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1. Einleitung

Zur leichteren Lesbarkeit und Ubersichtlichkeit wird in dieser Dissertation das
generische Maskulinum bei personenbezogenen Substantiven und Pronomen
verwendet. Samtliche Personenbezeichnungen beziehen sich selbstverstandlich
gleichermallen auf alle Geschlechter und Identitdten und dienen allein der
sprachlichen Vereinfachung. Zudem wird darauf hingewiesen, dass die hier
verwendete Gennomenklatur nicht der aktuellen HUGO-Gennomenklatur
entspricht, um den Bezug zu den Publikationen, auf denen diese Dissertation

basiert, nicht zu verlieren.

1.1. Leukamien

Die Bildung der zellularen Blutbestandteile, auch Hamatopoese genannt, ist ein
hochkomplexer und streng regulierter Prozess, der primar im roten Knochenmark
ablauft (Till and McCulloch, 1980). Im Zentrum dieses Systems stehen die
hamatopoetischen Stammzellen (hematopoietic stem cell, HSCs), die sich durch
ihre Fahigkeit zur Selbsterneuerung und ihr Potenzial zur Differenzierung in
samtliche hamatopoetische Vorlauferzellen auszeichnen (Bujko et al., 2019, Till
and McCulloch, 1980). Wahrend der fortschreitenden Differenzierung verlieren
diese Zellen sukzessive ihr Entwicklungspotenzial und spezialisieren sich auf
bestimmte Zelltypen (Till and McCulloch, 1980). Die Organisation der
Hamatopoese folgt einer hierarchischen Struktur: An der Spitze stehen die HSCs,
gefolgt von multipotenten und anschlieRend oligopotenten Vorlauferzellen, die
sich schlieBlich zu den reifen, funktionellen Zellen der myeloischen und
lymphatischen Reihen entwickeln (Eaves, 2015, Notta et al., 2011, Zhang et al.,
2018). Zu den myeloischen Zelltypen zahlen Erythrozyten, Thrombozyten,
Monozyten sowie Granulozyten (neutrophil, eosinophil, basophil), wahrend die
lymphatische Linie B-Zellen, T-Zellen und naturliche Killerzellen (NK-Zellen)
umfasst (Eaves, 2015, Notta et al., 2011, Zhang et al., 2018).

Die Aufrechterhaltung einer kontinuierlichen und bedarfsgerechten Blutbildung

erfordert eine prazise Regulation des Gleichgewichts zwischen Seneszenz,



Selbsterneuerung und Differenzierung der HSCs (Orkin, 1998). Dieses
Gleichgewicht wird durch ein komplexes Netzwerk aus Kontroll- und
Korrekturmechanismen gewahrleistet, die Storungen frihzeitig erkennen und
kompensieren konnen (Orkin, 1998). Bereits geringflugige Dysregulationen in
diesem fein abgestimmten System kbénnen jedoch schwerwiegende
hamatologische Erkrankungen nach sich ziehen (Bouligny et al., 2023).
Genetische Aberrationen, darunter chromosomale Translokationen, Deletionen,
Punktmutationen und epigenetische Veranderungen konnen die physiologische
Reifung hamatopoetischer Stammzellen in unterschiedlichen Entwicklungs-
stadien stéren und so die Entstehung unreifer, nicht funktionsfahiger Zellklone
begunstigen (Bouligny et al., 2023, Orkin and Zon, 2008, Ribatti and d'Amati,
2023, Shimony et al., 2023). Leukamie ist definiert als die klonale Expansion
einer solchen genetisch veranderten Zelle im Knochenmark, die durch
ungehemmte Proliferation und Differenzierungsblockade gekennzeichnet ist und
in der Folge die gesunden Hamatopoese verdrangt (Bouligny et al., 2023, Zhang
et al., 2018). Diese Infiltration des Knochenmarks, des peripheren Blutes sowie
lymphatischer und nicht-lymphatischer Organe durch die malignen Klone fihrt zu
den klinischen Symptomen einer Leukamie (Bouligny et al., 2023, Zhang et al.,
2018). Neben Fieber, Nachtschweil3 und ungewolltem Gewichtsverlust, die
zusammen als B-Symptomatik bezeichnet werden, manifestiert sich die
Leukamie in Zytopenien, die sich als verminderte Leistungsfahigkeit bei Anamie,
Blutungsneigung bei Thromozytopenie und vermehrte Infektanfalligkeit bei
Granulozytopenie aulern (Goékbuget, 2024, ROollig, 2024). Zudem konnen
Infiltrationen des lymphatischen  Systems zu vergrolerten, nicht-
infektassoziierten Lymphknoten fuhren (Gokbuget, 2024, Rdllig, 2024).

Die Klassifikation der Leukamien erfolgt zunachst nach dem
Differenzierungsgrad der Ursprungszelle: Akute Leukamien entstehen aus friihen
Stamm- oder Vorlauferzellen und zeichnen sich durch einen raschen Verlauf aus,
wahrend chronische Leukdmien aus reiferen Zellen hervorgehen und einen
langsameren Progress zeigen (Arber et al., 2016). Eine weitere Einteilung erfolgt
anhand des betroffenen Zelltyps, in myeloische und lymphatische Leukamien
(Alaggio et al., 2022, Gokbuget, 2024, Khoury et al., 2022a, Rollig, 2024). Die



Identifikation der verschiedenen Zellstadien und -typen erfolgt unter anderem
durch die Analyse spezifischer Oberflachenmarker (cluster of differentiation, CD).
So sind humane HSCs typischerweise durch den Phanotyp CD34%/CD38~
charakterisiert (Notta et al., 2011), wahrend lymphatische B-Zellen
beispielsweise CD19*, CD20* oder CD24" und myeloische Zellen Marker wie
CD11c*, CD16* oder CD64" exprimieren (Park et al., 2020). Die Integration von
Zytomorphologie, Immunphanotypisierung anhand von CD-Markern und
zytogenetischen Analysen ermdglicht die Unterscheidung der akuten Leukamien
in die zwei folgenden Hauptformen: akute myeloische Leukamie (AML), akute
lymphatische Leukamie (ALL). Es besteht eine Vielzahl an Unterklassen, die
nach dem Schema der World Health Organisation (WHO) eingeteilt werden
(Khoury et al., 2022b). Diese differenzierte Klassifikation bildet die Grundlage fur
Diagnostik, Prognoseabschatzung und Therapieplanung bei Leukamiepatienten
(Alaggio et al., 2022, Gokbuget, 2024, Khoury et al., 2022b, Rdllig, 2024).

1.2 MLL Funktion und Regulation

Das Mixed-Lineage Leukemia (MLL)-Gen, auch als KMT2A bezeichnet, kodiert
eine Histon-Lysin-N-Methyltransferase, die eine zentrale Rolle in der
epigenetischen Regulation der Genexpression spielt (Meyer et al., 2023).
Lokalisiert auf Chromosom 11q23, katalysiert MLL die Methylierung von Histon
H3 an Lysin 4 (H3K4me) und steuert damit die Transkription einer Vielzahl von
Zielgenen. Insbesondere werden hierdurch die Homeobox (HOX)-Gene reguliert,
welche essenziell fur die embryonale Entwicklung und die Hamatopoese sind
(Chang et al., 2010, Tkachuk et al., 1992, Yu et al., 1995). Akute myeloische und
lymphatische Leukdmien mit MLL-Rearrangements (MLLr) zahlen zu den
aggressivsten hamatologischen Neoplasien und sind mit einer aulerst
ungunstigen Prognose assoziiert (Meyer et al., 2018). Diese chromosomalen
Umlagerungen treten sowohl de novo als auch therapieassoziiert auf und
reprasentieren einen erheblichen Anteil der Hochrisiko-Subgruppen innerhalb
der akuten Leukdmien (Meyer et al., 2023). Die MLL-Translokationen fihren zur
Entstehung von Fusionsgenen, wobei Uber 90 % der Falle auf acht haufige



Partner entfallen, darunter ALF Transcription Elongation Facotor 1 (AF4,
synonym AFF1), MLLT3 Super Elongation Complex Subunit (AF9, synonym
MLLT3), MLLT1 Super Elongation Complex Subunit (MLLT1, ENL) oder Afadin
Adherens Junction Formation Factor (AFDN, synonym AF6) (Marschalek, 2016).
Die meisten dieser Fusionspartner kodieren flr Proteine, die in
Multiproteinkomplexe integriert sind und im Zellkern, an der Zellmembran oder
im Zytoplasma lokalisiert sind (Meyer et al., 2023). Besonders hervorzuheben ist,
dass einige dieser Proteine, darunter AF4, ALF Transcription Elongation Factor 4
(AFF4), MLLT1, AF9 und Elongation Factor for RNA Polymerase Il (ELL), dem
sogenannten super elongation complex (Superelongationskomplex, SEC)
angehoren, einem fur die Transkriptionselongation essenziellen Komplex. Die
Fusion von MLL mit einem dieser SEC-Gene resultiert in einem pathologisch
stabilisierten Transkriptionskomplex an MLL-Zielgenen wie den HOX-Genen oder
dem Protoonkogen BHLH Transcription Factor (MYC), was die leukamische
Transformation maRgeblich fordert (Krivtsov et al., 2006, Marschalek, 2016).

Betrachtet man die Verteilung der haufigsten MLL-Fusionspartner kann man
deutliche Unterschiede bezuglich des Leukamietyps und des Erkrankungsalters
feststellen. Die MLL-Translokation mit dem Fusionspartner AF4 (MLL-AF4,
t(4;11)) ist mit 56,5 % die haufigste Translokation in der MLL-rearrangierten ALL,
wohingegen bei AML-Patienten die MLL-Translokation mit dem Fusionspartner
AF9 (MLL-AF9, t(9;11)) mit 30,4 % dominiert (Meyer et al., 2023). Betrachtet man
nun zusatzlich das Erkrankungsalter, sind bei diagnostizierten ALL MLL-
Rearrangements im Sauglingsalter besonders haufig und liegen bei 70-80 %,
wahrend bei alteren Kindern etwa 5-6 % und im Erwachsenenalter etwa 13—
15 % MLL-Rearrangements auftreten (Gorecki et al., 2023, Hilden et al., 2006,
Kim et al., 2023, Kulczycka et al., 2024, Shimony et al., 2023). Bei AML-Patienten
treten MLL-Rearrangements im Kindesalter bei 16—20 % der Falle auf und bei
Kindern unter 2 Jahren sogar bis zu 47-55 % (Harrison et al., 2010, Tseng et al.,
2023). Bei Erwachsenen mit de novo AML sind MLL-Rearrangements dagegen
wesentlich seltener (2,6-6 %) (Hernandez-Sanchez et al., 2024, Schoch et al.,
2003), wohingegen jedoch bei therapieassoziierter AML die Haufigkeit auf 9,4 %

steigt (Schoch et al., 2003). Diese molekularen Unterschiede spiegeln sich in der



klinischen Prasentation, dem Krankheitsverlauf, der Prognose und dem
Therapieansprechen wieder (Meyer et al.,, 2023). Infantile MLL-rearrangierte
Leukamien sind uberwiegend B-ALL-assoziiert und zeichnen sich durch eine
besonders schlechte Prognose aus, wohingegen erwachsene MLL-rearrangierte
Leukamien haufig einen myelomonozytaren Phanotyp aufweisen und eine
intermediare Prognose besitzen (Creutzig, 2024, Dohner et al., 2022, Escherich,
2024, Inaba and Mullighan, 2020). Besonders ungunstig ist das Auftreten von
MLL-Rearrangements in Erwachsenen mit ALL, da es hier mit einer hohen
Rezidivrate und einer ausgepragte Chemoresistenz verbunden ist (Gokbuget,
2024). Insgesamt zeigen diese Zahlen, dass MLL-Rearrangements vor allem bei
Sauglingen mit ALL und bei Kindern mit AML eine herausragende Bedeutung
haben, wahrend sie bei Erwachsenen, mit Ausnahme von therapieassoziierten

Fallen, deutlich seltener auftreten.

