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Zusammenfassung

Die chronische myeloische Leukdmie (CML) ist eine maligne Stammzellerkrankung, deren
charakteristisches Merkmal eine reziproke Translokation der Chromosomen 9 und 22 ist und
so zur Entstehung des Philadelphiachromosoms (Ph) fiihrt. Durch diese Translokation kommt
es zur Bildung des bcer-abl Onkogens, welches aufgrund einer gesteigerten
Tyrosinkinaseaktivitidt die pathophysiologisch entscheidende Rolle bei der leukdmischen
Transformation der Blutstammzelle spielt.

Die allogene periphere Blutstammzelltransplantation (PBSZT) nach myeloablativer Konditio-
nierung gilt als kurativ bei der Behandlung von Patienten mit CML. Dabei handelt es sich um
eine risikoreiche Therapie mit lebensbedrohlichen Nebenwirkungen. Im ersten Teil meiner
Arbeit stelle ich unsere Untersuchungen zur Risikosenkung der allogenen PBSZT dar. Hierzu
gehoren die Verwendung von Cyclosporin A (CSA) in Kombination mit Mycophenolat-
Mofetil (MMF) anstelle von Methotrexat (MTX) zur Prophylaxe einer ,,Graft versus host
disease* (GvHD) sowie die nicht myeloablative Konditionierung zur Reduktion der therapie-
assoziierten Toxizitdt. Des Weiteren beleuchte ich den Wert des Sepsis Related Organ Failure
Assessment (SOFA) "Score" zur Abschitzung der Uberlebenswahrscheinlichkeit nach
allogener PBSZT, in deren Verlauf es zu einer intensivmedizinischen Intervention mit me-
chanischer Beatmung gekommen ist.

Der zweite Schwerpunkt meiner Arbeit handelt von Untersuchungen zur Therapie der CML
mit Imatinib (Glivec, STI 571), einem molekular zielgerichteten Tyrosinkinaseinhibitor des
ber-abl Proteins. Nach Einfithrung dieses Medikamentes ist die allogene PBSZT in der The-
rapie der CML immer mehr in den Hintergrund geriickt. Ein Aspekt betrifft dabei eine Me-
thode zur quantitativen Beurteilung der ber-abl mRNA mit dem Ziel der Uberwachung und
Anpassung der Therapie. Dariliber hinaus haben wir die molekularen Signalwege und deren
Veridnderung wihrend der Therapie mit Imatinib untersucht. Ergénzend stelle ich die Ergeb-
nisse unserer Analysen zum Einfluss von Imatinib auf die molekulare Signatur von gesunden
CD 34 positiven hdmatopoietischen Stamm- und Progenitorzellen dar sowie die Behand-

lungsergebnisse von Imatinib bei Patienten mit atypischer CML.
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1. Einleitung

Die chronisch myeloische Leukédmie (CML) ist eine maligne Erkrankung der blutbildenden
Stammzelle und wurde erstmals 1845 von Rudolf Virchow als ,,weifles Blut* beschrieben'.
Uber ein Jahrhundert spiter entdeckten Nowell und Hungerford die fiir die CML charakteris-
tische Chromosomenaberration, die sie als Philadelphiachromosom bezeichneten®>. Im Jahr
1973 entdeckte Jane Rowley, dass diese chromosomale Aberration aus einer reziproken
Translokation der Chromosomen 9 (abl) und 22 (ber) resultiert’. Diese Translokation fiihrt zur
Bildung des bcr-abl Onkogens, welches durch eine gesteigerte Tyrosinkinaseaktivitit die ent-
scheidende Rolle bei der leukdmischen Transformation einer Blutstammzelle spielt’. In vitro
Untersuchungen und Experimente am Mausmodel haben gezeigt, dass ber-abl alleine aus-
reicht, die maligne Transformation zur CML zu induzieren™®. Diese molekulare Alteration
tritt in einer pluripontenten hamatopoietischen Stammzelle auf, die hierdurch einen Prolifera-
tionsvorteil gegeniiber normalen hdmatopoietischen Zellen gewinnt und als Ph positiver Klon
die normale Hamatopoiese verdringt’. Die Therapie von Patienten mit CML im neunzehnten
Jahrhundert war duf3erst unbefriedigend, wobei insbesondere Versuche mit Arsenderivaten zu
nennen sind'’. 1950 erfolgten die ersten Therapien mit Busulfan, welches in der Folge durch
Hydroxyharnstoff und zu Beginn der achtziger Jahre durch Interferon (INF) ergénzt bzw. ab-
gelost wurde. Mit alpha INF war es erstmals moglich zytogenetische Remissionen zu induzie-
ren. Seit Einflihrung der allogenen PBSZT stellt diese bis heute die einzig kurative Therapie-
option fiir Patienten mit einem passenden HLA identischen Spender dar. Eine Transplantation
mit den Blutstammzellen eines HLA-identischen Geschwisterspenders kommt fiir Patienten
bis zum 60. Lebensjahr infrage, wéhrend eine Transplantation mit Zellen eines Fremdspen-
ders bis zum 50. Lebensjahr als moglich gilt. Im Jahre 1990 war die CML die héufigste Er-
krankung weltweit, bei der eine allogene PBSZT durchgefiihrt wurde''. Ungeachtet dessen
handelt es sich bei dieser Therapie um einen Hochrisikoverfahren. Neben der Akuttoxizitat
durch die Chemotherapie und die Bestrahlung spielt eine langfristige Toxizitét in Form einer
immunologischen Reaktion der Spenderzellen gegen Gewebe respektive Organe des Empfén-
gers, die GVHD eine wesentliche Rolle. Zur Reduktion der medikamentds bzw. strahlenbe-
dingten Toxizitdt werden dosisreduzierte oder nicht-myeloablative Konditionierungen mit
einer gering dosierten Ganzkorperbestrahlung von zwei Gy in Kombination mit einem
lymphotoxischen Purinanalogon wie z.B. Fludarabin eingesetzt, die insbesondere fiir dltere
Patienten oder Patienten mit Vorerkrankungen eine mogliche Therapieoption darstellen. Ein
fester Bestandteil dieser allogenen Stammzelltherapiekonzepte ist die Unterdriickung der

