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1 EINLEITUNG
1.1 Myelodysplastische Syndrome

1.1.1 Definition und Epidemiologie

Myelodysplastische Syndrome (MDS) bilden eine Gruppe klonaler Erkrankungen der
hamatopoetischen Stammzelle, die sich durch ineffektive Hamatopoese mit
Dysplasiezeichen im Knochenmark und peripheren Zytopenien auszeichnen. Sie
sind charakterisiert durch genetische Instabilitdt und einem erhdéhten Risiko der
Transformation in eine akute myeloische Leukdmie (AML) im Verlauf der Erkrankung
(Tefferi et al., 2009). Sie kdnnen sowohl de novo als auch sekundar nach Radio-
oder Chemotherapie als therapieassoziiertes MDS (tMDS) entstehen (Corey et al.,
2007). Die Pravalenz der Erkrankung ist im Rahmen der aktuellen demographischen
Entwicklung steigend, da vor allem altere Menschen betroffen sind (Corey et al.,
2007). Das mediane Alter bei Diagnosestellung betragt 76 Jahre (Ma et al., 2007).
Die Inzidenz wird mit vier Fallen pro 100.000 angegeben und steigt auf bis zu 50
Falle pro 100.000 bei Uber 70-Jahrigen an (Neukirchen et al., 2011). Damit gehoren
sie zu den haufigsten hamatologischen Malignomen des alteren Menschen (Germing
et al., 2013). Manner sind mit ca. 55% aller MDS-Falle etwas haufiger betroffen als
Frauen (Rollison et al., 2008; Neukirchen et al., 2011).

1.1.2 Symptomatik

MDS sind besonders im Frihstadium durch meist unspezifische Symptome
gekennzeichnet, die sich dann als Symptome peripherer Zytopenien herausstellen.
Am haufigsten zeigt sich dabei insbesondere als Erstsymptom eine Anamie mit
Abgeschlagenheit, Mudigkeit und Blasse. Eine Leukozytopenie bedingt eine hdhere
Infektanfalligkeit, jedoch kann es auch bei normwertigen Leukozyten durch eine
Dysfunktion der Zellen zu vermehrten Infekten kommen (Toma et al., 2012).
Erniedrigte Thrombozytenzahlen kdnnen mit Blutungen einhergehen (Ades et al.,
2014). Aufgrund eines gescharften Bewusstseins werden MDS zunehmend auch im
Rahmen von hausarztlichen Routinekontrollen diagnostiziert, wenn sich im Blutbild

Auffalligkeiten ergeben.
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1.1.3 Pathophysiologie

Fir die Pathogenese von MDS spielt eine Vielzahl von genetischen Veranderungen
eine Rolle. Dazu gehéren vor allem chromosomale und molekulargenetische
Veranderungen. Auf zytogenetischer Ebene sind die haufigsten Aberrationen die
Deletion des Chromosoms 5q, die Deletion des Chromosoms 7/7q, die Trisomie 8,
die Deletion des Chromosoms 20q und die Deletion des Y-Chromosoms (Bernasconi
et al., 2005; Nimer, 2008; Bejar et al., 2011a; Raza et al., 2012; Bernasconi et al.,
2013). Zu den haufigsten molekulargenetischen Veranderungen zahlen Mutationen
in den Genen TET2, RUNX1, TP53, ASXL1, NRAS/KRAS und EZH2. Seltener sind
hingegen Aberrationen der Gene CBL/CBLB, JAK2, MPL, ATRX, NPM1, IDH1, IDH2,
CEBPA, WT1, PTPN11, FLT3, CSF1R und CKIT (Bejar et al., 2011a; Ades et al.,
2014; Shallis et al., 2018). Die Mutationen in den Genen TP53, EZH2, ETV6, RUNX1
und ASXL1 sind zudem mit einer schlechteren Prognose assoziiert (Bejar et al.,
2011b). Aullerdem konnte gezeigt werden, dass bei MDS-Patienten haufig
Mutationen im Spliceosom vorliegen. Dazu zahlen U2AF1, ZRSF2, SRSF2 und
SF3B1 (Yoshida et al., 2011). 20% der Patienten tragen eine SF3B1-Mutation. Diese
ist assoziiert mit dem Vorhandensein von Ringsideroblasten, weniger Zytopenien und
einer besseren Prognose (Papaemmanuil et al., 2011). Auch immunologische
Vorgange (Fuijii et al., 2003; Kordasti et al., 2007; Kordasti et al., 2009; Costantini et
al., 2013) und Veranderungen der Epigenetik (Khan et al., 2013) werden als

pathogenetische Faktoren diskutiert.

1.1.4 Diagnostik und Stadieneinteilung

Erste Hinweise fur MDS ergeben sich haufig im Rahmen von
Routineuntersuchungen. Hier fallen im Blutbild periphere Zytopenien auf. Neben der
Untersuchung von peripherem Blut mit Differenzialblutbild gehoért eine Untersuchung
des Knochenmarks zu den wichtigsten diagnostischen Methoden. Im Mittelpunkt
steht hier die Zytomorphologie zur Identifikation von Dysplasiezeichen, die
mindestens 10% aller kernhaltigen Zellen in einer oder mehreren Zellreihen
aufweisen mussen (Germing et al., 2012), sowie zur Bestimmung des Anteils der

Ringsideroblasten und Blasten. Der Blastenanteil sollte auch im peripheren Blut
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ermittelt werden. Diese Parameter gehen in die WHO-Klassifikation
myelodysplastischer Syndrome von 2016 (Tabelle 1) ein. Ein Blastenanteil = 20%
im Knochenmark oder peripheren Blut definiert nach WHO eine AML (Arber et al.,
2016). Im Hinblick auf prognostische Faktoren ist bei MDS zwischen frihen (SLD,
RS-SLD, MLD und RS-MLD) und spaten Krankheitsstadien (EB1 und EB2) zu
unterscheiden.

Erworbene zytogenetische Veranderungen sind wichtige prognostische Faktoren fur
Patienten mit MDS (Knapp et al., 1985; Toyama et al., 1993; Greenberg et al., 1997;
Sole et al., 2005; Greenberg et al., 2012; Schanz et al., 2012). Au3erdem kann mit
dem Nachweis MDS-typischer zytogenetischer Veranderungen die Diagnose erhartet
werden, wenn nach zytomorphologischer Untersuchung noch Differenzialdiagnosen
offen bleiben (Bacher et al., 2009). Deshalb gehért eine Chromosomenanalyse zu
den essenziellen diagnostischen Mallnahmen. Bei etwa 40 - 60% aller de novo
MDS-Patienten lassen sich chromosomale Veranderungen nachweisen (Greenberg
et al., 1997; Bernasconi et al., 2005; Sole et al., 2005; Pozdnyakova et al., 2008;
Schanz et al., 2012; Bernasconi et al., 2013).

Zur Risikostratifizierung wurden mehrere Klassifikationssysteme entwickelt.
Bedeutend sind das International Prognostic Scoring System (IPSS) (Greenberg et
al., 1997), das uberarbeitete International Prognostic Scoring System (IPSS-R)
(Greenberg et al., 2012) und das World Health Organization (WHQO) Classification-
Based Prognostic Scoring System (WPSS) (Vardiman et al., 2009). In das IPSS
gehen der Blastenanteil im Knochenmark, die Anzahl der Zytopenien und der
Karyotyp ein (Tabelle 2). Das IPSS wurde im Jahr 2012 Uberarbeitet und um die
Kriterien ,Ausmal® der Anamie“ und ,Anzahl von Thrombozyten und neutrophilen
Granulozyten“ zum IPSS-R erweitert (Tabelle 3). Die zytogenetischen Risikogruppen
fur den IPSS-R (Schanz et al., 2012) sind in Tabelle 4 dargestellt.

Zusatzliche Risikofaktoren wie der Transfusionsbedarf und das Vorhandensein von
Dysplasien wurden gefunden und in den WPSS integriert, der in funf Risikogruppen
unterteilt wird und das Uberleben sowie die Wahrscheinlichkeit einer Progression in
eine AML vorhersagen kann (Malcovati et al., 2007). Eine Ubersicht tiber den WPSS
bietet Tabelle 5.
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Tabelle 1: WHO-KIlassifikation myelodysplastischer Syndrome von 2016 (Arber

et al., 2016)

Der MDS-Subtyp wird in der WHO-Klassifikation durch die Anzahl der peripheren
Zytopenien, den Blastenanteil im peripheren Blut, den Knochenmarksbefund und die

Zytogenetik definiert.
Anzahl Blasten-
i peripherer anteil im Knochenmarksbefund und
MDS-Subtyp Zyto- peripheren Zytogenetik
penien* Blut (in %)
. : Blasten < 5%, keine
MDS mit Dysplasie . '
in einer Zellreihe 1-2 <1 Auerstabchen, < 15%
(MDS SLD) Ringsideroblasten,
Dysplasiezeichen in einer Zellreihe
. . Blasten < 5%, keine
MPS mit Bysplasie Auerstabchen, < 15%
Zellreihen (MDS 1-3 <1 Ringsideroblasten,
MLD) Dysplasiezeichen in zwei oder drei
Zellreihen
. : Blasten < 5%, keine
Nilr?gir:rg: ggﬁgﬁ,ﬂe Auerstabchen, Dysplasiezeichen
und 1. <1 in einer Zellreihe, > 15%
Rinasideroblasten Ringsideroblasten oder > 5%
(MgDS RS-SLD) Ringsideroblasten und SF3B1-
Mutation
. . Blasten < 5%, keine
MD?} r;';ﬁﬁg:]as'e Auerstabchen, Dysplasiezeichen
Zellreihen und 1.3 <1 in zwei oder drei Zellreihen, > 15%
Ringsideroblasten Ringsideroblasten oder > 5%
Ringsideroblasten und SF3B1-
(MDS RS-MLD) Mutation
Blasten < 5%, keine
Auerstabchen, del(5q) allein oder
MDS mit del(5q) 1-2 <1 mit einer weiteren zytogenetischen
Anomalie (nicht das Chromosom 7
betreffend)
Blastenexzess 1 13 <5 Blasten 5 - < 10%, keine
(MDS EB1) Auerstabchen
Blasl\tﬂel:r)mgxr;gss 5 1.3 <20 Blasten 10 - < 20%, Auerstabchen
(MDS EB2) maoglich
MDS unklassifiziert 1-3 <1 Blasten < 5%, keine Auerstabchen

* Periphere Zytopenien sind definiert als Hamoglobin < 10 g/dl, Thrombozyten < 100 x
10%/1, neutrophile Granulozyten < 1,8 x 101
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Tabelle 2: International Prognostic Scoring System (IPSS) fir
myelodysplastische Syndrome (Greenberg et al., 1997)

Aus der Summe der Punktewerte der prognostischen Parameter Blasten im
Knochenmark, Anzahl der Zytopenien und Karyotyp ergibt sich die Risikogruppe des
IPSS.

Prognostischer Parameter Punktewert
0 0,5 1 1,5 2
Blasten im Knochenmark (in %) 0-4 5-10 - 1210' 2219'
Anzahl der Zytopenien' 0-1 2-3 - - -
Karyotyp? glinstig intermediar ungunstig - -

'Periphere Zytopenien sind definiert als Hamoglobin < 10 g/dl, Thrombozyten <
100/nl, neutrophile Granulozyten < 1,8/nl

%glinstig: normaler Karyotyp, -5q, -20q, -Y; ungiinstig: komplexer Karyotyp mit 3 =
Aberrationen, Anomalien von Chromosom 7; intermediar: alle weiteren Aberrationen

Gesamtpunktzahl Risikogruppe
0 niedriges Risiko
0,56-1 mittleres Risiko 1
1,56-2 mittleres Risiko 2
=225 hohes Risiko
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Tabelle 3: Revised International Prognostic Scoring System (IPSS-R) fiir
myelodysplastische Syndrome (Greenberg et al., 2012)

Aus der Summe der Punktewerte der prognostischen Parameter Karyotyp, Blasten
im Knochenmark, Hamoglobin (in g/dl), Thrombozyten (pro nl) und neutrophile
Granulozyten (pro nl) ergibt sich die Risikogruppe des IPSS-R (int. = intermediar).
Das Uberleben kann anhand der Risikogruppe abgeschatzt werden.

Prognostischer Punktewert
Parameter 0 0,5 1 1,5 2 3 4
1 sehr L . . sehr
Karyotyp giinstig - gunstig - int. ungunstig ungiinstig
Blasten im
. <2 - 2-<5 - 5-10 >10 -
Knochenmark (in %)
Hamoglobln i ) ST _ ) )
(in g/dl)
Thrombozyten (pronl) | >100 | 50-100 <50 - - - -
Neutrophile - 0.8 <08 ) i ) i )
Granulozyten (pro nl)
1Zytogenetische Risikogruppe siehe Tabelle 4
Gesamtpunktzahl Risikogruppe Medianes Uberleben (in Jahren)
0-1.5 sehr niedrig 8,8
>15-3 niedrig 5,3
>3-45 intermediar 3,0
>45-6 hoch 1,6
>6 sehr hoch 0,8
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Tabelle 4: Zytogenetische Risikogruppen des IPSS-R (Schanz et al., 2012)
Anhand des Karyotyps kann das zytogenetische Risiko eingeschatzt werden. Die
Risikogruppe geht als prognostischer Parameter in die Berechnung des IPSS-R ein.

Zytogenetische Risikogruppe

sehr gunstig gunstig intermediar ungunstig sghr .
ungunstig
einzeln: einzeln: einzeln: einzeln: -
del(11q) normal del(7q) inv(3)/t(3q)/del(3q)
-Y del(5q) +8 -7
del(12p) i(179)
+19
andere
unabhangige
Klone
del(5q) mit ohne -7/del(7q) mit
weiterer del(5q)/del(7q) weiterer
Aberration Aberration
- - - komplex: komplex:
3 Aberrationen >3
Aberrationen

10
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Tabelle 5: WHO Classification-based Prognostic Scoring System (Malcovati et
al., 2007)

Aus der Summe der Punktewerte der prognostischen Parameter WHO-Kategorie,
Karyotyp und Transfusionsbedarf ergibt sich die Risikogruppe des WPSS.

i Punktewert
Prognostischer Parameter
0 1 2 3
. RS-)SLD,
WHO-Kategorie ( del25q) (RS-)MLD EB1 EB2
Karyotyp' glinstig intermediar unglinstig -
Transfusionsbedarf nein regelmaRig?

' Glinstig: normaler Karyotyp, -5q, -20q, -Y; ungiinstig: komplexer Karyotyp mit 3 2
Aberrationen, Anomalien von Chromosom 7; intermediar: alle weiteren Aberrationen
2 Mindestens eine Transfusion alle acht Wochen Uber einen Verlauf von vier Monaten

Gesamtpunktzahl Risikogruppe
0 sehr niedriges Risiko
1 niedriges Risiko
2 mittleres Risiko
3-4 hohes Risiko
5-6 sehr hohes Risiko

1.1.5 Prognose und Therapie

MDS sind eine Gruppe von Erkrankungen mit sehr variabler Prognose. In
Frahstadien ist sie in der Regel gut, wodurch eine annahernd der Normalbevoélkerung
entsprechenden Lebenserwartung vorliegen kann, wohingegen bei
Hochrisikoverlaufen mit Transformation in eine AML die Uberlebenszeit deutlich
verkiirzt ist (Greenberg et al., 2012). Zur Abschatzung der Uberlebenszeit und des
Risikos einer Entwicklung einer AML koénnen IPSS, IPSS-R und WPSS
herangezogen werden. Die mediane Uberlebenszeit variiert zwischen 103 Monaten
bei sehr niedrigem WPSS und 12 Monaten bei hohem WPSS (Malcovati et al.,
2007). Sekundare MDS - insbesondere nach Chemotherapie - haben aufgrund der
komplexeren Zytogenetik und des damit einhergehenden, schlechteren
Therapieansprechens in der Regel eine unglnstigere Prognose (Ades et al., 2014).
Risikoadaptierte und individuelle Therapiestrategien sind aufgrund der variablen
klinischen Verlaufen obligat (Malcovati et al., 2013). Bei vielen Patienten mit

Niedrigrisiko-MDS (IPSS niedriges und mittleres Risiko 1) ohne ausgepragten

11
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Zytopenien kann eine ,Watch and Wait“-Strategie angewandt werden. Liegt ein sehr
niedriger WPSS vor, besteht im Vergleich zur Normalbevdlkerung keine signifikant
héhere Mortalitat (Malcovati et al., 2007). Da insbesondere bei alteren Patienten eine
Anamie mit einer erhdhten Hospitalisationsrate und Mortalitat einhergeht (Culleton et
al., 2006), stellt die symptomatische Anamie eine Therapieindikation dar. Es sollten
Transfusionen von Erythrozytenkonzentraten gegebenenfalls in Kombination mit
Eisenchelatoren (Deferoxamin, Deferasirox) als supportive Mal3hahmen durchgefuhrt
werden. Im Falle von klinischen Blutungszeichen ist die Gabe von
Thrombozytenkonzentraten indiziert. Relevante Blutungen sind jedoch sind erst ab
einem Thrombozytenwert < 10/nl im Blut zu erwarten. Bei schweren Blutungen kann
zusatzlich eine Therapie mit Tranexamsaure erwogen werden. Bei infektidsen
Komplikationen werden bedarfsweise Antiinfektiva gegeben. Zusatzlich besteht die
Moglichkeit einer Therapie mit hamatopoetischen Wachstumsfaktoren. Von
Erythropoetin profitieren insbesondere Niedrigrisiko-Patienten mit
Erythropoetinspiegel < 100 - 500 IE/ml und niedrigem Transfusionsbedarf (hdchstens
zwei Erythrozytenkonzentrate innerhalb von acht Wochen). Die Kombination mit
Granulozyten-Kolonien  stimulierendem  Faktor steigert die Wirkung der
erythropoetischen Wachstumsfaktoren (Hellstrom-Lindberg et al., 1997). Eine
Senkung von Blutungskomplikationen durch die Erhdhung der Thrombozytenzahl
kann bei Niedrigrisiko-MDS durch thrombopoetische Wachstumsfaktoren erzielt
werden (Fenaux et al.,, 2017). Zu den entsprechenden Praparaten gehoéren
Romiplostim und Eltrombopag.