Die ausgepragte Aggressivitat und Therapieresistenz der MLLr-Leukamien
erfordert intensive therapeutische Strategien, die in der Regel aus einer
Induktionschemotherapie mit Cytarabin und Anthrazyklinen, gefolgt von
Konsolidierungs- und Erhaltungstherapien, bestehen (Gokbuget, 2024, Rdllig,
2024). Dennoch sind Ruckfalle und Therapieversagen haufig, sodass alternative
Behandlungsansatze wie die allogene hamatopoetische Stammzell-
transplantation oder innovative Immuntherapien, etwa chimeric antigen receptor
(chimarer Antigenrezeptor, CAR)-T-Zell-Therapien, zunehmend in den Fokus
rucken (Balducci et al., 2017, Tomizawa et al., 2020). Angesichts der hohen
Rezidivrate und der ausgepragten Chemoresistenz liegt der Schwerpunkt
aktueller translationaler Forschung auf der Entwicklung zielgerichteter Therapien,
die epigenetische Mechanismen, zellzyklusregulierende Faktoren oder
metabolische Prozesse, die beispielsweise den Cholesterinstoffwechsel
adressieren (Erkner et al., 2024, Rice and Roy, 2020, Winters and Bernt, 2017).
Ziel ist es, die molekularen Grundlagen der MLLr-Leukdmien umfassend zu
entschlisseln und daraus innovative, personalisierte Therapiestrategien fur diese
Hochrisikopatienten abzuleiten.



1.3. Der Einfluss des Zellursprungs auf die Leukamogenese

In den letzten Jahren hat sich in der hamatologischen Forschung zunehmend
herausgestellt, dass zwischen fetalen und adulten hamatopoetischen Zellen
fundamentale Unterschiede bestehen, die weit Gber phanotypische Merkmale
hinausgehen (Bowie et al., 2007). Insbesondere divergieren diese Zellen
hinsichtlich ihres Proliferationspotenzials, ihrer Differenzierungsfahigkeit sowie
ihrer Sensitivitat gegenlber onkogenen Mutationen und therapeutischen
Interventionen (Bowie et al., 2007). Diese Unterschiede besitzen erhebliche
Auswirkungen auf die Pathogenese und das klinische Verhalten von Leukamien,
insbesondere solcher mit Rearrangements des MLL-Gens (Duguid et al., 2021,
Krivtsov et al., 2013, Meyer et al., 2023). Die Transition von fetalen zu adulten
HSCs ist ein hoch regulierter, dynamischer Prozess, der mit tiefgreifenden
Veranderungen im hamatopoetischen und immunologischen System einhergeht
(Mack et al., 2021). Wahrend der fruihen Entwicklung koexistieren fetale und
adulte HSCs, wobei die fetalen Zellen durch eine hohe lymphoide
Differenzierungstendenz und eine groRere Entwicklungsfahigkeit gepragt sind
(Mack et al., 2021). Im Verlauf der postnatalen Reifung werden diese zunehmend
durch adulte HSCs ersetzt, was mit einer Umstellung hamatopoetischer
Programme und einer veranderten Immunantwort einhergeht. Stérungen oder
Verzogerungen in diesem Ubergang konnen zu einer Persistenz fetaler
Eigenschaften flihren, was das Risiko fir die Entwicklung bestimmter
Leukamieformen im Kindesalter erhoht (Chen et al., 2019, Mack et al., 2021, Xie
et al., 2024).

Die hamatopoetische Mikroumgebung wahrend der fetalen Entwicklung stellt ein
hochspezialisiertes, dynamisches System dar, das sich grundlegend von der
adulten Knochenmarknische unterscheidet (Liu et al., 2022). Im fetalen
Organismus ubernehmen mesenchymale Stammzellen (mesenchymal stem
cells, MSCs) eine Schlusselrolle in der Regulation der hamatopoetischen Nische,
indem sie die Zusammensetzung der extrazellularen Matrix steuern und ein
breites Spektrum an Wachstumsfaktoren und Zytokinen sezernieren
(Campagnoli et al.,, 2001, O'Donoghue and Chan, 2006). Diese Faktoren
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unterstitzen die Selbsterneuerung, Differenzierung und Mobilisierung der HSCs
und schaffen so ein mikrodkologisches Milieu, das die Plastizitat und
Anpassungsfahigkeit der fetalen Hamatopoese fordert (Campagnoli et al., 2001,
O'Donoghue and Chan, 2006, Zeng et al., 2020). Die fetale Leber fungiert als
primares hamatopoetisches Organ, bevor das Knochenmark kolonisiert wird.
Spezialisierte stromale Zellpopulationen exprimieren hier Faktoren wie
Stammzellfaktor (stem cell factor, SCF), angiopoietin-ahnliche Proteine und
Insulin-like Growth Factor 2 (IGF2), die gemeinsam die Expansion und Funktion
der HSCs unterstitzen (Zeng et al., 2020). Die besonderen Eigenschaften der
fetalen Mikroumgebung modulieren nicht nur die normale Hamatopoese, sondern
schaffen auch ein Umfeld, das die Initiierung und Persistenz leukamischer Klone
begunstigen kann (Liu et al., 2022, O'Donoghue and Chan, 2006). Die
spezifische Pragung der Ursprungszelle und die molekularen Signale der Nische
bestimmen, welche onkogenen Programme nach einer Transformation aktiviert
werden konnen, und beeinflussen so die Aggressivitat und Therapieresistenz
kindlicher Leukamien, insbesondere bei MLL-Rearrangements (Chan and Chen,
2019, Li et al., 2025, Shimada et al., 2008, Vinado et al., 2022). Neben der
Mikroumgebung, definiert die epigenetische Pragung der Ursprungszelle
malfdgeblich, welche onkogenen Programme nach einer Transformation aktiviert
werden konnen. Das epigenetische Profil, insbesondere Methylierungsmuster
und Chromatinstruktur, unterscheidet sich signifikant zwischen fetalen und
adulten HSCs und beeinflusst, welche Signalwege und Zielgene wie HOXAY,
MEIS1 oder FLT3 nach einer Transformation aktiviert werden (George et al.,
2016). Dadurch werden nicht nur die initialen Transformationsereignisse,
sondern auch die spatere Therapiesensitivitat und das Ruckfallrisiko
entscheidend gepragt (Garcia et al., 2018, George et al., 2016). Experimentelle
Studien belegen, dass ein Funktionsverlust des MLL-Gens wahrend der
Embryonalentwicklung zu gravierenden hamatopoetischen Defekten und letalen
Verlaufen fuhrt (Butler et al., 1997, Ernst et al., 2004, Yu et al., 1995). Bereits
pranatal auftretende genetische Veranderungen im fetalen hamatopoetischen
System konnen die Grundlage fir die spatere Manifestation einer ALL legen

(Meyer et al., 2023). Besonders auffallig, ist die hohe Inzidenz und Aggressivitat
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der B-Zell-Vorlaufer-ALL (B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia, BCP-
ALL) im Sauglingsalter, die haufig mit chromosomalen Umlagerungen des MLL-
Gens assoziiert ist. Im Vergleich zu Erwachsenen zeigen sich bei Sauglingen
deutlich gravierendere Auswirkungen dieser Aberrationen, was sich in einer
schlechteren Prognose und erhéhten Rezidivraten widerspiegelt (Creutzig, 2024,
de Barrios and Parra, 2021, Dohner et al., 2022, Escherich, 2024). Zusatzlich gibt
es Hinweise dafur, dass bereits pranatal chromosomale Translokationen
bestehen, die Jahre vor dem Ausbruch der Leukamie nachgewiesen werden
kénnen. Dazu gehoért neben ETV6-RUNX1 (TEL-AML1) mit groRer Evidenz auch
MLL-Rearrangements, wie durch Zwillingsstudien und Neugeborenen
Blutanalyse gezeigt werden konnte (Inaba and Mullighan, 2020). In vielen
kindlichen ALL-Fallen ist die MLL-Translokation die einzige driver Mutation, was
ein Hinweis daflr ist, dass die MLL-Translokation alleine ausreichend ist, um die
Leukamie auszulésen (Mack et al., 2021). Um die funktionelle Relevanz des
Zellursprungs in der MLLr-Leukdmogenese systematisch zu untersuchen, wurde
in dieser Arbeit ein CRISPR/Cas9-basiertes MLL-AF9-Modell in CD34*
hamatopoetischen Stammzellen etabliert, die sowohl aus humanem
Nabelschnurblut (human cord blood, huCB) als auch aus adultem Knochenmark
(human bone marrow, huBM) isoliert wurden (Fischer et al., 2024, Secker et al.,

2020b) und somit die kindliche und erwachsene MLLr Leukamie imitiert.

1.4. PLK-1

Polo-like Kinase 1 (PLK-1) ist ein Mitglied der Familie der Serin/Threonin-
Proteinkinasen und nimmt eine Schlusselrolle in der Regulation des
eukaryotischen Zellzyklus ein. Insbesondere im Hinblick auf den Eintritt in die
Mitose, die Reifung der Zentrosomen, die korrekte Ausbildung des mitotischen
Spindelapparats sowie die ordnungsgemaflle Chromosomentrennung wahrend
der Zytokinese spielt PLK-1 eine wichtige Rolle (Barr et al., 2004, Chow et al.,
2017, Renner et al., 2009). Die Expression von PLK-1 unterliegt einer strikten
zellzyklusabhangigen Regulation: Wahrend in der ruhenden GO-Phase nur

geringe Mengen exprimiert werden, erreicht die PLK-1-Expression in der M-
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Phase ihr Maximum (Takai et al., 2005). Strukturell gliedert sich PLK-1 in eine N-
terminale Kinasedomane, einer dazwischenliegenden Verbindungsregion sowie
einer C-terminal gelegenen Polo-Box-Domane (PBD). Die N-terminale
Kinasedomane enthalt Serin/Threonin-Reste, deren Phosphorylierung essenziell
fur die Aktivierung der Kinasefunktion ist. Diese Aktivierung wird Uber die
Phosphorylierung durch Aurora Kinase A (AURKA) in Verbindung mit dem Co-
Faktor Aurora Kinase A Activator (BORA) gesteuert (Bruinsma et al., 2014). In
der aktiven Form phosphoryliert PLK-1 unter anderem den CyclinB1/CDK1
(CCNB1/CDK1)-Komplex und initiiert gleichzeitig die Degradierung dessen
Inhibitor WEE1 via Ubiquitinierung. Zusammen mit weiteren Faktoren ermaoglicht
dies den Ubergang der Zelle in die Mitose (Gavet and Pines, 2010, Ghelli Luserna
di Rora et al.,, 2017). Die Regulation von PLK-1 erfolgt Uber ein komplexes
Netzwerk aus Zellzyklus-Checkpoints, insbesondere durch das Tumor-
suppressor-Protein p53 (Fischer et al., 2015, Liu et al., 2010, McKenzie et al.,
2010), sowie durch den Transkriptionsfaktor FOXM1 (Zhang et al., 2016).

