellu-
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lärer Organismen aufrecht zu erhalten und defekte Zellen aus dem Körper zu entfer-

nen. Man schätzt, dass im menschlichen Körper etwa 1 × 10⁹ Zellen pro Tag den Pro-

zess der Apoptose durchlaufen 33. Wird die Apoptose nicht reguliert, kann dies zu di-

versen Pathologien führen und zu Erkrankungen beitragen, darunter Alzheimer und 

maligne Tumorerkrankungen 34, 35. 

 

Sowohl im extrinsischen als auch im intrinsischen Signalweg sind als essenzielle In-

formationsvermittler sogenannte Caspasen beteiligt. Diese sind eine Gruppe von Pro-

teasen (Cystin-Aspartat-Proteasen), die als inaktive Proenzyme (Procaspasen) im Cy-

tosol vorliegen und in zwei Untergruppen unterteilt werden. Die Initiator-Caspasen wer-

den durch Apoptosesignale aktiviert, lagern sich dann zu großen Komplexen zusam-

men und werden so aktiv. Somit sind sie in der Lage, ihre Hauptaufgabe, die Aktivie-

rung der Effektor-Caspasen, zu erfüllen. Die Effektor-Caspasen wiederum sind Pro-

teasen, welche dann als Katalysator für den Abbau der Zellbestandteile dienen und 

damit zum Zelltod führen 23.  

 

Über die Aktivierung von Nucleasen und Proteasen führen beide Signalwege zur 

Schrumpfung der Zelle durch Kondensation des Chromatins, Zerfall des Zytoskeletts, 

Lösung der Zelle aus ihrer extrazellulären Verbindung mit anderen Zellen oder der 

Extrazellulärmatrix, der Fragmentierung des Zellkerns sowie dem Zerfall der Zelle in 

apoptotische Partikel. Letztendlich werden diese Partikel durch Makrophagen und an-

dere Phagozyten phagozytiert 36. 

 

  



Einleitung 

15 

 

1.3.1 Extrinsischer Weg 

Durch Bindung von extrazellulären Proteinen, sogenannten „Todesliganden“, an „To-

desrezeptoren“ auf der Zelloberfläche wird der extrinsische Weg der Apoptose akti-

viert. Die Todesrezeptoren haben als Transmembranproteine auch eine intrazelluläre 

Komponente, die "Todesdomäne“. Diese wird aktiviert, sobald an der extrazellulären 

ligandenbindenden Domäne Todesliganden wie TNF-α, TRAIL oder Fas-Liganden bin-

den. Die Todesdomäne bindet zunächst intrazelluläre Adapterproteine, die dann ihrer-

seits Initiator-Caspasen aktivieren, insbesondere Caspase-8. Der hierbei entstehende 

death-inducing signaling complex (DISC) aktiviert anschließend die Effektor-Caspasen 

und hierdurch eine Kaskade, die dann zur Apoptose der Zelle führt 23. 

Für natürliche Killerzellen und CD8+ (zytotoxische) T-Zellen besteht eine weitere Mög-

lichkeit Apoptose in Zielzellen zu induzieren. Sie erkennen eine Zielzelle und schütten 

daraufhin die Enzyme Perforin und Granzym B aus. Durch Perforin wird das Eindrin-

gen von Granzym B in die Zelle ermöglicht, welches dann die Initiator-Caspasen akti-

viert und hieran angeschlossen die Apoptose der Zelle auslöst 37. 

1.3.2 Intrinsischer Weg 

Der intrinsische oder auch mitochondriale Weg der Apoptose 34 wird von der Zelle 

selbst ausgelöst, wenn in der Zelle Schäden festgestellt werden.  

Eine wichtige Rolle in der Apoptoseregulation des intrinsischen Weges spielt die BCL-

2-Proteinfamilie. Zunächst wurde das namensgebende BCL-2 im Zusammenhang mit 

B-Zell-Lymphomen entdeckt. Im Laufe der Zeit wurden weitere homologe Proteine 

identifiziert 38-40. Gemeinsames Merkmal der BCL-2-Familie sind die sogenannten 

BCL-2 homology domains (BH-Domänen). Diese sind einerseits dafür da, die Interak-

tion der BCL-2-Proteine zu erleichtern und definieren andererseits die Funktion des 

jeweiligen Proteins in der Apoptoseregulation 41, 42. Grundsätzlich werden die BCL-2-

Proteine je nach Funktion und Anzahl der BH-Domänen in drei Untergruppen einge-

teilt. Zur proapoptotischen Gruppe gehören Proteine wie BAX und BAK und zur antia-

poptotischen Gruppe Proteine wie BCL-2, BCL-X und MCL-1. Die dritte Gruppe be-

steht aus proapoptotischen Proteinen, die ausschließlich die BH3-Domäne beinhalten. 

Zu diesen BH3-only-Proteinen gehören unter anderem die Proteine BID, BIM, PUMA 

und NOXA 43. In der Apoptoseregulation befinden sich die unterschiedlichen Mitglieder 

dieser Proteine in einer Art Fließgleichgewicht, regulieren sich gegenseitig und beein-

flussen so die Aktivierung porenbildender Strukturen 44, 45.  
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Durch interne Stimuli, wenn beispielsweise Schäden an der DNA festgestellt werden, 

werden die Mitglieder aus der Gruppe der propapoptotischen BH3-only-Proteine akti-

viert. Diese binden dann an die antiapoptotischen BCL-2-Proteine, sodass diese daran 

gehindert werden, die Gruppe der proapoptotischen BCL-2-Proteine zu blockieren 23. 

Letzte Instanz der Auslösung der Apoptose im intrinsischen Weg durch BCL-2-Prote-

ine ist dann die Bildung von Poren in der äußeren Mitochondrienmembran (mitochond-

rial outer membrane, MOM) durch Di- und Oligomerisierung der poren-bildenden 

proapoptotischen BCL-2-Proteine BAX und BAK 46.  

Durch die Destabilisierung der MOM, auch MOMP genannt (Mitochondrial outer 

membrane permeabilization), kommt es zu einer Änderung des Membranpotentials 

und der Ausschüttung des mitochondrienspezifischen Cytochrom c ins Zytosol 47, 48. 

Dieses bindet an APAF-1 (adapter protein apoptotic protease activating factor 1), wo-

raufhin desoxyATP (dATP) gebunden wird und ein Komplex namens „Apoptosom“ ge-

bildet wird 49. Das Apoptosom bindet wiederum an die Procaspase 9 und katalysiert 

die Bildung der aktiven Caspase 9. Diese aktiviert die Procaspase 3, welche dann in 

ihrer aktiven Form als Caspase 3 die Apoptose der Zelle einleitet 50. 

1.3.3 Apoptosedysfunktion in MDS 

Die oben beschriebenen Mechanismen der Apoptose und Apoptoseregulation führen 

– in einem gesunden Organismus – zu einer Homöostase der Gewebszellen. Bei einer 

Dysfunktion einzelner oder mehrerer Komponenten dieser Regulation kommt das Sys-

tem aus dem Gleichgewicht. Auch bei MDS sind Fehlfunktionen in der Apoptoseregu-

lation beschrieben, die zu den oben beschriebenen Ausprägungen der Erkrankung 

führen. Nach den Risikogruppen nach IPSS-R 5 gehen die Low-Risk-MDS mit einer 

erhöhten Apoptoserate der HSC einher, was zu den genannten peripheren Zytopenien 

führt, während sich die High-Risk-MDS durch eine vermehrte Expression antiapoptoti-

scher Proteine sowie einer konsekutiv verminderten Apoptoserate auszeichnen, ge-

kennzeichnet durch einen erhöhten Anteil an Blasten 6, 7.  Diese Patienten haben ein 

höheres Risiko, eine sAML zu entwickeln und/oder zu sterben 5. 

Besonders interessant bei MDS sind Teile des intrinsischen Weges der Apoptose, spe-

ziell Proteine aus der BCL-2-Familie (siehe 1.3.2). So konnte in High-Risk-MDS-Kno-

chenmarkausstrichen immunzytochemisch eine höhere Expression des antiapoptoti-

schen BCL-2 im Vergleich zu Low-Risk-MDS nachgewiesen werden 51.  
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Das ebenfalls antiapoptotische MCL-1 ist ein kritischer und spezifischer Regulator, der 

für die Sicherstellung der Homöostase früher hämatopoetischer Vorläufer wesentlich 

ist 52. Bei MDS- Patienten in prognostisch schlechteren Risikogruppen wurde eine hö-

here MCL-1-Expression gefunden 53. MCL-1 wird durch das Protein NOXA gehemmt 

54, 55, welches ebenfalls maßgeblich an der Homöostaseregulation früher hämatopoe-

tischer Progenitorzellen beteiligt ist 52.  

All diese beschriebenen (Patho-)Mechanismen der Apoptoseregulation bieten die 

Möglichkeit, medikamentös in den Zellzyklus einzugreifen und Apoptose in Zellen zu 

induzieren. Es konnte gezeigt werden, dass die Blockade des antiapoptotischen Pro-

teins BCL-2 in MDS-Progenitorzellen Apoptose induziert 56. Zudem wurde nachgewie-

sen, dass 5-Aza, zusätzlich zu seinen epigenetischen Eigenschaften, durch Induktion 

der Transkription von NOXA Apoptose in AML-Zellen induziert (Abbildung 3)  57. Auch 

in der Zelllinie MOLM13, welche Zellen einer sAML aus MDS entspringt, konnte eine 

NOXA-Induktion festgestellt werden 58. Diese MCL-1-Expression kann über die Inhibi-

tion von CDK9 herunterreguliert werden und Apoptose in leukämischen Blasten indu-

zieren 59, 60. 

 

 

 

Abbildung 3: Angriffsstellen von Alvocidib und 5-Azacitidin in der Apoptoseregulation (eigene Darstellung, 
erstellt mit BioRender.com). 
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1.3.4 Alvocidib (Flavopiridol) 

Alvocidib (Flavopiridol, Abbildung 4) ist ein solcher small-molecule-CDK-Inhibitor 61. 

Er inhibiert die CDKs 1, 2, 4, 6, 7 und 9, ist gegenüber der CDK9 jedoch am potentes-

ten 62. Die CDK9-Inhibition durch Alvocidib hemmt während der Transkription die DNA-

Elongation durch Phosphorylierung der RNA-Polymerase II, wodurch die Transkription 

von Zielgenen herunterreguliert wird. Hierdurch wird Alvocidib zum indirekten tran-

skriptionellen Repressor des antiapoptotischen Faktors MCL-1 der BCL-2-Familie 60, 

63, wodurch die Hemmung der proapoptotischen Proteine BAX/BAK durch MCL-1 ent-

fällt (Abbildung 3) und Apoptose indirekt induziert wird. Klinisch konnte die Wirksam-

keit von Alvocidib bereits in verschiedenen soliden Tumoren sowie malignen hämato-

logischen Neoplasien gezeigt werden 59, 60. 

 

 

Abbildung 4: Strukturformel von Alvocidib 62  

 

1.3.5 Kombination von Alvocidib und 5-Azacitidin 

Inhibitoren von Mitgliedern der antiapoptotischen BCL-2-Familie in Kombination mit 5-

Aza haben in der jüngeren Vergangenheit eine starke Wirkung gegen AML und High-

Risk-MDS gezeigt. Es konnte nachgewiesen werden, dass Venetoclax, ein hochselek-

tiver BCL-2-Inhibitor, und 5-Aza in Kombination synergistisch wirken, um AML-Zellen 

in vitro zu eliminieren, und in vivo eine synergistische Antitumoraktivität bei AML-Pati-

enten zeigen 57, 64. Außerdem zeigten selektive Inhibitoren des antiapoptotischen Pro-

teins MCL-1 allein oder in Kombination mit Venetoclax eine breite Zytotoxizität gegen 

primäre MDS-Zellen mit niedrigem und hohem Risiko 65. Da Alvocidib durch die indi-
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rekte Hemmung von MCL-1 über die CDK9-Blockade und 5-Aza an zwei Punkten des-

selben Signalwegs angreift (Abbildung 3), bietet dies eine logische Grundlage, um 

beide Substanzen miteinander zu kombinieren. Es wurde bereits berichtet, dass die 

Interaktion von NOXA und MCL-1 zu einem proteasomalen Abbau von MCL-1 führt, 

der AML-Zellen für apoptotische Stimuli sensibilisiert 66, 67. Man vermutet, dass die Be-

handlung mit 5-Aza die Zellen suszeptibler für die Behandlung mit Alvocidib machen 

könnte und die Substanzen womöglich ebenfalls eine synergistische Wirkung besitzen. 

Ein solcher Synergismus konnte bereits in MOLM13-Zellen in vitro sowie in MOLM13-

Xenograft-Modellen gezeigt werden, die nacheinander mit 5-Aza und Alvocidib behan-

delt wurden 58. Alvocidib wurde bereits in einer klinischen Phase Ib/II-Studie in Patien-

ten mit High-Risk-MDS getestet (NCT03593915). 

1.4 Zielsetzung 

Ziel dieser Arbeit ist es, Alvocidib in Kombination mit 5-Aza präklinisch an CD34+ hä-

matopoetischen Stammzellen von Patienten mit High-Risk-MDS zu testen und die 

Wirksamkeit der Substanzen in vitro zu untersuchen.  

Hierbei sollen folgende Fragen beantwortet werden: 

- Gibt es eine synergistische Wirkung von Alvocidib und 5-Aza auf CD34+ häma-

topoetische Stammzellen? 

- Gibt es einen Unterschied zur Wirkung auf gesunde CD34+ Stammzellen? 

- Wirkt sich eine Kombination der Substanzen auf die Differenzierung von häma-

topoetischen Progenitorzellen in erythropoetische und myeloische Zellen aus? 

- Gibt es klinische Parameter, die mit dem Ansprechen auf die Kombination kor-

relieren und als potenzielle Biomarker in Frage kommen? 

- Lassen sich in den getesteten Proben spezielle somatische Mutationen finden? 