In Europa liegt fur MDS mit Niedrig- oder Intermediar-1-Risiko, die neben einer
isolierten Deletion des Chromosoms 5 eine transfusionspflichtige Anamie aufweisen,
eine Zulassung fur das Medikament Lenalidomid vor, wenn andere
Therapiemoglichkeiten nicht moglich oder ausgeschopft sind. Bei ca. zwei Drittel der
Patienten kann mit der Substanz eine Aufhebung der Transfusionsabhangigkeit und
in 50 - 70% der Falle eine komplette zytogenetische Remission erreicht werden (List
et al., 2006; Fenaux et al., 2011; Ades et al., 2014).

Die einzige kurative Therapie fur Patienten mit Hochrisiko-MDS, mit der langfristig

Remissionen erzielt werden konnen, ist die allogene Stammzelltransplantation
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(Chang et al., 2007; Warlick et al., 2009). Fir diese Patienten konnte eine
Verlangerung des Gesamtuberlebens von 4,9 auf 6,1 Monate erzielt werden (Cutler
et al., 2004). Eine allogene Stammzelltransplantation ist jedoch aufgrund des meist
fortgeschrittenen Alters und den damit einhergehenden Komorbiditaten der Patienten
nur limitiert durchfUhrbar. Es sollte eine individuelle Entscheidung je nach Alter,
Komorbiditaten, Lebenserwartung und Risikogruppe erfolgen. Die Therapie ist
grundsatzlich bei Patienten bis zu einem Alter von 65 - 70 Jahren in Erwagung zu
ziehen, wenn keine relevanten Begleiterkrankungen vorliegen (Malcovati et al.,
2013). Jedoch sind lediglich 25% der MDS-Patienten jlinger als 60 Jahre (Greenberg
et al., 1997) und kommen grundsatzlich fur diese Therapieform in Frage. Das 4-
Jahres-Uberleben nach allogener Stammzelltransplantation betragt 31% (Lim et al.,
2010).

Far  Patienten mit Hochrisiko-MDS, die nicht fir eine allogene
Stammzelltransplantation in Frage kommen, ist die Standardtherapie die
hypomethylierende Substanz Azacitidin. Dabei handelt es sich um ein Pyrimidin-
Analogon, das anstelle von Zytosin in DNA eingebaut wird und durch kovalente
Bindung an DNA-Methyltransferasen eine Methylierung verhindert (Leone et al.,
2002; Grovdal et al., 2014; Pleyer et al., 2015). Zusatzlich hat es in hdheren
Dosierungen zytotoxische Wirkung (Christman, 2002). Durch Azacitidin konnte die
Prognose der Hochrisiko-Patienten in den letzten Jahren deutlich verbessert werden.
In zwei groRen randomisierten Studien wurde eine deutliche Uberlegenheit von
Azacitidin im Vergleich zu konventionellen Therapieformen gezeigt (Silverman et al.,
2002; Fenaux et al., 2009). Das mediane Uberleben konnte von 15,0 Monaten unter
konventioneller Therapie auf 24,5 Monate unter Azacitidin verlangert werden(Fenaux
et al., 2009). AulRerdem verlangert der Wirkstoff die Zeit bis zur Transformation in
eine AML (nach sechs Monaten 3% unter Azacitidin vs. 24% unter supportiver
Therapie) (Silverman et al., 2002). Die Dauer des Therapieansprechens liegt jedoch
bei nur wenigen Monaten (Fenaux et al., 2009; Fenaux et al., 2010; Kadia et al.,
2011) und die 2-Jahresuberlebensrate wird mit 15% angegeben (Prébet et al., 2011).
Bei Versagen von Azacitidin kann der ebenfalls hypomethylierende Wirkstoff

Decitabin gegeben werden (Kadia et al., 2011). Azacitidin wird dariberhinaus auch
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als Therapie zur Uberbriickung der Zeit bis zur allogenen Stammzelltransplantation
eingesetzt (Murakami et al., 2017; Voso et al., 2017).

Zudem ist der BCL-2-selektive Inhibitor ABT-199 in Erprobung, der Effektivitat bei
Hochrisiko-MDS-Patienten bewiesen hat (Jilg et al.,, 2015). Weiterhin sind
Kombinationstherapien aus Azacitidin und Lenalidomid bzw. Azacitidin und ABT-199
wirksam (DiNardo et al., 2015; DiNardo et al., 2018).

In der Gesamtschau zeigt sich deshalb, dass trotz verbesserter Therapiestrategien in
der Vergangenheit die Prognose flur Patienten mit Hochrisiko-MDS ungunstig bleibt,

weshalb dringend neue Therapien bendtigt werden.
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1.2 Deregulierter Zellzyklus als Schliisselmerkmal und therapeutischer

Ansatzpunkt von malignen Erkrankungen

Bdsartige Neubildungen sind nach den Erkrankungen des Kreislaufsystems die
zweithaufigste Todesursache in Deutschland [(Statistisches Bundesamt (Destatis),
2017)]. Zudem wird erwartet, dass die Haufigkeit von Tumoren sowohl aufgrund der
wachsenden und alter werdenden Gesellschaft als auch aufgrund der zunehmenden
Pravalenz von bekannten Risikofaktoren wie inhalativer Nikotinkonsum, Ubergewicht
und korperliche Inaktivitat weltweit weiter zunehmen wird (Ferlay et al., 2007; Torre
et al., 2015). Diese Entwicklung stellt die Wissenschaft vor neue Herausforderungen.
Obwohl durch zytostatische Therapien die Krebssterblichkeit seit 1990 kontinuierlich
sinkt (DeVita et al., 2008), besteht der Anspruch, den Einsatz von konventionellen,
unspezifischen Chemotherapien mit ausgepragten Nebenwirkungen wie Ubelkeit,
Erbrechen, Haarausfall, Durchfall und Stomatitis (Basch et al., 2014) durch
zielgerichtete Therapien zu ersetzen. Zu den etablierten Therapien der
konventionellen Chemotherapien, die mit antimitotischer Wirkung in die
Zellzyklusregulation eingreifen, gehdren unter anderem Taxane oder Vincaalkaloide
(Jordan et al., 2004). Jedoch wirken diese Wirkstoffe auch auf sich nicht-teilende
Zellen, was zum Beispiel zu ausgepragter Neurotoxizitat fUhren kann.

Neue Erkenntnisse in der Entstehung von Tumoren (Karzinogenese) und deren
molekularbiologischen Eigenschaften schaffen die Voraussetzungen fiur neue
Therapieformen mit dem Ziel einer personalisierten Medizin, um bdsartige
Neubildungen gezielter und nebenwirkungsarmer zu bekampfen. Einen Durchbruch
in der modernen Tumormedizin brachte der BCR-ABL Tyrosin-Kinase-Hemmer
Imatinib, der bei Patienten mit chronischer myeloischer Leukamie dauerhaft tiefe
molekulare Remissionen erzielt (O'Brien et al., 2003).

Die Dysregulation des Zellzyklus stellt einen entscheidenden Mechanismus in der
Entstehung von Tumoren dar (Malumbres et al., 2009; Yang et al., 2015) und wird
als eines der Schlisselmerkmale von Malignomen (,Hallmarks of Cancer®)
bezeichnet (Hanahan et al., 2000; Hanahan et al., 2011). In den Vorlauferzellen von
Tumoren entstehen Aberrationen in den Signaltransduktionswegen der Zellteilung,

die zur unkontrollierten Proliferation der Zellen fuhren (Malumbres et al., 2001;
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Massague, 2004). Zusammen mit genetischer Instabilitat, weiteren Mutationen und
chromosomalen Aberrationen flhrt die unkontrollierte Proliferation zur Progression
des Tumors (Kastan et al., 2004; Kops et al., 2005; Malumbres et al., 2009). Auch
MDS weisen neben genetischer Instabilitat, zytogenetischen und chromosomalen
Veranderung ein Knochenmark mit gesteigerter Proliferationsrate auf (Parker et al.,
2000; Alexandrakis et al., 2004; Matarraz et al., 2012).

1.2.1 Die Familie der polo-like Kinasen

Die Gruppe der polo-like Kinasen (PLK) gehort zu den Serin/Threonin-Kinasen und
ubernimmt zentrale Rollen im Zellzyklus. Zur Familie der PLK im Menschen zahlen
PLK1, PLK2, PLK3, PLK4 und PLKS5. Innerhalb der PLK-Proteine ist die Bedeutung
von PLK1 bisher am besten charakterisiert. Es Ubernimmt wichtige Funktionen
wahrend der Zellteilung (Archambault et al., 2015). So wurde gezeigt, dass ohne
intaktes PLK1 keine adaquate Zentrosomenreifung stattfinden kann (Lane et al.,
1996). Zudem ist funktionelles PLK1 flr die Fragmentierung des Golgi-Apparates
(Sutterlin et al., 2001), flr die Spindelfaserbildung (Golsteyn et al., 1995; Sumara et
al., 2004) und fur die Einleitung der Zytokinese notwendig (Brennan et al., 2007;
Neef et al., 2007; Petronczki et al., 2007). Aulerdem erfolgt durch PLK1 die
Aktivierung des Anaphase Promoting Complex (APC), was den Ubergang von der
Meta- in die Anaphase induziert (Hansen et al., 2004). PLK2 und PLK3 hingegen
sind an Reparaturvorgdngen von DNA-Schaden beteiligt und Uben Einfluss auf
Checkpoints des Zellzyklus aus (Conn et al., 2000; Xie et al., 2001b; Bahassi el et
al., 2002; Burns et al., 2003; Matthew et al., 2007; Archambault et al., 2015). Damit
ubernehmen PLK2 und PLK3 im Gegensatz zu PLK1 tumorsuppressive Funktionen
(Dai et al., 2003; Eckerdt et al., 2005; Helmke et al., 2016). Zudem kann p53 von
PLK3 als Reaktion auf oxidativen oder Adriamycin-induziertem Zellstress aktiviert
werden (Xie et al., 2001a; Xie et al.,, 2001b). PLK4 ist entscheidend an der
Verdopplung der Zentriolen beteiligt (Bettencourt-Dias et al., 2005; Habedanck et al.,
2005; Sillibourne et al., 2010; Arquint et al., 2016) und Uber die Expression von PLK5
konnen antiproliferative Signale an die Zelle gegeben werden (Andrysik et al., 2010;

De Carcer et al., 2011b). PLK5 ist in Gehirntumoren hypermethyliert und damit
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inaktiviert und seine Reaktivierung fuhrt zur Apoptose der Tumorzellen (De Carcer et
al., 2011a).

1.2.2 Veranderungen der PLK in malignen Zellen

Eine erhohte PLK171-Expression wird sowohl in Zellen mit gesteigerter
Proliferationsrate (Schmucker et al., 2014), etwa Zellen des intestinalen Epithels, als
auch in einer Vielzahl von Tumorentitaten beobachtet. Dazu zahlen kolorektale
(Takahashi et al., 2003; Weichert et al., 2005a) und hepatozellulare Karzinome (He
et al., 2009), Pankreas- (Weichert et al., 2005¢c) Mamma- (Weichert et al., 2005b)
und Lungenkarzinome (Wolf et al., 1997) sowie akute myeloische Leukamien
(Renner et al., 2009). Die Uberexpression von PLK1 korreliert dabei mit einer
schlechteren Prognose. Fur solide Tumore konnte festgestellt werden, dass ein
erhdohtes PLK7-Level mit einem gesteigertem Metastasierungsrisiko verbunden ist
(Ahr et al., 2002; Kneisel et al., 2002). AuRerdem kann eine Uberexpression von
PLK1 eine Resistenz von Tumoren gegenuber Chemotherapeutika vermitteln
(Jimeno et al., 2010). Zudem ist das Tumoruberleben von einer hochregulierten
PLK1-Aktivitat abhangig (Liu et al., 2006; Luo et al., 2009; Renner et al., 2009).
Interessanterweise fuhrt auch eine verminderte PLK1-Expression zur Entstehung von
Tumoren. Durch Missense-Mutationen im PLK7-Gen (Simizu et al., 2000) entstehen
fehlgefaltete Proteine, die zur Instabilitdat und Runterregulierung von PLK1 flUhren
(Buchner, 1999). Zentrale Mechanismen im Zellzyklus sind damit fehlreguliert, was
die Entstehung von Tumoren wiederum begunstigt (Lu et al., 2008). Dass sowohl
Hoch- als auch Runterregulierung von PLK1 zur Karzinogenese fuhrt, deutet darauf
hin, dass PLK1 eine komplexe Rolle in der Zellteilung einnimmt (Lu et al., 2009) und

eine strikte Regulation fur eine fehlerfreie Zellteilung notwendig ist.

1.2.3 Inhibition von PLK1

Aufgrund der wesentlichen Aufgaben im Zellzyklus und der Uberexpression in
verschiedenen Tumorentitdten (siehe 1.2.1 und 1.2.2) stellt PLK1 eine
vielversprechende Zielstruktur in der Tumortherapie dar. Es konnte bereits gezeigt

werden, dass die Inhibition von PLK1 zum Proliferationstopp und zur Apoptose von
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Tumorzellen fuhren kann (Spankuch-Schmitt et al., 2002; Guan et al., 2005;
Gumireddy et al., 2005; Steegmaier et al., 2007; Bu et al., 2008; Rudolph et al.,
2009; Ackermann et al., 2011; De Oliveira et al., 2012; Hu et al., 2012; Lee et al.,
2012). Einer der ersten PLK1-Inhibitoren auf dem Markt war Bl 2536, der sich in
praklinischen Studien als effektiv erwiesen hat (Steegmaier et al., 2007; Renner et
al., 2009). Diese Wirkung konnte jedoch in klinischen Studien mit unterschiedlichen
Tumorentitaten nicht ausreichend bestatigt werden. In einer Studie mit Patienten mit
Rezidiv eines kleinzelligen Lungenkarzinoms (SCLC) waren alle unter Bl 2536
progredient (Awad et al., 2017) und auch in einer multizentrischen Studie mit
verschiedenen soliden Tumoren (Tumore des Kopf-/Halsbereichs,
Mammakarzinome, Ovarialkarzinome, Weichgewebssarkome und maligne
Melanome) konnte kein Ansprechen detektiert werden (Schoffski et al., 2010). Die
Ansprechrate in einer Phase |I-Studie mit Patienten mit nicht-resektablen, exokrinen
Adenokarzinomen des Pankreas war mit 2,3% (alle partielles Ansprechen) sehr
gering (Mross et al., 2012) und auch in einer Studie fur AML-Patienten betrug die
Ansprechrate nur 9% (5 von 54 Patienten und davon zwei mit komplettem und drei
mit partiellem Ansprechen) (Muller-Tidow et al., 2013). Auch fur Patienten mit nicht-
kleinzelligem Lungenkarzinom (NSCLC) mit Therapieversagen oder Rezidiv nach
Chemotherapie konnte keine Verlangerung des Gesamtuberlebens beobachtet
werden (Sebastian et al., 2010). Diese Ergebnisse fuhrten dazu, dass das
Augenmerk auf andere PLK1-Inhibitoren gerichtet wurde.

Volasertib ist der PLK-Inhibitor, flr den die klinische Erprobung aktuell am weitesten
fortgeschritten ist. Volasertib (Bl 6727) ist ein selektiver, ATP-kompetitiver PLK-
Inhibitor, der PLK1, PLK2 und PLK3 mit ICso-Werten von 0,87 nM, 5 nM und 56 nM
hemmt (Rudolph et al., 2009). Der Wirkstoff hemmt die in vitro-Zellproliferation von
Tumorzelllinien, was in Mausmodellen mit soliden Tumoren und akuter myeloischer
Leukamie (AML) bestatigt wurde (lkezoe et al., 2009; Rudolph et al., 2015; Van den
Bossche et al., 2016). Diese Ergebnisse zogen klinischen Studien nach sich (siehe
1.2.4). Weitere verfugbare PLK-Inhibitoren sind NMS-P937 (Valsasina et al., 2012),
GSK461364A (Gilmartin et al., 2009) und ON01910 (Gumireddy et al., 2005).
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1.2.4 Klinische Erprobung von Volasertib

Die vielversprechenden Ergebnisse aus praklinischen Untersuchungen mit Volasertib
(siehe 1.2.3) fuhrten zur Initierung von Kklinischen Studien. So zeigten zwei
unabhangige Phase |-Studien mit Volasertib in fortgeschrittenen soliden Tumoren ein
gutes pharmakokinetisches Profil mit kontrollierbaren Nebenwirkungen und
Hinweisen fur eine vielversprechende antitumorale Effektivitat (Schoffski et al., 2012;
Lin et al., 2014). Zum selben Ergebnis kam eine Studie mit Ovarialkarzinomen in
Phase Il (Pujade-Lauraine et al., 2016). In einer Phase II-Studie mit lokal
fortgeschrittenen oder metastasierten Urothelkarzinomen konnte im Gegensatz dazu
keine Uberzeugende Effektivitat von Volasertib nachgewiesen werden (14% der
Patienten mit partiellem Ansprechen, 29% mit stabiler Erkrankung und 60% mit
Progress innerhalb von sechs Wochen) (Stadler et al., 2014). Auch fir NSCLC
konnte im Vergleich zur alleinigen Therapie mit Permetrexed keine
Effektivitatssteigerung durch die Kombinationstherapie mit Volasertib demonstriert
werden (Ellis et al., 2015).