Zahlreiche Studien belegen eine Uberexpression von PLK-1 nicht nur in soliden
Tumoren, wie dem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom, gastrointestinalen
Tumoren, Mammakarzinomen oder Gliomen, sondern auch in hamatologischen
Malignomen wie der akuten myeloischen und Ilymphatischen Leukamie
(Goroshchuk et al., 2019, Takai et al., 2005). In Kaplan-Meier-Analysen zeigte
sich, dass Patienten mit hoher PLK-1-Expression in insgesamt zehn
Tumorentitaten eine signifikant schlechtere Gesamtuberlebensrate (overall
survival, OS) aufwiesen als jene mit niedrigerer Expression (Liu et al., 2017).
Diese Korrelation lie} sich ebenfalls flir erwachsene AML-Patienten bestatigen
(Renner et al., 2009). Weitergehend ist bemerkenswert, dass bei kindlichen AML-
Erkrankungen noch deutlich hdhere PLK-1-Genexpressionslevel gemessen
wurden als bei erwachsenen AML-Patienten (Wang et al., 2015). Jingste
Untersuchungen belegen zudem, dass PLK-1 eine essenzielle Rolle fir das
Uberleben von kindlichen ALL-Zellen mit MLL-Translokationen {bernimmt
(Symeonidou et al., 2021). Dies macht PLK-1 zu einem vielversprechenden
therapeutischen Ziel bei kindlichen MLLr-Leukdamien und stellt deshalb einen

Schwerpunkt dieser Arbeit dar.
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In den vergangenen Jahren wurden verschiedene PLK-1-Inhibitoren entwickelt
und in klinischen Studien getestet. Trotz einer weitestgehend guten
Vertraglichkeit blieb der therapeutische Erfolg, insbesondere bei erwachsenen
Leukamiepatienten in Monotherapieansatzen bislang begrenzt (Brandwein,
2015, Dohner et al., 2021, Gjertsen and Schoffski, 2015, Gutteridge et al., 2016,
Liu et al., 2017, Murugan et al., 2011, Van den Bossche et al., 2016). Die
ausgepragt hohe PLK1-Expression in kindlichen Leukamien weist darauf hin,
dass eine gezielte Inhibition von PLK-1 eine Therapieoption in dieser
Patientengruppe sein kdnnte. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass der
PLK-1-Inhibitor R03280 in kindlichen AML-Zellen eine ausgepragte
Apoptoseinduktion bewirkt (Wang et al., 2015). Vergleichbare Ergebnisse wurden
fur kindliche ALL-Zellen unter Behandlung mit dem PLK-1-Inhibitor NMS-P937
gezeigt (Hartsink-Segers et al., 2013). Der bislang vornehmlich bei erwachsenen
AML-Patienten getestete Inhibitor Volasertib (BI6727) zeigte in klinischen Studien
zwar eine gute Wirksamkeit, blieb jedoch hinter den Erwartungen zurick. Es
zeigten sich nur unzureichende Therapierfolge, wie beispielsweise das Erreichen
einer partiellen Remission (Van den Bossche et al., 2019, Van den Bossche et
al., 2016).

Aktuelle Erkenntnisse weisen darauf hin, dass PLK-1 nicht nur eine zentrale Rolle
in der Leukamogenese kindlicher Leukamien einnimmt, sondern auch an der
Pathophysiologie von MLLr-Leukamien beteiligt ist. Es konnte gezeigt werden,
dass PLK-1 ein onkogener Treiber ist, der fiir das Uberleben von infantilen MLL-
AF4 ALL-Zellen von zentraler Bedeutung ist (Symeonidou et al., 2021, Wang et
al., 2015). Die Uberexpression und funktionelle Relevanz von PLK-1 in diesem
besonders aggressiven Subtyp unterstreicht die Bedeutung als molekulares
SchlUsselprotein  und vielversprechendem therapeutischem Angriffsziel.
Insbesondere die gezielte pharmakologische Inhibition von PLK-1, etwa durch
den Einsatz von Volasertib, erdffnet neue Perspektiven fur die Entwicklung
differenzierter und personalisierter Therapiestrategien bei kindlichen MLLr-

Leukamien zur Verbesserung der Prognose in dieser Hochrisikogruppe.
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1.5. NOTCH1

Das Neurogenic Locus Notch Homolog Protein 1 (NOTCH1) Gen kodiert fur ein
Mitglied der NOTCH-Rezeptorfamilie, dessen Protein mit charakteristischem
Aufbau den Typ-I-Transmembranproteinen angehoért. Eine extrazellulare
Domane, welche zahlreiche Epidermal Growth Factor (EGF)-ahnliche
Wiederholungen enthalt, vermittelt die Interaktion mit spezifischen Liganden,
wahrend die intrazellulare Domane vielfaltige funktionelle Abschnitte umfasst, die
an Signaltransduktion und Transkriptionsregulation beteiligt sind (Fang-Fang et
al.,, 2021). Im menschlichen Organismus sind vier verschiedene NOTCH-
Rezeptoren und funf korrespondierende Liganden bekannt, darunter Delta-like 1
(DLL1), Delta-like 4 (DLL4), Jagged 1 (JAG1) und Jagged 2 (JAG2) (McCarter et
al., 2018).

Die Aktivierung des NOTCH1-Signalwegs erfolgt Uber die Bindung eines dieser
Liganden an den Rezeptor, wobei calciumabhangige Strukturelemente fur die
Interaktion maf3geblich sind (Kopan and llagan, 2009). Daraufhin kommt es zu
einer  sequenziellen  proteolytischen  Spaltung  durch  ADAM10/17-
Metalloproteasen gefolgt von einer intramembrandsen Spaltung durch den y-
Sekretase-Komplex (Kopan and llagan, 2009). Diese Prozessierung resultiert in
der Freisetzung der NOTCH1-intrazellularen Domane (Notch1 intracellular
domain, NICD), die als aktiver Signalmediator in den Zellkern transloziert. Dort
wirkt die NICD als Transkriptionsfaktor und reguliert die Expression zahlreicher
Zielgene, die an zentralen zelluldaren Prozessen wie Proliferation und
Differenzierung beteiligt sind (Kopan and llagan, 2009). Relevant ist die zuletzt
nachgewiesene Regulation der NICD-Stabilitdt durch die Cyclin-abhangige
Kinase 1 (CDK1), wodurch die Funktionalitdt des aktiven NOTCH-
Signalwegprodukts unmittelbar von der zellularen Zyklusregulation abhangt
(Carrieri et al., 2019). Die Fehlregulation des NOTCH1-Signalwegs ist in den
vergangenen Jahren detailliert fir eine Reihe solider und hamatologischer
Neoplasien, insbesondere der T-ALL, charakterisiert worden (Liu et al., 2013,
Zhang et al.,, 2023) und hat Eingang in die onkologische Routinediagnostik

gefunden (Duncavage et al., 2022). Im Kontext der akuten myeloischen
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Leukamie ist der funktionelle Stellenwert des NOTCH1-Signalwegs hingegen

bislang nur unzureichend untersucht (Li et al., 2023).

Je nach zellularem Kontext kann NOTCH1 dabei sowohl tumorunterdrickende
als auch onkogene Effekte entfalten (Klinakis et al., 2011, Stransky et al., 2011).
Therapeutische Bestrebungen zur Inhibition dieser Signalachse erfolgten
zunachst insbesondere durch y-Sekretase-Inhibitoren (y-secretase inhibitors,
GSls), die trotz vielversprechender klinischer Effekte insbesondere in
Kombinationstherapien, nicht zuletzt aufgrund schwerer gastrointestinaler
Nebenwirkungen in ihrer Anwendbarkeit limitiert waren (Golde et al., 2013, Krop
et al., 2012, Mukherjee et al., 2016). Angesichts der pathophysiologischen
Bedeutung des NOTCH1-Signalwegs, speziell im Kontext der Leukamie, wurden
daher alternative gezielte Ansatze entwickelt (Roti and Stegmaier, 2011). Hierzu
zahlt die Pharmakotherapie mittels Inhibition der sarco-endoplasmatischen Ca?*-
ATPase (SERCA), einem essenziellen Regulator der Vorprozessierung des
NOTCH1-Rezeptors (Roti and Stegmaier, 2011). Herkdmmliche SERCA-
Inhibitoren erwiesen sich jedoch als nur eingeschrankt klinisch einsetzbar, da sie
haufig ausgepragte kardiale Toxizitdt aufgrund einer unspezifischen
Beeinflussung der Kalziumhomdosthase induzieren (Gharaibeh et al., 2020). Mit
der Entwicklung des SERCA-Inhibitors CAD204520, der eine deutlich
verbesserte Selektivitat und minimierte  Off-Target-Toxizitat gegenuber
vorherigen Substanzen aufweist, besteht nun erstmals die Mdoglichkeit, die
funktionellen Auswirkungen der gezielten NOTCH1-Inhibition praklinisch und
translational in myeloischen Leukamiemodellen systematisch zu untersuchen
und neue therapeutische Optionen zu erschlieBen (Marchesini et al., 2020,
Pagliaro et al., 2021). Das in dieser Arbeit verwendete CRISPR/Cas9 MLLr-
Zellmodel zeigte nicht nur eine erhéhte Expression des NOTCH1-Gens, sondern
auch des Rezeptors an der Oberflache (Fischer et al., 2023). Aufbauend auf
diesen Erkenntnissen wurde gezielt der SERCA-Inhibitor CAD204520 eingesetzt,
um das therapeutische Potenzial einer spezifischen NOTCH1-Inhibition in MLLr-
Leuk@mien zu evaluieren (Fischer et al., 2023). Bislang existieren hierzu keine
vergleichbaren Forschungsansatze, sodass diese Arbeit einen wichtigen Beitrag
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zur Grundlagenforschung und zur Entwicklung neuer Therapiestrategien in

diesem Kontext leistet.

1.6. CRISPR/Cas9 MLLr-Zellmodell

Fir die Erforschung der Leukdamogenese und die Entwicklung neuer
Therapieansatze sind valide praklinische Modelle unverzichtbar. Wahrend
primare Leukamiezellen von Patienten den hochsten klinischen Bezug bieten, ist
ihre Verfugbarkeit insbesondere bei padiatrischen Patienten limitiert, und ihre ex
vivo Viabilitat stark eingeschrankt (Bruserud et al., 2001, Mayani et al., 2009,
Ryningen et al., 2007). Etablierte Zelllinien sind experimentell leicht handhabbar,
weisen jedoch infolge langanhaltender in vitro Kultivierung genomische
Veranderungen auf, die ihre Aussagekraft bei Studien zu spezifischen Mutationen
reduzieren (Kasai et al.,, 2016, Rucker et al.,, 2006). Zudem weisen diese
Zelllinien haufig multiple Mutationen und komplexe chromosomale Aberrationen
auf, wodurch sich therapeutische Effekte nur schwer eindeutig auf einzelne
molekulare Veranderungen zuruckfuhren lasst (Kasai et al., 2016, Rucker et al.,
2006).