GvHD bei maximaler Ausnutzung des so genannten ,,graft versus leukemia® (GvL) Effektes.
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Eine Moglichkeit hierfiir besteht darin, den Patienten mit CML anstelle des kompletten
Transplantates zunédchst nur T-Zell depletierte CD 34 positive Blutstammzellen zu verabrei-
chen, wodurch das Risiko einer GVHD verringert wird. Nach der himatopoetischen Rekonsti-
tution werden dann die zuvor separierten T-Zellen zuriickgegeben. Durch dieses von Kolb et
al. erstmals 1990 durchgefiihrte Verfahren kann die Immunkompetenz des Patienten verbes-
sert werden und gleichzeitig der letztlich gewiinschte GvL-Effekt provoziert werden'?. Ent-
scheidend nach einer allogenen PBSZT und insbesondere nach
Donorlymphozytenverabreichung ist das Verhéltnis zwischen gewiinschter GvL und GvHD
Reaktion. Hierbei hat die addquate Titration von T-Zell inhibierenden Medikamenten eine
essentielle Bedeutung. Zum FEinsatz kommen Calcineurin Inhibitoren wie CSA oder
Tacrolimus, klassische Chemotherapeutika wie Methotrexat, Steroide sowie MMF und der
mTor Inhibitor Sirolimus. Ein Konsens hinsichtlich des am Besten geeigneten
Immunsuppressivums ist Gegenstand laufender Studien.

Eine neue Ara in der Therapie der CML, in welcher das allogene PBSZT-Konzept zunehmend
in den Hintergrund riickt, begann 1998 mit der Einfithrung eines neuen molekularen Wirk-
prinzips, der Hemmung des bcr-abl Proteins durch den Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib. Das
Medikament fiihrte in klinischen Phase I-III Studien zu himatologischem und
zytogenetischem Ansprechen bei Patienten mit CML in allen Krankheitsstadien'*'®. Bei Pati-
enten in spéter chronischer Phase zum Beispiel, bei denen eine vorausgehende Interferonthe-
rapie versagt hatte, konnte durch Imatinib bei 60 % der Patienten ein komplettes
zytogenetisches Ansprechen und in 95 % der Fille eine komplette hdmatologische Remission
erreicht werden'®. Der direkte Vergleich zwischen Imatinib und der bisherigen Standardthera-
pie bei Patienten mit neu diagnostizierter CML in chronischer Phase (CP) zeigte eine signifi-
kante Uberlegenheit des neuen Medikamentes hinsichtlich zytogenetischer, himatologischer
und molekularbiologischer Ansprechraten'®. Der molekulare Wirkmechanismus des Imatinibs
basiert im Wesentlichen auf einer kompetitiven Hemmung der Tyrosinkinasen bcr-abl, c-kit,
»platelet derived growth factor -receptor (PDGF-R) und des ,,abl related gene* (ARG). In der
Folge dieser Hemmung kommt es zu zahlreichen ,,downstream“-Verdanderungen von intrazel-
luldiren Wachstumskaskaden, die letztlich in der CML-Zelle eine Verminderung von

Apoptoseschutz und einen Proliferationsreiz induzieren (Abbildung 1)'7*,
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Y = Tyrosin
P = Phosphat

Abbildung 1: Molekularer Wirkmechanismus des Imatinibs.
Imatinib bindet an der ATP Bindungsstelle des ber-abl Proteins und verhindert so die Phosphorylierung
der nachfolgenden Signalkaskaden, die im phosphorylierten Zustand zu einer verminderten Apoptose und

vermehrten Proliferation der CML Zelle fiihren.

Die Vielzahl der durch Imatinib inhibierten Tyrosinkinasen erklirt, warum das Medikament
auch bei anderen Erkrankungen erfolgreich ist, die durch eine Uberaktivitit dieser Proteine
ganz oder teilweise bedingt ist. Zu nennen sind vor allem c-kit positive gastrointestinale
Stromatumoren und atypische chronische myeloische Leukimien mit einer Uberexpression
des PDGF-R** % Die Inhibition der oben genannten Tyrosinkinasen birgt allerdings auch
potentielle Gefahren. Das ABL interagiert mit mehreren Proteinen wie z.B. dem p73 oder
RAD 51%% %, die eine wesentliche Funktion bei DNA Reparaturmechanismen haben. Das c-
kit ist von zentraler Bedeutung fiir die Differenzierung und Proliferation hidmatopoietischer
Stammzellen”® und PDGF-R wird von Knochenmarkstromazellen exprimiert, welche wesent-
liche Bestandteile des himatopoietischen ,,microenvironment” darstellen. Eine Hemmung von
ABL, c-KIT oder PDGF-R wurde daher als ursdchlich fiir funktionelle Stérungen der
Héamatopoiese oder fiir sekundére Karyotypabnormalitidten wéhrend der Therapie mit Imatinib
angeschen”” .

Die Effizienz der Therapie mit dem oralen Tyrosinkinaseinhibitor wird bisher durch
zytogenetische Analysen und dem Nachweis eines hamatologischen Ansprechens gemessen.
Hinzu kommt allerdings seit jlingster Zeit die Quantifizierung der ber-abl mRNA im periphe-

ren Blut oder Knochenmark durch quantitative ,,real time* RT-PCR (qPCR) Techniken, die
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eine erheblich genauere Messung des molekularen Ansprechens erlauben. Hierbei korrelieren
die Ergebnisse der qPCR hervorragend mit dem Krankheitsstadium sowie dem
zytogenetischen Ansprechen bei Patienten, die mit Interferon, Imatinib oder allogener PBSZT
behandelt wurden®' ™.