Im Bereich der hamatologischen Neoplasien ist Volasertib insbesondere fur
Patienten mit AML in klinischer Erprobung. Fir therapienaive Patienten = 65 Jahren
mit AML, die nicht fir eine Hochdosis-Induktionschemotherapie in Frage kommen,
wurde eine randomisierte, Doppelblindstudie mit Volasertib in Phase Ill durchgefuhrt
(POLO-AML-2 Studie) (Boehringer Ingelheim, 2016). In der Experimentalgruppe
wurde Volasertib mit niedrigdosiertem Cytarabin (LDAC) und in der Kontrollgruppe
Placebo mit LDAC eingesetzt. Im Experimentalarm zeigte sich eine hohere Rate an
Therapieansprechen mit guter antileukdmischer Wirkung (Volasertib + LDAC 25,2%
vs. Placebo + LDAC 16,8%). Der primare Endpunkt der Studie wurde aber nicht
erreicht, da in der Experimentalgruppe mit Volasertib + LDAC im Vergleich zu
Placebo + LDAC mehr schwerwiegende unerwlnschte Ereignisse auftraten. So
betrug die Haufigkeit von letalen Infektionskomplikationen im Experimentalarm mit
Volasertib plus LDAC 16,6% und im Kontrollarm mit Placebo + LDAC 5,1%
(Boehringer Ingelheim, 2016). Angesichts des guten klinischen Effekts sind zur
maximalen Ausschopfung der Wirkung weitere Untersuchungen fir eine bessere

Vertraglichkeit mit weniger Nebenwirkungen erforderlich.
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2 PROBLEMSTELLUNG

MDS gehdren zu den haufigsten malignen hamatologischen Erkrankungen des
alteren Menschen (Germing et al., 2013). Wahrend fur Patienten mit Niedrigrisiko-
MDS supportive Therapien in der Regel ausreichend sind und sich das Uberleben
insbesondere bei sehr niedrigem WPSS nicht von dem der Normalbevdlkerung
unterscheidet (Malcovati et al., 2007), ist die Prognose fur Patienten mit Hochrisiko-
MDS ungunstig. Die 2-JahreslUberlebensrate betragt lediglich 15% (Prébet et al.,
2011). Fur die einzige kurative Therapie der allogenen Stammzelltransplantation
kommt aufgrund von Alter und Komorbiditaten nur ein Bruchteil der Patienten in
Frage. Eine epigenetische Therapie mit Azacitidin konnte die Prognose im Vergleich
zu konventionellen Therapien bereits deutlich verbessern und das mediane
Uberleben von 15 auf 24,5 Monate steigern (Fenaux et al., 2009). Jedoch zeigen
nicht alle Patienten ein Therapieansprechen [40% der Patienten zeigen weder eine
komplette (CR) oder partielle Remission (PR) noch hamatologische Verbesserung
(HD]. Zudem ist problematisch, dass Patienten das Therapieansprechen im Verlauf
verlieren (mediane Dauer des Therapieansprechens 15 Monate) oder progredient
unter Therapie sind (Silverman et al., 2002; Silverman et al., 2006). Deshalb ist der
Bedarf an neuen Therapien gro3. Es konnte bereits in einer Reihe solider und
hamatologischer Neoplasien gezeigt werden, dass die Inhibition von PLK1 zum
Proliferationstopp und zur Apoptose von Tumorzellen fuhren kann (Spankuch-
Schmitt et al., 2002; Guan et al., 2005; Gumireddy et al., 2005; Steegmaier et al.,
2007; Bu et al., 2008; Rudolph et al., 2009; Ackermann et al., 2011; De Oliveira et
al., 2012; Hu et al.,, 2012; Lee et al., 2012). Eine hohe Proliferationsrate ist ein
attraktives Target flr eine Therapie mit PLK1-Inhibitoren. Dies wirft die Frage auf, ob
eine Inhibition von PLK1 auch als Therapieoption bei MDS und sAML in Betracht
kommt. In der POLO-AML-2-Studie ergaben sich fur Patienten mit akuter
myeloischer Leukadmie bei guter klinischer Effektivitat ausgepragte und zum Teil
letale Nebenwirkungen durch massive Myelosuppression, was zum Abbruch der
Studie fuhrte (Boehringer Ingelheim, 2016). Deshalb ist auch zu untersuchen,
welchen Effekt die Inhibition von PLK1 auf die gesunde Hamatopoese hat und

welche Dosis sinnvoll ist.
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3 MATERIAL UND METHODEN
3.1 Material

3.1.1 Gerite

In der unten stehenden Tabelle sind die in der Arbeit verwendeten Gerate aufgeflthrt.

Tabelle 6: Verwendete Gerate

Bezeichnung

Hersteller (Firmensitz, Land)

Durchflusszytometer FACSCanto |l
Analysenwaage
CO,-Inkubator REVCO Ultima

Digitalwaage

Durchflusszytometer FACSCanto |l

Fluoreszenzmikroskop BIOREVO BZ-
9000

Inkubationsschiittler MaxQ 6000
Klhlzentrifuge 5810R
Lichtmikroskop Axiovert 40C
Neubauer Zahlkammer

Magnetisches Zelltrennungssystem
MACS, CD34 MicroBead Kit human

Sterile Werkbank
Varioklav Dampfsterilisator

Vortexschuttler
Wasserbad
Zentrifuge Multifuge 3s

BD (Franklin Lakes, USA)
Sartorius AG (Gottingen, Deutschland)

GS Laboratory Equipment (Ashville,
USA)

Kern & Sohn GmbH (TUubingen,
Deutschland)

BD (Franklin Lakes, USA)
Keyence (Neu-Isenburg, Deutschland)

Thermo Scientific (Waltham, USA)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Zeiss (Jena, Deutschland)

Reichert (New York, USA)

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

Holten (Gydewang, Danemark)

H&P Labortechnik (Oberschleil3heim,
Deutschland)

Scientific Industries (New York, USA)
Memmert (Schwabach, Deutschland)
Haereus (Hanau, Deutschland)
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3.1.2 Chemikalien und biogene Substanzen

In der unten stehenden Tabelle sind die in der Arbeit verwendeten Chemikalien und

biogene Substanzen aufgefuhrt.

Tabelle 7: Verwendete Chemikalien und biogene Substanzen

Bezeichnung Hersteller (Firmensitz, Land)
Aqua ad iniectabilia B. Braun Melsungen (Hallbergmoos,
Deutschland)
BSA Fraktion V BioLabs (Ibswich, USA)
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich (San Louis, USA)
HEPES Sigma-Aldrich (San Louis, USA)
Kaliumchlorid Sigma-Aldrich (San Louis, USA)
Natriumchlorid Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Paraformaldehyd 4% Sigma-Aldrich (San Louis, USA)
Phosphat-gepufferte Saline (PBS) Gibco (Grand Island, USA)
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3.1.3 Standardlésungen und Puffer

In der unten stehenden Tabelle sind die in der Arbeit verwendeten Standardlésungen

und Puffer aufgefuhrt.

Tabelle 8: Verwendete Standardiésungen und Puffer

Bezeichnung Hersteller (Firmensitz, Land)
Annexin-V-Binding Puffer (10x) 0,1 M HEPES/NaOH, pH 7,4
1,4 M NaCl 0,9%
25 mM CaC|2
Biocoll Separation Solution Biochrom AG (Berlin, Deutschland)
Calciumchlorid (CaCl,) Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
FACS-Puffer 1 x PBS
3% FCS
Fetal bovine serum (FCS) Perbio Science (Bonn, Deutschland)
MACS-Puffer 1 x PBS
0,5% BSA
2mM EDTA
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Permeabilitats-/\WWaschpuffer BD (Franklin Lakes, USA)
Red Blood Cell Lysis Buffer Intron Biotechnology (Sangdaewon-dong,
Sudkorea)
Trypanblau Invitrogen GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)
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3.1.4 Zellkulturmedien und Medienzusatze

In der unten stehenden Tabelle sind die in der Arbeit verwendeten Zellkulturmedien

und Medienzusatze aufgefuhrt.

Tabelle 9: Verwendete Zellkulturmedien und Medienzusatze

Bezeichnung Hersteller (Firmensitz, Land)

MethoCult H4435 enriched Stemcell Technologies (Vancouver,
Kanada)

Serumfreies Medium (SFM) IMDM GlutaMAX™ (Gibco, Grand
Island, USA)

20% BIT 9500 (Stemcell Technologies,
Vancouver, Kanada)

1000 ng/ml tragerfreier Stem-Cell Faktor
(Biolegend, San Diego, USA)

100 ng/ml FIt-3 Ligand (R&D Systems,
Minneapolis, USA)

5 ng/ml Interleukin-6 (R&D Systems,
Minneapolis, USA)

10 ng/ml Interleukin-3 (R&D Systems,
Minneapolis, USA)

10 ng/ml Thrombopoetin (R&D Systems,
Minneapolis, USA)

10 uM B-Mercaptoethanol (Gibco, Grand
Island, USA)

4 ug/ml LDL (Sigma-Aldrich, San Louis,
USA)

RPMI 1640 5 Vol-% FCS
1 Vol-% Glutamin
1 Vol-% Penicillin/Streptomycin
in RPMI 1640 (Fisher Scientific,
Waltham, USA)

Penicillin/Streptomycin-L6sung Gibco (Grand Island, USA)
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3.1.5 Antikorper, Inhibitoren und Kits

In der unten stehenden Tabelle sind die in der Arbeit verwendeten Antikorper,

Inhibitoren und Kits aufgefthrt.

Tabelle 10: Verwendete Antikdrper, Inhibitoren und Kits

Bezeichnung

Hersteller (Firmensitz, Land)

7-AAD
Annexin V, FITC

CD34 eFluor ® 450, Klon 4H111, Pacific
Blue

CD34 MicroBeads Kit

CD34, Klon 581, PC5
CD45, Klon 2D1, APC
Fc-Block CD16/CD32

Fixable Viability Dye eFluor ® 506,
AmCyan

GSK461364A
MCL-1, Klon 19C4, Alexa Fluor ® 647

Volasertib (Bl 6727)

eBioscience (San Diego, USA)
eBioscience (San Diego, USA)
eBioscience (San Diego, USA)

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

Beckman Coulter (Brea, USA)
eBioscience (San Diego, USA)
eBioscience (San Diego, USA)
eBioscience (San Diego, USA)

Sigma-Aldrich (San Louis, USA)

Walter and Eliza Hall Institute of Medical
Research (Melbourne, Australien)

Boehringer Ingelheim (Ingelheim am
Rhein, Deutschland)
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3.1.6 Verbrauchsmaterialien

Tabelle

Verbrauchsmaterialien aufgefuhrt.

In der unten stehenden

sind die in der

Arbeit verwendeten

Tabelle 11: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller (Firmensitz, Land)

Einmalspritzen (2 ml)
Einmalkanule (g 0,90 x 40 mm)
FACS-Ro6hrchen

Falcon (15 ml, 50 ml) Réhrchen

Falcon Zellsieb (70 uM, 100 uM)

Pipettenspitzen (5 ml, 10 ml, 25 ml, 50
ml)

Pipettenspitzen ungestopft (10 ul, 20 pl,
200 pl, 1000 ul)

Pipettenspitzen gestopft (10 ul, 20 pl,
200 pl, 1000 ul)

Zellkulturplatten (6-Loch, 12-Loch, 24-
Loch, 96-Loch)

Zellkulturschalen (33 mm, 10 cm)

Braun (Tuttlingen, Deutschland)
Braun (Tuttlingen, Deutschland)
Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Greiner Bio-One (Frickenhausen,
Deutschland)

Falcon (Tewksbury, USA)

Greiner Bio-One (Frickenhausen,
Deutschland)

Greiner Bio-One (Frickenhausen,
Deutschland)

Fisher Scientific (Waltham, USA)
Falcon (Tewksbury, USA)

TPP (Trasadingen, Deutschland)

3.1.7 Werkzeug

In der unten stehenden Tabelle sind

aufgefuhrt.

Tabelle 12: Verwendetes Werkzeug

die in der Arbeit verwendeten Werkzeuge

Bezeichnung

Hersteller (Firmensitz, Land)

Knochensplitterzange
Pinzette (chirurgisch)

Braun (Tuttlingen, Deutschland)
Braun (Tuttlingen, Deutschland)
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3.1.8 Software

In der unten stehenden Tabelle ist die in der Arbeit verwendete Software aufgefuhrt.

Tabelle 13: Verwendete Software

Bezeichnung Hersteller (Firmensitz, Land)

Adobe lllustrator CS4 Adobe Systems Inc. (San José, USA)
GraphPad Prism V.6.0g GraphPad Software Inc. (La Jolla, USA)
Microsoft Exel V.14.5.2 Microsoft Corporation (Redmond, USA
FlowJo V.10.0.8 Tree Star Inc. (Ashland, USA)
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3.2 Methoden

3.2.1 Gewinnung von Probenmaterial

Primare mononukleare Zellen wurden aus heparinisierten Knochenmarksaspiraten
von Patienten mit MDS oder sAML gewonnen. Die Probenentnahme erfolgte geman
klinischer Indikation zur initialen Diagnostik oder zur Evaluation des Therapieerfolgs
unabhangig vom Therapieregime der Patienten. Diese wurden freundlicherweise von
Prof. Dr. Katharina Goétze (Ill. Medizinische Klinik fir Hamatologie und internistische
Onkologie, Klinikum rechts der Isar der TU Munchen), Dr. med. Catharina Muller-
Thomas (lll. Medizinische Klinik fur Hamatologie und internistische Onkologie,
Klinikum rechts der Isar der TU Munchen), Dr. med. Burkhard Schmidt (Onkologie
Pasing, Munchen), apl. Prof. Dr. med. Christoph Clemm (Tumortherapiezentrum,
Klinikum rechts der Isar der TU Munchen), Prof. Dr. med. Dr. phil. Torsten Haferlach
(MUnchner Leukamielabor), Dr. med. Frauke Bellos (Munchner Leukamielabor) und
Dr. med. Gerhard Puchtler (Il. Medizinische Klinik fur Hdmatologie und internistische
Onkologie, Klinikum Rosenheim) zur Verfugung gestellt. Ein Ethikvotum wurde bei
der Ethikkommission der Technischen Universitat Minchen vorab eingeholt
(62/16S). Die Patienten erklarten gemaly der Deklaration von Helsinki schriftlich ihr

Einverstandnis zur Aufnahme in die Studie.

3.2.2 Gewinnung von Kontrollmaterial

Um das Patientenmaterial bestmoglich mit dem Kontrolimaterial vergleichen zu
kénnen, wurden gesunde mononukledre Knochenmarkszellen einer alterskorrelierten
Kohorte als Kontrollmaterial verwendet. Diese wurden aus humanen Huftkdpfen
gewonnen, die im Rahmen einer Implantation einer Huft-Totalendoprothese
entnommen und freundlicherweise von Dr. Johannes Schauwecker (Klinik flr
Orthopadie und Sportorthopadie, Klinikum rechts der Isar, Minchen) zur Verfugung
gestellt wurden. Ein Ethikvotum wurde bei der Ethikkommission der Technischen
Universitat Minchen vorab eingeholt (62/16S). Die Patienten erklarten schriftlich
gemal der Deklaration von Helsinki ihr Einverstandnis zur Aufnahme in die Studie.

Insgesamt wurden 28 Kontrollproben untersucht. Die frisch explantierten Huftkopfe
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wurden steril aus dem orthopadischen Operationssaal abgeholt und mittels
Knochensplitterzange in 1 - 3 mm groRe Knochenchips zerkleinert. Danach erfolgte
zum Herauswaschen des Knochenmarks eine grof3zligige Spulung mit PBS. Die sich
ansammelnde Fettschicht wurde abgenommen und die Spulldsung durch einen 70
pum-Filter gegeben. Alle hier aufgefuhrten Schritte wurden unter sterilen Bedingungen
durchgefuhrt. Das weitere Vorgehen erfolgte gemal den Knochenmarksaspirationen
(siehe 3.2.3).