Eine gute Alternative stellt die gezielte Induktion von MLL-typischen
Translokationen t(4;11) (MLL-AF4) und t(9;11) (MLL-AF9) mittels CRISPR/Cas9
in CD34* hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen dar. Hierzu werden
hamatopoetische Stamm- und Progenitorzellen (hematopoietic stem- and
progenitor cells, HSPCs) aus humanem Nabelschnurblut (human cord blood,
huCB) und humanem adultem Knochenmark (human bone marrow, huBM)
verwendet (Secker et al., 2020a, Secker et al., 2020b, Secker et al., 2019). Im
Vergleich zu frGheren Methoden wie transcription activator-like effector nucleases
(TALENSs) konnte durch den Einsatz von CRISPR/Cas9 die Effizienz der gezielten
Translokationsinduktion deutlich gesteigert werden (Buechele et al., 2015). Das
resultierende Modellsystem, unterstiutzt durch ein definiertes Zytokinmilieu,
erlaubt die Nachbildung eines unreifen leukamischen Phanotyps mit
Expressionsmustern charakteristischer Marker wie CD32*, CD33* sowie die
Aktivierung MLL-relevanter Schlisselgene, darunter HOX, Homeobox Protein
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Meis1 (MEIS1) und MYC (Secker et al., 2020a, Secker et al., 2020b, Secker et
al., 2019). Ein besonderer Vorteil dieses Systems liegt in der Moglichkeit, sowohl
kindliche als auch erwachsene MLLr Leukdmien nachzustellen durch die
Verwendung von HSPCs unterschiedlichen Ursprungs, um somit
zellursprungsabhangige Unterschiede in Leukamieentstehung und
Therapieansprechen prazise zu untersuchen (Fischer et al., 2024). Diese
CRISPR/Cas9-basierten Modelle bilden damit eine patientennahe Plattform zur
praklinischen Wirkstofftestung und tragen wesentlich zur translationalen

Leukamieforschung bei.

1.7. Wissenschaftliche Fragestellung

Leukamien sind klonale Neoplasien des hamatopoetischen Systems, deren
Pathogenese malgeblich durch genetische und epigenetische Alterationen
bestimmt wird. Insbesondere MLL-rearrangierte Leukamien gehen mit einer
hohen  Aggressivitat, ungunstiger  Prognose  sowie  ausgepragter
Therapieresistenz einher, vor allem bei akuten Leukamien im Sauglingsalter. In
der Forschung ruickt daher zunehmend der zellulare Ursprung (cell of origin) der
Leukamogenese in den Fokus, als auch die Entwicklung zielgerichteter

therapeutischer Behandlungsstrategien.

Ziel dieser Dissertation ist es, die molekularen Mechanismen der MLLr-
Leukamogenese unter besonderer Berucksichtigung des Zellursprungs zu
charakterisieren und neue therapeutische Zielstrukturen zu identifizieren. Im
Mittelpunkt stehen dabei die Identifikation und funktionelle Analyse der
Signalwege von NOTCH1 und PLK-1. Zudem wird untersucht, inwieweit eine
gezielte pharmakologische Hemmung dieser Signalwege differenzierte
Therapieoptionen fur MLLr-Leukamien darstellen. Dabei wird zudem der Einfluss
der Ursprungszelle untersucht, um gezielte Therapieoptionen bei kindlichen oder

erwachsenen MLLr-Leukamien zu identifizieren.
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2. Ergebnisse

Im Folgenden sind die Ergebnisse zweier Forschungsartikel, die dieser
kumulativen Dissertation zugrunde liegen, zusammengefasst (Fischer et al.,
2023, Fischer et al., 2024). Beide Publikationen sind im Anhang beigefigt.

2.1. Uncovering NOTCH1 as a Promising Target in the Treatment of

MLL-Rearranged Leukemia

Fischer J, Erkner E, Fitzel R, Radszuweit P, Keppeler H, Korkmaz F, Roti G,
Lengerke C, Schneidawind D, Schneidawind C., Int J Mol Sci. 2023 Sep
23;24(19):14466. doi: 10.3390/ijms241914466

Im ersten Abschnitt dieser Arbeit wird die zentrale Bedeutung von NOTCH1 in
der MLL-rearrangierten Leukamie umfassend untersucht. Zur Analyse der Rolle
von NOTCH1 in der Pathogenese sowie zur Evaluierung seines Potenzials als
therapeutische Zielstruktur in MLLr-Leukdmien, wurde das CRISPR/Cas9-
basierte Modellsystem eingesetzt (Secker et al., 2020a, Secker et al., 2020Db,
Secker et al., 2019). Dieses in der Einleitung beschriebene System ermoglicht
die Induktion der spezifischen chromosomalen Translokationen MLL-AF4 und
MLL-AF9 in CD34* HSPCs aus huCB und bietet somit die Moglichkeit den

Krankheitskontext realitatsnah in vitro abzubilden.

Durch RNA-Sequenzierungen (RNA-Seq) dieser MLLr-Zellen konnte im
Gegensatz zu den nur mit Cas9-behandelten Wildtyp HSPCs Kontrollzellen, eine
signifikante Uberexpression von NOTCH1 detektiert werden. Dies konnte durch
reverse transcription quantitative Polymerase chain reaction (RT-gPCR)
Analysen bestatigt werden. Zusatzlich konnte dieser Befund untermauert werden
durch ein erhdhtes Expressionsniveau der NOTCH1 downstream-Zielgene Hes
Family BHLH Transcription Factor 1 (HES1), Insulin Like Growth Factor 1
Receptor (IGF1R), Phosphatase And Tensin Homolog (PTEN) sowie des
Liganden Jagged Canonical Notch Ligand 1 (JAG2). Parallel dazu zeigte sich
eine signifikante Herunterregulierung des negativen NOTCH1-Regulators
NOTCH regulated Ankyrin Repeat Protein (NRARP). Dieses molekulare Profil
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wurde gleichermalen in den MLLr-Zelllinien SEM (MLL-AF4) und THP-1 (MLL-
AF9) sowie in primaren MLLr-Patientenproben verifiziert. Die Relevanz dieser
Signalwegveranderungen fur das Patiententberleben wird durch die Auswertung
offentlich zuganglicher AML-Datensatze gestutzt. In diesen Analysen zeigt sich,
dass eine niedrige NOTCH1-Expression mit einer verlangerten mittleren
Uberlebenszeit assoziiert ist. Konkret liegt die mittlere Uberlebensdauer bei AML
Patienten mit niedriger NOTCH1-Expression bei 16,1 Monaten, wahrend sie bei
Patienten mit hoher NOTCH1-Expression nur 13,4 Monate betragt (kmplot.com)
und somit die pathobiologische Schlisselrolle von NOTCH1 in dem

Krankheitsverlauf unterstreicht.

Zur Evaluation des therapeutischen Potenzials dieser Signalachse kam der
selektive und gut vertragliche NOTCH1-Inhibitor CAD204520 zum Einsatz, ein
SERCA-Inhibitor, der durch die Blockade der Ca?*-ATPase die Vorprozessierung
und entsprechende Einlagerung des NOTCH1-Rezeptors in die Zellmembran
effektiv unterbindet (Marchesini et al., 2020, Pagliaro et al., 2021). In MLLr-Zellen
konnte mittels Durchflusszytometrie eine deutlich erhdhte Oberflachen-
Basisexpression des NOTCH1-Rezeptors nachgewiesen werden, korrelierend
zu erhohten NOTCH1-Genexpression, wohingegen Kontrollzellen (CD34*
HSPCs) keine signifikante Rezeptorexpression aufwiesen. Nach 72-stindiger
Behandlung mit CAD204520 zeigte sich in den MLLr-Modellen und auch in
primaren Patientenproben eine ausgepragte, dosisabhangige Reduktion der
Rezeptor-Expression, wahrend gesunde Kontrollzellen von der Behandlung
unbeeinflusst blieben. Des Weiteren bewirkte die Behandlung mit CAD204520
eine signifikante Reduktion der NOTCH1-Genexpression sowie der Expression
nachgeschalteter Zielgene wie beispielweise HES1. Im Gegensatz dazu konnte
unter der Behandlung mit Cytarabin, einem etablierten Chemotherapeutikum in
der AML-Therapie, keinerlei Einfluss auf die NOTCH1-Genexpression festgestellt
werden. Dies weist auf eine spezifische Wirkung von CAD204520 sowohl auf

Rezeptor- als auch auf Gen-Ebene hin.

Anschlielend wurden MLLr-Zellen und primare MLLr-Patientenzellen fur 72
Stunden einer zunehmenden Konzentrationsreihe von CAD204520 ausgesetzt.
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Die Zellproliferation, bestimmt nach Trypanblau-Farbung und Zellzahlung, nahm
in Abhangigkeit von der Wirkstoffkonzentration dosisabhangig ab. Aus diesen
Daten ergeben sich signifikant niedrigere ICso-Werte fur MLL-AF4 (4,99 uM) und
MLL-AF9 (3,92 uM) im Vergleich zu den robusteren Kontrollzellen (9,78 uM). Die
Annexin-V/Propiumiodid (Pl)-Farbung wies eine klare, dosisabhangige Induktion
der frhen und spaten Apoptose in MLLr-Zellen nach Inhibitorbehandlung nach,
wahrend die Kontrollzellen nur marginal betroffen waren. Zusatzlich wurde diese
Beobachtung durch die Bestimmung der Viabilitdt der Zellen mithilfe des
AlamarBlue-Assay erganzt. Hier zeigte sich nach Inhibitorbehandlung eine
signifikante, konzentrationsabhangige Reduktion der Zellviabilitat in den MLLr-
Zellen. Zellzyklusanalysen mittels Bromodeoxyuridin  (BrdU)- und 7-
Aminoactinomycin (7-AAD)-Farbung, gemessen mittels Durchflusszytometrie,
ergaben eine Reduktion der Zellzahl in S- und G2/M-Phasen, ein Hinweis auf
einen durch die NOTCH1-Hemmung hervorgerufenen Zellzyklusarrest. Dies
unterstreicht den antiproliferativen Effekt und die Induktion eines programmierten
Zelltods. Eine detaillierte phanotypische Charakterisierung ergab, dass MLLr-
Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen (CD14*/CD33*) einen unreifen
Immunphanotyp (CD147/CD33*) aufwiesen. Um zu prifen, ob der
antiproliferative Effekt von CAD204520 auf einer Ausreifung oder Differenzierung
der Zellen beruht, wurde nach der Behandlung unter anderem erneut der
Differenzierungsmarker CD14 bestimmt. Es =zeigte sich jedoch keine
Veranderung des Phanotyps. In der May-Griinwald-Giemsa-Farbung lie3en sich
stattdessen vermehrt Merkmale einer apoptotischen Zellschadigung
nachweisen, sichtbar durch pyknotische Nukleolen und degenerierte Zellkerne.
Auf molekularer Ebene zeigte die RT-gPCR nach Behandlung mit CAD204520
eine signifikante Herunterregulierung der MLL-typischen Zielgene MEIS1 und
HOXAZY, beides zentrale Determinanten des leukamischen
Stammzellprogramms. Zusatzlich dazu kommt es zu einer Herunterregulation
NOTCH1 relevanter Zielgene. Mechanistisch relevant ist hier die
Herabregulierung von CDK1, welches sowohl die Zellzyklusprogression als auch
die Stabilisierung des aktiven NICD vermittelt, sowie von CXCR4, einem weiteren

NOTCH1-Zielgen mit Einfluss auf die Migration leukamischer Zellen.
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Insgesamt belegen diese Untersuchungen, dass NOTCH1 in MLLr-
Leukamiezellen spezifisch Uberexprimiert ist und eine pathophysiologisch
zentrale Rolle einnimmt. Die gezielte Inhibition durch CAD204520 bewirkt
selektiv in MLLr-Zellen eine Reduktion der Rezeptorexpression, eine effektive
Blockade des nachgeschalteten Signalwegs sowie die Induktion von Apoptose,
bei gleichzeitiger Schonung gesunder hamatopoetischer Zellen. Die Daten liefern
somit eine rationale und experimentell validierte Grundlage fur den Einsatz von
CAD204520 oder vergleichbaren Inhibitoren als innovative Behandlungsoption

fur diese prognostisch unglnstige Leukamieform.