Korrelieren diese mit dem Ansprechen auf die Substanzen und kommen als 

potenzielle Biomarker in Frage? 
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2 MATERIAL UND METHODEN 

2.1 Patienten 

Es wurden n=45 kryokonservierte Proben aus Knochenmarkpunktionen von Patienten 

mit MDS verwendet. Die Punktionen wurden zu diagnostischen Zwecken und/oder als 

Verlaufskontrollen durchgeführt. Für die Diagnostik nicht benötigtes Material wurde 

anschließend weiterverarbeitet. Die Proben hämatologisch gesunder Probanden 

stammen aus Knochenmark von Hüftköpfen, welche nach Hüftgelenksersatz-Operati-

onen entnommen und der Forschung zur Verfügung gestellt wurden. Die Nutzung der 

Proben zu Forschungszwecken erfolgte nach schriftlicher Einverständniserklärung der 

Patienten und der Genehmigung durch die Medizinische Ethik-Kommission II der Me-

dizinischen Fakultät Mannheim in Form des bestehenden Ethikvotums 2013-509N-

MA. Die Auswahl der MDS-Proben erfolgte nach Kriterien des IPSS-R (n=12 Very High 

risk; n=23 High risk; n=5 Intermediate risk, für n=4 war der IPSS-R nicht anwendbar) 

5. Eine Gesamtübersicht über alle getesteten Patientenproben und deren klinische Pa-

rameter ist im Anhang in Tabelle S1 zu finden. 

 

2.2 Isolation mononukleärer Knochenmarkzellen  

Um mononukleäre Zellen (MNCs, engl. mononuclear cells) aus Knochenmark zu iso-

lieren, wurde eine Dichtegradientenzentrifugation durchgeführt. Auf ein 50 ml-Röhr-

chen mit Trennscheibe (Greiner Bio-One, Best.-Nr. 227290) wurden zunächst 15 ml 

Ficoll-Paque Dichtegradientenmedium (Cytiva, Best.-Nr. 17544203) gegeben und bei 

1.000 x g für 1 min zentrifugiert. Das Patientenknochenmark wurde über ein 100 µM-

Zellsieb (Greiner Bio-One, Best.- Nr. 542000) in ein 50 ml-Röhrchen (Greiner Bio-One, 

Best.-Nr. 227261) gegeben und das gefilterte Knochenmark anschließend mit PBS 

(phosphatgepufferte Kochsalzlösung, engl. phosphate buffered saline) (Sigma Aldrich, 

Best.-Nr. D8537) auf ca. 30 ml verdünnt. Dieses wurde auf ein mit Dichtegradienten-

medium gefülltes 50 ml-Röhrchen geschichtet und anschließend bei 1.000 x g für 10 

min ohne Bremse zentrifugiert. Der restliche Überstand wurde bis kurz vor oberhalb 

des sog. „buffy coats“, der Leukozytenmanschette, abgesaugt. Die Zellen wurden in 

ein frisches 50 ml-Röhrchen gekippt und die restlichen Zellen mittels einer Transfer-

Pipette mit etwas PBS herausgewaschen. Die geernteten Zellen wurden bei 400 x g 
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und 4 °C für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und das Pellet 

anschließend je nach Größe in 5-10 ml selbsthergestelltem Erythrozyten-Lysepuffer 

(siehe 2.3) resuspendiert und für 5-7 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurde die 

Lysereaktion mit ca. 10 ml PBS gestoppt und die Zellen ein weiteres Mal bei 400 x g 

und 4 °C für 5 min zentrifugiert. Zur Bestimmung der Zellzahl wurde der Überstand 

abgenommen und das Pellet in einem definierten Volumen PBS aufgenommen (siehe 

2.7). Ein Teil der Zellen (1 x 10^7 bis maximal 1 x 10^8 Zellen) wurde zur Isolierung 

von CD34+ Zellen genutzt (siehe 2.6). Der Rest wurde anschließend viabel kryokon-

serviert (siehe 2.4).  

 

2.3 Herstellung des Erythrozyten-Lysepuffers 

Zur Herstellung des Puffers zum Lysieren von Erythrozyten wurden folgende Substan-

zen abgewogen und anschließend in 1 L destilliertem Wasser gelöst: 

 

Substanz    Molare Konzentration   Masse/Volumen für 1 L 

NH4Cl    1,55 M     82,91 g 

NH4HCO3   0,1 M      7,91 g 

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

 

Der 10-fach-konzentrierte Puffer wurde bei Raumtemperatur gelagert. Zur Herstellung 

der gebrauchsfertigen Lösung wurde der Puffer 1:10 mit destilliertem Wasser verdünnt 

und sterilfiltriert (Millipore, Best.-Nr. S2GPT05RE). Bis zur Verwendung wurde der Puf-

fer bei 4 °C im Kühlschrank gelagert. 

 

2.4 Kryokonservierung 

Zur Kryokonservierung von CD34+ Zellen oder MNCs wurden maximal 2 x 10^7 Zellen 

in ein steriles 1,8 ml-Kryoröhrchen (Nunc, Best.-Nr. 10577391) überführt und bei 400 

x g und 4 °C für 5 min pelletiert. Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet in 

1 ml selbsthergestelltem Einfriermedium resuspendiert. Das Einfriermedium bestand 

aus RPMI-Medium (Sigma-Aldrich, Best.-Nr. R8758), fetalem Kälberserum (FKS) 

(Gibco, Best.-Nr. 11550356) und Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich, Best-Nr. 
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D2650) in einem Verhältnis von 6:3:1. Um die Kryoröhrchen schonend herunterzuküh-

len, wurden sie über Nacht in einem Mr. Frosty™ Gefrierbehälter (Thermo Scientific, 

Best.-Nr. 5100-0001) in einem Gefrierschrank bei -80 °C aufbewahrt. Am folgenden 

Tag wurden die Proben in einen Flüssigstickstofftank überführt. 

 

2.5 Auftauen kryokonservierter mononukleärer oder CD34+ Zellen  

Die kryokonservierten MNCs oder CD34+ Zellen wurden zügig mit RPMI-Medium und 

FKS aufgetaut. Hierzu wurden zunächst 13 ml des RPMI-Mediums mit 1 ml FKS in 

einem 15 ml-Röhrchen (Greiner Bio-One, Best.-Nr. 188161) gemischt. Hiervon wurden 

1 ml mit einer 1 ml-Pipette abgenommen, in das Probenröhrchen gegeben und durch 

mehrmaliges Aufnehmen und Suspendieren die Probe aufgetaut. Die aufgetaute 

Probe wurde in das 15 ml-Röhrchen gegeben und anschließend bei 400 x g und 4 °C 

für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und das Zellpellet direkt 

weiterverarbeitet. CD34+ Zellen wurden direkt kultiviert (siehe 2.8), aus MNCs wurden 

zunächst CD34+ Zellen angereichert (siehe 2.6) und diese anschließend kultiviert. 

 

2.6 Anreicherung von CD34+ Zellen aus mononukleären Zellen 

Zur Anreicherung der CD34+ Zellen aus den aufgetauten oder frisch aus Knochenmark 

isolierten mononukleären Zellen wurde das „CD34 MicroBead Kit“ (Milteny Biotec, 

Best.-Nr. 130-046-703) zur MACS-Isolierung (engl. magnetic activated cell sorting, 

magnetisch aktivierte Zellsortierung) genutzt. Dazu wurden die mononukleären Zellen 

mit magnetischen, CD34-Antikörper-konjugierten Nanopartikeln inkubiert und während 

des Durchlaufens einer Säule, die sich in einem starken Magneten befindet, heraus-

selektiert. Hierfür wurde das MNC-Zellpellet zügig in 1 ml MACS-Puffer (Miltenyi Bio-

tec, Best.-Nr. 130-091-222) suspendiert und dann weitere 9 ml MACS-Puffer hinzuge-

geben. Anschließend wurde diese Zellsuspension bei 400 x g und 4 °C für 5 min zent-

rifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und verworfen. Das Zellpellet wurde nun 

zügig in 300 μl MACS-Puffer suspendiert. Dann wurden 100 μl FcR-Block-Reagenz 

und 100 μl magnetische CD34-Beads hinzugegeben und das Röhrchen zum Mischen 

leicht geschüttelt. Die Zellsuspension wurde für insgesamt 30 min im Kühlschrank in-

kubiert. Nach der Hälfte der Zeit wurde die Suspension erneut geschüttelt. In An-
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schluss an die Inkubationszeit wurden 10 ml MACS-Puffer hinzugegeben und die Sus-

pension bei 400 x g und 4 °C für 5 min zentrifugiert. Währenddessen wurde der Mag-

netständer (Miltenyi Biotec, Best.-Nr. 130-042-303) mit Magnet (Miltenyi Biotec, Best.-

Nr. 130-042-302) vorbereitet und eine Zellseparationssäule (Miltenyi Biotec, Best.-Nr. 

130-042-201) mit aufgesetztem 70 μM-Filter (Miltenyi Biotec, Best.-Nr. 130-095-823) 

in den Magneten eingehängt. Unter die Säule wurde ein 50 ml-Röhrchen platziert, um 

die durchlaufenden Zellen aufzufangen. Die Säule wurde mit 3 ml MACS-Puffer ange-

feuchtet. Der Überstand der zentrifugierten Zellsuspension wurde abgenommen und 

das Zellpellet in 1 ml MACS-Puffer aufgenommen. Diese Zellsuspension wurde dann 

auf den Filter gegeben, sodass sie durch die Säule fließen konnte. Das Röhrchen mit 

den MNCs wurde mit MACS-Buffer ausgewaschen, um damit die restlichen Zellen auf-

zunehmen und auf die Säule zu geben. Nach vollständigem Durchlaufen durch die 

Säule wurde diese insgesamt drei Mal mit je 3 ml MACS-Puffer gewaschen. Nach dem 

Waschen wurde die Säule vom Magneten entfernt und der Magnet weit weggestellt. 

Die Säule wurde auf ein 15 ml-Röhrchen gestellt und der Filter entfernt. 4 ml MACS-

Buffer wurden auf die Säule gegeben und mithilfe eines Kolbens zügig durchgedrückt. 

Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt. So wurden die in der Säule aufgefangenen 

CD34+ Zellen aus der Säule herausgespült. Die aufgefangenen Zellen wurden bei 400 

x g und 4 °C für 5 min zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand abgenommen, 

das Zellpellet in 1 ml RPMI-Medium aufgenommen und die Zellzahl mit der Neubauer-

Zählkammer bestimmt (siehe 2.7). Die Zellen wurden entweder viabel kryokonserviert 

(siehe 2.4) oder direkt kultiviert (siehe 2.8) 

 

2.7 Bestimmung der Zellzahl 

Die Zellzahl und Viabilität der Proben wurden entweder maschinell oder von Hand mit 

der Neubauer-Zählkammer bestimmt. 

Um mithilfe der Neubauer-Zählkammer die Zellzahl zu bestimmen, wurde ein Zellpellet 

in 1 ml eines Mediums suspendiert. Hiervon wurden 10 μl entnommen und mit 10 μl 

Trypanblau 0,3 % (Sigma Aldrich, Best.-Nr. T8154) gefärbt. Trypanblau markiert tote 

Zellen, viable Zellen erscheinen unter dem Mikroskop weiß. Die gefärbten Zellen wur-

den unter ein Plättchen auf der Neubauer-Zählkammer gegeben. Die Zellzahl ergab 

sich aus der Anzahl der viablen Zellen aus vier großen Quadraten x 2 (Verdünnung) x 

10^4 x 1 ml /4. 
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Die maschinelle Bestimmung der Viabilität und Zellzahl erfolgte mittels automatisierter 

Standard-Trypanblau-Methode mit einem „Vi-CELL XR“ (Beckman Coulter). Das Zell-

pellet wurde zunächst in 1 ml eines Mediums suspendiert. Die Zellsuspension wurde 

dann in einem Verhältnis von 1:5 mit PBS verdünnt und in gerätespezifische Proben-

röhrchen (Beckman Coulter, Best.-Nr. 383721) überführt. Die bestimmte Zellzahl 

wurde in Zellen/ml angegeben. 

 

2.8 Kultivierung von CD34+ Zellen 

Die isolierten CD34+ Zellen wurden in einer 6-Well-Platte in 2 ml StemSpan™ SFEM-

Kulturmedium (Stemcell™ Technologies, Best.-Nr. 09650) unter Zugabe von 1 % Pe-

nicillin/Streptomycin (Gibco, Best.-Nr. 5140122) sowie 1 % StemSpan™ Myeloid Ex-

pansion Supplement (Stemcell™ Technologies, Best.-Nr. 02693) für 4-6 Tage im Brut-

schrank bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Anschließend wurden die Zellen geerntet, 

bei 400 x g für 5 min zentrifugiert, der Überstand abgenommen und das Zellpellet dann 

in 1 ml Medium resuspendiert, um die Zellzahl maschinell zu bestimmen (siehe 2.7). 

 

2.9 Ermittlung der Dosis-Wirkungs-Kurven von Alvocidib und 5-Aza 

Im Zuge von Vorarbeiten zu diesem Projekt wurden Dosis-Wirkungs-Kurven für Al-

vocidib (Selleckchem, Best.-Nr. V35113) und 5-Aza (Sigma-Aldrich, Best.-Nr. A2385) 

erstellt. Hierfür wurden CD34+ Zellen von n=16 MDS-Patienten und von n=12 gesun-

den Personen für 24 h mit Alvocidib bzw. für 48 h mit 5-Aza in jeweils unterschiedlichen 

Konzentrationen behandelt und anschließend mittels Zellviabilitäts-Assay (siehe 2.10) 

die inhibitorischen Konzentrationen (inhibitory concentration, IC) ermittelt.  Da die Sub-

stanzen kombiniert werden sollten, wurden für die Experimente die IC10, 20 und 30 

gewählt, um die Zytotoxizität der Einzelsubstanzen so gering wie möglich zu halten 

und Differenzen in der Suszeptibilität der Zellen untersuchen zu können. 
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2.10 Zellviabilitäts-Assay 

Der „Celltiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay“ (Promega, Best.-Nr. G7571) ist 

ein Verfahren, mithilfe dessen die Viabilität von Zellen bestimmt werden kann. Nach 

der 72-stündigen Behandlungsdauer wurde zu den Zellen das Celltiter-Glo®-Reagenz 

hinzugegeben. Dieses enthält einen Lysepuffer, durch den die Zellen lysiert werden. 

Viable Zellen setzen hierbei ATP (Adenosintriphosphat) frei, welches mit O2 und dem 

in dem Reagenz enthaltenen Luciferin unter Katalyse durch das Enzym Luciferase und 

des Cofaktors Mg2+ zu Oxyluciferin, AMP (Adenosinmonophospat), Pyrophosphat und 

CO2 umgesetzt wird (Abbildung 5). Dabei wird Licht mit einer Wellenlänge von 560 

nm emittiert. Dieses Licht, welches sich in seiner Intensität proportional zur Menge der 

viablen Zellen verhält, wurde mithilfe eines Luminometers (Tecan Infinite 200 PRO 8, 

Tecan Group) gemessen.  