3.2.3 Aufreinigung von primarem Material

Zur Aufreinigung der mononukledren Zellen aus den Knochenmarksaspirationen
wurde eine Ldésung mit PBS hergestellt, die vorsichtig auf Ficoll geschichtet
(Verhaltnis Knochenmark-PBS-L6sung : Ficoll = 1 : 1) und 15 min bei 800 g und
20°C zentrifugiert wurde. Die Spullésungen der gesunden Kontrollproben wurden
direkt auf Ficoll gegeben. Nach der Zentrifugation wurde der Buffy-coat
abgenommen, nochmals zentrifugiert und nach Absaugen des Uberstandes die
Erythrozytenlyse durchgefuhrt. Hierbei wurde das Pellet fur funf Minuten mit RBC-
Lysepuffer inkubiert und danach mit PBS abgestoppt. Lebende Zellen wurden durch
Anfarben mit Trypanblau identifiziert, in einer Neubauer-Zahlkammer quantifiziert und
anschlieRend in einer Dichte von 5 x 10°lebende Zellen/ml Medium in eine 24-Loch-
Platte Uberfuhrt. Die Zellkultivierung erfolgte in serumfreiem Medium (IMDM
GlutaMAX™  20% BIT 9500, 1000 ng/ml tragerfreier Stem-Cell Faktor, 100 ng/ml Flt-
3 Ligand, 5 ng/ml Interleukin-6, 10 ng/ml Interleukin-3, 10 ng/ml Thrombopoetin, 10
MM B-Mercaptoethanol, 4 ug/ml LDL) und - falls nicht anders angegeben - fur 72
Stunden bei 37°C und 5% CO,. Alle hier aufgefiihrten Schritte wurden unter sterilen
Bedingungen durchgefihrt.

3.2.4 Anreicherung von CD34" mononukleiren Knochenmarkszellen

Waren nach den Aufreinigungsschritten mehr als 1 x 10° viable Zellen vorhanden,
wurde eine Anreicherung der CD34" mononukledren Knochenmarkszellen
durchgefuhrt. Dies erfolgte mit Hilfe des magnetischen Zelltrennungssystems (MACS
CD34 MicroBead Kit) nach Angaben des Herstellers. Die Zellkultivierung erfolgte
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auch hier fur 72 Stunden bei 37°C und 5% CO,. Alle hier aufgefuhrten Schritte

wurden unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt.

3.2.5 Inkubation mit dem PLK1-Inhibitor

In der Zellkultur wurde die Behandlung mit den PLK1-Inhibitoren Volasertib (Bl 6727)
oder GSK461364A vorgenommen, die in DMSO geldést waren und in
Konzentrationen von 1 nM bis 1 yM eingesetzt wurden. Als Lésungsmittelkontrolle
diente DMSO in den entsprechenden Verdinnungen (0,1% bis 0,0001%).

3.2.6 Viabilitatsmessung mittels Durchflusszytometrie

Die Viabilitatsmessung erfolgte durch die Detektion der Oberflachenmolekile
Annexin V und 7-AAD. Phosphatidylserin befindet sich bei lebenden Zellen auf der
zytoplasmatischen Seite der Zellmembran. Im Rahmen von frihen Apoptose-
Prozessen wird Phosphatidylserin auf die Zelloberflache transloziert, sodass es
durch Annexin V detektiert werden kann. 7-Aminoactinomycin D (7-AAD) ist ein
DNA-bindender Farbstoff, der ausschliellich spat-apoptotische und tote Zellen
markiert, da fur eine Bindung eine defekte Zellmembran erforderlich ist. Durch die
Kombination von Annexin V und 7-AAD kann zwischen lebenden (Annexin V und 7-
AAD negativ), frih-apoptotischen (Annexin V positiv und 7-AAD negativ) und spat-
apoptotischen (Annexin V und 7-AAD positiv) Zellen unterschieden werden. Die
Zellen wurden nach Inhibitorbehandlung einmalig mit PBS gewaschen und
anschliel3end mit Fc-Block (1:200), Pacific-Blue-konjugiertem CD34-Antikdrper (1:50)
und APC-konjugiertem CD45-Antikorper (1:50) fur 20 min bei 4°C inkubiert. Danach
wurden sie mit Annexin-V-Binding-Buffer gewaschen und mit FITC-konjugiertem
Annexin-V-GFP (1:20) far 10 min bei Raumtemperatur im Dunkeln gefarbt.
Anschlie®end wurde 7-AAD (1:20) zugegeben und die durchflusszytometrische
Analyse durchgefuhrt.

3.2.7 Koloniebildungsassay

Nach 72 Stunden Behandlung mit dem Inhibitor bzw. der Ldsungsmittelkontrolle

wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und ausgezahlt. Davon wurden fur
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Duplikate 2 x 10* Zellen abgenommen und unter Zugabe von 35
Penicillin/Streptomycin und 350 yl IMDM, GlutaMAX™ nach Herstellerangaben in 2,2
ml Inhibitor-freie Methylcellulose (MethoCult H4435 enriched) gegeben. Die
Ausplattierung erfolgte in zwei 33-mm-Platten (Endvolumen jeweils ca. 1,1 ml).
Zusammen mit einer weiteren 33-mm-Platte, die mit Aqua dest. aufgeflllt wurde, um
ein Austrocknen zu verhindern, wurden die Platten in eine Petrischale gestellt. Die
Inkubation erfolgte fur zehn bis 14 Tage bei 37°C und 5% COg, bevor die Kolonien
am Lichtmikroskop ausgezahlt und morphologisch charakterisiert wurden. Zellhaufen
wurden als Kolonien definiert, wenn sie mindestens 20 Zellen umfassten. Es wurden
folgende Kolonie-bildende Einheiten unterschieden: Colony-forming unit -
Granulozyten, Makrophagen (CFU-GM), Colony-forming unit - Granulozyten,
Erythrozyten, Makrophagen, Megakaryozyten (CFU-GEMM) und Burst-forming unit -
Erythrozyten (BFU-E). Fotografien wurden am Fluoreszenzmikroskop BIOREVO BZ-
900 erstellt.

3.2.8 Proliferationsmessung in vitro mittels CFSE

Die Proliferationsmessung wurde mit dem zellwandpermeablen, fluoreszierenden
Farbstoff  Carboxyfluoresceinsuccinimidylester (CFSE) vorgenommen, der
intrazellulare Strukturen bindet und wahrend der Zellteilung an alle Tochterzellen
weitergegeben wird. 5 x 10° mononukledre Zellen/ml wurden in vorgewarmtes RPMI-
Medium aufgenommen und CFSE wurde zugegeben (Konzentration: 2,5 yM). Darauf
folgte eine Inkubationszeit von 10 min bei 37°C, wobei das Falcon dreimal invertiert
wurde, um die Bindungsfahigkeit zu steigern. Danach wurde die Farbung mit 10 mi
4°C-kaltem RPMI-Medium mit Zusatzen (5 Vol-% FCS, 1 Vol-% Glutamin, 1 Vol-%
Penicillin/Streptomycin) gestoppt. Die Zellen wurden zentrifugiert, der Uberstand
abgesaugt und nochmal mit 10 ml 4°C-kaltem RPMI-Medium mit Zusatzen (5 Vol-%
FCS, 1 Vol-% Glutamin, 1 Vol-% Penicillin/Streptomycin) gewaschen. Fur die
Inkubation in der 24-Loch-Platte wurden die Zellen in Serum-freies Medium (IMDM
GlutaMAX™  20% BIT 9500, 1000 ng/ml tragerfreier Stem-Cell Faktor, 100 ng/ml Flt-
3 Ligand, 5 ng/ml Interleukin-6, 10 ng/ml Interleukin-3, 10 ng/ml Thrombopoetin, 10
MM B-Mercaptoethanol, 4 ug/ml LDL) gegeben und entweder mit der
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Ldsungsmittelkontrolle DMSO (Verdinnung 1:1000) oder mit Volasertib (1 uM)
behandelt. Die Analyse wurde nach 72 Stunden mittels Durchflusszytometrie
durchgefuhrt.

3.2.9 Mutationsanalysen

Der Mutationsstatus der Patienten mit MDS und sAML wurde im Rahmen der
Routinediagnostik durch das MML (Munchner Leukamie Labor) mittels Sanger
Sequenzierung oder Next Generation Sequenzierung bestimmt. Die Patienten
wurden auf Mutationen in den Genen RUNX1, ASXL, TP53 und EZH?2 untersucht.

3.2.10 Genexpressionsanalysen

Die Genexpression wurde mittels Affymetrix HG U133 Plus 2.0 (Santa Clara, CA,
USA) analysiert. Die Microarray-Daten wurden bereits veroffentlicht (Mills et al.,
2009; Pellagatti et al., 2010) und unter Anleitung von Ulrike Hockendorf aus dem
Gene Expression Omnibus (GEO) als Rohdaten abgerufen (GEO: GSE15061,
GSE19429).

Die Daten von Mills et al., 2009 (GEO: GSE15061) stammen von Gesamt-
Knochenmarksproben von 164 Patienten mit MDS und von 69 nicht-leukamischen
Kontrollprobanden. In die Gruppe der nicht-leukamischen Kontrollprobanden wurden
neben gesunden Probanden auch Patienten mit Eisenmangelanamie, hamolytischer
und megaloblastarer Anamie und idiopathischer immunthrombozytopenischer
Purpura (ITP) aufgenommen. Die Daten von Pellagatti et al.,, 2010 (GEO:
GSE19429) stammen von CD34"-aufgereinigten Knochenmarksproben von 183
Patienten mit MDS und von 17 gesunden Kontrollprobanden.

Far die Annotation der Datensets wurden Chip Definition Files (CDF) verwendet, die
auf GeneAnnot (Version 2.0) basierten und mit GeneCards (Version 3.04)
synchronisiert wurden. Diese CDF verringern die Gesamtanzahl der Sondensatze
auf einen Sondensatz pro Gen und erhdhen potentiell die Spezifitat der Analysen
durch Eliminieren von kreuzhybridisierenden Sonden (Sonden sind durch

Sequenzspezifitat eingeschrankt). Eine Normalisierung der Daten wurde, wie bereits
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in der Literatur beschrieben (Irizarry et al., 2003), mittels Robust Multichip Average
(RMA) durchgefuhrt.

3.2.11 Proliferationsmessung mittels Ki-67

Als Proliferationsmarker wurde das Protein Ki-67 benutzt, das ausschlieBlich von
proliferierenden Zellen exprimiert wird (Scholzen et al., 2000). Es wurde die
Proliferationskapazitat in Paraffin-eingebetteten Knochenmarksstanzen von MDS-
und sAML-Patienten sowie gesunden Kontrollen durch Anfarben von Ki-67
untersucht. Es handelte sich um eine retrospektive Analyse von asserviertem
Gewebe. Die Knochenmarksstanzen der MDS- und sAML-Patienten wurden
zwischen 2000 und 2018 am Institut fur Pathologie der Technischen Universitat
Minchen gesammelt. Fir die Kontrollen wurden gesunde humane Huftkdpfe
biopsiert (fur die Gewinnung der Huftkopfe siehe 3.2.2). Die Knochenmarksstanzen
wurden in 4% Paraformaldehyd fixiert, in Paraffin eingebettet und mit EDTA
dekalzifiziert. Die Farbungen wurden von Frau PD Dr. Slotta-Huspenina vom Institut
fur Pathologie der Technischen Universitat Minchen durchgefuhrt. Zusammen mit ihr

erfolgte die Auswertung der Ki-67 positiven Knochenmarkszellen.

3.2.12 Quantifizierung des MCL-1-Proteinlevels mittels Durchflusszytometrie

Nach Aufreinigung der mononuklearen Zellen (wie in 3.2.3 beschrieben) erfolgte die
Inkubation mit dem fixierbarem Viabilitatsfarbstoff (eFluor ® 506) in einer
Konzentration von 1:1000 bei 4° C fur 30 min. Danach wurden die Zellen einmal mit
FACS-Puffer gewaschen und mit dem PC5-konjugierten CD34-Antikdrper (Klon 581)
in einer Konzentration von 1:10 angefarbt (Inkubation fur 20 min bei 20° C in
Dunkelheit). Nachdem zweimal mit FACS-Puffer gewaschen wurde, um Uberstande
zu entfernen, wurde die Zellfixierung in 2%-Paraformalaldehydlésung (Inkubation fur
15 min bei 20° C in Dunkelheit) vorgenommen. Vor der intrazellularen Anfarbung
wurde mehrmals mit dem Permeabilisierungs- und Waschpuffer gewaschen. Nach
der Permeabilisierung wurde die MCL-1-Farbung mit dem Alexa Fluor ® 647-
konjugierten Antikorper in einer Konzentration von 1:500 durchgefuhrt (Inkubation far

60 min bei 4 °C). Unspezifische Hintergrundfarbungen wurden durch eine Isotyp-
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Kontrolle detektiert und bei der Berechnung der Mean fluorescence intensity (MFI)
bertcksichtigt. Die Quantifizierung des MCL-1-Proteinlevels in den lebenden Zellen

erfolgte danach mittels Durchflusszytometrie.

3.2.13 Statistische Analyse

Fir Vergleiche zwischen mehr als zwei Gruppen wurde eine einfaktorielle
Varianzanalyse (ANOVA) durchgefuhrt, auf die paarweise post-hoc-Vergleiche der
Mittelwerte mithilfe von t-Tests folgten. Fur die Analyse von Unterschieden zwischen
Proben- und Kontrollprobenmaterial wurde der zweiseitige t-Test fur unabhangige
Stichproben und fur die Analyse von Dosistitrationen der zweiseitige t-Test fur
abhangige Stichproben angewandt. Die p-Werte wurden nicht fur multiple Vergleiche
angepasst. Das Signifikanzniveau betrug 0,05. Alle statistischen Analysen wurden
mit GraphPad Prism (V.6.0g) durchgeflhrt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Beschreibung des Patientenkollektivs

Zelltodanalysen wurden in einer Kohorte von 75 Patienten durchgefuhrt (Tabelle 7).
Das Patientenkollektiv setzte sich aus Patienten mit MDS (n = 60) und sAML nach
MDS (n = 15) zusammen. Eine sAML nach MDS wurde durch einen Blastenanteil im
Knochenmark Uber 20% gemal WHO-KIlassifikation definiert (Arber et al., 2016). Flr
diese Patienten sind die Risikostratefizierungen nach WPSS, IPSS und IPSS-R nicht
anwendbar (Kennzeichnung mit ,n. a.“). Von den MDS-Patienten konnte einer der
WHO-Klassifikation MDS SLD zugeordnet werden. Fur 27 Patienten wurde die
Diagnose MDS MLD gestellt, von denen zwei ein therapieassoziiertes MDS hatten
(tMDS). Drei Patienten hatten ein MDS RS-SLD und vier ein MDS RS-MLD. Die
Subpopulation von MDS EB-1 wurde von 15 (davon einer mit tMDS) und die von
MDS EB-2 von elf Patienten gebildet. Detaillierte Informationen bezuglich der
klinischen Annotation (WHO-Klassifikation, Risikostratifizierung mittels WPSS, IPSS,
IPSS-R und Zytogenetik, Karyotyp) ist der Tabelle 7 zu enthehmen. Von den 75
untersuchten Patienten waren 50 mannlich und 25 weiblich. Das mediane Alter der
untersuchten Population betrug 73 Jahre (von 41 bis 86 Jahre). Die Altersverteilung
der verschiedenen Subgruppen ist in Tabelle 8 dargestellt.

Als Kontrollmaterial dienten mononukledare Knochenmarkszellen von 28
hamatologisch gesunden und alterskorrelierten Patienten (Tabelle 8), von denen 20
mannlich und acht weiblich waren. Das mediane Alter betrug 64 Jahre. Das
Knochenmark wurde aus humanen Huftkopfen isoliert, die im Rahmen einer
Operation mit Einbau einer Hufttotalendoprothese explantiert wurden und sonst
verworfen worden waren. Als Ausschlusskriterien fur die Aufnahme in das
Kontrollkollektiv  galten  bekannte  onkologische = Nebendiagnosen  (z.B.
Prostatakarzinom) oder Auffalligkeiten im aktuellen Blutbild (z.B. Anamie oder
Leukozytose). Sowohl Proben- als auch Kontrolimaterial wurde stets unmittelbar
nach Entnahme verarbeitet, um optimale Versuchsbedingungen zu schaffen und eine

madglichst hohe Viabilitat der Zellen zu Versuchsbeginn zu gewahrleisten.
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Tabelle 14: Klinische Annotation des Patientenkollektivs
Alter, Geschlecht (m = mannlich, w = weiblich), WHO-Kategorie, Karyotyp, WPSS,
IPSS, IPSS-R und zytogenetischer Risikoscore nach Schanz (Schanz et al., 2012)

(int.

intermediar).

SAML wurden durch die WHO-Klassifikation definiert

(Blastenanteil > 20%) (Arber et al., 2016); fur diese Patienten wurde kein Risikoscore
berechnet (gekennzeichnet durch n. a. = nicht anwendbar).