2.2. Only Infant MLL-Rearranged Leukemia Is Susceptible to an
Inhibition of Polo-like Kinase 1 (PLK-1) by Volasertib

Fischer J, Erkner E, Radszuweit P, Hentrich T, Keppeler H, Korkmaz F, Schulze-
Hentrich J, Fitzel R, Lengerke C, Schneidawind D, Schneidawind C., Int J Mol
Sci. 2024 Nov 27;25(23):12760. doi: 10.3390/ijms252312760

Im Rahmen der zweiten Arbeit dieser kumulativen Dissertation wurde der Einfluss
des zellularen Ursprungs auf molekulare Charakteristka und das
Therapieansprechen bei MLLr-Leukdmien umfassend untersucht. Dazu wurde
das CRISPR/Cas9 MLLr-Zellmodell verwendet, welches aus huCB und huBM die
kindliche bzw. erwachsene MLLr-Leukamie imitiert und somit eine systematische
Analyse dieser Fragestellung ermdglicht. Die Relevanz des zellularen Ursprungs
(cell of origin) fuar immunphanotypische Pragung, Signalwegaktivitat und
Therapieresponse ist in verschiedene hamatologische Erkrankungen inzwischen
gut belegt (Bowie et al., 2007, Chan and Chen, 2019, Li et al., 2025, O'Donoghue
and Chan, 2006, Shimada et al., 2008, Vifiado et al., 2022). Vor dem Hintergrund
jungerer Studien, die PLK-1 als entscheidenden onkogenen Treiber der
kindlichen MLLr-Leukdmogenese beschreiben (Symeonidou et al., 2021, Wang
et al., 2015), wurde die Expressionsdynamik dieser Kinase im MLLr-Zellmodell
analysiert. Transkriptom Analysen mittels RNA-Sequenzierung (RNA-Seq)
zeigten eine signifikante Uberexpression von PLK-1, ausschlieRlich in den

kindlichen aus huCB gezogenen MLL-AF9-Zellen. Diese Beobachtungen wurden
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anschlieend durch RT-gPCR bestatigt und konnte zusatzlich auch in etablierten
MLLr-Zelllinien gezeigt werden. Die hochste PLK-1-Expression wurde konsistent
in kindlichen MLL-AF4 und MLL-AF9 Zelllinien (THP-1, SEM) detektiert,
wohingegen  erwachsene  MLLr-Zelllinien  (RS4;11, NOMO-1) und
Kontrollzelllinien (SKM1) niedrigere Werte aufwiesen. Zusatzliche Analysen an
primaren Patientenmaterialien bestatigten dieses Muster, hierbei wiesen
besonders Zellen kindlicher MLLr-Patienten erhohte PLK1-Level auf. Weiterhin
zeigte die Auswertung offentlich verfugbarer AML-Datensatze (kmplot.com), dass
eine hohe PLK-1-Expression mit einer reduzierten Gesamtlberlebensrate bei
Erwachsenen korreliert. Die mittlere Uberlebenszeit von Patienten mit einer
niedrigen PLK-1 Expression liegt bei 16,4 Monaten, wohingegen bei den
Patienten mit einer erhdhten PLK-1 Expression die mittlere Uberlebensrate bei
12,1 Monaten liegt. Trotz unzureichender Datensatze fir kindliche Leukamien
wird dadurch die onkogene und therapeutische Schlisselstellung von PLK-1 in

der Leukamogenese deutlich.

Um die funktionelle Bedeutung der Unterschiede in der PLK-1-Expression zu
evaluieren, wurde der spezifische  PLK1-Inhibitor = Volasertib in
pharmakologischen Tests fur die in vitro Behandlung eingesetzt. Die Analyse der
Dosis-Wirk-Relation zeigte eine signifikant reduzierte Proliferation und Zellzahl
ausschlieBlich in aus huCB stammenden MLLr-Zellen nach 72-stlindiger
Behandlung; huBM-abgeleitete MLLr-Zellen und Kontrollzellen (CD34* HSPCs)
zeigten sich dagegen weitestgehend unempfindlich. Die resultierenden 1Cso-
Werte bestatigten eine erhodhte Sensitivitat kindlicher MLLr-Zellen gegenuber
Volasertib: huCB MLLr 17,9 nM, huBM MLLr 43,5 nM, Kontrollzellen 35,1 nM. Die
Farbung mit Annexin-V/Pl und die anschlieRende durchflusszytometrische
Auswertung zeigte, dass bereits bei 100 nM Volasertib mehr als 95 % der huCB-
MLLr-Zellen apoptotisch oder fruhapoptotisch waren, wahrend erwachsene
MLLr- und Kontrolizellen bei diesen Konzentrationen héhere Uberlebensraten
aufwiesen. Dieses spezifische anti-leukamische Wirkungsmuster von Volasertib
konnte auch in kindlichen Zelllinien wie THP-1 und SEM validiert werden,
wohingegen erwachsene Zelllinien (NOMO-1, RS4;11), die MLL-ENL-Zelllinie
KOPNS8 und non-MLLr-Zellen (SKM1) kaum beeinflusst waren.

23



AlamarBlue-Viabilitatsassays belegen die dosisabhangige Abnahme der
Lebensfahigkeit nach Volasertib insbesondere in kindlichen MLLr-Zellen. BrdU/7-
AAD-Zellzyklusanalysen zeigten nach Inhibitorbehandlung einen signifikanten
Riuckgang des S-Phasen-Anteils und eine deutliche Zunahme der M-Phase
(,mitotischer Arrest®) ausschliellich in kindlichen MLLr-Zellen. Nach May-
Grinwald-Giemsa-Farbung lasst sich dies auch morphologisch anhand einer
gesteigerten Anzahl an Mitosefiguren und apoptotische Zellen mit pyknotischen
Zellkernen bestatigen, wahrend erwachsene Zellen Uberwiegend vital blieben.
Diese Beobachtungen unterstreichen, dass PLK-1-Inhibition primar in kindlichen

MLLr-Zellen zu Proliferationsstopp, mitotischem Arrest und Apoptose flihrt.

Um die Ursachen fur das unterschiedliche Ansprechen zu klaren, wurden huCB
und huBM MLLr-Zellen 72 Stunden mit Volasertib oder allein mit Dimethylsulfoxid
(DMSO) als Kontrollgruppe behandelt und anschlieRend eine RNA-seqg-Analyse
durchgefuhrt. In kindlichen MLLr-Zellen wurden 151 differentiell exprimierte Gene
(DEGs) detektiert, im Gegensatz zu 728 DEGs in erwachsenen MLLr-Zellen,
jeweils im Vergleich zu unbehandelten Zellen desselben Zellursprungs. Die
DEGs wurden dabei auf Basis des adjusted p-value (padj < 0,05) bestimmt.
Wahrend beide Subgruppen eine Herabregulation metabolischer Gene (Enolase
2 (ENO2), Stanniocalcin (STC2)) und eine Hochregulation myeloider
Differenzierungsmerkmale zeigten (CD14, CD163, Ficolin-1 (FCN1),
Macrophage Expressed 1 (MPEGH1)), fiel auf, dass in kindlichen MLLr-Zellen die
Transkription von PLK-1 und dessen Zielgene wie Cyclin Dependant Kinase 1
(CDK1), Cell Division Cycle 25C (CDC25C), oder Cyclin B1 (CCNB1) nach
Inhibition effektiv supprimiert wurden. In erwachsenen MLLr-Zellen zeigte sich
hingegen eine kompensatorische Hochregulation von PLK-1 und seinen
mitotischen Effektoren einschlieRlich AURKA, BORA, Cell Division Cycle 20
(CDC20) oder G2 And S-Phase Expressed 1 (GTSE1), was auf einen
kompensatorischen Ruckkopplungsmechanismus zur Umgehung der PLK-1-
Hemmung hindeutet. Neben hochregulierten upstream-Genen wie AURKA und
BORA, steht auch die Hochregulation von downstream-Genen wie CCNB1 und
FOXM1, ein Transkriptionsfaktor, der die Expression von PLK-1 verstarkt im

Vordergrund (Zhang et al., 2016). Diese kdnnten mechanistisch im Zentrum des
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beobachteten rebound-Effekts stehen und zur relativen Resistenz huBM MLLr-
Zellen gegenuber Volasertib beitragen. Diese beobachteten Expressionsmuster
in huBM MLLr-Zellen nach Volasertib Behandlung konntes mittels RT-gPCR

Analysen bestatigt werden.

Basierend auf der beobachteten kompensatorischen AURKA- und PLK-1-
Hochregulation in erwachsenen MLLr-Zellen nach Volasertib-Behandlung wurde
die kombinatorische Therapie mit dem Aurora-Kinase A-Inhibitor Alisertib
untersucht. Aurora-Kinase A fungiert zusammen mit dem Co-Faktor BORA als
Aktivator von PLK-1 und ist somit mafligeblich an der PLK-1 Aktivitat beteiligt.
Wahrend die Einzelinhibition mittels Volasertib im erwachsenen MLLr-Modell nur
eine geringe Wirkung entfaltete, fihrte die duale Hemmung durch Kombination
beider Inhibitoren in den huBM MLLr-Zellen zu einem signifikanten Synergismus.
Die Synergie lie sich mittels isobolografischer Darstellung (Chou-Talalay-
Methode) quantifizieren (Kombinationsindex Cl=0,25). Zusatzlich zeigte sich eine
starke Reduktion der Zellviabilitat: der Anteil der Zellen in S- und G0/G1-Phasen
sank, wahrend M-Phase und Apoptose signifikant zunahmen. In kindlichen MLLr-
Zellen zeigte sich kein synergistischer Vorteil gegenuber alleiniger Behandlung
mit Volasertib (Cl 1,56), was auf die zentrale Rolle des fehlenden Feedback-

Mechanismus in diesen Zellen zurlckzufihren ist.

Insgesamt demonstrieren diese Ergebnisse eindricklich, dass die Zellherkunft
nicht nur fur die initiale onkogene Signaltransduktion und das molekulare Profil,
sondern auch fur die Wirksamkeit und Resistenzentwicklung gegenuber
neuartigen, gezielten Therapien von zentraler Bedeutung ist. Gerade die
Entschllsselung und gezielte Modulation kompensatorischer feedback loops
bietet fur die Behandlung erwachsener MLLr-Leukdmien neue und rationale
Therapieperspektiven, wahrend die selektive Empfindlichkeit kindlicher MLLr-
Zellen gegenuber PLK1-Inhibition das Potenzial fir personalisierte
Therapieansatze in dieser Hochrisikogruppe aufzeigt.
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3. Diskussion

Die akute Leukamie mit MLL-Rearrangements stellt eine der klinisch und
pharmakologisch herausforderndsten Entitaten innerhalb der akuten Leukamien
dar. Charakteristisch fur diese Erkrankung ist eine hohe Aggressivitat, eine
schlechte Prognose insbesondere im Kindesalter sowie eine bemerkenswerte
Resistenz gegenuber konventionellen Therapien (Meyer et al., 2023). Trotz des
Wissens um die zentrale Rolle von MLL-Fusionsproteinen in der Leukamogenese
ist die Entwicklung effektiver, zielgerichteter Therapieansatze bislang nur
begrenzt gelungen (Meyer et al., 2023, Milne, 2017). Dies ist nicht zuletzt auf die
ausgepragte Heterogenitat der Erkrankung zurtckzufuhren, die sich auf
genetischer, epigenetischer und zellularer Ebene manifestiert und maf3geblich
durch den Zellursprung beeinflusst wird (Chaudhury et al., 2018, Meyer et al.,
2018, Winters and Bernt, 2017).