Im Rahmen dieser Arbeit werden unsere Analysen hinsichtlich der Optionen zur Risikomini-
mierung der allogenen PBSZT bei der CML dargestellt. Im zweiten Teil werden die Ergebnis-
se unserer Untersuchungen zur Therapie der CML mit Imatinib und zum molekularen
Monitoring erldutert. Des Weiteren werden CML typische molekulare Signalwege in CD 34
positiven Ph positiven hdmatopoietischen Stamm- und Progenitorzellen und deren Verdnde-
rung wihrend der Therapie mit Imatinib beschrieben. In Ergédnzung hierzu werden die Ergeb-
nisse unserer Untersuchungen des Einflusses von Imatinib auf die molekulare Signatur von

gesunden CD 34 positiven hdmatopoietischen Stamm- und Progenitorzellen aufgezeigt sowie

die Wirkung von Imatinib bei der Behandlung von Patienten mit atypischer CML geschildert.
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2. Blutstammzelltherapie der chronisch myeloischen Leukimie

2.1 Optimierung der ,,Graft Versus Host Disease* Prophylaxe (Ref. A)

Obgleich die allogene periphere Blutstammzelltransplantation bei der Behandlung der CML
grundsitzlich kurativer Natur ist, birgt dieses Therapieverfahren ein nicht unerhebliches, teil-
weise lebensbedrohliches Risiko: Die immunologische Reaktion des Spendermarkes gegen
Gewebe respektive Organe des Empfingers, die so genannte GvHD. Diese Komplikation
stellt den Hauptgrund fiir transplantationsbedingte Morbiditit und Mortalitdt dar**. Eine in-
tensive immunsuppressive Behandlung durch T-Zell depletierende Medikamente kann das
Risiko einer GVHD zwar reduzieren, fiihrt jedoch auf der anderen Seite zu einer hdheren Rate
an Versagen des Transplantates oder einem Riickfall der Erkrankung®>™

aus CSA und MTX ist aktuell die Standardtherapie zur GvHD Prophylaxe51'53.
Mycophenolat-Mofetil (MMF) ist ein Inhibitor der Synthese von Purin Nukleotiden, der zu

. Eine Kombination

einer verminderten Proliferation von aktivierten Lymphozyten fiihrt und zunichst erfolgreich
zur AbstoBungsprophylaxe nach allogener Nierentransplantation eingesetzt wurde®®. In der
Folge wurde MMF dann auch alleine oder in Kombination mit anderen Immunsuppressiva fiir
die Behandlung akuter oder chronischer GVHD nach allogener Knochenmark- oder peripherer
Blutstammzelltransplantation verwendet™>*. Auch nach einer nicht myeloablativen Konditio-
nierung und anschlieBender allogener PBSZT ist diese Form der Immunsuppression wirk-
sam’’.

Wir haben in einer retrospektiven ,,Single Center Analyse die Kombinationen von
CSA/MTX uns CSA/MMF hinsichtlich ihres Potentials als GvHD Prophylaxen miteinander
verglichen. Insgesamt wurden 93 Patienten untersucht, die alle Zellen eines HLA-identischen
Geschwisters nach myeloablativer Konditionierung erhalten hatten. Das mediane Alter der
Patienten lag bei 35 Jahren (17-59). Achtundvierzig Patienten waren méannlich und 45 weib-
lich. Sechsunddreiflig Patienten hatten eine akute myeloische Leukdmie (AML) oder ein
myelodysplastisches Syndrom (MDS), 20 eine akute lymphatische Leukdmie (ALL) und 37
eine CML. Von 1989 bis 2003 erhielten 26 Patienten CSA in Kombination mit MMF und 67
Patienten CSA mit MTX als GvHD Prophylaxe nach Hochdosischemotherapie alleine (n =
31) oder in Kombination mit Ganzkorperbestrahlung (TBI) (n = 67). Der Zeitpunkt der letzten
Nachsorgeuntersuchung war Juni 2004. Zum Zeitpunkt der Transplantation waren alle Patien-
ten in kompletter Remission (CR) oder chronischer Phase (CP). Das mediane ,,Follow-up*
nach Transplantation bei den Patienten, die mit CSA/MMF behandelt wurden, betrug 17 Mo-
nate (2-65) und in der CSA/MTX Gruppe 39 Monate (1-173).
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Die GvHD Prophylaxe in der CSA/MTX Gruppe bestand aus einer Kombination von intrave-
nosem CSA in einer Dosierung von 3 mg/kg/Tag sowie intravendsem MTX in einer Dosie-
rung von 15 mg/m” an Tag eins gefolgt von 10 mg an Tag drei und sechs. Im Anschluss wur-
de das CSA dem Blutspiegel angepasst, der zwischen 200 und 300 ng/dl liegen sollte. Patien-
ten in der CSA/MMF Gruppe erhielten MMF in einer Dosierung von 1000 mg zwei bis drei
Mal tiglich anstelle von MTX. MMF wurde oral oder intravends abhingig von Ubelkeit, Erb-
rechen oder Mukositis des Patienten verabreicht.

Nach uni- und multivariater Analyse zeigte sich weder ein signifikanter Unterschied im Ge-
samtiiberleben der beiden Gruppen mit 2-Jahres Uberlebensraten von 55% (CSA/MTX) und
76% (CSA/MMF) noch in der Rezidivrate oder der therapieassoziierten Mortalitidt. Des Wei-
teren fand sich auch kein statistisch signifikanter Unterschied in der Inzidenz von akuter bzw.
chronischer GVHD. Akute GvHD II-IV Grades trat bei 61% der Patienten die mit CSA/MTX
und bei 38% der Patienten, die mit CSA/MMF behandelt wurden auf. Eine chronische GvHD
trat bei 45% (CSA/MTX) bzw. 50% (CSA/MMF) der Patienten auf.

Der einzige Unterschied lag in der Zeit bis zur Leukozytenrekonstitution (P<0.0001, log rank
test; hazard ratio 5.46; 95%-Konfidenzintervall 2.94-10.14). Patienten in der CSA/MMF
Gruppe erreichten eine Leukozytenzahl von iiber 1000/ul nach einem Median von 12 Tagen
(7-19) im Vergleich zu 18 Tagen (11-62) fiir Patienten in der CSA/MTX Gruppe. Obgleich
sich die Ergebnisse flir das Gesamtiiberleben, die Rezidivrate und die therapieassoziierte Mor-
talitdt statistisch nicht signifikant unterschieden, zeigte sich fiir die Patienten, die mit
CSA/MMF behandelt wurden, jeweils zumindest ein Trend in Richtung eines besseren Er-
gebnisses als fiir die Gruppe der Patienten, die CSA/MTX erhalten hatten (Abbildung 2).