 

 

Abbildung 5: Reaktionsmechanismus des Zellviabilitäts-Assays. Die Monooxygenierung von Luciferin wird 
durch die Luciferase unter Anwesenheit von Sauerstoff, Mg2+ und ATP katalysiert (eigene Darstellung). 

 

 

Für die Behandlung mit den Substanzen Alvocidib und 5-Aza wurden 2,5 x 10^5 Zellen 

der kultivierten CD34+ Zellen (siehe 2.8) in 5 ml StemSpan™ SFEM-Medium inkl. 1 % 

Myeloid Expansion Supplement und 1 % Penicillin/Streptomycin suspendiert. Insge-

samt drei Behandlungsarme (IC10, IC20 und IC30) mit jeweils drei Replikaten sowie 

einem Kontrollarm (DMSO) wurden angesetzt. In eine 48-Well-Platte wurden pro Well 

7.500 Zellen in einem Volumen von 150 µl verteilt. Zunächst wurden die Zellen 48 h 

mit 5-Aza inkubiert, anschließend wurde Alvocidib hinzugegeben und für weitere 24 h 

inkubiert. Die Gesamtbehandlungsdauer mit 5-Aza betrug somit 72 h, für Alvocidib 24 

h. Die Substanzen wurden jeweils 1:99 mit dem Lösungsmittel DMSO verdünnt und 

dann je Substanz 1,5 µl/Well hinzugegeben. Die unbehandelte Kontrolle erhielt in bei-

den Behandlungsschritten 1,5 µl des Lösungsmittels DMSO. Nach der Zugabe der 

Medikamente wurden die Platten leicht geschwenkt, um die Substanz besser zu ver-

teilen. 
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In jedes Well wurden im Verhältnis 1:1 zur Zellsuspension 153 µl des CelltiterGlo®-

Reagenz hinzugegeben und für 5 min auf einem Thermomixer Comfort (Eppendorf) 

bei Raumtemperatur gemixt. Aus jedem Well wurden zwei Duplikate zu je 100 µl in 

eine 96-Well-Platte übertragen, sodass jeder Behandlungsarm in insgesamt sechs 

Replikaten gemessen wurde. Zusätzlich wurden zu 4 x 50 µl des verwendeten Stem-

Span™ SFEM-Mediums je 50 µl des Reagenzes hinzugefügt und zur Bestimmung der 

Hintergrundlumineszenz mitgemessen. 

 

Zunächst wurde von allen erhaltenen Werten die mittlere Hintergrundlumineszenz ab-

gezogen. Die Zellviabilität in den einzelnen Behandlungsarmen wurde anschließend 

mithilfe des Programms Microsoft Excel (Microsoft Corporation) ins Verhältnis zum un-

behandelten Kontrollarm gesetzt. Statistische Auswertungen (Mittelwerte, Stan-

dardabweichungen, Signifikanzen) wurden mithilfe des Programms GraphPad Prism 

8.4.3 (GraphPad Software) vorgenommen. Als Signifikanzniveau wurde ein p-Wert von 

0,05 gewählt (ns (nicht signifikant), p>0,05; * p≤0,05; ** p≤0,01; *** p≤0,001; **** 

p≤0,0001). 
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2.11 Apoptose-Assay 

Der Apoptose-Assay ist eine Analysemethode, die auf dem Verfahren der Durch-

flusszytometrie basiert. Die Zellen werden in dem Gerät aufgereiht und an einem La-

serstrahl vorbeigeleitet. Je nach Ablenkung der Lichtstrahlen können die Größe der 

Partikel (forward scatter, FFC) sowie Granularität der Zelle, Größe und Struktur des 

Zellkerns und Menge der Vesikel (side scatter, SSC) ermittelt werden. Zusätzlich be-

steht die Möglichkeit, Zellstrukturen mit fluoreszierenden Substanzen zu markieren 

und anschließend durchflusszytometrisch zu messen. 

Für das Experiment wurde das „Dead Cell Apoptosis Kit with Annexin V APC and 

SYTOX™ Green for Flow Cytometry“ (Thermo Fisher Scientific, Best.-Nr. V35113) ge-

nutzt. Annexin V APC bindet Ca2+ abhängig an Phosphatidylserin, einem Phospholipid 

in der Zellmembran, welches als Apoptosemarker an die äußere Zellmembran translo-

ziert wird 68. Der Beginn der Apoptose geht mit einem Verlust der Phospholipid-Asym-

metrie der Zellmembran einher, sodass sich Phosphatidylserin vermehrt an der äuße-

ren Membran befindet 69. Somit werden durch die Färbung mit Annexin V Zellen iden-

tifiziert, welche sich im Prozess der Apoptose befinden. 

SYTOX™ Green ist ein grün fluoreszierendes Mittel, welches an Nukleinsäuren bindet. 

Es durchdringt intakte Zellmembranen lebender Zellen nicht und dringt nur in Zellen 

ein, deren Integrität der Zellmembran gestört ist, wodurch es als Indikator für die An-

zahl der toten Zellen innerhalb einer Zellpopulation eingesetzt werden kann 70. 

 

Für die Behandlung mit den Substanzen Alvocidib und 5-Aza wurden 1,34 x 10^6 Zel-

len der kultivierten CD34+ Zellen (siehe 2.8) in 4 ml StemSpan™ SFEM-Medium inkl. 

1 % Myeloid Expansion Supplement und 1 % Penicillin/Streptomycin suspendiert. Ins-

gesamt drei Behandlungsarme (IC10, IC20 und IC30) mit jeweils einem Replikat sowie 

einem Kontrollarm (DMSO) wurden angesetzt. In eine 24-Well-Platte wurden pro Well 

1 x 10^5 Zellen in einem Volumen von 300 µl verteilt. Zunächst wurden die Zellen 48 

h mit 5-Aza inkubiert, anschließend wurde Alvocidib hinzugegeben und für weitere 24 

h inkubiert. Die Gesamtbehandlungsdauer mit 5-Aza betrug somit 72 h, für Alvocidib 

24 h. Die Substanzen wurden jeweils 1:99 mit dem Lösungsmittel DMSO verdünnt und 

dann je Substanz 3 µl/Well hinzugegeben. Die unbehandelte Kontrolle erhielt in beiden 

Behandlungsschritten 3 µl des Lösungsmittels DMSO. Nach 72 h Inkubation wurden 

die behandelten Zellen geerntet, die Wells zwei Mal mit PBS ausgewaschen und alles 
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direkt in FACS-Röhrchen (Corning, Best.-Nr. 352054) überführt. Die Wells wurden mik-

roskopiert und beim Überbleiben von Zellen erneut gewaschen. Die FACS-Röhrchen 

wurden bei 400 x g für 5 min zentrifugiert und anschließend der Überstand abgenom-

men. 

 

Zuvor wurde der 5 x konzentrierte Annexin-Binding-Buffer (ABB) 1:4 mit deionisiertem 

Wasser verdünnt, sodass ein 1 x-konzentrierter ABB verwendet werden konnte. Mit 

diesem wurden Annexin V APC und SYTOX™ Green jeweils 1:10 verdünnt. Diese 

verdünnten Lösungen wurden erneut 1:100 mit 1 x ABB verdünnt und damit die end-

gültige Färbelösung hergestellt. Die zentrifugierten Zellen wurden mit 250 μl gewa-

schen, mit dem Vortexschüttler 5 s gemischt, anschließend erneut zentrifugiert und der 

Überstand abgenommen. Zu den Zellpellets wurden je 100 μl der Färbelösung hinzu-

gefügt, 5 s gevortext und dann für 15 min bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden 

400 μl des 1 x ABB hinzugegeben und die FACS-Röhrchen auf Eis gestellt. Die Proben 

wurden dann im Durchflusszytometer „FACSMelody“ (BD) analysiert und gemessen. 

 

Zur Auswertung der Messungen wurde das Programm FlowJo™ (BD) genutzt. Es 

wurde die gesamte von FSC und SSC erfasste Population ausgewählt. Für die x-Achse 

wurde die Fluoreszensintensität von SYTOX™ Green-markierten Zellen und für die y-

Achse die Fluoreszenzintensität der Annexin V-markierten Zellen gewählt (Abbildung 

6). Die Quadranten wurden automatisch eingeteilt und dann nochmal von Hand korri-

giert, um die vier Populationen (Q1: doppelt negativ, Q2: Annexin V positiv, Q3: SY-

TOX™ Green positiv, Q4: doppelt positiv) voneinander zu trennen. Anschließend wur-

den die Daten in Excel exportiert und die prozentualen Verhältnisse der Populationen 

ermittelt. Statistische Auswertungen (Mittelwerte, Standardabweichungen, Signifikan-

zen) wurden mithilfe des Programms GraphPad Prism 8.4.3 vorgenommen. Als Signi-

fikanzniveau wurde ein p-Wert von 0,05 gewählt (ns (nicht signifikant), p>0,05; * 

p≤0,05; ** p≤0,01; *** p≤0,001; **** p≤0,0001). 

 

Der Versuchsaufbau der Experimente im Zellviabilitäts- und Apoptose-Assay wird in 

Abbildung 7 dargestellt. 

  



Material und Methoden 

29 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 6: Beispiel einer durchflusszytometrischen Analyse im Apoptose-Assay. Darstellung als Dot-
plot-Diagramme. Die x-Achsen zeigen die Signalstärke für SYTOX™ Green an, die y-Achsen für Annexin V. Es 
werden Ergebnisse für die Kontrolle mit DMSO (A), die Behandlung mit 5-Aza (B), mit Alvocidib (C) und mit der 
Kombination Alvocidib+5-Aza (D) gezeigt. Es entstehen maximal drei Zellpopulationen, die in den Quadranten 
Q1, Q2 und Q4 liegen. Q1: apoptotische Zellen, Q2: tote Zellen; Q4: viable Zellen (D). 
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Abbildung 7: Versuchsaufbau Zellviabilitäts-Assay und Apoptose-Assay (erstellt mit BioRender.com)  
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2.12 Colony Forming Unit Assays 

Der CFU-Assay (colony forming unit) ist ein Verfahren, mithilfe dessen das Differen-

zierungsverhalten von Zellen festgestellt werden kann. Da bei MDS die Ausreifung von 

hämatopoetischen Progenitorzellen in funktionsfähige Blutzellen gestört ist, ist es Ziel 

des Experiments, die Wirkung der Substanzen Alvocidib und 5-Aza auf die Zelldiffe-

renzierung zu untersuchen. Ausgewählt wurden Proben von 5 Patienten, deren Zellen 

in der Kombinationsbehandlung im CTG-Assay sensitiv reagiert haben und von denen 

noch ausreichend CD34+ Zellen zur Verfügung standen (P04, P07, P32, P35, P39). 

Zudem sollten sie möglichst Träger der ASXL1-Mutation sein, deren Vorhandensein in 

der statistischen Analyse signifikant mit der Suszeptibilität der Zellen auf die Behand-

lung korrelierte (siehe 3.9). 

 

 

  

Tabelle 4: Charakteristika der für die CFU-Assays ausgewählten Patientenproben 

Nr.  Alter Ge-
schlecht 

Diagnose IPSS-R Karyotyp KM- 
Blasten 

Muta-
tionen 

P35 43 m MDS/MPN-U High 46,XY[20] 5 % ASXL1 
EZH2 
TET2 
RUNX1 
ZRSR2 

P32 76 m MDS-EB2 Very 
High 

46,XY,t(2;2)(p23;q
32)[12], 
47,XY,t(2;2)(p23;q
32), 
+8[4], 46,XY[4] 

5 % ASXL1 
RUNX1 
SRSF2 
STAG2 

P7 64 m MDS-EB2 High 46,XY,i(17)(q10) - ASXL1 
ETV6 
SRSF2 
NRAS 

P4 70 m MDS-MLD High 47,XY+8[20] 4 % ASXL1 
EZH2 
TET2 
RUNX1 
ZRSR2 
STAG2 

P39 73 w sAML aus 
MDS 

- - 47 % TET2  
CEBPA 
BCOR 
BCORL1 
PHF6 
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2.12.1 Behandlung mit Alvocidib und 5-Aza 

Zunächst wurden kryokonservierte MNCs oder CD34+ Zellen aufgetaut (siehe 2.5). 

Aus aufgetauten MNCs wurden anschließend mittels MACS-Isolation CD34+ Zellen 

angereichert (siehe 2.6). Anschließend wurden die Zellen mit der Neubauer-Zählkam-

mer gezählt (siehe 2.7), es wurden mindestens 1,2 x 10^5 Zellen für die Experimente 

benötigt. Die CD34+ Zellen wurden in StemSpan™ SFEM II-Kulturmedium 

(Stemcell™ Technologies, Best.-Nr. 09655) suspendiert und 1 % Myeloid Expansion 

Supplement und 1 % Penicillin/Streptomycin hinzugegeben, sodass die Zellkonzent-

ration 5 x 10^4 Zellen pro ml betrug. Von der Zellsuspension wurden 300 μl/Well in 

eine 24-Well-Platte aliquotiert und damit 15.000 Zellen/Well. Die Zellen wurden mit den 

IC30-Konzentrationen behandelt (siehe 2.9). Zunächst wurden die Zellen 48 h mit 5-

Aza inkubiert, anschließend wurde Alvocidib hinzugegeben und für weitere 24 h inku-

biert. Die Gesamtbehandlungsdauer mit 5-Aza betrug somit 72 h, für Alvocidib 24 h. 

Die Substanzen wurden jeweils 1:99 mit PBS verdünnt und dann je Substanz 3 µl/Well 

hinzugegeben. Die unbehandelte Kontrolle erhielt in beiden Behandlungsschritten 3 µl 

DMSO in PBS 1:99.  