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurden zwei innovative, auf der
CRISPR/Cas9-Technologie basierende Modelle der MLLr-Leukamie verwendet,
die es ermdglichen, die Pathogenese und Therapieansatze sowohl fur die
kindliche als auch die erwachsene Form der Erkrankung in vitro
nachzuvollziehen. Im Zentrum der Untersuchungen standen die Identifikation und
funktionelle Charakterisierung von PLK-1 und NOTCH1 als potenzielle onkogene
Treiber sowie die Evaluation spezifischer Inhibitoren und kombinatorischer
Therapieansatze. Die vorliegenden Ergebnisse liefern nicht nur neue
Erkenntnisse zur Biologie der MLLr-Leukamie, sondern erdffnen auch
Perspektiven fur die Entwicklung personalisierter, molekular geflhrter Therapien
(Fischer et al., 2023, Fischer et al., 2024).

3.1. NOTCH1 als onkogener Treiber und therapeutisches Ziel in
der MLLr-Leukamie

Die Rolle von NOTCH1 als zentraler onkogener Treiber in der MLLr-Leukamie
wurde in dieser Arbeit erstmals systematisch im Kontext der AML untersucht. Fur
diese Studie wurde das CRISPR/Cas9 Modell verwendet, das auf balancierten
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Translokationen des MLL- und AF4- beziehungsweise AF9-Gens aus
Nabelschnurblut stammenden HSPCs basiert (Fischer et al., 2023). Der
NOTCH1-Signalweg ist in lymphatischen Leukamien wie T-ALL und CLL intensiv
charakterisiert und eng mit ungunstiger Prognose sowie erhohter
Therapieresistenz verknlpft (Cao et al., 2023, Ma et al., 2018, Rossi et al., 2012).
In der akuten myeloischen Leukamie (AML) hingegen ist die funktionelle
Relevanz von NOTCH1 bislang wenig untersucht, jedoch deuten aktuelle Studien
auf eine potenzielle Rolle dieses Signalwegs auch in der AML hin (Cao et al.,
2023, Ma et al., 2018, Rossi et al., 2012).

Unsere Daten zeigen eine deutlich gesteigerte Expression von NOTCH1 und
dessen Zielgenen (HES1, IGF1R) in MLLr-Leukdmiezellen, was die
pathophysiologische Relevanz dieses Signalwegs nahelegt (Fischer et al., 2023).
HES1, ein zentrales Transkriptionsziel des NOTCH1-Signalwegs, spielt eine
mafRgebliche Rolle fir die Proliferation und das Uberleben von T-ALL-Zellen
(D'Altri et al., 2011, Espinosa et al., 2010). Diese Wirkung wird insbesondere
durch die Aktivierung der NOTCH-HES1-CYLD-NFkB-Signalkaskade vermittelt,
die fur die Pathogenese und Progression der T-ALL von entscheidender
Bedeutung ist (D'Altri et al., 2011, Espinosa et al., 2010). In diesem Kontext
fordert HES1 die Aufrechterhaltung des malignen, undifferenzierten Zellzustands
und tragt so wesentlich zur Aggressivitat der Erkrankung bei (D'Altri et al., 2011,
Espinosa et al., 2010). Bemerkenswert ist jedoch, dass HES1 in myeloischen
Leukamien eine gegensatzliche, tumorsuppressive Funktion entfalten kann. Hier
hemmt HES1 die Proliferation und unterstitzt einen weniger aggressiven
Krankheitsverlauf, was die kontextabhangige Dualitat der NOTCH1-
Signalisierung unterstreicht (Aster et al., 2017). Ein weiteres zentrales Zielgen im
nachgeschalteten Bereich des NOTCH1-Signalwegs ist der Insulin-like Growth
Factor 1 Receptor (IGF1R) (Medyouf et al., 2011). IGF1R ist essenziell fur die
Funktion und das Uberleben leukamieinitiierender Zellen in T-ALL und tragt zur
Aufrechterhaltung des malignen Zellklons bei (Medyouf et al., 2011). Die
Interaktion und wechselseitige Beeinflussung dieser Signalwege verdeutlicht die

Komplexitat der molekularen Netzwerke, die der Leukdamogenese zugrunde
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liegen, und hebt die Bedeutung einer differenzierten, kontextabhangigen

Betrachtung potenzieller therapeutischer Angriffspunkte hervor.

Obwohl verschiedene NOTCH1-Inhibitoren, darunter y-Sekretase-Inhibitoren
(GSI) und SERCA-Inhibitoren, zur therapeutischen Hemmung des NOTCH1-
Signalwegs entwickelt wurden, ist ihre klinische Anwendung durch erhebliche
Nebenwirkungen limitiert (Golde et al., 2013). Die Toxizitat von GSlIs resultiert vor
allem aus ihrer mangelnden Substratspezifitat, durch die ubiquitare Hemmung
der NOTCH1-Rezeptoren (Golde et al., 2013, Krop et al., 2012, Riccio et al.,
2008). Dies fuhrt insbesondere in intestinalen Vorlauferzellen zu unerwiinschten
Effekten (Roti et al., 2013). SERCA-Inhibitoren wiederum koénnen durch
Storungen des Kalziumhaushalts kardiotoxische Nebenwirkungen verursachen
(Roti et al., 2018). Im Gegensatz zu den genannten NOTCH1-Inibitor-Gruppen
weist der SERCA-Inhibitor CAD204520 eine deutlich geringere Kalzium-
assoziierte Toxizitat auf, behalt jedoch seine Wirksamkeit auf den NOTCH1-
Signalweg bei (Marchesini et al., 2020, Pagliaro et al., 2021). Aufgrund dieses
gunstigen Profils wurde CAD204520 in der vorliegenden Studie als
Modellsubstanz zur Untersuchung der Rolle von NOTCH1 bei MLLr-Leukamien
ausgewahlt. Die gezielte Hemmung mit dem SERCA-Inhibitor CAD204520 in
dieser Studie fuhrte nicht nur zu einer signifikanten Reduktion des stark
exprimierten NOTCH1-Rezeptors, sondern fihrte auch zu einer verminderten
Proliferation, Viabilitat und einer verstarkten Apoptose in MLLr-Zellen (Fischer et
al., 2023). Wahrenddessen bleiben gesunde Kontrollzellen weitestgehend
unbeeintrachtigt, was auf ein potenzielles therapeutisches Fenster hinweist
(Fischer et al., 2023).

Die Analyse der zellularen Mechanismen der CAD204520-induzierten
Zytotoxizitat in MLLr-Leukamiezellen zeigt, dass die Hemmung des NOTCH1-
Signalwegs Apoptose induziert und die Expression zentraler MLL-Zielgene wie
HOXA9 und MEIS1 signifikant reduziert (Fischer et al., 2023). Zusatzlich wurde
weder das Differenzierungsverhalten noch die Morphologie der behandelten
Zellen beeinflusst. Diese Befunde stehen im Einklang mit bisherigen
Erkenntnissen, wonach eine Dysregulation des Zellzyklus bei hamatologischen
Neoplasien mit NOTCH1-Mutationen haufig auf eine Uberexpression von Cyclin-
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abhangigen Kinasen (CDKs) zurlckzufuhren ist (Carrillo-Tornel et al., 2023b).
Insbesondere die Herunterregulierung von CDK1 nach CAD204520-Behandlung
deutet auf eine gezielte Beeinflussung dieses Kontrollmechanismus durch die
NOTCH1-Inhibition hin (Fischer et al., 2023). Daruber hinaus wurde eine
verminderte Expression des Chemokinrezeptors CXCR4 festgestellt, der eine
zentrale Rolle bei der Migration und Lokalisierung leukamischer Zellen im
Knochenmark spielt (Fischer et al., 2023, Tavor et al., 2004). In T-ALL und
verschiedenen soliden Tumoren ist eine erhdhte NOTCH1-Aktivitdt mit einer
gesteigerten CXCR4-Expression und damit mit einer verstarkten
Tumorprogression assoziiert (Passaro et al., 2015, Yi et al., 2019). Die Hemmung
von NOTCH1 fuhrt zu einer Reduktion von CXCR4 und kann das
Tumorwachstum hemmen (Yi et al., 2019). Obwohl CXCR4 auch in der
Pathogenese der AML eine Rolle spielt, ist der Zusammenhang zwischen
NOTCH1 und CXCR4 in diesem Kontext bislang nur unzureichend erforscht
(Zeng et al.,, 2009). Insgesamt unterstreichen diese Ergebnisse die
Notwendigkeit weiterer Studien, um die pathophysiologische Bedeutung von
NOTCH1, insbesondere in MLLr-Leukamien mit ungunstiger Prognose, besser

zu verstehen.

Bereits im Vorfeld wurden praklinische Daten zur Pharmakokinetik und
Gewebeverteilung von CAD204520 in Mausstudien erhoben (Marchesini et al.,
2020, Roti and Stegmaier, 2011). In diesen Untersuchungen wurde eine
maximale Wirkstoffkonzentration (cmax) von 1,1 ng/mL (entsprechend 2,5 uM)
erreicht, ein Wert, der im Bereich der in vitro nachgewiesenen Wirksamkeit gegen
T-ALL liegt. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass CAD204520 auch in vivo
in praklinischen AML-Modellen eine therapeutische Wirkung entfalten kann
(Marchesini et al.,, 2020, Roti and Stegmaier, 2011). Obwohl unsere in vitro-
Experimente eine effektive Hemmung des NOTCH1-Signalwegs durch
CAD204520 belegen (Fischer et al., 2023), ist davon auszugehen, dass eine
Monotherapie angesichts der ausgepragten Tumorheterogenitat, des geringen
therapeutischen Fensters langfristig nicht ausreicht, um eine Remission zu
erzielen (Fischer et al., 2023). Vor diesem Hintergrund erscheint es sinnvoll,

Kombinationsstrategien zu verfolgen, bei denen CAD204520 mit Inhibitoren des
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CDK- oder CXCR4-Signalwegs kombiniert wird, da beide eng mit der NOTCH1-
Signalkaskade verknupft sind (Carrillo-Tornel et al., 2023a, Passaro et al., 2015,
Tavor et al., 2004, Yi et al., 2019). Solche Ansatze kdnnten die anti-leukamische
Wirksamkeit weiter steigern. Diese Uberlegungen werden durch aktuelle
klinische und praklinische Studien gestltzt, die eine Blockade von CXCR4 in AML
als zuversichtlich bewerten oder den Einsatz von CDK-Inhibitoren wie Palbociclib
in Kombination mit NOTCH1-Inhibitoren als Moglichkeit fur die Behandlung von
Leukamien diskutieren (Cao et al., 2023, Chiarella et al., 2021, Jia et al., 2023,
Tsakaneli and Williams, 2021). Die Ergebnisse dieser Studie liefern somit nicht
nur neue Erkenntnisse zur Rolle von NOTCH1 in der AML-Pathogenese, sondern
schaffen auch eine solide Grundlage, um kombinierte Therapiekonzepte
weiterzuentwickeln. Zukunftige praklinische und klinische Studien sollten daher
gezielt die Wirksamkeit und Sicherheit solcher kombinierten Ansatze
untersuchen, um die Behandlungsmoglichkeiten fir Patienten mit MLLr-
Leukamien nachhaltig zu verbessern und zentrale onkogene Treiber gezielt zu

adressieren.