In der Zusammenschau der Ergebnisse ist die Kombination aus CSA/MMF zur GvHD Pro-
phylaxe daher mindestens genauso gut wie das CSA/MTX Regime mit allerdings weniger
hidmatopoietischer Toxizitdt. Dies hat dazu gefiihrt, dass diese Kombination heute als Stan-
dard zur GvHD Prophylaxe nach allogener PBSZT mit Zellen eines HLA identischen Ge-

schwisters verabreicht wird.
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Abbildung 2: Uberlebenswahrscheinlichkeit (a), Rezidivrate (b), therapieassoziierte Mortalitit (c), Zeit bis
zur himtopoietischen Rekonstitution von allen Patienten, die mit CSA/MMF versus CSA/MTX behandelt
wurden (d) sowie von den Patienten, die periphere Blutstammzellen erhalten hatten und mit CSA/MMF
versus CSA/MTX behandelt wurden (e).

2.2 Nicht myeloablative periphere allogene Blutstammzelltransplantation (Ref. B)

Angesichts der Toxizitédt, die mit einer Hochdosischemotherapie und allogener PBSZT ein-
hergeht, stellt diese eine Therapie dar, welche lediglich fiir Patienten unter flinfzig Jahren oh-
ne relevante Nebenerkrankungen in Frage kommt®™. Fiir Patienten iiber 60 Jahre oder solche
mit erheblicher Komorbiditit wurden dosisreduzierte Konditionierungsverfahren entwickelt,
die hinsichtlich ihres Nebenwirkungsprofils vertrdglicher sind als die klassischen

myeloablativen Therapien. Hierbei wird die ,,Graft versus Leukemia* Reaktion, welche erst-
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mals 1950 beschrieben wurde genutzt®"**. Storb et al. beschrieben als Erste die minimale zy-
totoxische immunsuppressive Therapie, die notwendig war, um bei Hunden ein dauerhaftes
Anwachsen einer Spenderhdmatopoiese zu gewéhrleisten®. Eine einzelne Dosis von 200 cGy
TBI gefolgt von CSA und MMF erwies sich hierbei als ausreichend, um das Anwachsen HLA
identischer Donorzellen zu ermdglichen. Bei der ersten Anwendung an Menschen in einer
»Multi Center Studie, die 45 Patienten umfasste, fiihrte dieses Therapieverfahren bei allen
Patienten mit minimaler Toxizitdt zu einem permanenten gemischten bzw. teilweise komplet-
ten Donor-Chimirismus®. Da es im weiteren Verlauf dennoch bei 20 % der Patienten zu ei-
nem Versagen des Transplantates kam verwendeten Storb et al. darauthin eine Kombination
aus Fludarabin und niedrig dosierter TBI. Im Rahmen einer ,,Single Center Studie haben wir
die Ergebnisse und Komplikationen dieses Verfahrens zwischen September 1999 und Sep-
tember 2001 bei 34 Patienten, die nicht fiir eine myeloablative Konditionierung geeignet wa-
ren, evaluiert. Das Konditionierungsregime bestand aus Fludarabin in einer Dosierung von 3 x
30 mg/m” in Kombination mit einer TBI von 200 ¢Gy. Acht Patienten waren ilter als 55 Jahre
und 19 Patienten litten an Organfunktionseinschrankungen, die eine myelobalative Therapie
verboten. Die restlichen sieben Patienten wurden nicht myeloablativ behandelt, da sie ein
myeloablatives Verfahren nicht wiinschten. Das mediane ,,Follow up* lag bei 325 Tagen
(100-844). Die peripheren Donor-Blutstammzellen stammten in 28 Fillen von HLA-
identischen Geschwistern und bei sechs Patienten von nicht verwandten passenden Spendern.
Das mediane Alter der Patienten lag bei 47 Jahren (26—68). Es handelte sich um 22 ménnliche
und 12 weibliche Patienten, von denen 91% zuvor bereits zytotoxische Therapien erhalten
hatten.

Ein Patient entwickelte eine Niereninsuffizienz III Grades nach WHO wéhrend ein anderer
Patient Zeichen einer Leberschidigung III Grades aufwies. Hinweise fiir eine ,,Veno-
Occlusive Disease (VOD) traten bei keinem der Patienten auf. Bei 18 Patienten trat eine aku-
te GVHD nach einem Median von 79 Tagen (16-228) auf. Bei 30 Patienten sprach die GvHD
auf eine Therapie mit Calcineurininhibitoren an, vier Patienten bendtigten zusétzlich eine
Therapie mit Infliximab bzw. ATG®’. Zwei Patienten hatten eine therapierefraktire GvHD
und verstarben. Flinfundvierzig Prozent der Patienten entwickelten eine chronische GvHD.
Unter den untersuchten Patienten waren vier Patienten mit CML, wobei sich zwei dieser Pati-
enten in einer CP und zwei in einer akzelerierten Phase befanden. Beide Patienten, die in CP
behandelt wurden, entwickelten einen kompletten Donorchimerismus und wurden negativ in
der bcer-abl nested RT-PCR. Erwdhnenswert erscheint hier die Tatsache, dass einer dieser Pa-

tienten spontan 57 Tage nach der Transplantation eine molekulare Remission erreichte, der
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Zweite jedoch erst nach Infusion von Donorlymphozyten an Tag 154. Beide Patienten entwi-
ckelten eine milde akute GVHD Grad I und leben aktuell mit chronischer GVHD (limited) im
einen und ohne jegliche Zeichen einer GvHD im anderen Fall. Von den beiden Patienten, die
in akzelerierter Phase transplantiert wurden, transformierte die Erkrankung bei einem Patien-
ten in einen Blastenschub und wurde im Anschluss erfolgreich mit Imatinib behandelt. Bei
dem anderen Patienten trat ein zunehmender Donorchimerismus bis zum Tag 100 nach
Transplantation auf, bis die CML erneut progredient war und das Transplantat trotz zweimali-
ger Donorlymphozyteninfusionen abgestoBen wurde. Der Patient wurde darauthin ebenfalls
erfolgreich mit Imatinib behandelt. Neben dem therapeutischen Erfolg dieses Transplantati-
onsverfahrens insbesondere fiir die Patienten in CP war das minimale Nebenwirkungsprofil
von entscheidender Bedeutung, welches lediglich minimale Ubelkeit und Erbrechen im An-
schluss an die Bestrahlung umfasste.