Zytogenetisches

Nr Alter Geschlecht WHO Karyotyp WPSS IPSS IPSS-R Risiko
1 83 m SLD 46,XY sehr niedrig niedrig niedrig gut
2 42 w MLD 46,XX int. niedrig int. gut
3 71 m MLD 46,XY niedrig niedrig sehr niedrig gut
4 66 m MLD 46,XY int. niedrig niedrig gut
5 80 m MLD 45X,-Y niedrig int.-1 int. sehr gut
6 74 m MLD 46,XY int. int.-1 niedrig gut
7 69 m MLD 46,XY,del(5q) niedrig niedrig niedrig gut
8 84 m MLD 46,XY int. int.-1 niedrig gut
9 80 w MLD 46,XX,del(5q) niedrig int.-1 int. gut
10 43 w MLD 46,XX niedrig niedrig = sehr niedrig gut
1 83 m MLD 46,XY,del(9)(p21933) int. int.-1 niedrig int.
12 81 m MLD 46,XY int. int.-1 int. gut
13 86 w MLD 46,XX niedrig niedrig niedrig gut
14 68 m MLD 46,XY int. int.-1 int. gut
15 66 m MLD 47,XY,del(20q) int. int.-1 niedrig gut
16 74 w MLD 46,XX niedrig niedrig = sehr niedrig gut
17 65 w MLD 46,XX int. int.-1 hoch gut
18 86 w MLD 46,XX del(5q);47, XX,+21 niedrig niedrig int. gut
19 82 m MLD 46,XY niedrig int.-1 niedrig gut
20 74 m MLD 46,XY int. int.-1 int. gut
21 75 w MLD 46,XX, del(5)(q13934) int. niedrig niedrig gut
22 74 m MLD 46,XY niedrig int.-1 niedrig gut
46,XX,del(5)(q22933),
23 74 w MLD (tMDS) r(7)(p11q11), hoch int.-2 hoch schlecht
del(12)(p11p13)
24 53 w MLD (tMDS) 47 XX,+19 int. niedrig int. int.
25 77 m MLD 45X,-Y niedrig int.-1 niedrig sehr gut
26 68 m MLD 46,XY niedrig int.-1  sehr niedrig gut
27 67 m MLD 46,XY niedrig int.-1  sehr niedrig gut
28 76 w RS-SLD 46,XX niedrig niedrig niedrig gut
29 73 w RS-SLD 46,XX niedrig niedrig niedrig gut
30 78 m RS-SLD 47 XY +8 niedrig int.-1 int. int.
31 77 m RS-MLD 46,XY int. niedrig niedrig gut
32 86 m RS-MLD 46,XY,der(18)t(9;18) hoch int.-2 hoch int.
33 77 w RS-MLD 46,XX int. int.-1 int. gut
34 74 w RS-MLD 46,XX int. int.-1 int. gut
35 73 m EB-1 46,XY; 47, XY +8 sehr hoch int.-2 sehr hoch int.
35 69 m EB-1 45 XY ,-7 int. int.-2 hoch schlecht
37 70 m EB-1 47 ,XY,+8 hoch int.-2 hoch int.
38 67 m EB-1 47 ,XY,+8 hoch high hoch int.
39 66 m EB-1 47,XY,del(20q) hoch int.-1 int. gut
40 80 m EB-1 46,XY int. int.-1 hoch gut
41 75 m EB-1 46,XY high int.-1 hoch gut
42 79 w EB-1 46,XX,del(5q),del(3)(q21),+8 hoch int.-2 hoch schlecht
43 66 m EB-1 46, XY hoch int.-1 hoch gut
4 74 w EB-1 46, XX int. int.-1 int. gut
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Tabelle 15: Altersverteilung von Patienten- und Kontrollkollektiv
Anzahl der analysierten Proben pro Kategorie mit Altersverteilung sowie Anzahl an
mannlichen und weiblichen Probanden.

Kategorie Anzahl Medianes Alter Mannlich Weiblich
alle 103 71 70 33
gesund 28 64 20 8
MDS/sAML 75 73 50 25
Zytogenetisches Risiko
sehr gut 2 79 2 0
gut 41 74 24 17
intermediar 14 72 12 2
schlecht 8 68 6 2
sehr schlecht 10 72 6 4
MDS 60 74 42 18
WPSS
sehr niedrig 1 83 1 0
niedrig 16 75 7
intermediar 18 74 7
hoch 14 71 2
sehr hoch 11 71 2
IPSS
niedrig 14 74 5 9
intermediar-1 23 74 S
intermediar-2 13 71 3
hoch 10 65 1
IPSS-R
sehr niedrig 5 68 3 2
niedrig 15 76 11 4
intermediar 14 74 7 7
hoch 15 74 12 3
sehr hoch 11 71 9 2
sAML 15 71 8 7

4.2 Identifizierung der MDS-Stamm-/Vorlauferzelle

Die Klonalitdt von MDS ist definiert durch das Vorhandensein von MDS-
vorlauferahnlichen Zellen und einer reifen Zellpopulation (Woll et al., 2014). Um
zwischen reifen mononuklearen Zellen und MDS-Vorlauferzellen zu unterscheiden,
wurde in der Durchflusszytometrie die CD34" Subpopulation betrachtet. Denn es ist

davon auszugehen, dass die Population der CD34" Zellen die malignen MDS-
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Stamm-/Vorlauferzellen umfasst (Parker et al., 2000; Albitar et al., 2002; Pang et al.,
2013; Jaiswal et al., 2014; Woll et al., 2014). Um einen adaquaten Therapieeffekt zu
erzielen, ist es notwendig die pathologische MDS-Vorlauferzelle gezielt zu treffen.
Deshalb wurde in den Versuchen zur Induktion von Zelltod ein besonderes

Augenmerk auf diese Zellpopulation gerichtet.

4.3 Nachweis erhohter PLK1-Expression im Knochenmark von MDS-Patienten

mittels Genexpressionsanalysen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Genexpressionsdaten aus offentlich
zuganglichen Datenbanken zu PLK in MDS- und gesundem Knochenmark analysiert.
(Abbildung 1). Die Untersuchung der Gesamtheit der mononuklearen Zellen
(GEO15061) (Mills et al., 2009) des Knochenmarks von MDS-Patienten zeigt, dass
PLK1 in MDS im Vergleich zum nicht-leukdmischen Knochenmark statistisch
signifikant hoher exprimiert wird (Abbildung 1A). Fur PLK2 wurden keine
Unterschiede detektiert (Abbildung 1B). Interessanterweise weist PLK3 im gesunden
Knochenmark eine gesteigerte Expression auf (Abbildung 1C). Im Datensatz der
nicht-leukamischen Probanden waren neben gesunden Kontrollen auch Patienten
mit Eisenmangelanamie, hamolytischer und megaloblastarer Anamie und
idiopathischer immunthrombozytopenischer Purpura (ITP) aufgefuhrt.

Im nachsten Schritt wurden die Genexpressionsanalysen fir CD34"
Knochenmarkszellen durchgefuhrt. In den zur Verfugung stehenden Datenbanken
(GEO19420) (Pellagatti et al.,, 2010) waren die MDS-Proben nach WHO-
Klassifikation untergliedert. Hier zeigte sich, dass PLK7 in MDS-Fruhstadien (SLD
und RS-SLD) hochreguliert ist. PLK2 war im gesunden Knochenmark hdher
exprimiert als im Knochenmark von MDS-Patienten. Diese Unterschiede waren
jedoch nicht statistisch signifikant (Abbildung 1E). PLK3 hat auch in den CD34"
Zellen von gesundem Knochenmark ein hoheres Expressionslevel. Eine statistische
Signifikanz ergab sich fur gesund vs. RS-SLD und gesund vs. EB-1 (Abbildung 1F).
Die Kohorte der Kontrollen wurde ausschlie3lich von gesunden Probanden gebildet.

Basierend auf diesen Ergebnissen kann die Hypothese aufgestellt werden, dass
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PLK1 in MDS ein vielversprechender Ansatzpunkt fur eine Therapie mit PLK1-

Inhibitoren ist.
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Abbildung 1: Genexpressionsanalysen der PLK-Familie in MDS und gesunden
Kontrollen
(A)-(C) Genexpressionsprofile von PLK1, PLK2 und PLK3 im Knochenmark von 164
MDS-Patienten und 69 gesunden bzw. nicht leukdmischen Kontrollproben (GEO:
GSE15061). Die gestrichelte, rote Linie markiert das Expressionslevel im gesunden
Knochenmark. (D)-(F) Genexpressionsprofile von PLK1, PLK2 und PLK3 in CD34"
Knochenmarkszellen von 183 MDS-Patienten gemall WHO-Klassifikation und 17
gesunden Kontrollproben (GEO: GSE19429). Die rote gestrichelte Linie markiert das
Expressionslevel im gesunden Knochenmark.
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4.4 Nachweis erhaltener Proliferationskapazitat im seneszenten

Knochenmark

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Proliferationskapazitat im primarem
gesunden Knochenmark von alteren Patienten und im Knochenmark von MDS-
Patienten untersucht, um einen moglichen Einfluss der Seneszenz auf die
Proliferation auszuschlieRen. Dazu wurde in Schnitten von in Paraffin eingebetteten
Knochenmarksstanzen der  Proliferationsmarker  Ki-67 angefarbt. Die
Proliferationskapazitat wurde definiert als Anteil der Ki-67 positiven Zellen im
gesamten Knochenmark.

Interessanterweise beeinflusste das Alter der Patienten die Proliferationskapazitat im
gesunden Knochenmark nicht. Die Proliferationsindices der alteren (Alter der
Kontrollprobanden Uber 60 Jahren; Median der Ki-67 positiven Zellen 70%) und
jungeren Kohorte (Median der Ki-67 positiven Zellen 80%) unterschieden sich nicht.
Es wurde zudem mittels unverbundenem t-Test kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen gesundem Knochenmark (Median der Ki-67 positiven Zellen
80%) und dem Knochenmark von MDS- und sAML-Patienten (Median der Ki-67
positiven Zellen 70%) festgestellt. AuRerdem wurde keine Zunahme der
Proliferationskapazitat mit fortschreitender MDS-Erkrankung beobachtet. Stattdessen
wurde fur die Patienten mit MDS EB-1 eine nicht signifikante Verminderung detektiert
(Median der Ki-67 positiven Zellen 45% fur MDS EB-1). In der Kohorte der MDS EB-
1 Patienten zeigten drei einen relativ niedrigen Proliferationsindex von 30%. Die
Charakteristika von Patient Nr.1 waren: 78 Jahre alt, weiblich, Blastenexzess 8%,
IPSS-r hoch, bekannte TP53-Mutation und Nachweis von einer Deletion des
Chromosoms 5q. Die analysierte Biopsie wurde nach sechs Zyklen Azacitidin
entnommen. Der Patient Nr. 2 war 80 Jahre alt, mannlich, mit Blastenexzess von 6%
und therapienaiv. Sein WPSS war sehr hoch und es wurde eine Deletion des
Chromosoms 7q nachgewiesen. Der letzte Patient mit einem Proliferationsindex von
30% war eine 98-jahrige therapienaive Frau mit Blastenexzess von 7 - 8%, sehr
hohem IPSS-R und einer Deletion des Chromosoms 7q.

Es konnte hier gezeigt werden, dass PLK1-Inhibition ein potenzieller Angriffspunkt in

allen MDS-Stadien ist. Zudem ist auch die gesunde Resthamatopoese des alteren
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Menschen proliferativ. Deshalb muss man sich mdglicher Nebenwirkungen einer

PLK1-Inhibition in dieser Kohorte bewusst sein.
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Abbildung 2: Alter und MDS-Stadium haben keinen Einfluss auf die
Proliferationskapazitat der Knochenmarkszellen

In Paraffin eingebettete Knochenmarksstanzen von gesunden Kontrollen und
Patienten mit MDS mit Dysplasie in mehreren Zelllinien (und Ringsideroblasten)
(MDS [RS-] MLD, n = 8), MDS mit Blastenexzess < 10% (EB-1, n = 6), MDS mit
Blastenexzess > 10% (EB-2, n = 9) und sekundarer akuter myeloischer Leukamie
(SAML, n = 8) wurden fur Ki-67 als Proliferationsmarker angefarbt. Die gesunden
Kontrollen (n = 7) wurden bei einem Alter > 60 Jahre als seneszent klassifiziert. In
der Abbildung ist der Mittelwert mit der Standardabweichung (SD) der Ki-67 positiven
Zellen als Boxplot gezeigt. (A) Der unverbundene t-Test ergab einen p-Wert von
0,0658. (B) Die einfaktorielle Analyse der Varianz (ANOVA) ergab einen p-Wert von
0,3239. (C) Die einfaktorielle Analyse der Varianz (ANOVA) ergab einen p-Wert von
0,1511.

4.5 Effektive Hemmung von Zellteilung durch Volasertib in vitro

Die Wirkung von Volasertib auf maligne Zellen beruht sowohl auf der Hemmung von
Proliferation (Barr et al., 2004) als auch auf der Induktion von Apoptose (Liu et al.,
2003). Fur den Angriffspunkt von Volasertib im Zellzyklus ist Zellproliferation
Voraussetzung. Proliferation primarer Zellen in vitro ist nur unter optimalen

Kulturbedingungen mdglich. Um diese Voraussetzung als erfullt zu sehen, wurde
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eine  Analyse des in vitro-Proliferationsverhaltens der mononukledren
Knochenmarkszellen anhand des CFSE-Verteilungsmusters mittels
Durchflusszytometrie bestimmt.

Abbildung 3 zeigt, dass die Zellkulturbedingungen fur gesunde Knochenmarkszellen
ausreichend waren und Proliferation stattfand. Zudem liefert Abbildung 3 den
Nachweis, dass Volasertib proliferationshemmend auf diese Zellen wirkte. Nach der
Behandlung mit Volasertib (1 uM) konnte in der viablen CD34" Zellpopulation keine
Proliferation detektiert werden (blauer Graph). Unter DMSO hingegen wurde eine
Zellteilung nachgewiesen (roter Graph). Beide Tatsachen konnten auch fur die
CD34" MDS-Zelle nachgewiesen werden (Abbildung 4). Zellteilung konnte in den
vorliegenden Versuchsbedingungen stattfinden und mittels Volasertib (1 uM) inhibiert
werden. Sowohl in der gesunden als auch in der MDS-Zelle ging der Nachweis von
Proliferationshemmung mit effektiver Induktion von Zelltod einher (Viabilitat nach 72
Stunden 39,68% bzw. 50,21%). Somit wurde nachgewiesen, dass Proliferation in
vitro unter den gegebenen Zellkulturbedingungen moglich war. Dies stellte den
Ansatzpunkt fur die proliferationshemmende Wirkung von Volasertib dar. Zusatzlich
wurde in Abhangigkeit von der Proliferationshemmung eine effektive Induktion von
Zelltod beobachtet.
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Abbildung 3: Hemmung der in vitro-Proliferation von gesunden CD34"
Knochenmarkszellen

MACS-aufgereinigte CD34" Knochenmarkszellen eines beispielhaften gesunden
Kontrollprobanden wurden mit CFSE gefarbt und 72 Stunden mit DMSO und
Volasertib 1 uM inkubiert. Danach erfolgte die Messung der Viabilitdt und des CFSE-
Verteilungsmusters unter DMSO (rot) und Volasertib 1 uyM (blau) mittels
Durchflusszytometrie. Die Messung der Viabilitat erfolgte nach Anfarbung von
Annexin V und 7-AAD und stellt den Quotienten aus viablen Zellen unter Inhibitor
und viablen Zellen unter Losungsmittelkontrolle dar. Die Viabilitat nach 72 Stunden
betrug 39,68%.
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Abbildung 4: Hemmung der in vitro-Proliferation von CD34"
Knochenmarkszellen eines MDS-Patienten

Mononukleare Knochenmarkszellen eines beispielhaften Patienten mit MDS (WHO-
Klassifikation MDS MLD) wurden mit CFSE gefarbt und 72 Stunden mit DMSO und
Volasertib 1 uM inkubiert. Danach erfolgte die Messung der Viabilitdt und des CFSE-
Verteilungsmusters unter DMSO (rot) und Volasertib 1 uyM (blau) mittels
Durchflusszytometrie in der CD34" Subpopulation. Die Messung der Viabilitat
erfolgte nach Anfarbung von Annexin V und 7-AAD und stellt den Quotienten aus
viablen Zellen unter Inhibitor und viablen Zellen unter Losungsmittelkontrolle dar. Die
Viabilitat nach 72 Stunden betrug 50,21%.
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4.6 Induktion von Zelltod durch Volasertib in CD34" Knochenmarkszellen von
Patienten mit MDS und sAML

Zur Evaluation der optimalen Behandlungsdauer mit dem PLK1-Inhibitor wurde die
Viabilitat der CD34" mononuklearen Zellen vor Inhibitorbehandlung und nach 24, 48
und 72 Stunden Inkubation mit dem Inhibitor Volasertib in einer Konzentration von 1
MM gemessen und mit der Viabilitdt unter Losungsmittelkontrolle verglichen. Die
Viabilitat wurde durchflusszytometrisch durch die Anfarbung von Annexin V und 7-
AAD bestimmt. Nach 72 Stunden Inhibitorbehandlung sank die Viabilitat der Zellen
unter Inhibitorbehandlung im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle deutlich
(Abbildung 5A und B). Deshalb wurde im Folgenden eine Inhibitorbehandlung fur 72
Stunden als Standard festgelegt.

Betrachtet man eine groRe Kohorte von 53 Patientenproben (Abbildung 5C), zeigt
sich, dass Volasertib in einer Konzentraton von 1 pM in den CD34"
Knochenmarkszellen effektiv Zelltod induzieren konnte. Die mittlere Viabilitat aller
behandelten Knochenmarksproben nach 72 Stunden Inhibitorbehandlung betrug
62,08% (n = 53). Die Induktion von Zelltod war unabhangig von der Stadieneinteilung
nach WHO (Abbildung 5C). Es wurden keine Unterschiede zwischen Friuh- und
Spatformen der MDS detektiert. Eine bisher nicht genauer definierbare
Subpopulation bleibt gegenuber PLK1-Inhibition resistent (Abbildung 5D). Die grau
markierten Patienten aus Abbildung 5C und D finden sich in Abbildung 6 wieder.