3.2. Die Bedeutung des Zellursprungs in der MLLr-
Leukamogenese - PLK1 als Treiber der kindlichen

Leukamogenese

Jungste wissenschaftliche Erkenntnisse zeigen, dass der zellulare Ursprung
einen entscheidenden Einfluss auf die Pathogenese und das klinische Verhalten
von Leukamien ausubt (Duguid et al., 2021, Krivtsov et al., 2013, Meyer et al.,
2023). Die vorliegende Arbeit konnte ebenfalls aufzeigen, dass der Zellursprung
einen mafgeblichen Einfluss auf die Pathogenese, das Therapieansprechen und
die molekulare Signatur der MLLr-Leukamie hat (Fischer et al., 2024). Wahrend
die Translokation des MLL-Gens in HSPCs als Treibermutation der
Leukdmogenese gilt, zeigen unsere Modelle, dass die daraus resultierenden
Fusionsproteine in Abhangigkeit vom Ursprung der Zelle unterschiedliche
onkogene Signalwege aktivieren (Secker et al., 2020b, Fischer et al., 2024, Milne,
2017). Die Identifikation von PLK-1 als spezifischen Treiber in kindlichen MLLr-
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Zellen stellt einen bedeutenden Fortschritt fur das Verstandnis der molekularen
Pathogenese dar (Symeonidou et al., 2021). PLK-1 ist als zentrale Kinase an der
Regulation des Zellzyklus beteiligt und wird in zahlreichen Tumorentitaten als
onkogenes Protein beschrieben (Ghelli Luserna di Rora et al., 2019, Goroshchuk
etal., 2019, Takai et al., 2005). Die in dieser Arbeit durchgefihrten RNA-Seq- und
RT-gPCR-Analysen belegen eine signifikant erhdhte Expression von PLK-1 in
kindlichen MLLr-Leukamiezellen, im Vergleich zu erwachsenen MLLr-
Leukamiezellen. Dies wurde durch Untersuchungen an kommerziell erhaltlichen

MLLr-Zelllinien und primarem Patientenmaterial bestatigt (Fischer et al., 2024).

Die pharmakologische Inhibition von PLK-1 durch Volasertib zeigte im kindlichen
MLLr-Modell eine ausgepragte anti-leukamische Wirkung, manifestiert durch
eine Reduktion der Zellproliferation, eine Abnahme der Zellviabilitat und eine
Induktion der Apoptose (Fischer et al., 2024). Im Gegensatz dazu erwiesen sich
erwachsene MLLr-Zellen als deutlich resistenter gegenuber Volasertib (Fischer
etal., 2024). Die Tatsache, dass kindliche und erwachsene MLLr-Leukamien trotz
identischer genetischer Veranderungen ein divergierendes Expressionsmuster
und unterschiedliche Vulnerabilititen gegentber Inhibitoren aufweisen, legt
nahe, dass epigenetische Faktoren, das Transkriptom und die Interaktion mit der
Mikroumgebung entscheidende Rollen spielen (Fischer et al., 2024). Aktuelle
wissenschaftliche Arbeiten unterstreichen die herausragende Rolle des
zellularen Ursprungs (cell of origin) fur die Biologie und das therapeutische
Verhalten hamatologischer und solider Tumoren. Es ist mittlerweile gut belegt,
dass epigenetische Pragungen und der Differenzierungsstatus der
Ursprungszelle maligeblich das Mutationsspektrum sowie die molekulare
Klassifikation verschiedener Krebsarten bestimmen (Polak et al.,, 2015). So
konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die Chromatinorganisation und
epigenetische Landschaft der Ursprungszelle einen pragenden Einfluss auf die
spatere Tumorentwicklung und -heterogenitat ausiben (Polak et al., 2015). Fur
die akute myeloische Leukamie wurde nachgewiesen, dass von
hamatopoetischen Stammzellen ausgehende Leukamien einen deutlich
aggressiveren Verlauf zeigen als solche, die aus weiter differenzierten

Vorlauferzellen hervorgehen (Jung and Yang, 2015). Dies verdeutlicht, dass nicht
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nur der Differenzierungsgrad, sondern auch das Entwicklungsstadium der
Ursprungszelle einen entscheidenden Einfluss auf die Krankheitsbiologie hat.
Darlber hinaus belegen experimentelle Modelle, dass das Alter der
Ursprungszelle, also ob sie kindlichen oder erwachsenen Ursprungs ist, die
Auspragung und das Verhalten der Leukamie mafl3geblich beeinflusst. So zeigen
in vivo-Studien, dass aus jungen Zellen sowohl myeloide, lymphoide als auch
gemischte Leukamieformen entstehen konnen, wahrend adulte Zellen
uberwiegend zu AML mit kurzerer Latenz fuhren (Chaudhury et al., 2018).
Insbesondere bei MLL-AF9-assoziierten Leukamien konnte demonstriert
werden, dass das jeweilige Mikromilieu (kindlich vs. erwachsen) die
Differenzierung in lymphoide oder myeloische Leukdmie steuert (Rowe et al.,
2019). Ein weiterer wichtiger Aspekt ist, dass kindliche und erwachsene
Leukdamien unterschiedliche pathogenetische Mechanismen aufweisen.
Wahrend bei Erwachsenen die Akkumulation somatischer Mutationen im Laufe
des Lebens eine zentrale Rolle spielt, steht bei Kindern der Einfluss der
Ursprungszelle und deren Entwicklungsprogramm im Vordergrund (Aung et al.,
2021). Cazzola und Kollegen gehen noch einen Schritt weiter und zeigen, dass
bereits pranatale, also in utero erworbene, molekulare Veranderungen die
spatere Leukamogenese maligeblich beeinflussen kdnnen (Cazzola et al., 2020).
Embryonale Fehler und frihe Mutationen werden somit als Ursprung fir im
Kindesalter manifest werdende Leukamien diskutiert (Cazzola et al., 2020).
Diese Erkenntnisse verdeutlichen, dass die Berucksichtigung des Zellursprungs,
sowohl hinsichtlich  des Differenzierungsgrades als auch  des
Entwicklungsstadiums, essenziell fur das Verstandnis der Tumorbiologie und die

Entwicklung zielgerichteter Therapiestrategien ist.

Trotz der Vvielversprechenden Resultate, die durch das eingesetzte
CRISPR/Cas9-basierte Modellsystem erzielt wurden, mussen die bestehenden
Limitationen kritisch reflektiert werden, insbesondere im Hinblick auf die
Abbildung der Mikroumgebung. Alle Experimente erfolgten unter in vitro-
Bedingungen, wodurch die Ubertragbarkeit der Befunde auf ein in vivo-System
und letztlich auf den Patienten noch nicht abschliefend gesichert ist. Die

hochkomplexen Interaktionen  zwischen Leuka@miezellen und ihrer
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Mikroumgebung, insbesondere im Knochenmark, lassen sich durch klassische in
vitro-Modelle nur unzureichend nachbilden. Hierbei bleiben insbesondere die
dynamischen Wechselwirkungen mit stromalen Zellen, Immunzellen und
extrazellularen Matrixkomponenten unbericksichtigt, obwohl sie mal3geblich die
Leukamogenese, das Therapieansprechen und die Entwicklung von Resistenzen
beeinflussen (Kozlova et al., 2020, Magalhdes-Gama et al., 2022, Nehrbas et al.,
2020, Sison and Brown, 2011, Zhao et al., 2023). Fir eine belastbare klinische
Translation der gewonnenen Erkenntnisse ist daher die Validierung in geeigneten
in vivo-Systemen unerlasslich. Besonders patientenabgeleitete Xenograft-
Modelle (patient-derived xenografts, PDX) bieten die Mdglichkeit, sowohl die
inter- als auch die intratumorale Heterogenitat sowie das humane Mikroumfeld
realitatsnaher abzubilden. Diese Modelle sind essenziell, um die Relevanz der in
vitro identifizierten Signalwege und therapeutischen Angriffspunkte unter
physiologischen Bedingungen zu uberprifen und potenzielle Limitationen
frhzeitig zu erkennen. Ein weiterer zentraler Aspekt ist die differenzierte
Betrachtung der myeloiden und lymphatischen Entwicklungslinien bei MLLr-
Leukamien. Wahrend die myeloide Differenzierung in vielen Modellen im
Vordergrund steht, ist insbesondere bei kindlichen MLLr-Leukamien die
lymphatische Differenzierung deutlich haufiger (Chaudhury et al., 2018, Meyer et
al., 2023, Rowe et al., 2019). Um die gesamte Bandbreite der Pathogenese und
die daraus resultierenden therapeutischen Implikationen adaquat zu erfassen,
sind daher weiterfiihrende funktionelle Studien erforderlich, die sowohl myeloide

als auch lymphatische Entwicklungswege in vitro und in vivo abbilden.

Insgesamt liefern die vorliegenden Daten substanzielle Einblicke in die
Bedeutung des Zellursprungs flir die Biologie der MLLr-Leukamie. Sie ertffnen
insbesondere flr padiatrische Patienten neue Perspektiven fiur die Entwicklung
zielgerichteter, differenzierter Therapieansatze, die die spezifischen

Eigenschaften des Ursprungszelltyps und des Mikroumfelds bericksichtigen.
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3.3. Kombinierte Inhibition von PLK-1 und AURKA zur
Uberwindung der Volasertib-Resistenz in der erwachsenen
MLLr-Leukamie

Die Feststellung, dass kindliche MLLr-Leukamien durch eine signifikant erhohte
PLK-1-Expression charakterisiert sind und infolgedessen eine ausgepragte
Sensitivitat gegenuber einer pharmakologischen Inhibition mittels Volasertib
aufweisen, wirft grundlegende Fragen hinsichtlich der molekularen
Determinanten des Therapieansprechens in unterschiedlichen Altersgruppen
auf. Insbesondere stellt sich die Frage, ob die reduzierte Ansprechrate
erwachsener MLLr-Leukamien auf Volasertib primar auf eine niedrigere PLK-1-
Expression zuruckzufihren ist oder ob vielmehr komplexe zellulare
Adaptationsmechanismen existieren, die eine Umgehung der Apoptose und

somit die Entwicklung von Therapieresistenz begunstigen.