In der Zusammenschau der Ergebnisse stellt die nicht myeloablative Konditionierung fiir Pa-
tienten mit CML in CP, die fiir eine klassische myeloablative Konditionierung nicht in Frage

kommen, eine geeignete alternative Therapieoption dar.

2.3 Chancen und Risiken der allogenen peripheren Blutstammzell-Transplantation -
Risikostratifizierung mit Hilfe des Sepsis Related Organ Failure Assessment (SOFA)
Score (Ref. C)

Eine Hochdosischemotherapie gefolgt von allogener PBSZT ist ein potentiell kurativer An-
satz bei der Behandlung der CML®®. Ungeachtet dessen ist diese Therapieform hiufig mit
lebensbedrohlichen Komplikationen wie z.B. schweren Infektionen oder GvHD assoziiert®.
Dies hat zur Folge, dass bei einer nicht unerheblichen Anzahl von Patienten im Anschluss an
eine Hochdosischemotherapie mit anschlieBender allogener PBSZT eine Verlegung auf die
Intensivstation (IS) mit Beatmung erforderlich ist’>">. Obgleich insgesamt die Uberlebens-
wahrscheinlichkeit fiir Patienten, die nach allogener PBSZT auf eine IS verlegt werden zuge-
nommen hat, ist es insbesondere bei transplantierten Patienten, die beatmet werden miissen in
den letzten zehn Jahren nicht zu einer signifikanten Verbesserung der Uberlebensraten ge-
kommen’* ™. So beschrieben Rubenfeld und Crawford 1996 fiir diese Patienten eine Uberle-
benswahrscheinlichkeit von sechs Prozent '® und in einer jiingeren Verdffentlichung aus dem
Jahr 2006 Pene et al. eine 1-Jahres Uberlebenswahrscheinlichkeit von elf Prozent”.

Hinsichtlich prognostischer Parameter zur Abschitzung des Ausganges eines solchen Inten-
sivaufenthaltes finden sich eine Vielzahl teils widerspriichlicher Verdffentlichungen’’. Hua-
ringa et al.”® berichten iiber 60 Patienten, die nach allogener Stammzelltransplantation beat-

mungspflichtig wurden. Sie fanden heraus, dass das Auftreten einer GvHD, der Zeitraum zwi-
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schen Transplantation und Verlegung auf die IS sowie die zugrunde liegende Erkrankung
hinsichtlich des Uberlebens relevante unabhingige Variablen darstellten. Jackson et al. schil-
dern, dass in einer vergleichbaren Gruppe von Patienten der Bedarf an Katecholaminen sowie
der Bilirubinwert pridiktiv fiir das Uberleben seien’’. Andere Arbeitsgruppen fanden heraus,
dass intensivmedizinische ,,Scoring“-Verfahren wie z.B. der APACHE (Acute Physiology
and Chronic Health Evaluation) und der SAPS Score (Simplified Acute Physiology Score)
nicht geeignet sind fiir Patienten mit CML oder anderen hamatologischen Erkrankungen, die
mit einer allogenen PBSZT behandelt wurden und in deren Folge auf eine Intensivstation ver-

7930 Um fiir diese Patienten Kriterien zu definieren, die zwischen Uber-

legt werden mussten
leben und nicht Uberleben eines Intensivaufenthaltes nach allogener PBSZT differenzieren
konnen, haben wir eine retrospektive ,,Single-Center Studie durchgefiihrt, innerhalb der Pati-
enten erfasst wurden, welche in unserer Klinik ateminsuffizient nach allogener PBSZT auf die
IS verlegt wurden. Ziel der Untersuchung war eine Erleichterung des Entscheidungsprozesses
hinsichtlich der Fortfiihrung bzw. der Intensitit der Intensivbehandlung in dieser speziellen
Gruppe von Patienten. Zwischen Januar 1999 und Februar 2006 wurden 64 von 319 Patienten
mit hamatologischen Grunderkrankungen, die in unserer Klinik eine Hochdosischemotherapie
mit anschlieBender allogener PBSZT (myeloablative Konditionierung =209; nicht
myeloablative Konditionierung = 110) erhalten haben in diese Studie inkludiert. Die Kriterien
auf die IS verlegt zu werden entsprachen hierbei denen des American College of Critical Care
Medicine und der Society of Critical Medicine®'. Es handelt sich um eine IS, die kontinuier-
lich von Arzten der Abteilung fiir Kardiologie, Pulmonologie und Angiologie sowie von Arz-
ten unserer Transplantationseinheit betreut wird. Folgende Daten wurden in die Analyse ein-
bezogen: Alter, Geschlecht, Diagnose, Status der Erkrankung zum Zeitpunkt der Transplanta-
tion, Zeitraum der Diagnosestellung bis zur Transplantation, Konditionierung, Quelle der
Stammzellen und Typ des Spenders. Wir erfassten des Weiteren die Indikationen fiir die IS
Behandlung, die Liange des IS-Aufenthaltes, die Zeit von der Transplantation bis zur Auf-
nahme auf der IS, die Dauer der Beatmung sowie das Vorhandensein von GvHD oder einer
VOD. Die Indikationen fiir die IS Aufnahme und die Todesursachen wurden in Lungenkom-
plikationen, Sepsis, Blutung, Nierenversagen, Status epilepticus und andere unterteilt. Die
GvHD wurde unter Verwendung von Standartkriterien klassifiziert*. Die Diagnose der VOD
beruhte auf klinischen und Ultraschall-Untersuchungen. Aulerdem registrierten wir die Not-
wendigkeit einer Dialyse und Tracheotomie. In Ergédnzung hierzu haben wir die den SAPS II
und den SOFA Score definierenden Variablen sowie den Blut PH, den Glukosespiegel als

auch den Hamatokrit erfasst. Fiir die statistischen Analysen verwendeten wir Excel (Micro-
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soft) und SPSS fiir Windows (SPSS Inc, Chicago, Il, USA). Kontinuierliche Variablen wur-
den als Mediane angegeben, kategorische Variablen als Zahlen und Prozentsétze. Zur Analyse
der Normalverteilung der Variablen wurde der Kolmogorow Smirnow-Test verwendet. Alle
oben erwédhnten Variablen wurden eingeschlossen. In Bezug auf den prognostischen Einfluss
fiir das Uberleben des IS Aufenthaltes wurden kontinuierliche Variablen mit dem Mann-
Whitney U-Test verglichen, wenn sie nicht normal und mit dem Student T-Test wenn sie
normal verteilt waren. Kategorische Variablen wurden mit dem Chi-Quadrat Test verglichen.
Alle univariat signifikanten Parameter wurden in eine multivariate logistische Regressions-
Analyse eingeschlossen. Der Log Rank Test wurde verwendet, um die mittels Kaplan Meier
Analysen ermittelten Uberlebenswahrscheinlichkeiten zu vergleichen.