2.12.2 Kolonisierung 

Nach den 72 h Behandlung wurden alle Zellen eines Behandlungsarmes geerntet und 

gemeinsam in ein 15 ml-Röhrchen überführt. Jedes Well wurde zwei Mal mit PBS aus-

gewaschen. Insgesamt ergaben dies bei vier Behandlungsarmen vier Röhrchen. Die 

Zellen wurden bei 4 °C und 400 x g für 10 min zentrifugiert. Der Überstand wurde 

abgenommen und 110 μl StemSpan™ SFEM-Medium hinzugegeben und in der Neu-

bauer-Zählkammer gezählt (siehe 2.7). Das Volumen von 10.500 Zellen wurde berech-

net und dieses dann in 5 ml überführt. Zu den Zellen wurden dann 3,5 ml MethoCult™-

Medium (Stemcell™ Technologies, Best.-Nr. 04435) hinzugegeben und die Gefäße 

mindestens 4 s gevortext und mindestens 5 min stehen gelassen, sodass Luftblasen 

entweichen konnten. Mit einer 5 ml-Spritze mit stumpfer Nadel wurden je 3,4 ml der 

Zellsuspension aufgezogen. Ohne die Nadel wurden je 1,1 ml in Petrischalen mit ei-

nem Durchmesser von 35 mm gegeben, sodass die Oberfläche gleichmäßig bedeckt 

wurde. Von jeder Patientenprobe gab es also drei Behandlungsarme und eine Kon-

trolle mit je vier Replikaten. Die kleinen Petrischalen wurden gemeinsam in eine grö-

ßere Schale gestellt und der Boden mit PBS bedeckt, um Feuchtigkeit zu gewährleis-

ten. Die Zellkulturen wurden dann für 14-16 Tage bei 37 °C inkubiert. 
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2.12.3 Durchflusszytometrische Analyse 

Nach 14-16 Tagen wurden die Zellen zur objektiven Analyse der Differenzierung und 

Proliferation erst geerntet und dann mittels Durchflusszytometrie analysiert. Hierfür 

wurden sie jeweils in 9 ml einer Lösung aus PBS mit 10 % FKS suspendiert und an-

schließend bei 4 °C für 5 min bei 400 x g zentrifugiert. Nach der Abnahme des Über-

standes wurden 1.050 μl PBS mit 10 % FKS versetzt und damit das jeweilige Zellpellet 

suspendiert und in ein 1,5 ml Mikrozentrifugenröhrchen (Eppendorf, Best.-Nr. 

0030123328) überführt. 50 μl der Suspension wurden mit 450 μl PBS suspendiert, um 

die Zellen maschinell zu zählen (siehe 2.7). Die Zellsuspension wurde in FACS-Röhr-

chen überführt und dann erneut bei 400 x g für 10 min zentrifugiert. Der Überstand 

wurde abgenommen und die Zellen mit Antikörpern gefärbt. Hierzu wurde im Vorfeld 

ein Antikörper-Mix vorbereitet: 

 

Antikörper 

(Fluorochrom) 

Konzentration Marker für Firma/Best.-Nr. 

CD45 (PE) 1:100 Leukozyten BD, 555483 

CD33 (APC) 1:100 Myeloische Zellen Biolegend, 303408 

CD235a 

(PerCP/Cy5.5) 

2,5:100 Erythroide Zellen Biolegend, 349110 

CD34 (FITC) 1:100 Hämatopoetische  

Progenitorzellen 

Biolegend, 343604 

hFcR-Blocker 1:10  Miltenyi Biotec, 130-

059-901 

FACS-Puffer    

 

Zur Herstellung des FACS-Puffers wurden 4 ml bovines Serumalbumin (Miltenyi Bio-

tec, Best.-Nr. 130-091-376) und 10 ml einer 2 % Natriumazid (NaN3) -Lösung, herge-

stellt aus 1 g NaN3 in 50 ml destilliertem Wasser, zu 1 L PBS gegeben. Der Puffer 

wurde anschließend auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt, sterilfiltriert und bis zur Nut-

zung bei 4 °C im Kühlschrank gelagert. 

 

In ein FACS-Röhrchen wurden bei einer Zellzahl <10^6 Zellen 100 μl des Antikörper-

mixes hinzugegeben, bei einer Zellzahl ≥10^6 Zellen 150 μl. Nach sorgfältigem Mi-

schen der Zellen mit den Antikörpern wurden die FACS-Röhrchen auf Eis gestellt und 
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unter Lichtausschluss für 30 min inkubiert. Nach der Inkubation wurden diese mit 

Waschpuffer gewaschen und die Zellsuspension ein weiteres Mal 5 min bei 400 x g 

zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und das Zellpellet gevortext, an-

schließend wurden 300 μl oder 500 μl FACS-Puffer hinzugegeben, welcher mit dem 

Farbstoff SYTOX™ Blue Dead Cell Stain (Thermo Fisher Scientific, Best.-Nr. S34857) 

versetzt wurde (Verhältnis 1:2.000). Dies ist ein Nukleinsäure-Farbstoff mit hoher Affi-

nität, der problemlos in Zellen mit beeinträchtigten Plasmamembranen eindringt, wäh-

rend intakte Zellmembranen nicht durchlässig sind. Somit werden tote Zellen markiert 

und können gezählt werden. Dann wurden die Zellen mittels Durchflusszytometrie im 

FACSMelody analysiert. 

 

2.13 Myeloid Panel Sequenzierung 

Um den Mutationsstatus der Proben zum jeweiligen Zeitpunkt zu untersuchen, wurde 

DNA aus MNCs der Patienten isoliert. Die Mutationen wurden durch ein diagnosti-

sches Myeloid-Panel des Münchner Leukämie Labors (MLL, München, Deutschland) 

untersucht. Die DNA wurde entweder mit dem „AllPrep DNA/RNA mini“ oder „micro“-

Kit oder dem „QIAamp DNA Micro Kit“ (Qiagen N.V.) isoliert. Für die Sequenzierung 

wurden 250 ng genomische DNA aus Patientenproben dem „Nextera DNA Flex Kit“ 

(Illumina®) unter Verwendung dualer Indizes eingesetzt. Die Anreicherung erfolgte un-

ter Verwendung des „IDT Hybridization Capture“-Protokolls und eines entsprechenden 

benutzerdefinierten Myeloid-Panels (Integrated DNA Technologies), das die folgen-

den, häufig in myeloischen Neoplasien mutierten, n=67 Gene enthält: ASXL1, ASXL2, 

ATRX, BCOR, BCORL1, BRAF, BRCC3, CALR, CBL, CDH23, CDKN2A, CEBPA, 

CREBBP, CSF3R, CSNK1A1, CTCF, CUX1, DDX41, DDX54, DHX29, DNMT3A, 

EP300, ETNK1, ETV6, EZH2, FLT3, GATA1, GATA2, GNAS, GNB1, IDH1, IDH2, 

JAK2, KDM5A, KDM6A, KIT, KMT2D, KRAS, MPL, MYC, NF1, NPM1, NRAS, PHF6, 

PIGA, PPM1D, PRPF8, PTPN11, RAD21, RUNX1, SETBP1, SF1, SF3A1, SF3B1, 

SH2B3, SMC1A, SMC3, SRSF2, STAG2, SUZ12, TET2, TP53, U2AF1, U2AF2, WT1, 

ZBTB7A, ZRSR2. Die endgültigen Bibliotheks-Pools wurden auf einer „S4 Nova Seq 

Flow Cell „(Illumina®) mit 150 bp paired-end reads sequenziert. Die mittlere Sequen-

ziertiefe betrug 1430,199. Die bioinformatische Verarbeitung bestand aus einem Qua-

litätstrimming mit Seqtk (Version 1.2), gefolgt von einer umfassenden Qualitätskon-
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trolle mit dem FastQC-Paket (Version 0.11.5). Zur Filterung relevanter Varianten wur-

den folgende Kriterien angewandt: nur exonische und Spleißvarianten (sofern kein Ein-

trag unter "pathogen" in der CLINSIG-Datenbank vorhanden war), synonyme Varian-

ten wurden ausgeschlossen, kein snp137-Eintrag (sofern kein Eintrag unter "patho-

gen" in der CLINSIG-Datenbank vorhanden war) und PopFreqMax <0,1 (sofern kein 

Eintrag unter "pathogen" in der CLINSIG-Datenbank vorhanden war).  

 

2.14 Klinische Daten 

Zur Analyse klinischer Parameter wurden retrospektiv Patientenakten analysiert und 

ins Verhältnis zu den Ergebnissen des Zellviabilitäts-Assays gesetzt. Untersucht 

wurden Zusammenhänge zwischen der Zellviabilität und Alter, Geschlecht, IPSS-R, 

Karyotyp, Hämoglobin, dem Anteil an Blasten im Knochenmark (KM) sowie 

stattgehabter Therapien.  

 

2.15 Statistische Analyse 

Statistische Analysen wurden mit der Software GraphPad Prism 8.4.3 durchgeführt. 

Die Arten der statistischen Tests sind in den Legenden der Abbildungen angegeben. 

Als Signifikanzniveau wurde ein p-Wert von 0,05 gewählt. Für multivariable Analysen 

wurde eine binomiale logistische Regressionsanalyse mittels IBM SPSS Statistics Ver-

sion 28 (IBM) durchgeführt. Die folgenden Parameter wurden als binäre Variablen in 

das logistische Regressionsmodell aufgenommen: Alter ≥ 70 vs. < 70 Jahre, Ge-

schlecht, IPSS-R Intermediate/High vs. IPSS-R Very High; ASXL1-, TET2-, RUNX1-, 

EZH2-, ZRSR2- und STAG2-Mutationen mit den folgenden Variablen: 1=Vorhanden-

sein einer Mutation, 0=keine Mutation. 
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3 ERGEBNISSE 

3.1 Dosis-Wirkungs-Kurven von Alvocidib und 5-Aza 

Die Dosis-Wirkungs-Kurven für Alvocidib und 5-Aza werden im Anhang in den Abbil-

dungen S1+2 abgebildet. Tabelle 5 zeigt die jeweiligen Stoffmengen für IC10, 20 und 

30, welche für die nachfolgenden Experimente genutzt wurden. 

 

Tabelle 5: Ermittelte inhibitorische Konzentrationen für 5-Aza und Alvocidib 

  5-Aza Alvocidib 

IC10 6,2 µM 5,5 µM 

IC20 14,2 µM 7,1 µM 

IC30 25,4 µM 9 µM 

 

3.2 Zellviabilitäts-Assay 

Die Ergebnisse des CTG-Assays zur Bestimmung der Zellviabilität an n=45 Patienten-

proben werden in Abbildung 8 dargestellt. Es werden jeweils vier Behandlungsarme 

abgebildet (Kontrollgruppe DMSO, 5-Aza allein, Alvocidib allein, Alvocidib+5-Aza). 

 

In Gruppe IC10 (5-Aza: 6,2 µM, Alvocidib: 5,5 µM) konnte in der Kombination der Sub-

stanzen eine mittlere Zellviabilität von x̅=80,50 % (SD=7,347) im Verhältnis zur Kon-

trollgruppe gemessen werden, was signifikant geringer ist als die Viabilität unter der 

Behandlung mit 5-Aza (x̅=90,60 %, p<0,0001, SD=5,968) sowie Alvocidib (x̅=88,28 %, 

p<0,0001, SD=6,988). 

 

In Gruppe IC20 (5-Aza: 14,2 µM, Alvocidib: 7,1 µM) konnte in der Kombination eine 

mittlere Zellviabilität von x̅=67,06 % (SD=10,92) im Verhältnis zur Kontrollgruppe ge-

messen werden, was signifikant geringer ist als die Viabilität unter der Behandlung mit 

5-Aza (x̅=82,10 %, p<0,0001, SD=7,254) sowie Alvocidib (x̅=78,35 %, p<0,0001, 

SD=9,306). 

 

In Gruppe IC30 (5-Aza: 25,4 µM, Alvocidib: 9 µM) konnte in der Kombination eine mitt-

lere Zellviabilität von x̅=54,41 % (SD=12,55) im Verhältnis zur Kontrollgruppe gemes-

sen werden, was signifikant geringer ist als die Viabilität unter der Behandlung mit 5-
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Aza (x̅=73,57 %, p<0,0001, SD=8,943) sowie Alvocidib (x̅=69,56 %, p<0,0001, 

SD=12,02). 

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass in allen n=3 untersuchten Gruppen 

die Zellviabilität nach der Kombinationsbehandlung signifikant geringer war als nach 

der Behandlung mit den einzelnen Substanzen. In jeder Gruppe konnte zudem eine 

additive Wirkung der beiden Substanzen 5-Aza und Alvocidib beobachtet werden. Eine 

synergistische Wirkung konnte nicht beobachtet werden.  

 

D
M

S
O

5-
A
za

A
lv
oc

id
ib

5-
A
za

+A
lv
oc

id
ib

0

20

40

60

80

100

120

Z
e
llv

ia
b
ili

tä
t 
(%

)

IC10 (MDS)

✱ ✱ ✱ ✱

✱ ✱ ✱ ✱

✱ ✱ ✱ ✱

✱ ✱ ✱ ✱

✱ ✱ ✱ ✱

D
M

SO

5-
Aza

Alv
oc

id
ib

5-
Aza

+A
lv
oc

id
ib

0

20

40

60

80

100

120

Z
e
llv

ia
b
ili

tä
t 
(%

)

IC20 (MDS)

✱ ✱ ✱ ✱

✱ ✱ ✱ ✱

✱ ✱ ✱ ✱

✱ ✱ ✱ ✱

✱ ✱ ✱ ✱

D
M

S
O

5-
A
za

A
lv
oc

id
ib

5-
A
za

+A
lv
oc

id
ib

0

20

40

60

80

100

120

Z
e
llv

ia
b
ili

tä
t 
(%

)

IC30 (MDS)

✱ ✱ ✱ ✱

✱ ✱ ✱ ✱

✱ ✱ ✱ ✱

✱ ✱ ✱ ✱

✱ ✱ ✱ ✱

 

Abbildung 8: Zellviabilität in n=45 MDS-Patientenproben nach Behandlung mit 5-Aza, Alvocidib und 5-
Aza+Alvocidib 71. Dargestellt wird die Zellviabilität in Prozent bezogen auf die Kontrolle mit DMSO. In drei Behand-
lungsarmen (IC10, IC20 und IC30) wurde die Zellviabilität nach der Behandlung mit der Kombination von 5-Aza 
und Alvocidib mit der Behandlung durch die Einzelsubstanzen verglichen. Jede der unterschiedlichen Farben re-
präsentiert eine Probe. Dargestellt sind zudem der Median und der Interquartilsabstand. Die statistische Auswer-
tung erfolgte mittels Friedmans Test und Dunn’s Multiple Comparison. ns (nicht signifikant), p>0,05; * p≤0,05; ** 

p≤0,01; *** p≤0,001; **** p≤0,0001. 
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Die Ergebnisse des CTG-Assays zur Bestimmung der Zellviabilität an n=12 hämatolo-

gisch gesunden Proben werden in Abbildung 9 dargestellt. Es werden jeweils vier 

Behandlungsarme abgebildet (Kontrollgruppe DMSO, 5-Aza allein, Alvocidib allein, Al-

vocidib+5-Aza). 