45



ERGEBNISSE

A
CD34*
unbehandelt/0 h 24 h 48 h 72 h
L\
165]1,00 831| .5[145 862
g 104' 10 10
N~ 103' >
0 ﬁ:_ by 0 (\M - 0
88,0 2.66 185,0 4,92
o 10° o' 10d o 100 10t 10°
Annexin V
B C
£ 4 00d sVolasertib £ olob
¢ g 801 ‘4 . Q@ Ko
T 2 K Sk
NE 607 N 'S & 60 °
o B [0} Q%5
S 2 401 g 25
g5 3 ¥ %
58 =) : 554
3 0 24 48 72 %: 20
8 Zeit (h) 8 °
O__l—l—l_

Abbildung 5: Volasertib induziert Zelltod in CD34" Knochenmarkszellen von
Patienten mit MDS und sAML

(A) Die Viabilitdt der CD34" Zellen wurde vor Inhibitorzugabe und zum angegeben
Zeitpunkt nach Inhibitorbehandlung mit Volasertib 1 uM mittels Durchflusszytometrie
gemessen. Die Isolation der Zellen erfolgte aus Knochenmark eines beispielhaften
Patienten mit sSAML. (B) Die Viabilitat der Zellen aus (A) wurde als Anteil an den
viablen Zellen unter DMSO 1:1000 zu den angegebenen Zeitpunkten dargestellt. (C)
Viabilitat der CD34" Zellen von 53 MDS und sAML-Proben, die gemal WHO-
Klassifikation als MDS mit Dysplasie in einer Zellreihe (MDS-SLD), MDS mit
Dysplasie in einer Zellreihe und Ringsideroblasten (MDS RS-SLD), MDS mit
multilinearer Dysplasie (MDS-MLD), MDS mit multilinedrer Dysplasie und
Ringsideroblasten (MDS RS-MLD), MDS mit Blastenexzess <10% (MDS EB-1), MDS
mit Blastenexzess > 10% (MDS EB-2) und sekundarer akuter myeloischer Leukamie
(sAML) sind dargestellt. Die grau markierten Punkte finden sich in (D) und Abbildung
6 wieder. (D) Die Viabilitdt der CD34" Zellen von 53 MDS/sAML-Proben, die in
schlechte Ansprecher (Viabilitat = 80%), intermediare Ansprecher (Viabilitat = 60%)
und gute Ansprecher (Viabilitdt < 60%) unterteilt wurden. Alle: Die Viabilitdt der
CD34" BMMNC wurde, wenn nicht anders angegeben, nach 72 Stunden
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Inhibitorbehandlung durchflusszytometrisch nach Anfarbung von Annexin V und 7-
AAD gemessen und stellt den Quotienten aus viablen Zellen unter Inhibitor und
viablen Zellen unter Lésungsmittelkontrolle dar. Die Zahl in Klammern beschreibt die
Anzahl der analysierten Proben.

4.7 Reduktion der Kolonienbildungsfahigkeit durch Volasertib

MDS sind klonale Erkrankungen, die durch die Transformation der hamatopoetischen
Stamm-/Vorlauferzelle entstehen (Jaiswal et al., 2014; Woll et al., 2014). Um den
Effekt von Volasertib auf die hamatopoetische Stamm-/Vorlauferzelle darzustellen
und eine mogliche Langzeitwirkung zu aufzuzeigen, wurden Versuche zur
Koloniebildung mit BMMNC von Patienten mit MDS und sAML durchgefuhrt. Die
Inhibitorbehandlung erfolgte wie bei den Versuchen zur Zelltodinduktion fir 72
Stunden in Flussigkultur. Danach wurden die Zellen in Inhibitor-freie und mit
Wachstumsfaktoren angereichte Methylcellulose Uberfihrt und die Bildung von
Kolonien beobachtet. Die Auszahlung und morphologische Charakterisierung der
Kolonien wurde nach 14 Tagen durchgefuhrt. Die Inhibitorbehandlung mit Volasertib
(1  PM) reduzierte die Kolonienbildungskapazitdt im  Vergleich  zur
Lésungsmittelkontrolle drastisch (Mittlere Kolonienanzahl = 26 vs. 4) (Abbildung 6).
Das traf fur alle Kolonienarten zu, wobei CFU-GEMM und BFU-E unter Volasertib (1
MM) nicht beobachtet werden konnten. Jedoch war der Anteil dieser Kolonienarten an

der Gesamtzahl auch unter DMSO nur sehr gering.
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Abbildung 6: Volasertib reduziert die Kolonienbildungskapazitat drastisch
BMMNC (1 x 10*) wurden in mit Wachstumsfaktoren angereicherter Methylcellulose
nach 72 Stunden Behandlung mit Volasertib 1 yM ausplattiert. Die Anzahl der CFU-
GEMM, CFU-GM und BFU-E sowie die Gesamtzahl der Kolonien wurden nach 14
Tagen bestimmt. Abgebildet ist jeweils die Gesamtzahl der koloniebildenden
Einheiten pro 1 x 10* Zellen mit den jeweiligen Anteilen der Koloniearten unter
Losungsmittelkontrolle und Volasertib. Dargestellt ist der Mittelwert mit
Standardabweichung der Kolonienarten. Es handelt sich um 10 Niedrigrisiko-MDS-
(IPSS niedrig + intermediar-1) und 7 Hochrisiko-MDS (intermediar-2 und
hoch)/sAML-Proben. Es gab keinen Unterschied zwischen den einzelnen IPSS-
Risikogruppen. Der signifikante Unterschied zwischen Inhibitorbehandlung und
Lésungsmittelkontrolle wurde bezogen auf die Gesamtzahl der Kolonien berechnet.
Der p-Wert des unabhangigen t-Tests betragt < 0,0001. Die Zahl in Klammern
beschreibt die Anzahl der analysierten Proben.

4.8 Schonung der gesunden Hamatopoese durch niedrigdosiertes Volasertib

MDS- und sAML-Patienten sind aufgrund von Alter und Komorbiditaten haufig nicht
fur intensive Therapieschemata geeignet. Es werden dringend neue Therapien
bendtigt, die neben einer guten Wirksamkeit auch vertraglich bezuglich des
Nebenwirkungsprofils sind. Eine wichtige unerwlinschte Wirkung von vielen

antitumoralen Therapien ist eine Myelosuppression, die bei starker Auspragung
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therapielimitierend sein kann. Auch in der klinischen Studie mit Volasertib in AML
(POLO-AML-2) wurden ausgepragte Zytopenien und infektiose Komplikationen
beobachtet (Boehringer Ingelheim, 2016). Deshalb stellt sich hier die Frage, welche
Auswirkungen Volasertib auf die verbleibende Resthamatopoese ausubt und welche
Dosierungen knochenmarksschonend sind.

Da der Anteil der CD34" Zellen an allen mononukledren Zellen im gesunden
Knochenmark nur 1% - 4% betragt (Servida et al., 1996), wurde fir die Experimente
zur Induktion von Zelltod mit gesundem Knochenmark eine Aufreinigung der CD34"
Zellen durchgefuhrt, um den Inhibitoreffekt an einer ausreichend grof3en
Zellpopulation darstellen zu koénnen. Als optimale Behandlungsdauer der Zellen
wurde fur die erkrankten MDS-Zellen eine Zeit von 72 Stunden etabliert. Dieser
Messzeitpunkt wurde flr das gesunde Knochenmark dbernommen.

Zur Evaluation einer Dosierung, die die gesunde Hamatopoese verschont, wurden
Dosistitrationsexperimente durchgefuhrt. Die Gesamtheit der BMMNC bleibt
gegenuber Zelltodinduktion durch Volasertib in allen getesteten Konzentrationen
weitestgehend unbeeinflusst (Abbildung 7A). Hingegen wurden in der angereicherten
CD34" Population der BMMNC toxische Effekte durch Volasertib insbesondere in
Dosierungen ab 50 nM beobachtet (Abbildung 7B). Hochdosiertes Volasertib - jedoch
nicht niedrigdosiertes (< 10 nM) - ist zytotoxisch fir die gesunden CD34"
mononukledaren Zellen. Mit niedrigdosiertem Volasertib (< 10 nM) findet keine
Induktion von Zelltod statt. Die mittlere Viabilitat unter 10 nM Volasertib betrug
98,15% (versus 34,72% unter 50 nM). Betrachtet man den Effekt von Volasertib im
Koloniebildungsassay, zeigt sich ein ahnliches Ergebnis wie in den
durchflusszytometrischen Analysen. Hier ist der Unterschied zwischen 10 nM und 50
nM noch auffalliger. Die Kolonienbildungsfahigkeit bleibt bis zu einer Konzentration
von 10 nM vollkommen unbeeintrachtigt (Abbildung 7C). Die Anzahl und Grole der
Kolonien unter diesen Konzentrationen unterscheidet sich nicht von der Anzahl und
GrolRe der Kolonien unter Losungsmittelkontrolle (Abbildung 7C). Beispielhafte
Kolonien sind in Abbildung 7E gezeigt. Ab einer Konzentration von 50 nM ist die
Gesamtzahl der Kolonien jedoch drastisch reduziert. Es kdnnen nur noch einzelne

und in ihrer Grof3e verringerte koloniebildende Einheiten gezahlt werden.
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Vergleicht man den Anteil der koloniebildenden Einheiten unter Volasertib 10 nM an
den koloniebildenden Einheiten unter Losungsmittelkontrolle (DMSQO) in MDS- und
gesundem Knochenmark (Abbildung 7D), wird der spezifische Effekt auf die MDS-
Stamm-/ und Vorlauferzelle deutlich. Hier wird die Gesamtzahl der Kolonien durch
Volasertib 10 nM drastisch dezimiert (Kolonien 25,72%), wohingegen die gesunde

Hamatopoese unbeeinflusst bleibt (Kolonien 94,50%).
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Abbildung 7: Niedrigdosiertes Volasertib ist n
Knochenmark
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(A) Gezeigt ist die Viabilitat gesunder BMMNC in Abhangigkeit von verschiedenen
Konzentrationen. (B) Gezeigt ist die Viabilitat gesunder CD34" Knochenmarkzellen in
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Abhangigkeit von verschiedenen Konzentrationen. (A+B) Die Viabilitat wurde nach
72 Stunden Inhibitorbehandlung durchflusszytometrisch nach Anfarbung von Annexin
V und 7-AAD gemessen und stellt den Quotienten aus viablen Zellen unter Inhibitor
und viablen Zellen unter Losungsmittelkontrolle dar. Die Zahl in Klammern beschreibt
die Anzahl der analysierten Proben. Die p-Werte der verbundenen t-Tests sind
angegeben. (C) Gesunde BMMNC (1 x 10%) wurden in mit Wachstumsfaktoren
angereicherter Methylcellulose nach 72 Stunden Behandlung mit Volasertib in den
angegebenen Konzentrationen und Ldsungsmittelkontrolle (DMSO) ausplattiert. Die
Anzahl der CFU-GEMM, CFU-GM und BFU-E sowie die Gesamtzahl der Kolonien
wurden nach 14 Tagen bestimmt. Abgebildet ist jeweils die Gesamtzahl der
koloniebildenden Einheiten pro 1 x 10* Zellen mit den jeweiligen Anteilen der
Koloniearten unter Losungsmittelkontrolle und Volasertib. Dargestellt ist der
Mittelwert mit den Standardabweichungen der Kolonienarten. Die p-Werte der
verbundenen t-Tests sind angegeben. (D) Gezeigt ist der Quotient aus der
Gesamtzahl der kolonienbildenden Einheiten unter Losungsmittelkontrolle (DMSO)
und Volasertib (10 nM) aus gesunden (blau) und MDS-BMMNCs (rot). Der p-Wert
des unverbundenen t-Tests ist angegeben. (E) Abgebildet sind beispielhafte
koloniebildende Einheiten von CFU-GEMM, CFU-CFU-GM, BFU-E von gesundem
Knochenmark sowohl nach Behandlung mit Lésungsmittelkontrolle als auch mit
Volasertib (10 nM). Weder die Anzahl noch die GroRe der Kolonien war unter
Inhibitorbehandlung mit Volasertib (10 nM) vermindert. Der Messbalken entspricht
300 pM.

4.9 Induktion von Zelltod und Reduktion der Kolonienbildungsfahigkeit durch
niedrigdosiertes Volasertib in CD34" Zellen der MDS- und sAML-Patienten

Um bei der Therapie von Patienten mit MDS und sAML schwerwiegende
Nebenwirkungen durch zu hohe Toxizitat auf die gesunde Hamatopoese zu
vermeiden, muss die geringste wirksame Dosis gefunden werden. Die Versuche am
gesunden Knochenmark zeigten, dass Volasertib in einer Konzentration von 10 nM
die gesunde Hamatopoese nicht beeintrachtigt (4.8). Setzt man Volasertib in einer
Konzentration von 10 nM beim erkrankten Knochenmark ein, zeigt sich der
spezifische zytotoxische Effekt auf die MDS-Stamm-/Vorlauferzelle. Die BMMNC
wurden far 72 Stunden mit dem Inhibitor (Konzentration 10 nM) inkubiert. Die
Viabilitast der CD34" Zellen ist nach Inhibitorbehandlung im Vergleich zur
Lésungsmittelkontrolle deutlich reduziert (Abbildung 8A). Dies geschieht unabhangig
von der Stadieneinteilung nach WHO (Abbildung 8B). Die durchflusszytometrischen
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Effekte zeigen sich auch im Koloniebildungsassay. Die Zellen wurden nach 72
Stunden Inhibitorbehandlung mit Volasertib 10 nM in die Inhibitor-freie und mit
Wachstumsfaktoren angereicherte Methylcellulose gegeben. Nach 14 Tagen konnten
im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle signifikant weniger Kolonien gezahlt werden
(Abbildung 8C). Dies betraf die beobachteten Kolonienarten CFU-GM und BFU-E
gleichermallen. Auch die Grdlke der einzelnen Kolonien war unter Volasertib 10 nM
verringert (Abbildung 8D).
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Abbildung 8: Niedrigdosiertes Volasertib wirkt zytotoxisch auf die Stamm-
IVorlauferzelle von MDS und sAML und reduziert die Kolonienbildungsfahigkeit
(A) Gezeigt ist die Viabilitst CD34" mononukledrer Knochenmarkzellen von
gesundem und MDS- und sAML-Knochenmark nach 72 Stunden Behandlung mit
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Volasertib (10 nM). (B) Gezeigt ist die Viabilitdt CD34" mononukleérer
Knochenmarkzellen der links dargestellten MDS und sAML-Proben, die gemal
WHO-KIlassifikation als MDS mit Dysplasie in einer Zellreihe und Ringsideroblasten
(MDS RS-SLD), MDS mit Dysplasie in mehreren Zellreihen (MDS-MLD), MDS mit
Dysplasie in mehreren Zellreihen und Ringsideroblasten (MDS RS-MLD), MDS mit
Blastenexzess <10% (MDS EB-1), MDS mit Blastenexzess > 10% (MDS EB-2) und
sekundarer akuter myeloischer Leukadmie (sAML) dargestellt sind. (A+B) Die
Viabilitdt wurde nach 72 Stunden Inhibitorbehandlung durchflusszytometrisch nach
Anfarbung von Annexin V und 7-AAD gemessen und stellt den Quotienten aus
viablen Zellen unter Inhibitor und viablen Zellen unter Lésungsmittelkontrolle dar. (C)
BMMNC (1 x 10% wurden in Inhibitor-freier und mit Wachstumsfaktoren
angereicherter ~ Methylcellulose nach 72 Stunden Behandlung mit
Ldsungsmittelkontrolle (DMSQO) oder Volasertib (10 nM) ausplattiert. Die Anzahl der
CFU-GEMM, CFU-GM und BFU-E sowie die Gesamtzahl der Kolonien wurden nach
14 Tagen ausgezahlt. Abgebildet ist jeweils die Gesamtzahl der koloniebildenden
Einheiten pro 1 x 10* Zellen mit den jeweiligen Anteilen der Koloniearten unter
Lésungsmittelkontrolle und Volasertib. Dargestellt ist der Mittelwert mit den
Standardabweichungen der Kolonienarten. Der signifikante Unterschied zwischen
Inhibitorbehandlung und Lésungsmittelkontrolle wurde bezogen auf die Gesamtzahl
der Kolonien berechnet. Es handelt sich um 4 Niedrigrisiko- und 2 Hochrisiko-MDS-
Patienten. (D) Abgebildet sind beispielhafte koloniebildende Einheiten CFU-GM und
BFU-E von Knochenmark von einem Patienten mit Hochrisiko-MDS nach
Behandlung mit Losungsmittelkontrolle oder Volasertib 10 nM. Der Messbalken
entspricht 200 um. Alle: Die Zahl in Klammern beschreibt die Anzahl der analysierten
Proben. Die p-Werte der unabhangigen t-Tests sind angegeben.