Von 319 Patienten, bei denen eine allogene PBSZT durchgefiihrt wurde, mussten 64 (20%)
im Mittel nach 56 Tagen (0-631) im Anschluss an die Hochdosistherapie auf die IS verlegt
werden. Erwidhnenswert erscheint hier die Tatsache, dass sich der jdhrliche Anteil von im Mit-
tel neun Patienten, die auf die IS verlegt wurden wihrend der Beobachtungsperiode nicht dn-
derte. Bei den Patienten handelte es sich um 24 Frauen und 40 Ménner. [hr mittleres Alter war
47 Jahre (17-162). Neunundvierzig Patienten hatten eine myeloablative Konditionierung und
15 eine nicht myeloablative Konditionierung erhalten. Die Charakteristika dieser Patienten
sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Hauptgriinde fiir die Aufnahme auf die IS waren Lungen-
komplikationen (53 %), Sepsis (22 %), Nierenversagen (9 %) sowie Status epilepticus und
Blutungen in jeweils drei Prozent der Fille. Alle Patienten bendtigten maschinelle Beatmung
fiir einen medianen Zeitraum von elf Tagen (1-84). Neunzehn von 49 Patienten (39%), die
eine myeloablative Konditionierung erhalten hatten, {iberlebten den IS-Aufenthalt im Durch-
schnitt neun Monate (2-29). In der Gruppe der 15 Patienten, bei denen eine nicht
myeloablative Konditionierung und anschlieBend eine allogene PBSZT durchgefiihrt wurde,
konnten drei (20 %), mit einer Uberlebens-Zeit von vier, fiinf und zwdlf Monaten von der IS
entlassen werden. Das spiegelt einen Uberlebens-Vorteil fiir die Patienten nach
myeloablativer Konditionierung wieder, der allerdings nicht statistisch signifikant war. Sepsis
war die Todessursache von 56% der Patienten gefolgt von Lungenkomplikationen bei 16%
der Patienten. Die verbleibenden Patienten (27%) entwickelten eine Vielfalt von tddlichen
Organ-Komplikationen wie Leber-, Nieren- oder Herzversagen. Alle zuvor erwihnten Para-
meter wurden mittels univariater und multivariater Analyse hinsichtlich ihrer prognostischen
Bedeutung evaluiert. Die in der univariaten Analyse ermittelten Parameter, die mit einer bes-
seren Prognose beziiglich des IS Uberlebens assoziiert waren, waren ein SOFA Score <12 -

wobei es sich hier um den mittleren SOFA Score am Tag der Aufnahme der kompletten
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Gruppe von Patienten handelte-, ein Serum-Harnstoff-Wert < 60 mg/dl und das Fehlen einer
VOD. Betrachtete man die Ergebnisse der multivariaten Analyse so unterschieden nur der
SOFA Score <12 und der Serum-Harnstoff-Wert < 60 mg/dl zwischen Uberlebenden und
nicht Uberlebenden. Dies spiegelte sich in der Tatsache wieder, dass {iberhaupt nur zwei Pati-
enten mit einem SOFA Score >12 den Intensivaufenthalt {iberlebten (Abbildung 3 und 4). Es
muss hierbei natiirlich beriicksichtigt werden, dass der SOFA Score durch die ,,Working
Group on Sepsis-Related Problems of the European Society of Intensive Care Medicine* ent-
wickelt wurde, um Organdysfunktionen bei Intensivpatienten besser zu beschreiben und nicht
um Uberlebenswahrscheinlichkeiten zu ermitteln. Nicht desto trotz erscheint der SOFA Score
zu diesem Zwecke geeignet, da einer der Hauptgriinde fiir die Verlegung auf die IS und die
Haupttodesursache in unserer speziellen Patientengruppe eine Sepsis war. Ein Nachteil dieses
Scores ist sicherlich, dass nicht unterschieden werden kann, ob z.B. ein Score von vier aus
einer schweren Storung in einem Organsystem oder von einer moderaten Storung in vier Or-
gansystemen resultiert.

Ungeachtet dessen konnten wir feststellen, dass der SOFA Score pridiktiv fiir das Uberleben
von Patienten mit hdmatologischen Erkrankungen wie z.B. der CML nach allogener Stamm-
zelltransplantation ist. Obgleich natiirlich auch die kleinste Chance auf Uberleben in eine Ent-
scheidung fiir ein maximales therapeutisches Vorgehen resultiert, ist der SOFA Score den-
noch eine Erleichterung fiir Arzte den erwarteten Ausgang eines solchen IS Aufenthaltes ein-
zuschétzen und den Angehorigen zu vermitteln sowie letztlich auch Schritte in Richtung einer

eskalierten Organunterstiitzung zu iiberdenken.
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Alle Patienten Uberlebende  Nicht-Uberlebende

(n=64) (n=22) (n=42)
Alter (Jahre, Median, Range) 474 (17.2-65.1) 45(17.2-58.3) 50.1 (24.3-65.1)
Geschlecht
Weiblich 24 7 17
Mainnlich 40 15 25
Indikation fiir PBSZT
CML 9 4 5
AML/ALL/MDS 37 12 25
NHL/M. Hodgkin 5 1 4
Andere 13 5 8
Erkrankungsstaus beit PBSZT
CR oder chronische Phase 35 14 21
Progredient 29 8 21
Konditionierung
Myeloablativ 49 19 30
Non-Myeloablativ 15 3 12
HLA Matching status
Geschwister 18 5 13
Matched unverwandt 46 17 29
GVHD bei IS Verlegung 30 13 17
Mediane Zeit von PBSZT
bis IS Verlegung (Tage) 56 70 50
Indikation fiir IS Verlegung
Pulmonal 34 13 21
Sepsis 11 2 9
Nierenversagen 6 1 5
Blutung 2 0 2
Status epilepticus 2 2 0