 

In Gruppe IC10 (5-Aza: 6,2 µM, Alvocidib: 5,5 µM) konnte in der Kombination der Sub-

stanzen eine mittlere Zellviabilität von x̅=85,64 % (SD=4,452) im Verhältnis zur Kon-

trollgruppe gemessen werden, was signifikant geringer ist als die Viabilität unter der 

Behandlung mit 5-Aza (x̅=91,94 %, p=0,0177, SD=2,690) nicht jedoch Alvocidib 

(x̅=90,90 %, p=0,0795, SD=4,847).  

 

In Gruppe IC20 (5-Aza: 14,2 µM, Alvocidib: 7,1 µM) konnte in der Kombination eine 

mittlere Zellviabilität von x̅=73,21 % (SD=6,754) im Verhältnis zur Kontrollgruppe ge-

messen werden, was signifikant geringer ist als die Viabilität unter der Behandlung mit 

5-Aza (x̅=83,52 %, p=0,03, SD=3,653) sowie Alvocidib (x̅=82,07 %, p=0,0494, 

SD=6,989). 

 

In Gruppe IC30 (5-Aza: 25,4 µM, Alvocidib: 9 µM) konnte in der Kombination eine mitt-

lere Zellviabilität von x̅=61,47 % (SD=5,506) im Verhältnis zur Kontrollgruppe gemes-

sen werden, was signifikant geringer ist als die Viabilität unter der Behandlung mit 5-

Aza (x̅=76,19%, p=0,03, SD=4,287) sowie Alvocidib (x̅=74,66 %, p=0,0494, 

SD=5,741). 

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass in den untersuchten Gruppen IC20 

und IC30 die Zellviabilität nach der Kombinationsbehandlung signifikant geringer war 

als nach der Behandlung mit den einzelnen Substanzen. In diesen beiden Gruppen 

konnte zudem eine additive Wirkung der beiden Substanzen 5-Aza und Alvocidib be-

obachtet werden. Eine synergistische Wirkung konnte nicht beobachtet werden.  
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Abbildung 9: Zellviabilitäts-Assay in n=12 Proben gesunder Spender. Dargestellt wird die Zellviabilität in Pro-
zent bezogen auf die Kontrolle mit DMSO. In drei Behandlungsarmen (IC10, IC20 und IC30) wurde die Zellviabilität 
nach der Behandlung mit der Kombination von 5-Aza und Alvocidib mit der Behandlung durch die Einzelsubstanzen 
verglichen. Jede der unterschiedlichen Farben repräsentiert eine Probe. Dargestellt sind zudem der Median und 
der Interquartilsabstand. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Friedmans Test und Dunn’s Multiple Compa-

rison. ns (nicht signifikant), p>0,05; * p≤0,05; ** p≤0,01; *** p≤0,001; **** p≤0,0001. 
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In Abbildung 10 werden die Ergebnisse der Kombinationsbehandlung in IC30 von 

gesunden und MDS-Zellen gegenübergestellt. Die Zellviabilität der MDS-Proben nach 

der Behandlung mit 5-Aza und Alvocidib war signifikant geringer als die der gesunden 

Proben (p=0,0418, Mann-Whitney U-Test). 
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Abbildung 10: Vergleich der Ergebnisse des Zellviabilitäts-Assays zwischen gesunden Zellen und MDS-
Proben 71. Dargestellt wird die Zellviabilität in Prozent bezogen auf die Kontrolle nach der Kombinationsbehandlung 
mit Alvocidib und 5-Aza (IC30). Verglichen werden die Ergebnisse von n=11 gesunden Proben (blau) mit n=45 
MDS-Proben (rot). Die statistische Analyse erfolgte mittels Mann-Whitney U-Test. ns (nicht signifikant), p>0,05; * 
p≤0,05; ** p≤0,01; *** p≤0,001; **** p≤0,0001. 
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3.3 Apoptose-Assay 

Die Ergebnisse des Apoptose-Assays zur Bestimmung des Anteils der apoptotischen 

Zellen von n=24 MDS-Proben werden in Abbildung 11 dargestellt. Es werden jeweils 

vier Behandlungsarme abgebildet (Kontrollgruppe DMSO, 5-Aza allein, Alvocidib al-

lein, Alvocidib+5-Aza). 

 

In Gruppe IC10 (5-Aza: 6,2 µM, Alvocidib: 5,5 µM) wurde in der Kombination der Sub-

stanzen ein mittlerer Anteil apoptotischer Zellen von x̅=9,9 % (SD=6,964) im Verhältnis 

zur Kontrollgruppe gemessen, was signifikant höher war als der Anteil unter der Be-

handlung mit 5-Aza (x̅=5,67 %, p=0,0003, SD=3,821) nicht jedoch Alvocidib (x̅=7,834 

%, p>0,9999, SD=4,893). 

 

In Gruppe IC20 (5-Aza: 14,2 µM, Alvocidib: 7,1 µM) wurde in der Kombination ein mitt-

lerer Anteil apoptotischer Zellen von x̅=10,95 % (SD=6,325) im Verhältnis zur Kontroll-

gruppe gemessen, was signifikant höher war als der Anteil unter der Behandlung mit 

5-Aza (x̅=6,596 %, p=0,0002, SD=4,124), nicht jedoch Alvocidib (x̅=10,06 %, 

p>0,9999, SD=6,989). 

 

In Gruppe IC30 (5-Aza: 25,4 µM, Alvocidib: 9 µM) wurde in der Kombination ein mitt-

lerer Anteil apoptotischer Zellen von x̅=13,84 % (SD=7,847) im Verhältnis zur Kontroll-

gruppe gemessen, was signifikant höher war als der Anteil unter der Behandlung mit 

5-Aza (x̅=6,876 %, p<0,0001, SD=4,211), nicht jedoch Alvocidib (x̅=12,22 %, 

p>0,9999, SD=6,626). 

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass in den untersuchten Gruppen IC10, 

IC20 und IC30 der Anteil apoptotischer Zellen nach der Kombinationsbehandlung sig-

nifikant höher war als nach der Behandlung mit 5-Aza, jedoch nicht nach der Behand-

lung mit Alvocidib. Es wurde keine additive oder synergistische Wirkung der beiden 

Substanzen beobachtet.  
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Abbildung 11: Apoptotische Zellen im Apoptose-Assay in MDS-Zellen (n=24) 71. Dargestellt ist der Anteil der 
apoptotischen Zellen in Prozent bezogen auf die Gesamtzahl der analysierten Zellen. In drei Behandlungsarmen 
(IC10, 20 und 30) wurde der Anteil der apoptotischen Zellen nach der Behandlung mit der Kombination von 5-Aza 
und Alvocidib mit der Behandlung durch die Einzelsubstanzen verglichen. Jede der unterschiedlichen Farben re-
präsentiert eine Probe. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Friedmans Test und Dunn’s Multiple Compari-
son. ns (nicht signifikant), p>0,05; * p≤0,05; ** p≤0,01; *** p≤0,001; **** p≤0,0001. 
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Die Ergebnisse des Apoptose-Assays zur Bestimmung des Gesamtanteils sowohl der 

apoptotischen als auch der toten Zellen von n=24 MDS-Proben werden in Abbildung 

12 dargestellt. Es werden jeweils vier Behandlungsarme abgebildet (Kontrollgruppe 

DMSO, 5-Aza allein, Alvocidib allein, Alvocidib+5-Aza). 

 

In Gruppe IC10 (5-Aza: 6,2 µM, Alvocidib: 5,5 µM) wurde in der Kombination der Sub-

stanzen eine mittlerer Anteil apoptotischer und toter Zellen von x̅=27,67 % (SD=13,61) 

im Verhältnis zur Kontrollgruppe gemessen, was signifikant höher war als der Anteil 

unter der Behandlung mit 5-Aza (x̅=21,4 %, p<0,0001, SD=10,73) nicht jedoch Al-

vocidib (x̅=24,91 %, p=0,8766, SD=13,01).  

 

In Gruppe IC20 (5-Aza: 14,2 µM, Alvocidib: 7,1 µM) wurde in der Kombination ein mitt-

lerer Anteil apoptotischer und toter Zellen von x̅=31,69 % (SD=14,16) im Verhältnis zur 

Kontrollgruppe gemessen, was signifikant höher war als der Anteil unter der Behand-

lung mit 5-Aza (x̅=23,68 %, p<0,0001, SD=10,25) sowie Alvocidib (x̅=28,69 %, 

p=0,0311, SD=13,46). 

 

In Gruppe IC30 (5-Aza: 25,4 µM, Alvocidib: 9 µM) wurde in der Kombination ein mitt-

lerer Anteil apoptotischer und toter Zellen von x̅=40,02 % (SD=17,22) im Verhältnis zur 

Kontrollgruppe gemessen, was signifikant höher war als die Viabilität unter der Be-

handlung mit 5-Aza (x̅=24,87 %, p=0,0001, SD=10,36), nicht jedoch Alvocidib (x̅=35,03 

%, p=0,2650, SD=15,49). 

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass in den untersuchten Gruppen IC10, 

IC20 und IC30 der Anteil apoptotischer und toter Zellen nach der Kombinationsbe-

handlung signifikant höher war als nach der Behandlung mit 5-Aza. Einzig in der 

Gruppe IC20 war der Anteil apoptotischer und toter Zellen nach der Kombinationsbe-

handlung signifikant höher als nach der Behandlung mit Alvocidib. Es wurde eine ad-

ditive, jedoch keine synergistische Wirkung der beiden Substanzen beobachtet.  
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Abbildung 12:  Apoptotische und tote Zellen im Apoptose Assay in MDS-Zellen (n=24) 71. Dargestellt ist der 
Anteil der apoptotischen und toten Zellen in Prozent bezogen auf die Gesamtzahl der analysierten Zellen. In drei 
Behandlungsarmen (IC10, 20 und 30) wurde der Anteil der apoptotischen und toten Zellen nach der Behandlung 
mit der Kombination von 5-Aza und Alvocidib mit der Behandlung durch die Einzelsubstanzen verglichen. Jede der 
unterschiedlichen Farben repräsentiert eine Probe. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Friedmans Test und 
Dunn’s Multiple Comparison. ns (nicht signifikant), p>0,05; * p≤0,05; ** p≤0,01; *** p≤0,001; **** p≤0,0001. 
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In Abbildung 13 werden die Ergebnisse des Apoptose-Assays der Kombinationsbe-

handlung in IC30 von n=11 gesunden und n=24 MDS-Zellen gegenübergestellt. Der 

Anteil der apoptotischen und toten Zellen der MDS-Proben nach der Behandlung mit 

Alvocidib und 5-Aza war signifikant geringer als die der gesunden Proben (p=0,0418, 

Mann-Whitney U-Test). Zwischen dem Anteil der apoptotischen Zellen der MDS-Pro-

ben und dem der gesunden Proben nach der Behandlung mit Alvocidib und 5-Aza gab 

es keinen signifikanten Unterschied. 
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Abbildung 13: Vergleich des Apoptose-Assays zwischen gesunden Zellen und MDS-Proben 71. Dargestellt 
ist der Anteil der apoptotischen bzw. apoptotischen und toten Zellen in Prozent bezogen auf die Gesamtzahl er-
kannter Zellen nach der Kombinationsbehandlung mit Alvocidib und 5-Aza (IC30). Verglichen werden die Ergeb-
nisse von n=11 gesunden Proben (blau) mit n=24 MDS-Proben (rot). Gezeigt werden Median und Interquartilsab-
stände. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Mann-Whitney U-Test. ns (nicht signifikant), p>0,05; * p≤0,05; 
** p≤0,01; *** p≤0,001; **** p≤0,0001. 
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3.4 CFU-Assays     

Um den Einfluss der Behandlung von HSCs mit der Kombination aus 5-Aza und Al-

vocidib auf die Differenzierung der verschiedenen Zellreihen zu untersuchen, wurden 

CFU-Assays von n=5 Patientenproben (P04, P07, P32, P35, P39) mit je vier Replika-

ten durchgeführt. Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse sind in Abbil-

dung 14 und Abbildung 15 dargestellt.  

 

Abbildung 14 zeigt die durchflusszytometrische Analyse von erythroiden Zellen der 

CFU-Assays. Diese wurden mittels CD45 und CD235a bestimmt, wobei CD45- und 

CD235a+ Zellen als erythroide Zellen gewertet wurden (siehe Quadrant Q1, Abbil-

dung 14A). Jeder der Graphen B-F stellt die Ergebnisse für je eine Patientenprobe mit 

je vier Replikaten dar. Bei zwei Patienten konnten signifikante Unterschiede zwischen 

den Behandlungsarmen festgestellt werden (Abbildung 14D+F). Bei P32 (Abbildung 

14D) war der Anteil der erythroiden Zellen nach der Behandlung mit 5-Aza allein sig-

nifikant höher als nach der Behandlung mit Alvocidib und 5-Aza (p=0,0368) und als in 

der Kontrollgruppe (DMSO) (p=0,0068). Bei P39 (Abbildung 14F) war der Anteil der 

erythroiden Zellen nach der Behandlung mit Alvocidib und 5-Aza signifikant höher als 

nach 5-Aza allein (p=0,0068). Der Anteil der erythroiden Zellen nach Behandlung mit 

Alvocidib allein war signifikant höher als nach 5-Aza allein (p=0,0016). Bei P04 (Ab-

bildung 14B), P07 (Abbildung 14C) und P35 (Abbildung 14E) konnten keine signi-

fikanten Unterschiede zwischen den Behandlungsarmen festgestellt werden. 

 

Abbildung 15 zeigt die durchflusszytometrische Analyse myeloischer Zellen der CFU-

Assays. Diese wurden mittels CD45 und CD33 bestimmt, wobei CD45+ und CD33+ 

Zellen als myeloische Zellen gewertet wurden (siehe Quadrant Q2, Abbildung 15A). 