4.10 Der Effekt von niedrigdosiertem Volasertib beruht sowohl auf

Zelltodinduktion als auch auf Proliferationshemmung

Die Versuche zur Koloniebildungskapazitat mit niedrigdosiertem Volasertib (10 nM)
mit den BMMNC von Patienten mit MDS (Abbildung 7C) demonstrierten deutlich eine
gute Effektivitat im Sinne einer Reduktion der Kolonienbildungsfahigkeit. Dies wurde
bei allen durchgefuhrten Knochenmarksproben beobachtet (n = 6). Volasertib
werden zum einen proliferationshemmende (Barr et al., 2004) zum anderen aber
auch direkt zytotoxische Wirkungen (Liu et al., 2003) zugeschrieben. Deshalb stellte
sich die Frage, welche der beschriebenen Effekte der Wirkstoff auf die BMMNC unter

den vorliegenden Versuchsbedingungen ausubt. Bei allen sechs Patientenproben
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aus Abbildung 8C wurden parallel zum  Koloniebildungsassay die
durchflusszytometrischen Analysen zur Viabilitdt durchgefihrt und die Ergebnisse
sodann gegenubergestellt (Abbildung 9). Fur die Knochenmarkszellen von Patient 4
(Pt 4) galt, dass bereits im durchflusszytometrischen Kurzzeitassay mit Volasertib (10
nM) ein deutlicher zytotoxischer Effekt beobachtet werden konnte (Viabilitat 58,06%).
Im Langzeitassay zur Kolonienbildung zeigte sich eine noch ausgepragtere Wirkung.
Die Koloniebildungskapazitat unter Volasertib war im Vergleich zu derer unter
Ldsungsmittelkontrolle (DMSO) deutlich reduziert (Kolonien 3,23%). Bei den
Versuchen mit den Zellen von Patienten 3 (Pt 3) fiel auf, dass, auch wenn nach 72
Stunden noch kein zytotoxischer Effekt auf die Zellen beobachtet werden konnte
(Viabilitat 113,60%), durch die Inhibitorbehandlung die Koloniebildung nach 14
Tagen im Sinne einer verringerten Gesamtzahl an Kolonien deutlich reduziert war
(Kolonien 40,63%). Dies zeigt, dass Volasertib in einer Konzentration von 10 nM
nicht nur direkt zytotoxische Wirkung auf die Zellen ausubt, sondern auch potente

proliferations- und differenzierungshemmende Effekte hat.
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Abbildung 9: Der Effekt von niedrigdosiertem Volasertib beruht sowohl auf
Zelltodinduktion als auch auf Proliferationshemmung
Anhand sechs verschiedener MDS-Patienten (Pt 1-6) wird die Wirksamkeit von

Volasertib 10 nM im Kurz- (durchflusszytometrische Viabilitatsmessung nach 72
Stunden) dem Langzeiteffekt (Auszahlung koloniebildener Einheiten nach 14 Tagen)
gegenubergestellt. Es handelt sich um die Patienten aus Abbildung 8C (4
Niedrigrisiko- und 2 Hochrisiko-MDS-Patienten). Gezeigt ist die Viabilitit CD34"
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mononuklearer Knochenmarkzellen von MDS-Knochenmark nach 72 Stunden
Behandlung mit Volasertib (10 nM). Die Viabilitait wurde nach 72 Stunden
Inhibitorbehandlung durchflusszytometrisch nach Anfarbung von Annexin V und
7AAD gemessen und stellt den Quotienten aus viablen Zellen unter Inhibitor und
viablen Zellen unter Lésungsmittelkontrolle dar. BMMNC (1 x 10*) wurden in mit
Wachstumsfaktoren angereicherter Methylcellulose nach 72 Stunden Behandlung mit
Ldsungsmittelkontrolle (DMSQO) oder Volasertib (10 nM) ausplattiert. Die Anzahl der —
GEMM, CFU-GM und BFU-E sowieso die Gesamtzahl der Kolonien wurden nach 14
Tagen ausgezahlt. Gezeigt ist der Quotient aus der Gesamtzahl der
kolonienbildenden Einheiten pro 1 x 10* Zellen unter Lésungsmittelkontrolle (DMSO)
und Volasertib (10 nM) aus den BMMNC.

4.11 Dosisabhédngige Toxizitat des selektiven PLK1-Inhibitors GSK461364A auf

die gesunde Knochenmarkszelle

Zum Vergleich der Effekte des PLK1-Inhibitors Volasertib auf die gesunden
Knochenmarkszellen mit einem anderen Inhibitor wurden Dosistitrationsversuche mit
dem selektiven PLK1-Inhibitor GSK461364A durchgefuhrt. GSK461364A hat eine
héhere Selektivitat und hemmt PLK1 mit einer ICso von 0,5 nM (die ICs fur PLK2 und
PLK3 betragen 860 nM und 1000 nM) (Gilmartin et al., 2009). Die ICso-Werte von
Volasertib werden mit 0,87 nM fur PLK1, 5 nM fur PLK2 und 56 nM fir PLK3
angegeben (Rudolph et al., 2009). In den Versuchen zur Dosistitration mit
GSK461364A in gesundem und alterskorreliertem Knochenmark zeigte sich, dass
der Wirkstoff in den niedrigen Konzentrationen von 1 nM und 5 nM weder im
Gesamtknochenmark noch in den CD34" Knochenmarkszellen Zelltod induziert
(Abbildung 10). Nach der Inkubation mit GSK461364A in hoheren Konzentrationen
(20 - 40 nM) war die Viabilitat nach 72 Stunden hingegen deutlich reduziert. Dies
betraf sowohl das Gesamtknochenmark als auch noch ausgepragter die CD34"
Knochenmarkszellen. Diese Versuche decken sich mit den Ergebnissen mit
niedrigdosiertem Volasertib (siehe 4.8), namlich dass die Inhibition von PLK1 in

niedrigen Dosierungen nicht toxisch fur gesundes Knochenmark ist.
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Abbildung 10: Dosisabhangige Toxizitdit des selektiven PLK1-Inhibitors
GSK461364A auf die gesunde Knochenmarkszelle

(A) Gezeigt ist die Viabilitdt gesunder BMMNC (n = 4) in Abhangigkeit von
verschiedenen Konzentrationen von GSK461364A. (B) Gezeigt ist die Viabilitat
gesunder CD34" Knochenmarkzellen (n = 3) in Abhangigkeit von verschiedenen
Konzentrationen von GSK461364A. (A+B) Die Viabilitat wurde nach 72 Stunden
Inhibitorbehandlung durchflusszytometrisch nach Anfarbung von Annexin V und 7-
AAD gemessen und stellt den Quotienten aus viablen Zellen unter Inhibitor und
viablen Zellen unter Losungsmittelkontrolle dar. Gezeigt ist die mittlere Viabilitat mit
den Werten der Standardabweichungen. Die Zahl in Klammern beschreibt die Anzahl
der analysierten Proben. Die einfaktoriellen Analysen der Varianz ergaben jeweils
einen p-Wert < 0,0001 und die p-Werte der verbundenen t-Tests sind angegeben.

4.12 MCL-1 als potenzieller Biomarker fur das Ansprechen auf Volasertib

In den Experimenten zur Induktion von Zelltod wurde in einer Kohorte von 53
Patienten mit MDS und sAML gezeigt, dass Volasertib in einer Konzentration von 1
uM die Viabilitit der CD34" Knochenmarkszellen nach 72 Stunden deutlich
reduzieren kann. Eine klinisch nicht zu differenzierende Untergruppe an 16 Patienten
(30,2%) wies jedoch eine Resistenz (definiert als viable Zellen > 80%) gegenuber
Volasertib in den Viabilitatsanalysen auf (siehe Abbildung 5). Um die Patienten zu

identifizieren, die optimal von einer Therapie mit Volasertib profitieren, wurden
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potentielle Biomarker evaluiert. Da Zusammenhange zwischen PLK1 und MCL-1
beschrieben wurden (Hikichi et al., 2012; Nair et al., 2015), wurde in der
vorliegenden Arbeit eine kleine Gruppe von Patienten auf das Proteinlevel von MCL-
1 analysiert und die Hohe der Expression mit dem Ansprechen auf Volasertib
korreliert. Es handelte sich um jeweils zwei Patienten mit MDS EB-1 und sAML. Hier
zeigte sich eine statistisch signifikante Korrelation zwischen der Héhe des MCL-1-
Proteinlevels und der Reduktion der viablen Zellen im Viabilitdtsassay. Es kann somit
postuliert werden, dass MCL-1 ein potentieller Biomarker fir das Ansprechen auf
Volasertib im Viabilitadtsassay nach 72 Stunden ist, der in einer groReren Kohorte

validiert werden sollte.
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Abbildung 11: MCL-1 vermittelt Resistenz gegeniiber einer Zelltodinduktion
nach 72 Stunden Inhibitorbehandlung mit Volasertib
Die Hohe der Proteinexpression wurde in den BMMNC vor Inhibitorbehandlung

mittels intrazellularer Durchflusszytometrie gemessen. Zudem erfolgte die
Behandlung der BMMNC mit Volasertib in einer Konzentration von 1 uyM uber 72
Stunden. Die Viabilitat wurde durchflusszytometrisch nach Anfarbung von Annexin V
und 7AAD bestimmt und ist als Quotient aus viablen Zellen unter Inhibitor und
viablen Zellen unter Losungsmittelkontrolle dargestellt. Die Proteinexpression wird
durch die mittlere fluoreszierende Intensitat (MFI) ausgedrlickt, die aus dem
Verhaltnis zur Isotypkontrolle berechnet wurde. Der Korrelationskoeffizient nach
Pearson sowie der P-Wert sind abgebildet.
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5 DISKUSSION

5.1 Bewertung des verwendeten Patienten- und Kontrollkollektivs

In der vorliegenden Arbeit wurden fur die Versuche zur Zelltodinduktion insgesamt 75
primare Knochenmarksaspirate von Patienten mit MDS und sAML verwendet. Eine
grolde Starke dieser Arbeit liegt in der alleinigen Verwendung von primarem humanen
Knochenmarksmaterial, da Zelllinien die Heterogenitdt von MDS und sAML nicht
adaquat abbilden und die verfiugbaren MDS-Zelllinien ungenltgend charakterisiert sind
(Drexler et al., 2009).

In der Literatur wird fur MDS-Patienten bei Diagnosestellung ein medianes Alter von 76
Jahren beschrieben (Ma et al., 2007). Das mediane Alter der Kohorte fur die
vorliegende Arbeit betrug 73 Jahre. Der Zeitpunkt der Knochenmarksentnahme
entsprach nicht zwingend dem der Diagnosestellung, da Material auch von Patienten
unter Therapie oder im therapiefreien Verlauf analysiert wurde. Das Patientenmaterial
wurde dabei unabhangig vom Therapieregime der Patienten in die Studie
aufgenommen. Zwar kann nicht mit letzter Sicherheit ausgeschlossen werden, dass
applizierte Therapien in vivo die Inhibitorbehandlung in vitro beeinflussen, die Versuche
des Koloniebildungsassays zeigten jedoch, dass eine Inhibition von PLK1 unabhangig
von vorangegangenen oder laufenden Therapien wirksam ist, da alle Proben ein
Ansprechen auf Volasertib zeigten (Abbildung 6 + Abbildung 8).

Als gesundes Kontrollmaterial diente alterskorreliertes Knochenmark, das aus 25
humanen Huftkopfen gewonnen wurde, die im Rahmen von orthopadischen
Operationen explantiert und sonst verworfen worden waren. Patienten mit (hamato-)
onkologischen Erkrankungen in der Anamnese oder auffalligem Blutbild wurden von der
Analyse ausgeschlossen. Das mediane Alter der Kontrollprobanden zum Zeitpunkt der
Knochenmarksanalyse betrug 64 Jahre (47 bis 82 Jahre), das der Patienten mit MDS
und sAML 73 Jahre (41 bis 86 Jahre). Obwohl die Versuche zur Proliferationskapazitat
keine Altersabhangigkeit zeigten (siehe 4.4), wurde dennoch alterskorreliertes
Knochenmark verwendet, um mdgliche Einflisse von im Alter erworbenen Mutationen

ZU minimieren.
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5.2 Inhibition von PLK1 induziert Zelltod und reduziert die Kolonienbildung

Die Versuche zur Induktion von Zelltod wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit an
einer Kohorte von MDS- und sAML-Patienten durchgefihrt (n = 53). Durch die
durchflusszytometrische Messung der Viabilitat via Anfarbung von Annexin V und 7-
AAD wurde in den CD34" Zellen das Ansprechen auf Volasertib in einer Konzentration
von 1 pM gemessen. Dabei fiel auf, dass die Viabilitat der einzelnen Patientenproben
nach 72 Stunden Inkubation mit Volasertib sehr divergierte. Es gab sowohl primare
mononukledre Knochenmarkzellen, die keinerlei Ansprechen im Sinne einer Reduktion
der Viabilitéat zeigten, und im Gegensatz dazu auch welches, das sehr sensibel auf
Volasertib reagierte (viable Zellen < 10 %) (Abbildung 5).

Flr 17 Patienten wurde parallel zur Messung der Viabilitdt nach 72 Stunden ein
Koloniebildungsassay durchgefihrt (grau markierte Punkte in Abbildung 5). Dazu
wurden die Zellen nach 72 Stunden Inhibitor- oder Losungsmittelbehandlung in die mit
Wachstumsfaktoren angereicherte und Inhibitor-freie Methylcellulose gegeben, um das
Kolonienwachstum zu beobachten. Der Koloniebildungsassay diente zur Detektion der
langerfristigen Effekte auf die hamatopoetische Stamm- und Vorlauferzelle. Hier zeigte
sich, dass in allen Patientenproben (n = 17) die Kolonienbildungsfahigkeit unter
Volasertib in einer Konzentration von 1 yM im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle
deutlich herabgesetzt war (Abbildung 6). Diese Unterschiede im Therapieansprechen
(Viabilitat nach 72 Stunden Inkubation mit dem Inhibitor) wurden auch mit
niedrigdosiertem Volasertib (10 nM) detektiert (Abbildung 8). Stellt man nun die Effekte
aus Viabilitatsmessung und Kolonienbildungsfahigkeit gegenuber, fallt auf, dass die
CD34" Knochenmarkszellen der MDS- und sAML-Patienten, die nach der Behandlung
mit niedrigdosiertem Volasertib im 72 Stunden-Viabilitdtsassay nicht (Viabilitat > 80%)
oder moderat (Viabilitat > 60%) abstarben, trotzdem einen deutlichen Effekt im Sinne
einer drastischen Reduktion der Kolonienbildungsfahigkeit nach 14 Tagen im
Koloniebildungsassay zeigten (Abbildung 9).

Es ist bereits bekannt, dass der Effekt von Volasertib auf die maligne Zelle sowohl auf
der Induktion von Apoptose (Liu et al., 2003) als auch von Zellzyklusarrest beruht (Barr
et al., 2004). Basierend auf den hier diskutierten Daten kann die Hypothese aufgestellt

werden, dass neben einem kurzfristigen direkt zytotoxischen Effekt Volasertib effektiv
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zum Zellzyklusarrest fuhrt, was sich in einer verminderten Kolonienbildung nach 14

Tagen auldert.

5.3 Bedeutung der Selektivitit von verschiedenen PLK-Inhibitoren fiir gesundes

und krankes Knochenmark

In den Experimenten zur Dosistitration von Volasertib mit gesundem Knochenmark fiel
auf, dass flr die gesunden BMMNC eine Konzentration von 50 nM eine Schwellendosis
darzustellen scheint. Niedrigere Dosierungen (1 nM - 10 nM) schadigten die gesunde
Hamatopoese nicht, wahrend ab 50 nM deutliche zytotoxische Effekte auftraten. Eine
Erklarung fur diesen auffalligen Sprung konnte sein, dass ab 50 nM die Selektivitat von
Volasertib abnimmt und zusatzlich vermehrt PLK2 (ICsp 5 nM) und PLK3 inhibiert
werden (ICso 56 nM) (Rudolph et al., 2009). Die simultane Inhibition von PLK1 mit PLK2
und PLK3 koénnte im Vergleich zur alleinigen PLK1-Hemmung nachteilig fur die
antitumorale Wirkung sein, da PLK2 und PLK3 als Tumorsuppressorgene agieren (Dai
et al., 2003; Eckerdt et al., 2005; Helmke et al., 2016), PLK3 an Reparaturvorgangen
von DNA-Schéaden beteiligt ist (Zitouni et al., 2014) und eine entscheidende Rolle bei
Reaktionen auf verschiedene Arten von Zellstress (wie z. B. mitotischer, oxidativer oder
hypoxischer Stress) einnimmt (Helmke et al., 2016). Intakte Reparaturvorgange von
DNA-Schaden und adaquate Stressantworten sind essenziell fir das Uberleben
gesunder Zellen. Betrachtet man jedoch die Ergebnisse der Versuche mit dem
selektiveren PLK1-Inhibitor GSK461364A, zeigt sich, dass auch dieser in niedrigen
Dosierungen erhebliche zytotoxische Effekt auf gesunde BMMNC ausubt. Dies ist der
Fall, obwohl die ICs5op-Werte von GSK461364A mit 860 nM flir PLK2 und 1000 nM flr
PLK3 (Gilmartin et al., 2009) deutlich Uber denen von Volasertib (5 nM und 56 nM)
(Rudolph et al.,, 2009) lagen und den in den durchgefuhrten Versuchen mit
Konzentrationen bis 50 nM weitaus nicht Uberschritten wurden. Dies beflrwortet den
Einsatz von niedrigdosiertem Volasertib.