Andere 9 4 5

Tabelle 1: Patienten Charakteristika SOFA Score (CML = Chronisch myeloische Leukimie; AML = Aku-
te myeloische Leukimie; ALL = Akute lymphatische Leukimie; MDS = Myelodysplastisches Syndrom;
NHL = Non Hodgkin Lymphom; CR = komplette Remission).
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Anzahl der Patienten

1; l I
0; I I I I I I 1

12 3 456 7 8 9 10111213 141516 17 1819 20 21 22 23 24

SOFA Score
Abbildung 3: Individuelle SOFA (Sepsis-Related Organ Failure Assessment) Scores und Uberleben auf

der IS; leere Saulen: lebend nach IS; schwarze Saulen: verstorben nach IS.
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3. Ber-abl Inhibition zur Therapie der chronisch myeloischen Leukimie

3.1 Molekulares Monitoring von ber-abl mRNA (Ref. D)

Der quantitative molekularbiologische Nachweis der ber-abl mRNA ist neben der konventio-
nellen Zytogenetik ein Verfahren zur Diagnostik der CML. Zunéchst konnte mit Hilfe soge-
nannter kompetitiver Polymerasetechniken gezeigt werden, dass eine Ubereinstimmung zwi-
schen den semiquantitativ gemessenen ber-abl mRNA Mengen und dem zytogenetischen An-
sprechen auf eine Therapie mit Interferon bei Patienten mit CML vorliegt* *. Die ber-abl
mRNA Menge korreliert mit der Wahrscheinlichkeit eines Progresses wéahrend der Behand-
lung mit Interferon®®. Ebenso konnte gezeigt werden, dass das molekulare Monitoring der ber-
abl Transkripte bei Patienten mit CML nach allogener PBSZT von prognostischer Relevanz
hinsichtlich eines Rezidives ist und auch als Grundlage fiir therapeutische Interventionen wie
z.B. die Verabreichung von Donor-Lymphozyten dient. Die semiquantitativen Techniken sind
inzwischen von qPCR Techniken abgelost, die auf der Verwendung von LightCycler oder

Taqman Technologien basieren® > #-#

. Um ein valides, international kompetitives moleku-
lares Monitoring in unserer Klinik durchfiihren zu konnen, haben wir eine Untersuchung zur
Bestimmung der quantitativen ber-abl mRNA mit Hilfe der LightCycler Technologie durch-
gefiihrt. In dieser Studie haben wir eine qPCR verwendet, die in der Lage ist, die hdufigsten
Bruchpunkte von ber-abl ('b2a2, b3a2, b2a3, b3a3, el9a2, und ela2) aus peripherem Blut in
einem Analyseansatz bei Patienten mit CML in CP, akzelerierter Phase und im Blastenschub
sowie bei Patienten mit ALL zu verschiedenen Therapiezeitpunkten quantitativ zu bestimmen.
Dariiber hinaus haben wir diese Methode verwendet, um ,,Follow-up* Untersuchungen bei
Patienten nach allogener PBSZT im Anschluss an eine myeloablative oder nicht
myeloablative Konditionierung durchzufiihren. Hierbei haben wir die Ergebnisse unserer Un-
tersuchungen auch mit denen der Chimerismusanalysen verglichen. Insgesamt wurden von 95
Patienten mit Ph positiver CML, ALL und AML insgesamt 326 Proben von peripherem Blut
mittels qualitativer und qPCR untersucht. Die Proben wurden vor Therapiebeginn und zu ver-
schiedenen Zeitpunkten wihrend der Therapie analysiert. Fiir die Quantifizierung der ber-abl
mRNA wurde die Roche LightCycler Technologie (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)
verwendet und der LightCycler t(9; 22) Quantification Kit (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany) geméall den Herstellerangaben benutzt. Drei Primer und zwei Hybridisierungspro-
ben wurden verwendet, um die b2a2, b3a2, b2a3, b3a3, e19a2, und ela2 Varianten zu detek-
tieren. Die Vorwdrtsprimer hybridisierten am BCR Exon el und b2, die Riickwértsprimer am

ABL Exon a4. Das Hybridisierungsprobenpaar band am ABL Exon a3. Die Grof3e des PCR-
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Produktes war 671 Basenpaare (BP) fiir b3a2, 596 BP fiir b2a2, und 540 BP fiir ela2. Als
Qualitdtskontrolle fiir die Effizienz der RT-PCR und als Referenz fiir die Quantifizierung
verwendeten wir das ,,Housekeeping“ Gen Glukose-6-phosphat Dehydrogenase (G6PDH).
Verdiinnte Standards von G6PDH mRNA wurden bei jeder Untersuchung mitgefiihrt, um eine
Standardkurve fiir die Quantifizierung der einzelnen Patientenprobe zu erhalten. Der relative
Anteil an bcr-abl mRNA in einer Probe wurde als Quotient ber-abl/G6PDH in Prozent erfasst.
Die Sensitivitdt der qPCR untersuchten wir mit Hilfe von ,,Spiking““-Experimenten, bei denen
wir in 10’ Leukozyten aus peripherem Blut gesunder Spender 10-fach Verdiinnungen der ber-
abl positiven Zell-Linien K562 (b3a2), BV173 (b2a2), und SD-1 (ela2) durchfiihrten. In drei
voneinander unabhédngigen Experimenten konnten wir 100 K562 oder BV173 bzw. 1000 SD-
1 Zellen in 10" normalen Zellen nachweisen. Dies bedeutet eine Sensitivitit von einer b3a2
oder b2a2 positiven Zelle in 10° bzw. einer ela2 positiven Zelle in 10* normalen Zellen.