Jeder der Graphen B-F stellt die Ergebnisse für je eine Patientenprobe mit je vier Rep-

likaten dar. Bei drei Patienten konnten signifikante Unterschiede zwischen den Be-

handlungsarmen festgestellt werden. In P35 (Abbildung 15D) konnte nach Behand-

lung mit Alvocidib und 5-Aza ein signifikant geringerer Anteil der myeloischen Zellen 

nachgewiesen werden als in der Kontrolle (p=0,0193). Auch nach Behandlung mit 5-

Aza allein war dieser geringer als in der Kontrolle (p=0,0190). In P37 (Abbildung 15E) 

konnte nach Behandlung mit Alvocidib und 5-Aza ein signifikant geringerer Anteil der 

myeloischen Zellen nachgewiesen werden als in der Kontrolle (p=0,0389) und nach 5-

Aza allein (p=0,0192). In P39 (Abbildung 15F) war der Anteil der myeloischen Zellen 
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nach Alvocidib und 5-Aza signifikant geringer als nach 5-Aza allein (p=0,0102). Nach 

Alvocidib allein war dieser ebenfalls signifikant geringer als nach 5-Aza allein 

(p=0,0033) und als in der Kontrolle (p=0,0321). Bei den Patienten P04 (Abbildung 

15B) und P07 (Abbildung 15C) konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen 

den Behandlungsarmen festgestellt werden. 
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Abbildung 14: Erythroide Zellen nach CFU-Assay. Dargestellt wird der Anteil CD235a+/CD45- Zellen in Prozent 
bezogen auf die Gesamtzahl der analysierten Zellen nach Kolonisierung und Behandlung mit Alvocidib und/oder 
5-Aza (IC30). Die statistische Auswertung erfolgte mittels Ordinary one-way ANOVA. ns (nicht signifikant); p>0,05; 
* p≤0,05; ** p≤0,01; *** p≤0,001; **** p≤0,0001. 
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Abbildung 15: Myeloische Zellen nach CFU-Assay. Dargestellt wird der Anteil CD33+/CD45+ Zellen in 
Prozent bezogen auf die Gesamtzahl der analysierten Zellen nach Kolonisierung und Behandlung mit Al-
vocidib und/oder 5-Aza (IC30). Die statistische Auswertung erfolgte mittels Ordinary one-way ANOVA. ns 
(nicht signifikant); p>0,05; * p≤0,05; ** p≤0,01; *** p≤0,001; **** p≤0,0001. 
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3.5 Patientencharakteristika 

Zur Untersuchung des Zusammenhangs der Suszeptibilität der Zellen mit klinischen 

Parametern wurden Patientendaten überprüft und in Tabelle 6 zusammengefasst. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abkürzungen: MDS-MLD: MDS mit multilineärer Dysplasie; RS: Ringsideroblasten; MDS-EB: MDS mit Blasten-
Exzess; MDS/MPN-U, myelodysplastische/myeloproliferative Neoplasie, unklassifizierbar; CMML: chronische 
myelomonozytäre Leukämie; sAML: sekundäre AML, AML-MRC: AML mit Myelodysplasie-assoziierten Verände-
rungen; IPSS-R: Revised International Prognostic Scoring System; CPSS: CMML-specific prognostic scoring sys-
tem. 

 

 

 

 

 

 

 

  

Tabelle 6: Klinische Parameter von n=45 Patientenproben 71.  
 
 Parameter  

Alter  

Median in Jahren (Spannweite) 73 (43-90) 

Geschlecht  

Männlich 34 

Weiblich 11 

WHO-Subtyp 2016  

MDS-MLD 6 

MDS-RS-MLD 1 

MDS-EB1 10 

MDS-EB2 20 

MDS/MPN-U 3 

CMML-2 1 

AML-MRC 2 

sAML 2 

IPSS-R  

Intermediate 5 

High 23 

Very High 12 

Nicht anwendbar (sAML, AML-
MRC) 

4 

CPSS  

Hoch 1 
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3.6 Zusammenhang zwischen klinischen Parametern und Zellviabilität 

Die Ergebnisse der Assoziationsanalyse zwischen klinischen Parametern und den Re-

sultaten des Zellviabilitäts-Assays sind in Abbildung 16 dargestellt.  

 

Zwischen der Zellviabilität nach Behandlung mit Alvocidib und dem Alter der Patienten 

(Abbildung 16, A1) ergibt sich ein Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman von 

r=0,1863 (p=0,2203). Zwischen der Zellviabilität nach der Kombinationsbehandlung 

und dem Alter der Patienten (Abbildung 16, A2) ergibt sich ein Rangkorrelationskoef-

fizient nach Spearman von r=0,2433. Die Korrelation ist nicht signifikant (p=0,1073). 

 

Ein Zusammenhang zwischen der Zellviabilität nach Behandlung mit Alvocidib und 

dem Geschlecht der Patienten (Abbildung 16, B1) konnte nicht gefunden werden 

(p=0,6865), ebenso wie zwischen der Zellviabilität nach der Kombinationsbehandlung 

und dem Geschlecht (Abbildung 16, B2) (p=0,5402). 

 

Der Zusammenhang der Zellviabilität nach Behandlung mit Alvocidib bzw. der Kombi-

nationsbehandlung und dem Anteil der Blasten im Knochenmark in der durchflusszy-

tometrischen Analyse (Abbildung 16, C1+2) wurde an n=41 Patienten untersucht. Für 

Alvocidib ergab sich ein negativer Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman von r=-

0,02462, welcher nicht signifikant war (p=0,8786). Für die Kombinationsbehandlung 

wurde ein negativer Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman von r=-0,2084 ermit-

telt. Die Korrelation war nicht signifikant (p=0,4727). 

 

Auch zwischen der Zellviabilität nach Behandlung mit Alvocidib und einer vorausge-

gangenen Therapie (Abbildung 16, D1) konnte kein signifikanter Zusammenhang 

festgestellt werden (p=0,2813), ebenso nicht nach der Kombinationsbehandlung (Ab-

bildung 16, D2) (p=0,4880). 

 

Es konnte kein Unterschied zwischen der Zellviabilität bei aberranten und normalem 

Karyotyp festgestellt werden, weder nach Behandlung mit Alvocidib (Abbildung 16, 

E1) (p=0,4134) noch nach der Kombinationsbehandlung (Abbildung 16, E2) 

(p=0,7296). 
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Zwischen der Zellviabilität und der Einteilung der Patienten nach IPSS-R gab es keine 

signifikanten Zusammenhänge, weder nach Behandlung mit Alvocidib (Abbildung 16, 

F1) (p=0,7660) noch nach der Kombinationsbehandlung (Abbildung 16, F2) 

(p=0,1543). 

 

An n=44 Patienten wurde der Zusammenhang zwischen dem Hämoglobin-Wert zum 

Zeitpunkt der Probenentnahme bzw. Knochenmarkpunktion und der Zellviabilität un-

tersucht. Nach Behandlung mit Alvocidib (Abbildung 16, G1) ergab sich ein Rangkor-

relationskoeffizient nach Spearman von r=0,1689, welcher nicht signifikant war 

(p=0,2731) und nach der Kombinationsbehandlung (Abbildung 16, G2) einen Rang-

korrelationskoeffizient von r=0,0700. Auch hier konnte keine Signifikanz nachgewiesen 

werden (p=0,6530). 

 

Zusammenfassend konnte zwischen der Zellviabilität nach der Behandlung mit Al-

vocidib oder der Kombinationsbehandlung und keinem der klinischen Parameter ein 

signifikanter Zusammenhang hergestellt werden. 
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  Abbildung 16: Zusammenhang zwischen klinischen Parametern und Zellviabilität. Dargestellt sind die Zu-
sammenhänge zwischen der Zellviabilität nach der Behandlung mit Alvocidib (IC30) bzw. der Kombination von 5-
Aza und Alvocidib (IC30) und Alter (A1+A2), Geschlecht (B1+B2), Anteil der KM-Blasten (C1+C2), vorausgegan-
gener MDS-Therapie (D1+D2), Karyotyp (E1+E2), IPSS-R (F1+F2) sowie Hämoglobin (Hb) zum Zeitpunkt der KM-
Punktion (G1+G2). B, D, E und F werden mit Median und Interquartilsabständen dargestellt. 
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3.7 Zusammenhang zwischen Überlebenswahrscheinlichkeit und Zellviabilität 

In Abbildung 17 wird die Überlebenswahrscheinlichkeit von n=45 Patienten ab dem 

Zeitpunkt der Probenentnahme in Form von Kaplan-Meier-Kurven in Zusammenhang 

mit der Suszeptibilität der Zellen auf die Behandlung mit Alvocidib (IC30) bzw. der 

Kombination von Alvocidib und 5-Aza (IC30) in vitro gesetzt. Hierfür wurden die Pati-

enten in zwei Gruppen geteilt. Als suszeptibel gewertet wurden die Patienten mit einer 

Zellviabilität unter dem Mittelwert, als nicht suszeptibel die Patienten mit einer Zellvia-

bilität über dem Mittelwert. Zwischen den Überlebenskurven konnten keine signifikan-

ten Unterschiede festgestellt werden (Alvocidib: p=0,5443, Kombination: p=0,6529). 
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Abbildung 17: Zusammenhang zwischen Überlebenswahrscheinlichkeit der Patienten und Suszeptibilität 
der Zellen auf die Behandlung. Gezeigt wird die Assoziation der Überlebenswahrscheinlichkeit mit der Suszeptibi-
lität der Zellen auf die Behandlung mit Alvocidib (A) und der Kombinationsbehandlung (Alvocidib und 5-Aza) (B). 
Die Daten werden als Kaplan-Meier-Kurven dargestellt. Die Analyse erfolgte mittels Log-Rank-Test. 

 

  

A: Alvocidib B: Kombination 

p=0,5443 p=0,6529 
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3.8 Myeloid-Panel-Sequenzierung 

Zur Erfassung von pathogenen Mutationen wurden n=40 Proben einer Myeloid-Panel-

Sequenzierung unterzogen, von n=5 Patienten wurde der Mutationsstatus aus klini-

schen Aufzeichnungen ermittelt. Die Ergebnisse der Sequenzierung werden in Abbil-

dung 18 als Onkoplot dargestellt. Von n=45 Patientenproben wiesen 44 (98%) min-

destens eine MDS-typische Mutation auf. Am häufigsten war die Mutation ASXL1 

(39%), gefolgt von RUNX1 und TET2 (je 32%). In Abbildung 19 und Abbildung 20 

werden die Mutationsprofile aufgeteilt nach Respondern und Non-Respondern darge-

stellt. Die Einteilung erfolgte auf Basis der mittels Zellviabilitäts-Assay bestimmten mitt-

leren Zellviabilität. Hierbei zeigte sich, dass in beiden Responder-Gruppen bestimmte 

Gene häufiger auftraten als in den Non-Responder-Gruppen, darunter ASXL1, EZH2, 

TET2, RUNX1, ZRSR2 und STAG2. 

  

 

 
Abbildung 18: Ergebnisse des Myeloid-Panel-Sequencing von n=45 Patientenproben 71. Dargestellt sind n=44 
mutationstragende Proben, in einer der Proben konnte keine Mutation nachgewiesen werden. Die Mutationen sind 
nach Häufigkeit absteigend aufgelistet. Dargestellt sind zudem die Art der Mutation und die Einteilung der Patienten 
in Responder und Non-Responder im Zellviabilitäts-Assay.  
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Abbildung 19: Mutationsprofile von Respondern und Non-Respondern (Alvocidib) 71. Die Einteilung erfolgte 
auf Basis der mittels Zellviabilitäts-Assay bestimmten mittleren Zellviabilität im Behandlungsarm Alvocidib (IC30). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 20: Mutationsprofile von Respondern und Non-Respondern (Kombination) 71. Die Einteilung er-
folgte auf Basis der mittels Zellviabilitäts-Assay bestimmten mittleren Zellviabilität im Behandlungsarm Alvocidib+5-
Aza (IC30). 
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3.9 Zusammenhang zwischen Mutationsstatus und Zellviabilität 

Um herauszufinden, ob es einen Zusammenhang zwischen der Suszeptibilität der 

MDS-Proben auf die Behandlung mit Alvocidib und/oder 5-Aza und dem Auftreten be-

stimmter Mutationen gibt, wurde das Vorhandensein von Mutationen der Gene ASXL1, 

ZRSR2, EZH2, RUNX1, TET2 und STAG2 ins Verhältnis zu den Resultaten des Zell-

viabilitäts-Assays nach Behandlung mit Alvocidib (IC30) (Abbildung 21), der Kombi-

nation von Alvocidib und 5-Aza (IC30) (Abbildung 22) sowie der Behandlung mit 5-

Aza (IC30) (Abbildung 23) gesetzt. Die ausgewählten Mutationen kamen in den Res-

ponder-Gruppen häufiger vor als in den Non-Responder-Gruppen (Abbildung 19 und 

Abbildung 20). Gegenüber der Alvocidib-Behandlung wurde eine höhere Suszeptibi-

lität in Proben gefunden, die Mutationen in ASXL1 (p=0,0100), ZRSR2 (p=0,0035), 

EZH2 (p=0,0020), TET2 (p=0,0252) und STAG2 (p=0,0104) trugen. Eine signifikant 

höhere Suszeptibilität in der Kombinations-Behandlung wurde für das Vorhandensein 

von Mutationen in den Genen ASXL1 (p=0,0037), ZRSR2 (p=0,0068) and EZH2 

(p=0,0193) nachgewiesen. Keine der Mutationen zeigte einen Zusammenhang mit ei-

ner erhöhten Suszeptibilität der Proben gegenüber der Behandlung mit ausschließlich 

5-Aza. 
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100 Abbildung 21: Zusammenhang von Zellviabilität 
nach Alvocidib (IC30) und Mutationsstatus 71. 
Dargestellt wird der Zusammenhang zwischen der 
Zellviabilität nach Behandlung mit Alvocidib (IC30) 
und Mutationen in den Genen ASXL1, ZRSR2, 
EZH2, RUNX1, TET2 und STAG2. wt=Wildtyp 
(blau), mut=mutiert (rot). Gezeigt werden der Me-
dian und die Interquartilsabstände. Die statistische 
Auswertung erfolgte mittels Mann-Whitney U-Test. 

 

p=0,0100 p=0,0035 p=0,0020 p=0,0674 

p=0,0252 p=0,0104 
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Abbildung 22: Zusammenhang von Zellviabili-
tät nach Alvocidib+5-Aza (IC30) und Mutations-
status 71. Dargestellt wird der Zusammenhang zwi-
schen der Zellviabilität nach Behandlung mit der 
Kombination von Alvocidib und 5-Aza (IC30) und 
Mutationen in den Genen ASXL1, ZRSR2, EZH2, 
RUNX1, TET2 und STAG2. wt=Wildtyp (blau), 
mut=mutiert (rot). Gezeigt werden der Median und 
die Interquartilsabstände. Die statistische Auswer-
tung erfolgte mittels Mann-Whitney U-Test. 
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 Abbildung 23: Zusammenhang der Zellviabilität 
nach 5-Aza und Mutationsstatus 71. Dargestellt 
wird der Zusammenhang zwischen der Zellviabilität 
nach Behandlung mit 5-Aza (IC30) und den Mutatio-
nen in den Genen ASXL1, ZRSR2, EZH2, RUNX1, 
TET2 und STAG2. wt=Wildtyp (blau), mut=mutiert 
(rot). Gezeigt werden der Median und die Interquar-
tilsabstände. Die statistische Auswertung erfolgte 
mittels Mann-Whitney U-Test. 
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Um den Einfluss möglicher Störfaktoren zu untersuchen, wurden multivariable Analy-

sen durchgeführt. Als Kovariablen wurden Alter (≥70 vs. <70 Jahre), Geschlecht, IPSS-

R sowie Mutationen in den Genen ASXL1, ZRSR2, TET2, RUNX1, EZH2 und STAG2 

in die Analyse eingeschlossen. Die Analyse wurde sowohl für die Behandlung mit Al-

vocidib allein (Tabelle 7) als auch für die Behandlung mit der Kombination von Al-

vocidib und 5-Aza (Tabelle 8) durchgeführt. Mit einem relativen Risiko von 0,058 und 

einem 95%-Konfidenzintervall von [0,004;0,815] konnte das Vorhandensein einer Mu-

tation im Gen ASXL1 als unabhängiger Faktor für eine erhöhte Suszeptibilität der 

MDS-Proben auf die Behandlung mit Alvocidib und 5-Aza identifiziert werden 

(p=0,035). 