Es wurden neben Volasertib (Bl 6727) und GSK461364A (Gilmartin et al., 2009) weitere
PLK-Inhibitoren entwickelt wie Bl 2536 (Steegmaier et al., 2007; Renner et al., 2009),
NMS-P937 (Valsasina et al., 2012) und ON01910 (Gumireddy et al., 2005). Bl 2536 war

einer der ersten PLK1-Inhibitoren auf dem Markt, der sich in praklinischen
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Untersuchungen als effektiv erwiesen hat (Steegmaier et al., 2007; Renner et al., 2009).
Diese Wirkung konnte jedoch in klinischen Studien mit unterschiedlichen
Tumorentitaten nicht ausreichend bestatigt werden (Schoffski et al., 2010; Sebastian et
al., 2010; Mross et al., 2012; Muller-Tidow et al., 2013; Awad et al., 2017), weshalb das
Augenmerk auf andere PLK1-Inhibitoren gerichtet wurde (siehe 1.2.3). Jedoch liegen
fur Bl 2536 Daten zu Versuchen mit gesunden Zellen vor.

So ist bereits publiziert, dass der PLK-Inhibitor Bl 2536 eine &hnliche Wirkung auf AML-
wie auf nicht-leukamische Zelllinien hat und somit unspezifisch Zelltod induziert (Minch
et al., 2015). Als methodische Unterschiede zur vorliegenden Arbeit sind anzufuhren,
dass Munch et al. den PLK-Inhibitor Bl 2536 (vs. BI6727 in der vorliegenden Arbeit) in
(AML-) Zelllinien (vs. BMMNC von MDS- und sAML-Patienten und gesunden Kontrollen
in der vorliegenden Arbeit) getestet haben. Als nicht-leukamische Kontrollzelllinien
wurden zwei lymphoblastoide Zelllinien (LCL1/-2) verwendet. Die AML- und
Kontrollzellinien wurden zur Bestimmung der mittleren effektiven Konzentration (ECsp)
mit verschiedenen Konzentrationen von Bl 2536 behandelt. Dabei konnte im
Ansprechen kein Unterschied zwischen AML- und Kontrollzelllinie detektiert werden
(ECsp der AML-Zelllinien 5,3 nM bis 21,0 nM und ECsy der Kontrollzelllinien 7,7 nM und
10,0 nM) (Mdnch et al., 2015).

Es ist im Gegensatz dazu besonders interessant, dass in den fur die vorliegende Arbeit
durchgefuihrten Versuchen Volasertib in einer Konzentration von 10 nM selbst in den
primaren humanen Knochenmarkszellen von 25 gesunden und alterskorrelierten
Kontrollen keine zytotoxischen Effekte hervorgerufen hat. Wurde jedoch Knochenmark
von Patienten mit MDS und sAML mit Volasertib in einer Konzentration von 10 nM
behandelt, konnte sowohl eine Reduktion der Viabilitdt nach 72 Stunden als auch eine
massive  Verminderung der Kolonienbildungsfahigkeit erzielt werden. Dies
demonstrierte die spezifische Wirkung von Volasertib auf die kranke
Knochenmarkszelle.

Zudem zeigte Bl 2536 im Koloniebildungsassay mit normalen CD34" Nabelschnurzellen
in den Konzentratonen 1 nM wund 10 nM keine Toxizitat auf die
Kolonienbildungsfahigkeit der gesunden Stamm-/ und Vorlauferzelle (Renner et al.,

2009). Eine Titration mit hoheren Dosierungen wurde nicht beschrieben. In den fur die

62



DISKUSSION

vorliegende Arbeit durchgeflhrten Versuchen zeigte der PLK1-Inhibitor Volasertib (Bl
6727) in den oben genannten Konzentrationen ebenfalls keine zytotoxischen Effekte auf
gesunde Knochenmarkszellen. Diese ergaben sich erst bei hdheren Dosierungen. Die
Spezifitat der Inhibitoren Bl 2536 und Bl 6727 ist dabei mit ICso-Werten fur PLK1 von
0,83 nM und 0,87 nM nahezu identisch (Helmke et al., 2016). Trotzdem bleibt offen,
inwiefern die beiden Wirkstoffe vergleichbar sind, da sie sich mindestens in den ICs-
Werten fur PLK2 und PLK3 unterscheiden (Helmke et al., 2016).

5.4 Drastische Dosisreduktion von Volasertib verringert kritische

Hamatotoxizitat bei erhaltener Wirksamkeit

Volasertib inhibiert in niedrigen Konzentrationen hochselektiv PLK1 und hat eine
mittlere inhibitorische Konzentration (ICsp) von 0,87 nM (Helmke et al., 2016). In der hier
vorliegenden Arbeit konnte in in vitro-Versuchen gezeigt werden, dass Volasertib in
einer Konzentration von 10 nM in gesunden Knochenmarkzellen keinen Zelltod induziert
und die Koloniebildungsfahigkeit nicht beeintrachtigt (siehe 4.8). Dies gilt sowohl fur die
Population der CD34" Stamm-/Vorlauferzellen als auch fiir das gesamte Knochenmark.
Aus publizierten Pharmakokinetikdaten der Phase I[-Studie zur Dosiseskalation von
Volasertib in funf Patienten mit fortgeschrittenen soliden Tumoren ergaben sich im
Gegensatz dazu interessanterweise deutlich hohere Plasmakonzentrationen nach
Verwendung der Standarddosierung von 350 mg intravenésem Volasertib (Schoffski et
al., 2012; Dohner et al., 2014). Die maximale Plasmakonzentration reichte bis 600 ng/ml
(1000 nM). Aulderdem fiel die Plasmakonzentration innerhalb von 14 Tagen nicht unter
10 ng/ml (16,66 nM) (Schoffski et al., 2012). Die im klinischen Rahmen gemessenen
Plasmakonzentrationen liegen also insbesondere mit den Spitzenwerten deutlich Uber
der Konzentration von 10 nM, fir die in der vorliegenden Arbeit eine Schonung des
gesunden Knochenmarks festgestellt wurde.

Die in vitro-Versuche mit hochdosiertem Volasertib verdeutlichen die in vivo
beobachteten unerwlnschten Wirkungen im Sinne einer Myelosuppression, die im
Rahmen der POLO-AML-2-Studie auftraten und zum Stopp der Studie fuhrten

(Boehringer Ingelheim, 2016). Fur eine bessere Vertraglichkeit und weniger
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unerwinschte Wirkungen durch ausgepragte Hamatotoxizitat ist eine drastische

Dosisreduktion im klinischen Rahmen notwendig.

5.5 Volasertib mit gezielter Wirkung auf Stamm-/Vorlauferzelle von MDS- und
sAML-Patienten

Bei Nachweis erhohter Hamatotoxizitat der Volasertibdosierungen von 50 nM bis 1 yM
im Gesunden wurde die Wirkung von niedrigeren Dosierungen im erkrankten
Knochenmark getestet. Interessanterweise zeigte sich fir das Knochenmark der MDS-
und sAML-Patienten trotz Dosisreduktion eine vergleichbare Effektivitat, wahrend
gleichzeitig die gesunde Hamatopoese geschont wird (siehe 4.9). Zu den potenziellen
Ursachen fur die selektive Wirkung auf die Stamm-/Vorlauferzelle der MDS- und sAML-
Patienten gehdéren molekulare Veranderungen in den Strukturen des Zellzyklus, die die
Sensitivitat fur Zellzyklusmodulatoren erhéhen. Mdglicherweise liegt der Grund in der
veranderten Genexpression von PLK7 und PLK3 (Abbildung 1). Die durchgefuhrten
Genexpressionsanalysen  zeigten, dass PLK1 in den mononuklearen
Knochenmarkszellen von MDS-Patienten hdher exprimiert ist als in gesunden und nicht-
leukdmischen Kontrollen (Abbildung 1A und D). Diese Ergebnisse bestatigen
vorhandene Daten aus der Literatur, wo beschrieben ist, dass PLK71 sowohl in
zahlreichen soliden Tumoren (Wolf et al., 1997; Takahashi et al., 2003; Weichert et al.,
2005a; Weichert et al., 2005b; Weichert et al., 2005c; He et al., 2009) als auch in
akuten myeloischen Leukdmien (Renner et al., 2009) hochreguliert ist. In der Literatur
wurde bereits mehrmals diskutiert, dass sowohl das Tumorwachstum und als auch das
Ansprechen auf die Therapie mit einem PLK1-Inhibitor von einer erhéhten PLK1-
Aktivitat abhangig sind (Liu et al., 2006; Strebhardt et al., 2006; Luo et al., 2009; Renner
et al.,, 2009). Dies ermdglicht durch die selektive Inhibition von PLK1 ein gezieltes
Abtdten der Tumorzelle ohne der gesunden hamatopoetischen Zelle zu schaden
(Archambault et al.,, 2015). Diese Veranderungen konnten erklaren, warum sich
Volasertib bis zu einer Konzentration von 10 nM spezifisch gegen die MDS-Stamm-
/Vorlauferzelle richtet.

Zusatzlich ist das Expressionslevel von PLK3 in den Kontrollproben im Vergleich zu den

MDS-Knochenmarkszellen erhoht (Abbildung 1C und F). Fur die Relevanz von
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Veranderungen des PLK3-Expressionslevels liegen noch keine eindeutigen Daten vor.
In Tumoren des Kopf-Hals-Bereichs sowie in Lungen- und hepatozellularen Karzinomen
scheint PLK3 runterreguliert zu sein (Li et al., 1996; Dai et al., 2000; Pellegrino et al.,
2010). Bei den hepatozellularen Karzinomen ist dies gleichzeitig mit einer schlechteren
Prognose assoziiert. Im Gegensatz dazu ist aber auch die erhdhte Expression von
PLK3 in Brust- und Ovarialtumoren prognostisch ungunstig (Weichert et al., 2004,
Weichert et al., 2005b).

5.6 Das anti-apoptotische Protein MCL-1 als vielversprechender Biomarker flir

Volasertibsensitivitat

Flr eine zielgerichtete Therapie mit glnstigem Nebenwirkungsprofil ist die
Identifizierung der Patienten notwendig, die am besten von einer Therapie mit
Volasertib profitieren. Als potenzielle Biomarker fur die Sensitivitat von Volasertib
wurden bisher die PLK7-Expression (Minch et al., 2015), der Mutationsstatus von TP53
(Liu et al., 2006; Sur et al., 2009; Wang et al., 2013) und das Expressionslevel von
MCL-1 (Hikichi et al., 2012) diskutiert.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher der Einfluss einer TP53-Mutation auf das
Ansprechen auf Volasertib in einer Konzentration von 1 yuM nach 72 Stunden
untersucht. Hier zeigte sich, dass 30 Patienten den Wildtyp des TP53-Gens und sieben
eine nachgewiesene Mutation hatten. Es konnte jedoch kein Unterschied im
Therapieansprechen detektiert werden (Daten nicht gezeigt).

Die PLK1-Expression selbst wurde bereits als Biomarker diskutiert (Mlnch et al., 2015).
In einer klinischen Studie mit Volasertib in Ovarialkarzinomen, konnte dies jedoch nicht
bestatigt werden (Pujade-Lauraine et al., 2016) werden.

Ein bekannter Resistenzfaktor fir Tumortherapien ist ein erhdhtes Expressionslevel von
MCL-1 (Yasui et al., 2004). So konnte zum Beispiel fur die Therapien mit dem BCL-2/-
XL/-W-Inhibitor ABT-737 und dem BCL-2-selektiven Inhibitor ABT-199 gezeigt werden,
dass ein hohes MCL-1-Level Resistenz gegenlber den Wirkstoffen vermittelt (Jilg et al.,
2015) und der Effekt unabhangig von Hochrisikomutationen in den Genen ASXLT,
RUNXT1, TP53 und EZH2 ist (Reidel et al., 2018). MCL-1 scheint auch eine Rolle fur die
Funktion von PLK1 zu spielen. In einer Studie mit dem PLK1-Inhibitor TAK-960 (Hikichi
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et al., 2012) konnte gezeigt werden, dass der Wirkstoff in Sarkom-Zelllinien abhangig
von der Suppression von MCL-1 Apoptose induziert (Nair et al., 2015). In der
vorliegenden Arbeit konnten die Hinweise fur MCL-1 als potenziellen Biomarker fur eine
Therapie mit einem PLK1-Inhibitor bestatigt werden. Eine hohe Proteinexpression von
MCL-1 vermittelte in einer kleinen Kohorte von Patienten mit MDS und sAML Resistenz
gegenuber Volasertib in einer Konzentration von 1 uyM nach 72 Stunden

Inhibitorbehandlung.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

MDS gehoéren zu den haufigsten hamatoonkologischen Erkrankungen des alteren
Menschen (Germing et al., 2013) und gehen mit einem erhdhten Risiko der
Transformation in eine akute myeloische Leukamie einher (Tefferi et al., 2009). Die
Prognose ist insbesondere fur Hochrisiko-MDS-Patienten sehr schlecht (Greenberg et
al., 2012). Es werden dringend neue Therapiestrategien bendtigt, da die einzig kurative
Therapie der allogenen Stammzelltransplantation nur fur sehr wenige Patienten in
Frage kommt (Malcovati et al., 2013). Die hohe Proliferationsrate im Knochenmark
(Parker et al., 2000; Alexandrakis et al., 2004; Matarraz et al., 2012) von Patienten mit
MDS und sAML stellt ein attraktives Ziel fur eine Therapie mit PLK1-Inhibitoren dar. Im
Rahmen der hier vorliegenden Arbeit sollte daher erarbeitet werden, ob die Inhibition
von PLK1 als wirksame und vertragliche Therapiestrategie fur Patienten mit MDS und
sAML in Betracht kommt.

In den Analysen von Genexpressionsdaten aus oOffentlich zuganglichen Datenbanken
zeigte sich, dass die mononuklearen Knochenmarkszellen von Patienten mit MDS eine
hdhere Expression von PLK1 als die von Kontrollprobanden aufwiesen. Dies stellt einen
vielversprechenden Angriffspunkt einer Therapie mit einem PLK1-Inhibitor dar.

BMMNC von Patienten mit MDS und sAML wurden in vitro mit dem PLK1-Inhibitor
Volasertib behandelt. Nach 72 Stunden folgte die Messung der Viabilitdt. Um die
langfristige Wirkung auf die hamatopoetische Stamm-/Vorlduferzelle darzustellen,
wurden Koloniebildungsassays durchgefuhrt. Als Kontrollmaterial diente Knochenmark,
das aus explantierten Huftkdpfen von hamatologisch gesunden und alterskorrelierten
Patienten isoliert wurde. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Volasertib in einer
Konzentration von 1 uM in den primaren humanen CD34" Knochenmarkszellen von
Patienten mit MDS und sAML effektiv Zelltod induziert und die
Kolonienbildungsfahigkeit drastisch reduziert. Diese hohen Dosierungen, die auch im
Rahmen von klinischen Studien (POLO-AML-2) zum Einsatz kamen (Boehringer
Ingelheim, 2016), zeigten jedoch in den fur die vorliegende Arbeit durchgeflhrten
Experimenten in vitro eine ausgepragte Toxizitat auf die gesunde Hamatopoese. Die
Viabilitat der CD34" Knochenmarkszellen von den gesunden Kontrollprobanden war

nach 72 Stunden massiv reduziert. Ebenfalls war die Anzahl der Kolonien im
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Koloniebildungsassay bei der Konzentration von 1 uyM stark dezimiert. Damit kdnnten
zumindest zum Teil die schwerwiegenden Nebenwirkungen wie schwere Zytopenien
und infektidse Komplikationen in den klinischen Studien erklart werden.

Die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit zeigten zudem, dass eine 100-fache
Dosisreduktion von Volasertib auf 10 nM die in vitro-Toxizitdt auf die gesunde
hamatopoetische Stamm-/Vorlauferzelle auf ein Minimum reduzierte. Gleichzeitig wird
jedoch mit der Konzentration von 10 nM in den MDS- und sAML-Stamm-
/Vorlauferzellen selektiv Zelltod induziert und die Kolonienbildungsfahigkeit vermindert.
Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen daher deutlich fur eine betrachtliche
Dosisreduktion von Volasertib, um unter Erhaltung der Effektivitat die ausgepragten
Nebenwirkungen zu reduzieren.

Auch konnte gezeigt werden, dass die Toxizitdt des selektiven PLK1-Inhibitors
GSK461364A dosisabhangig ist und insbesondere in den niedrigen Konzentrationen
von 1 - 5 nM keinen Zelltod in den gesunden BMMNC induziert. Nach Inkubation mit
einer hoheren Dosis (20 - 40 nM) wird effektiv Zelltod induziert. Im Vergleich zu
Volasertib erwies sich dieser Inhibitor trotz hoherer Selektivitat nicht als schonender fur
die gesunde Hamatopoese.

MCL-1 wurde als potenzieller Biomarker fir das Ansprechen auf den PLK1-Inhibitor
Volasertib identifiziert. Die Induktion von Zelltod war abhangig von einer Suppression
des Proteinlevels von MCL-1. Anhand eines Screenings vor Einleitung einer Therapie
kénnen im klinischen Einsatz die Patienten bestimmt werden, die maximal von der

Therapie profitieren kdnnen.
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