Die Transkriptomanalyse mittels RNA-Sequenzierung offenbarte, dass
erwachsene MLLr-Leukamiezellen nach Exposition gegenuber Volasertib,
entgegen der initialen Annahme einer nachhaltigen Inhibition des mitotischen
Apparates, eine ausgepragte kompensatorische Hochregulation von PLK-1
sowie weiterer mitoseassoziierter Gene wie CCND1, AURKA und FOXM1
aufweisen (Bruinsma et al., 2014, Fischer et al., 2024, Goroshchuk et al., 2019,
Zhang et al., 2016). Dieser adaptive Feedback-Mechanismus koénnte es den
Zellen ermoglichen, trotz pharmakologischer = Blockade  zentrale
Zellzyklusregulatoren zu reaktivieren, wodurch die Proliferationsfahigkeit
erhalten bleibt und der apoptotische Zelltod verhindert wird. Diese Erkenntnis ist
von hoher therapeutischer Relevanz, da sie einen Erklarungsansatz fir die
bislang nur maRigen klinischen Erfolge von PLK-1-Inhibitoren bei erwachsenen
Patienten liefert (Brandwein, 2015, Dohner et al., 2021, Gjertsen and Schoffski,
2015, Gutteridge et al., 2016, Liu et al., 2010, Liu et al., 2017, Murugan et al.,
2011, Van den Bossche et al., 2016). Basierend auf diesen Beobachtungen
wurde in dieser Arbeit ein gezielter Kombinationsansatz entwickelt, um den
beschriebenen feedback-loop zu durchbrechen. Hierzu wurden erwachsene

MLLr-Leukamiezellen mit einer Kombination aus Volasertib (PLK-1-Inhibitor) und
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Alisertib (Aurora Kinase A-Inhibitor) behandelt. Die Wahl von Alisertib als
Kombinationspartner erfolgte, da Aurora Kinase A als zentrales Element im
Feedback-Mechanismus identifiziert wurde, das durch Phosphorylierung mit dem
Cofaktor BORA maldgeblich zur Reaktivierung von PLK-1 beitragt (Fathi et al.,
2017, Fischer et al.,, 2024) Die Ergebnisse dieser Kombinationsbehandlung
waren ausgesprochen vielversprechend: Im Vergleich zur Monotherapie mit
Volasertib fuhrte die gleichzeitige Hemmung von PLK-1 und Aurora Kinase A zu
einem ausgepragten Synergismus. Es konnte eine signifikant verstarkte
Reduktion der Zellviabilitat und eine erhohte Apoptoserate in den erwachsenen
MLLr-Leukamiezellen beobachtet werden. Dies belegt, dass die kombinierte
Inhibition beider Kinasen in der Lage ist, den kompensatorischen Feedback-Loop
zu Uberwinden und die Resistenzmechanismen der Leukamiezellen zu
durchbrechen (Fischer et al., 2024).

Diese Ergebnisse verdeutlichen die Notwendigkeit einer gezielten
Kombinationstherapie, die die molekularen Adaptationsmechanismen der
Leukamiezellen adressiert. Sie zeigen, dass die alleinige Inhibition eines
onkogenen Treibers haufig nicht ausreicht, um die Plastizitdt und
Uberlebensfahigkeit der Zellen nachhaltig zu beeintrachtigen. Effektive
Therapien sollten daher zentrale Schaltstellen der Signaltransduktion simultan
angreifen, um Resistenzmechanismen zu verhindern und die Wirksamkeit zu
maximieren. Dabei gewinnt der zellulare Ursprung der Leukamie zunehmend an
Bedeutung. Er beeinflusst mallgeblich das molekulare Profil, das
Therapieansprechen und die individuellen Resistenzmechanismen (Chaudhury
et al., 2018, Duguid et al., 2021, Krivtsov et al., 2013, Meyer et al., 2023). Somit
unterstreicht diese Arbeit, dass eine individualisierte, patientenspezifische
Behandlungsstrategie, die sowohl die Signalweg-Interaktionen als auch den
zellularen Ursprung bericksichtigt, essenziell ist fur eine erfolgreiche Therapie

der MLLr-Leukamien.
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4. Zusammenfassung

Akute Leukamien mit MLL-Rearrangements sind besonders aggressive
hamatologische Erkrankungen mit schlechter Prognose, besonders im
Kindesalter. Konventionelle Therapien zeigen hier oft nur unzureichende
Wirksamkeit. (Fischer et al., 2023, Fischer et al., 2024, Gokbuget, 2024,
Marschalek, 2016, Rdllig, 2024). Die vorliegende Dissertation liefert wesentliche
neue Einblicke in die molekulare Pathogenese der MLLr-Leukamien und
identifiziert mit PLK-1 und NOTCH1 zwei zentrale onkogene Signalachsen, die
maldgeblich zur Aufrechterhaltung des malignen Phanotyps beitragen (Fischer et
al., 2023, Fischer et al., 2024). Mittels CRISPR/Cas9-Technologie wurden MLL-
AF4- und -AF9-Leukdmiezellen aus Nabelschnurblut und Knochenmark
generiert, entsprechend einem kindlichen und erwachsenen MLLr-Modellsystem,
wodurch entscheidende Erkenntnisse zum Einfluss des Zellursprungs (cell of
origin) auf die Leukamogenese gewonnen werden konnte (Fischer et al., 2024,
Secker et al., 2020Db).

Im kindlichen MLLr-Zellmodell wurde PLK-1 als zentraler onkogener Treiber
identifiziert, dessen hohe Expression mit einer ausgepragten Sensitivitat
gegenuber der PLK-1-Inhibition durch Volasertib korreliert. Volasertib zeigte
konsistent starke anti-leukamische Effekte in praklinischen Modellen, Zelllinien
und Patientenproben. Die geringere Wirksamkeit von Volasertib in erwachsenen
MLLr-Zellen lief3 sich durch einen Feedback-Mechanismus Uber Aurora Kinase A
erklaren: eine Kombinationstherapie mit dem Aurora-Kinase-A-Inhibitor Alisertib
fUhrte hier zu synergistischen antileukamischen Effekten und eréffnet somit auch
fur erwachsene MLLr-Patienten neue therapeutische Perspektiven (Fischer et al.,
2024). Zusatzlich zu PLK-1, konnte in den beiden Modellsystemen MLL-AF4 und
MLL-AF9, NOTCH1 und NOTCH1-assoziierte Gene als relevante onkogene
Treiber identifiziert werden. Die gezielte Hemmung des NOTCH1-Signalwegs mit
dem SERCA-Inhibitor CAD204520 fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der
Proliferation und Viabilitdat von MLLr-Zellen, ohne das Differenzierungsverhalten
oder die Morphologie zu beeinflussen. Zusatzlich zeigte sich eine Reduktion des

NOTCH1-Rezeptors und eine Herunterregulierung onkogener Zielgene wie
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MYC, CDK1 und CXCR4. Diese Ergebnisse unterstreichen das Potenzial einer
zielgerichteten, molekular gefuihrten Therapie der MLLr-Leukamie (Fischer et al.,
2023).

Die Ergebnisse betonen die biologische Bedeutung des Zellursprungs und die
Notwendigkeit personalisierter Therapieansatze. Sie zeigen, dass molekular
definierte Kombinationstherapien, angepasst an Zellursprung und genetisches
Profil, eine nachhaltige Verbesserung der Behandlungserfolge bei MLLr-
Leukamien ermoglichen koénnen. Zukinftige Ansatze sollten neben der
praklinischen Validierung insbesondere die Entwicklung translationaler
Therapiekonzepte mit Fokus auf individuelle, risiko-adaptierte

Behandlungsstrategien adressieren.
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5. Abkurzungsverzeichnis

7-AAD

AFDN

AFF1

AFF4

ALL

AML

AURKA

AURKB

BCP-ALL

BORA

BrdU

CAR

Cas9

CCNB1

CCND1

CD

CDC20

CDK-1

Cl

CLL

CML

CRISPR

7-Aminoactinomycin

AF6, Afadin, Adherens Junction Formation Factor
AF4, ALF Transcription Elongation Factor 1

ALF Transcription Elongation Factor 4

Akute lymphatische/lymphoblastische Leukamie
Akute myeloische Leukamie

Aurora Kinase A

Aurora Kinase B

B-cell precursor acute lymphoblastic leukaemia, B-Zell-Vorlaufer

akute lymphoblastische Leukamie
Aurora Kinase A Activator
Bromodeoxyuridin

Chimeric antigen receptor, chimarer Antigen-Rezeptor
Cas9 Endonuklease

Cyclin B1

Cyclin D1

Cluster of differentiation

Cell Division Cycle 20

Cyclin Dependent Kinase 1
Combination index

Chronisch lymphatische Leukamie
Chronisch myeloische Leukamie

Clustered regularly interspaced short palindromic repeats
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CXCR4 C-X-C Motif Chemokine Receptor 4

CYLD CYLD Lysine 63 Deubiquitinase

DEGs Differentially expressed genes
DLL1 Delta Like Canonical Notch Ligand 1
DLL4 Delta Like Canonical Notch Ligand 4

DMSO Dimethylsulfoxid

EGF Epidermal Growth Factor

ELL Elongation Factor for RNA Polymerase Il
ER Endoplasmatisches Retikulum

ETV6 TEL / ETS Variant Transcription Factor 6
EVI1 MDS1 and EVI1 Complex Locus

FCNA1 Ficolin-1

FLT3 Fms Related Receptor Tyrosine Kinase 3

FOXM1 Forkhead Box M1

GSI y-Sekretase Inhibitor

GTSE1 G2 and S-Phase Expressed 1

HES1 Hes Family BHLH Transcription Factor 1

HOX Homeobox

HOXA9 Homeobox A9

HSCs Hematopoietic stem cells, hamatopoetische Stammzellen

HSPCs Hematopoietic stem- and progenitor cells, hamatopoetische Stamm-

und Vorlauferzelle
huBM Human bone marrow, humanes Knochenmark

huCB Human umbilical cord blood, humanes Nabelschnurblut

39



IC50 Half maximal inhibitory concentration, halbmaximale inhibitorische

Konzentration
IGF1R Insulin Like Growth Factor 1 Receptor
IGF2 Insulin Like Growth Factor 2
JAG1 Jagged Canonical Notch Ligand 1
JAG2 Jagged Canonical Notch Ligand 2
KMT2A MLL, histone-lysine N-methyltransferase 2A
MEISA Homeobox Protein Meis1
MLL KMT2A, mixed lineage leukemia
MLLr MLL-Rearrangements
MLLT1 ENL, MLLT1 Super Elongation Complex Subunit
MLLT3 AF9, MLLT3 Super Elongation Complex Subunit

MPEG1 Macrophage Expressed 1

MSC Mesenchymal stem cell, mesenchymale Stammzelle
MYC BHLH Transcription Factor

NCID Notch Intracellular Domain

NFkB Nuclear Factor Kappa B Subunit 1

NOTCH1 Notch Receptor 1

NRARP NOTCH Regulated Ankyrin Repeat Protein

0oS Overall survival, Gesamtuberleben
PBD Polo-Box-Domane

PCR Polymerase chain reaction

Pl Propidiumiodid

PLK-1 Polo-like kinase 1
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PTEN
RNA-Seq
RT-qPCR
RUNX1
SCF
SEC
SERCA
sgRNA

t

TALEN
T-ALL
TP53
WEE1
WHO

ZNF521

Phosphatase And Tensin Homolog

RNA sequencing, RNA-Sequenzierung

Reverse transcription quantitative PCR

AML1, RUNX Family Transcription Factor 1

Stem cell factor, Stammzellfaktor

Super elongation complex, Superelongationskomplex
Sarcoplasmic/Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase
Single guide RNA

Translokation

Transcription Activator-like Effector Nucleases

T-Zell akute lymphatische Leukamie

Cyclin Dependent Kinase 1

WEE1 G2 Checkpoint Kinase

World Health Organization

Zinc Finger Protein 521
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