 

Tabelle 7: Multivariable Analyse der gewählten Parameter für die Behandlung mit Alvocidib allein 71. Die 
Tabelle zeigt das relative Risiko, die Grenzen des 95%-Konfidenzintervalls sowie die Signifikanz mittels p-Wert.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parameter 
Relatives 

Risiko 
95% KI (Unter-

grenze) 
95% KI (Ober-

grenze) 
p-Wert 

Alter ≥ 70 vs. < 70  1.350 0.208 8.758 0.753 

männlich vs. weiblich 0.476 0.054 4.168 0.503 

IPSS-R Very High vs. 
Intermediate/High 

0.211 0.022 1.998 0.175 

ASXL1 0.261 0.041 1.678 0.157 

TET2 0.169 0.016 1.813 0.142 

RUNX1 0.200 0.022 1.807 0.152 

EZH2 0.145 0.002 12.195 0.393 

ZRSR2 0.784 0.037 16.648 0.875 

STAG2 1.339 0.047 37.833 0.864 
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Tabelle 8: Multivariable Analyse der gewählten Parameter für die Behandlung mit Alvocidib und 5-Aza 71. 
Die Tabelle zeigt das relative Risiko, die Grenzen des 95%-Konfidenzintervalls sowie die Signifikanz mittels p-Wert. 

 

Parameter 
Relatives 

Risiko 
95% KI (Unter-

grenze) 
95% KI (Ober-

grenze) 
p-Wert 

Alter ≥ 70 vs. < 70  2.617 0.352 19.425 0.347 

männlich vs. weiblich 2.857 0.212 38.478 0.429 

IPSS-R 
Very High vs. Inter-
mediate/High 

0.138 0.015 1.239 0.077 

ASXL1 0.058 0.004 0.815 0.035 

TET2 2.587 0.060 110.653 0.620 

RUNX1 0.087 0.005 1.383 0.084 

EZH2 1.974 0.007 543.378 0.812 

ZRSR2 0.000 0.000 - 0.998 

STAG2 6.377 0.110 370.146 0.371 
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4 DISKUSSION 

MDS sind eine heterogene Gruppe maligner klonaler Erkrankungen der HSCs, die sich 

klinisch mit Zytopenien präsentieren und mit einem erhöhten Risiko für die Entwicklung 

einer sAML einhergehen 1. Als Standardtherapie steht die hypomethylierende Sub-

stanz 5-Aza zur Verfügung. Zusätzlich zu den epigenetischen Eigenschaften induziert 

5-Aza die Transkription des proapoptotischen Proteins NOXA, wodurch das antiapo-

ptotische Protein MCL-1 gehemmt wird. Die Therapie mit 5-Aza bewirkt nur in der 

Hälfte der Fälle überhaupt ein Ansprechen und versagt häufig sekundär 19, 20. Aus die-

sem Grund ist es indiziert, zusätzliche oder alternative Behandlungsmethoden zu fin-

den. In dieser Arbeit wurde die Wirkung des CDK-Inhibitors Alvocidib in Kombination 

mit 5-Aza auf Knochenmarkproben von High-Risk-MDS-Patienten untersucht. Die 

CDK9-Inhibition durch Alvocidib hemmt während der Transkription die DNA-Elongation 

durch Phosphorylierung der RNA-Polymerase II, wodurch die Transkription des antia-

poptotischen Proteins MCL-1 herunterreguliert wird 60, 63. Somit entfällt die Hemmung 

der proapoptotischen Proteine BAX/BAK durch MCL-1. Da Alvocidib und 5-Aza an 

zwei Punkten des MCL-1-Signalwegs angreifen, bietet dies eine logische Grundlage, 

um die beiden Substanzen zu kombinieren. 

 

Zur Untersuchung der Wirksamkeit wurden Zellviabilitäts- und Apoptose-Assays an 

CD34+ Knochenmarkzellen von n=45 Patienten mit High-Risk-MDS und n=12 häma-

tologisch gesunden Proben durchgeführt. Die Substanzen Alvocidib und 5-Aza wurden 

sowohl einzeln als auch sequenziell in Kombination getestet. Dabei konnte für beide 

Substanzen eine positive Korrelation zwischen Dosis und Wirksamkeit bestätigt wer-

den. In Kombination zeigten Alvocidib und 5-Aza sowohl im Zellviabilitäts- als auch im 

Apoptose-Assay eine additive Wirkung. Die synergistische Wirkung der beiden Sub-

stanzen in MOLM13-Zellen aus der Publikation von Kim et al. 58 konnte in dieser Arbeit 

jedoch nicht bestätigt werden. In der Arbeit von Kim et al. wurde jedoch als Messme-

thode ein Assay angewendet, bei dem als direkter Indikator für proapoptotische Akti-

vität die Aktivität der Effektorcaspasen Caspase 3 und Caspase 7 gemessen wird. Im 

Gegensatz hierzu wird in dem von uns verwendeten Zellviabilitäts-Assay die Zellviabi-

lität nach der Behandlung gemessen. Eine direkte Vergleichbarkeit der Ergebnisse ist 

somit nicht gegeben. Im von uns zudem genutzten Apoptose-Assay wird zwar auch 

das Ausmaß der Apoptose gemessen, es gibt jedoch noch weitere Unterschiede zur 
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Arbeit von Kim et al. In der Publikation von Kim et al. wurden Zelllinien verwendet, wir 

nutzten im Gegensatz dazu aber primäres Patientenmaterial. Die Zellen aus den pri-

mären Proben sind individuell in ihrer genetischen Zusammensetzung, die Zelllinie in 

der Arbeit von Kim et al. wiederum entstammt aus einem Zellklon eines einzigen Pati-

enten und die Zellen sind daher genetisch identisch. Zelllinien sind immortalisiert, sie 

sind stabiler und haben eine längere Lebensdauer als primäres Patientenmaterial. Im 

Unterschied zu Zelllinien repräsentieren die in dieser Arbeit verwendeten Patienten-

proben die Heterogenität und Realität der Patienten und ihrer Erkrankung. Dies ist ein 

Vorteil dieser Arbeit, da so eine bessere Übertragbarkeit auf die Klinik möglich ist und 

in weiteren Untersuchungen genauere Aussagen über das Therapieansprechen ge-

macht werden können. 

 

Ein Ziel der Therapie von MDS-Patienten ist es, die durch die Erkrankung entstehen-

den Zytopenien zu verbessern und damit auch klinische Symptome zu lindern. Um zu 

untersuchen, ob die sequenzielle Behandlung mit Alvocidib und 5-Aza den Differen-

zierungsprozess der Hämatopoese in vitro beeinflusst, wurden mit n=5 Patientenpro-

ben, die im Zellviabilitäts-Assay suszeptibel waren, CFU-Assays durchgeführt. Die Er-

gebnisse der durchflusszytometrischen Analyse waren sehr heterogen. In lediglich ei-

ner Probe war der Anteil der Erythropoese nach der Kombinationsbehandlung signifi-

kant höher als nach der Behandlung mit 5-Aza allein, die keinen Effekt auf die Eryth-

ropoese zeigte. Hier lässt sich als Ursache dieses Effektes die Gabe von Alvocidib 

vermuten, da auch die erythroiden Zellen nach der Behandlung mit Alvocidib allein 

stark erhöht waren. Erklärungsansätze hierfür existieren bisher nicht. Um Mechanis-

men und Signalwege für das Ansprechen der Erythropoese dieses Patienten auf die 

Behandlung mit Alvocidib zu finden, sind mehr Versuche notwendig, um weitere Res-

ponder zu finden. In einer weiteren Patientenprobe konnte ein deutlicher Effekt von 5-

Aza allein auf die Erythropoese gezeigt werden. Dies bestätigt vorangegangene Ar-

beiten, in denen eine Steigerung der Erythropoese in Patienten nach Behandlung mit 

5-Aza erzielt werden konnte 19. Unter Alvocidib schien die Erythropoese ebenfalls an-

zusteigen, jedoch war dies nicht signifikant. Auch spiegeln sich die Effekte nicht in 

einer additiven Wirkung der Substanzen wider, was aufgrund der Heterogenität der 

Erkrankung auch im Ansprechen auf Therapien durchaus plausibel ist. Bei der Unter-

suchung der myeloischen Zellpopulation zeigten sich in n=3 Patientenproben signifi-

kante Effekte auf deren Ausreifung. In allen drei war die Myelopoese nach Behandlung 
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mit Alvocidib und 5-Aza geringer als ohne Behandlung. In zwei Proben war dieser Ef-

fekt auch signifikant stärker als nach Behandlung mit 5-Aza allein. Dies ist als positiv 

zu werten, da das Ziel einer Behandlung bei High-Risk-MDS auch die Reduktion der 

Krankheitslast im Sinne einer übermäßigen Produktion unreifer myeloischer Zellen 

darstellt. Alle n=5  im CFU-Assay untersuchten Proben waren im Zellviabilitäts-Assay 

suszeptibel gegenüber Alvocidib und 5-Aza, nicht alle zeigten jedoch Verbesserung 

der Hämatopoese im Sinne einer gesteigerten Erythropoese und/oder einer Verringe-

rung der Myelopoese im CFU-Assay. Eine erhöhte Apoptoserate von CD34+ Zellen in 

vitro geht also nicht zwingend mit einer Verbesserung einer gesunden Hämatopoese 

in vitro einher. Es gilt, herauszufinden, bei welchen Patienten ein gemeinsamer Effekt 

auftritt und bei welchen nicht und ob dieser auf hochwachsende gesunde Hämatopo-

ese zurückzuführen sind. Dies kann man mittels Zytologie und Myeloid-Panel-Sequen-

zierung untersuchen. Hierfür ist jedoch eine größere Patientenkohorte notwendig. 

Hierbei wäre es dann auch möglich, zu beurteilen, ob Zellen mit bestimmten Mutatio-

nen herausselektiert werden und eine klonale Evolution stattfindet. 

 

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, zu klären, warum die Zellen einiger Patienten 

suszeptibler oder resistenter als andere gegenüber der Behandlung mit Alvocidib allein 

oder in Kombination mit 5-Aza sind. Im Vergleich zu den gesunden Zellen zeigten die 

MDS-Zellen im Zellviabilitäts- und Apoptose-Assay ein signifikant besseres Anspre-

chen auf die Kombination von Alvocidib und 5-Aza. Dies ist ein Hinweis darauf, dass 

die Substanzen spezifisch auf die in MDS vorliegenden Pathomechanismen wirken, 

wie die genannte MCL-1-Überexpression in höheren MDS-Risikogruppen 53. Die Ver-

mutung liegt nahe, dass auch die Heterogenität im Ansprechen auf Alvocidib und die 

Kombinationsbehandlung durch die Unterschiede in der MCL-1-Abhängigkeit der 

MDS-Proben erklärt werden könnte, also der Abhängigkeit der Apoptose von der Ex-

pression von MCL-1. Dies wurde in weiteren Experimenten unserer Arbeitsgruppe un-

tersucht und veröffentlicht 71. Zwischen der MCL-1-Abhängigkeit und der Zellviabilität 

nach der Behandlung mit Alvocidib und der Kombinationstherapie ließ sich eine nega-

tive Korrelation ermitteln, was darauf hindeutet, dass MCL-1-abhängige Proben tat-

sächlich empfindlicher auf die Behandlung mit Alvocidib und der Kombination mit 5-

Aza reagierten. Dieser Zusammenhang war bei der Kombinationsbehandlung ausge-

prägter, erreichte aber keine Signifikanz. Die MCL-1-Abhängigkeit spiegelt die Emp-

findlichkeit von High-Risk-MDS-Proben gegenüber der Behandlung mit Alvocidib und 



Diskussion 

65 

 

Alvocidib und 5-Aza also nicht vollständig wider. In einer klinischen Phase-2-Studie, in 

der Alvocidib in Kombination mit den Chemotherapeutika Cytarabin und Mitoxantron 

in refraktärer AML/AML-Rezidiven untersucht wurde, konnten jedoch die höchsten Re-

missionsraten in den Patienten gefunden werden, die die stärkste MCL-1-Abhängigkeit 

zeigten 72. Es konnte aber kein Zusammenhang zwischen kompletter Remission und 

zunehmender MCL-1-Abhängigkeit beobachtet werden, was vermutlich auf die kleine 

Patientenkohorte zurückzuführen ist 73. Nach aktuellem Kenntnisstand und trotz der 

Tatsache, dass Alvocidib ein unspezifischer Inhibitor von CDKs ist, ist MCL-1 derzeit 

der einzige potenzielle Biomarker für das Ansprechen auf Alvocidib. Daher ist die Su-

che nach weiteren Biomarkern nötig, deren Auftreten mit einem höheren Ansprechen 

auf Alvocidib oder Alvocidib und 5-Aza assoziiert sind. Um dies zu untersuchen, wur-

den in dieser Arbeit als Parameter zunächst klinische Informationen herangezogen. 

Hierfür wurden Patientendaten retrospektiv analysiert und in Korrelation zur Suszepti-

bilität im Zellviabilitäts-Assay gesetzt. Analysiert wurden Geschlecht, Alter, IPSS-R, 

KM-Blasten zum Zeitpunkt der Punktion in Prozent, Hämoglobin zum Zeitpunkt der 

Knochenmarkpunktion, stattgehabte Therapien und der Karyotyp. Zudem wurde auch 

das mittlere Überleben der Patienten ab Zeitpunkt der Punktion mit einer über- oder 

unterdurchschnittlichen Zellviabilität im Zellviabilitäts-Assay in Zusammenhang ge-

setzt. Keiner der untersuchten Parameter zeigte einen signifikanten Zusammenhang 

zwischen der in vitro-Suszeptibilität auf die Behandlung mit Alvocidib oder der Kombi-

nation Alvocidib und 5-Aza mit deren Auftreten oder der Stärke. Ein klinischer Biomar-

ker, der potenziell Patienten identifizieren könnte, die von einer Behandlung mit Al-

vocidib oder der Kombination von Alvocidib und 5-Aza profitieren könnten, konnte in 

den in vitro-Experimenten somit nicht identifiziert werden. 

 

Um weitere potenzielle Biomarker zu identifizieren, wurde der Mutationsstatus der Pa-

tientenproben bestimmt. Mittels einer Myeloid-Panel-Sequenzierung wurde in Kno-

chenmark-MNCs nach den am häufigsten mutierten Genen in malignen hämatologi-

schen Neoplasien (n=67) gesucht. 98% der Proben wiesen einzelne oder mehrere so-

matische Mutationen auf. Durch die Korrelation der Mutationsprofile der analysierten 

Patientenproben mit der nach Behandlung bestimmten Zellviabilität konnte in einer 

multivariablen Analyse gezeigt werden, dass ASXL1-Mutationen ein unabhängiger 

Prädiktor für eine erhöhte zytotoxische Aktivität der Medikamentenkombination sind. 
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ASXL1 (additional sex combs-like 1) ist eines der am häufigsten in malignen hämato-

poetischen Neoplasien mutierten Gene. Als Chromatin-Modifizierer spielt sein Gen-

produkt eine wichtige Rolle in der epigenetischen Kontrolle der Genexpression und 

interagiert mit vielen verschiedenen genexpressionsregulierenden Proteinen 74. Es 

konnte unter anderem gezeigt werden, dass ASXL1 mit dem RNA-Polymerase II-Kom-

plex interagiert. Mutationen in ASXL1 aktivieren den P-TEFb (CDK9/cyclin T1-Kom-

plex), welcher die RNA-Polymerase II stimuliert. Alvocidib unterdrückt über die CDK9-

Inhibition die Aktivität der RNA-Polymerase II 75. Es gibt zudem auch Berichte darüber, 

dass ein ASXL1-Verlust in gesunden HSCs Apoptose auslöst 76. Dies bietet eine plau-

sible Erklärung dafür, dass die ASXL1-Mutation im MDS einen pathomechanistisch 

relevanten Angriffspunkt für Alvocidib bietet, wodurch die Wahrscheinlichkeit steigt, 

dass Apoptose induziert wird. Es stellt sich die Frage, ob das Vorhandensein einer 

ASXL1-Mutation auch mit messbaren molekularen Veränderungen in der Zelle einher-

geht, die durch die gesteigerte Aktivität der RNA-Polymerase II entstehen und die die 

erhöhte Wirksamkeit von Alvocidib erklären könnten.  

Weitere Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zeigen jedoch keine erhöhte MCL-1-Ex-

pression, sondern eine signifikant erhöhte mRNA-Expression des proapoptotischen 

Proteins NOXA in MDS-HSCs mit ASXL1-Mutation 71. Da NOXA als hochselektiver 

Antagonist von MCL-1 dessen Stabilität und Halbwertszeit senkt 77, könnte NOXAs 

Überexpression die hemmende Wirkung von Alvocidib auf die MCL-1-Expression in 

ASXL1-mutierten MDS-Zellen potenzieren. Dies entspricht dem vermuteten Wirkme-

chanismus, nach welchem 5-Aza als Induktor von NOXA in Kombination mit Alvocidib 

eine erhöhte Apoptose induziert. 

 

Dies steht im Gegensatz zu vorherigen Arbeiten, laut deren Ergebnisse die Abwesen-

heit von NOXA keinen statistischen Einfluss auf die Apoptoserate in MDS hat. In die-

sen Arbeiten wurde auch gezeigt, dass eine Überexpression des antiapoptotischen 

Proteins BCL-2 Apoptose in MDS-Maus-Modellen inhibiert, Zytopenien verbessert und 

einen Progress in eine sAML verzögert 78, 79. Es wurde zudem gezeigt, dass Alvocidib 

die Expression von BCL-2 in leukämischen Blasten von Patienten mit refraktärer Leu-

kämie induziert 80. Dies scheint zwar dem zuvor beschriebenen vermuteten Wirkungs-

mechanismus über NOXA zu widersprechen, angesichts der Ergebnisse aus Slape et 

al. und Guirguis et al. 78, 79 könnte dies jedoch eine weitere Erklärung für die Wirksam-

keit von Alvocidib darstellen.  
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Die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten beruhen ausschließlich auf in vitro-

Experimenten. Auch wenn sich hieraus Indizien und Hinweise auf Mechanismen und 

Wirksamkeiten ergeben haben, können diese nicht die Realität des komplexen Zusam-

menspiels eines gesamten Organismus in vivo abbilden. Eine direkte Übertragung der 

Ergebnisse auf den Menschen ist daher nicht möglich. Ein Versuch der Validierung 

der Ergebnisse kann mittels Tierversuche in MDS-Xenograft-Modellen erfolgen. In Zu-

sammenarbeit mit einer weiteren Arbeitsgruppe haben wir einen ähnlichen Ansatz ver-

folgt und transgene ASXL1Y588X-Mäuse mit den Substanzen Alvocidib und 5-Aza be-

handelt. Im Rahmen dieser Studie konnte eine erhöhte Wirksamkeit von Alvocidib und 

der Kombination von Alvocidib und 5-Aza und, im Zuge dessen, die spezifische Elimi-

nierung von ASXL1-mutierten Zellen im Knochenmark bestätigt werden 71. 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die vorliegenden Ergebnisse eine Grund-

lage für die klinische Erprobung der Kombination von Alvocidib und 5-Aza in Patienten 

mit MDS aus höheren IPSS-R-Risikogruppen bieten. Hierbei sollte ein besonderes Au-

genmerk auf ASXL1-Mutationen als potenzieller Biomarker für suszeptible Patienten 

gelegt und dieser Ansatz weiter evaluiert werden. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 

Myelodysplastische Neoplasien (MDS) sind eine Gruppe maligner Erkrankungen der 

Hämatopoese. Das prognostisch ungünstige High-Risk-MDS geht mit einer verminder-

ten Apoptoserate und einer erhöhten Wahrscheinlichkeit, eine akute myeloische Leu-

kämie zu entwickeln, einher. Zur Behandlung ist die Substanz 5-Azacitidin etabliert, 

welche jedoch häufig primär oder sekundär versagt. Frühere Arbeiten legen nahe, 

dass der CDK9-Inhibitor Alvocidib und 5-Azacitidin aufgrund gemeinsamer Angriffs-

punkte in der Apoptoseregulation eine synergistische Wirkung zeigen. Ziel dieser Ar-

beit war es, die Kombination der beiden Substanzen Alvocidib und 5-Azacitidin an 

CD34+ hämatopoetischen Stammzellen von High-Risk-MDS-Patienten und gesunden 

Personen zu testen und zu ermitteln, ob eine synergistische Wirkung vorliegt und ob 

es Biomarker gibt, die mit einer erhöhten Suszeptibilität gegenüber den Substanzen 

korrelieren. CD34+ Zellen aus kryokonservierten Knochenmark-Proben von n=45 

MDS-Patienten sowie n=12 gesunden Spendern wurden kultiviert und mit den Sub-

stanzen Alvocidib und 5-Azacitidin sowohl einzeln als auch in Kombination behandelt. 

Anschließend wurde die Zellviabilität mittels des „Luminescent Cell Viability Assay“ 

und die Anzahl der apoptotischen Zellen durchflusszytometrisch gemessen und das 

Verhältnis zur unbehandelten Kontrollgruppe ermittelt. Mittels Myeloid-Panel-Sequen-

zierung wurde der Mutationsstatus der Patienten erhoben und in Relation zur Zellvia-

bilität nach Behandlung gesetzt. In der MDS-Kohorte zeigten sich eine signifikant ge-

ringere Zellviabilität und eine höhere Apoptoserate nach der Kombinationsbehandlung 

im Vergleich zur Behandlung mit den einzelnen Substanzen. Die Zellviabilität war in 

der Gruppe mit der höchsten Dosierung im Mittel am niedrigsten und der Anteil der 

apoptotischen Zellen im Apoptose-Assay am höchsten. Alvocidib und 5-Azacitidin 

zeigten eine additive Wirkung auf die Zellen. Im Vergleich zur gesunden Kohorte war 

die Zellviabilität in der MDS-Kohorte signifikant geringer und die Apoptoserate signifi-

kant höher. In einer multivariablen Analyse wurde das Vorliegen von ASXL1-Mutatio-

nen als unabhängiger Faktor für eine erhöhte Sensitivität der MDS-Proben gegenüber 

der Behandlung mit 5-Azacitidin und Alvocidib identifiziert. Die ASXL1-Mutation bietet 

mit der Inhibition von Apoptose über einen gemeinsamen Signalweg mit Alvocidib ei-

nen für die Substanz pathomechanistisch relevanten Angriffspunkt. Die vorliegenden 

Ergebnisse liefern eine Grundlage für die weitere klinische Erprobung der Kombination 

von Alvocidib und 5-Azacitidin in Patienten mit High-Risk-MDS und der Hinzunahme 

des ASXL1-Mutationsstatus als Stratifikationsmarker. 
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9 TABELLARISCHER ANHANG 

100 1000 10000

0%

20%

40%

60%

80%

100%

120%

Stoffmenge, nM

Z
e
llv

ia
b

ili
tä

t 
(%

)

5-Aza (48h)

MDS-Gruppe (n=16)

Gesunde Gruppe  (n=12)

 

Abbildung S1: Dosis-Wirkungs-Kurve von 5-Aza, ermittelt mittels n=16 Patientenproben und n=12 gesunden Pro-

ben 71. 
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Abbildung S2: Dosis-Wirkungs-Kurve von Alvocidib, ermittelt mittels n=16 Patientenproben und n=12 gesunden 

Proben 71. 
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Patient  Alter 

(Jahre)  

Ge-

schlecht  

Subtyp 

(WHO 2016)  

IPSS-R  Mutationen 

P01  55  m  MDS-EB2  high  NF1, PTPN11, TP53  

P02  71  m  MDS-EB2  high  ZRSR2, KMT2D, TET2, PHF6  

P03  79  m  MDS-EB1  high  ASXL1, TET2, RUNX1, STAG2, 

EZH2  

P04  70  m  MDS-MLD  high  

ASXL1, TET2, RUNX1, STAG2,  

ZRSR2, EZH2, DHX29, NRAS,  

PTPN11   

P05  59  m  MDS-EB1  high  SF3B1, FLT3-ITD  

P06  82  m  MDS-EB2  very high  TP53, ZBTB7A  

P07  64  m  MDS-EB2  high  ASXL1, SRSF2, SETBP1, ETV6, 

NRAS  

P08  80  m  MDS-EB2  very high  TP53  

P09  72  m  MDS-EB2  very high  ASXL1, DNMT3A, U2AF1, IDH2  

P10  83  m  MDS-MLD  high  TP53  

P11  84  m  MDS-EB2  very high  TET2, RUNX1, EZH2, CUX1, 

ZBTB7A  

P12  76  m  MDS-EB2  very high  Keine Mutationen 

P13  86  w  

MDS/MPN  

unclassifiable  high  SRSF2, CEBPA, CDH23, ASXL2  

P14  73  m  MDS-MLD  very high  KMT2D, TP53  

P15  69  m  MDS-EB2  intermedi-

ate  

CUX1, DDX41  

P16  77  m  MDS-EB1  very high  ASXL1, SRSF2, STAG2  

P17  62  m  MDS-EB2  very high  DNMT3A  

P18  44  w  MDS-EB1  high  RUNX1, SF3B1, PTPN11  

P19  63  m  MDS-EB1  high  

RUNX1, SRSF2, CREBBP, IDH1 

, IDH2   

P20  64  w  MDS-EB2  very high  TP53, DNMT3A  

P21  74  m  MDS-EB2  high  

TET2, BCOR, CDH23, U2AF1, 

BCORL1  

P22  73  m  AML-MRC  n.a. SF3B1, RUNX1  

P23  82  w  MDS-MLD  high  TP53, DHX29  

P24  89  m  MDS-EB1  high  RUNX1, SF3B1, PHF6  

P25  72  m  MDS-EB2  high  ZRSR2, DDX41, EZH2  
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P26  73  m  MDS-EB1  high  TET2, SF3B1  

P27  59  m  MDS-EB1  very high  TP53, CREBBP, DHX29  

P28  56  m  MDS-EB2  high  ASXL1, STAG2, ZRSR2, NF1, 

EZH2  

P29  72  m  MDS-EB1  high  

ASXL1, TET2, RUNX1, STAG2, 

EZH2, ZRSR2  

P30  69  w  

MDS/MPN 

unklassifizier-

bar  

intermedi-

ate  

ASXL1, TET2, SRSF2, SETBP1, 

CREBBP, EP300, CBL  

P31  80  w  MDS-EB2  high  TET2  

P32  76  m  MDS-EB2  very high  ASXL1, RUNX1, SRSF2, STAG2  

P33  74  w  MDS-EB2  very high  ASXL1, ZRSR2, JAK2  

P34  75  m  MDS-MLD  high  TET2  

P35  43  m  MDS/MPNu  high  ASXL1, TET2, RUNX1, ZRSR2, 

EZH2  

P36  73  m  sAML  n.a. 

ASXL1, RUNX1, SRSF2, BCOR, 

SETBP1, PHF6, NRAS, IDH1  

P37  87  w  CMML-II CPSS high  TP53, DNMT3A, CDH23  

P38  66  w  MDS-EB2  high  ASXL1  

P39  73  w  sAML  n.a. 

TET2, CEBPA, BCOR, PHF6, 

BCORL1, DNMT3A, NRAS   

P40  90  m  AML-MRC  n.a. BCOR, U2AF1, NRAS  

P41  76  w  MDS-EB2  high  ASXL1, CSF3R, RUNX1, 

SRSF2, TET2  

P42  78  m  MDS-RS- 

MLD 

intermedi-

ate    

ASXL1, RUNX1, SRSF2, U2AF1, 

BCOR 

P43  73  m  MDS-EB2  

intermedi-

ate  

ASXL1, NF1, SETBP1, SRSF2, 

TP53, U2AF1  

P44  75  m  MDS-MLD  intermedi-

ate  

EZH2, STAG2, TET2, ZRSR2  

P45  79  m  MDS-EB1  high  ASXL1, PHF6, RUNX1, U2AF1  
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