Bei der Untersuchung der Patientenproben zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied
in den Ergebnissen hinsichtlich der Gruppierung der Patienten analog des CML Stadiums und
der Grunderkrankung. Der ber-abl/G6PDH Wert fiir Patienten mit CML in CP variierte von
1.96 bis 38.66% (Median 10.71%), wohingegen der Median der ber-abl Transkript-Level fiir
Patienten im Blastenschub 12-fach héher war. Die mediane bcr-abl/G6PDH Ratio fiir Patien-
ten in akzelerierter Phase lag zwischen diesen beiden Werten, was einen klaren Zusammen-
hang zwischen den bcr-abl Transkript Mengen und dem Stadium der Erkrankung zeigte. Kein
signifikanter Unterschied zeigte sich zwischen den Patienten im Blastenschub und den Patien-
ten, die an einer akuten Leukdmie litten (Abbildung 5 A).

Um die Ergebnisse der qPCR mit den zytogenetischen Daten zu vergleichen, haben wir von
60 Patienten insgesamt 131 periphere Blutproben untersucht, zu denen zum Zeitpunkt der ber-
abl Bestimmung zeitgleich eine Zytogenetik vorlag. Die mit Hilfe der qPCR bestimmten Er-
gebnisse spiegelten die Ergebnisse der zytogenetischen Untersuchungen wieder. So hatten
z.B. Patienten mit partiellem gegeniiber komplettem zytogenetischem Ansprechen eine me-
diane bcr-abl/G6PDH Ratio von 0.53% (0.0473-10.38%) bzw. 0.057% (0-0.56%) (Abbil-
dung 5 B).
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Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass die quantitative Messung von ber-abl mRNA mit
Hilfe der qPCR eine Einschidtzung des Krankheitsstadiums und des Verlaufes bei Patienten
mit CML erlaubt, was uns dazu veranlasste eine Studie zur Therapie von Patienten mit CML

basierend auf molekularen Therapieentscheidungen zu initiieren.

3.2 Therapieentscheidung basierend auf molekularem Monitoring (,,molecular response

adapted therapy*) (Ref. E)

Die zytogenetische Untersuchung von Knochenmark mittels konventioneller Bédnderungs-
technik gilt bis heute als das Standardverfahren zur Beurteilung des Ansprechens von Patien-
ten mit CML auf eine Therapie mit Imatinib. Hierfiir ist eine Knochenmarkpunktion erforder-
lich. Untersuchungen der Chromosomen werden analog den Baccarani Richtlinien in sechs-
monatigen Abstidnden empfohlen®. Die Sensitivitit dieser Untersuchung liegt beim Nachweis
etwa einer Leukdmiezelle in 100 gesunden Zellen. Dem gegeniiber existiert seit ca. fiinf Jah-
ren eine weitaus sensitivere Technik, fiir die als Untersuchungsmaterial lediglich peripheres
Blut erforderlich ist. Es handelt sich hierbei um die quantitative Untersuchung von bcr-abl
mRNA mittels qPCR. Hinsichtlich der Evaluation und technischen Details dieser Methode sei
auf den Abschnitt 3.1. verwiesen. Angesichts der hervorragenden Korrelation zwischen
Krankheitsstadium bzw. zytogenetischer Phase und quantitativer ber-abl Bestimmung® *°
haben wir eine monozentrische Studie initiiert, bei der die Therapieentscheidung iiber die Do-
sierung von Imatinib oder die Umstellung auf eine andere Therapie nur vom Ergebnis der
molekularen Analysen des bcr-abl/G6PDH Quotienten abhéngig gemacht wurde. Therapeuti-
sches Ziel war das Erreichen des international anerkannten Standards einer Reduktion der ber-
abl mRNA um mindestens 3 Log-Stufen bezogen auf den Wert vor Therapie’'. Zwischen Juni
2003 und Juni 2006 haben wir 33 Patienten mit ,,de novo*“ CML in CP innerhalb dieser Studie
behandelt. Zwolf der Patienten waren weiblich und 21 ménnlich. Die Patientencharakteristika
sind in der Tabelle 2 zusammengefasst. Der mediane Beobachtungszeitraum war 30 Monate
(12-34). Die letzte Untersuchung erfolgte im Januar 2008.

Das Therapieprotokoll, genehmigt durch die Ethikkommission der medizinischen Fakultit der
Universitét Diisseldorf, ist in Abbildung 6 dargestellt. Die Therapie wurde bei allen Patienten
mit 400 mg Imatinib tiglich begonnen. Falls der initial gemessene ber-abl mRNA Wert nicht
um eine Log-Stufe nach sechs Monaten bzw. um zwei Log Stufen nach neun Monaten bzw. in
allen folgenden drei-monatlichen Kontrollen abfiel, wurde die Dosierung auf 800 mg tdglich
erhoht. Falls hierdurch wiederum kein ausreichendes molekulares Ansprechen gemil3 unseren
Kriterien erreicht werden konnte, erhielten die Patienten andere Therapien, wie den Zweitge-

nerations- Tyrosinkinaseinhibitor Nilotinib oder fiir den Fall eines verfiigbaren HLA identi-
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schen Spenders eine allogene PBSZT nach myeloablativer Konditionierung. Insgesamt haben
wir 277 Proben von peripherem Blut untersucht, was sich in einer medianen Probenzahl von
zehn Proben pro Patient (3-13) widerspiegelte. Bei Patienten, die einen nicht ausreichenden
Therapieeffekt zeigten, haben wir zusétzlich eine Mutationsanalyse der Imatinib Bindungs-
stelle mittels DNA Sequenzierung durchgefiihrt”. Unser molekulares Kriterium einer Reduk-
tion der ber-abl mRNA um eine Log-Stufe nach sechs Monaten wurde von 66% (22/33) der
Patienten erreicht. Bis auf einen Patienten erfiillten diese Patienten im weiteren Verlauf unse-
re molekularen Zielwerte und wurden weiter mit 400 mg Imatinib tiglich behandelt. Eine
Dosiseskalation war bei 33% der Patienten (11/33) erforderlich. Von diesen Patienten hatten
54 % (6/11) eine stabile Reduktion der bcr-abl mRNA von > 2 log (n = 3) oder > 3 log (n = 3)
mit 800 mg Imatinib tdglich. Die restlichen fiinf dieser Patienten (45%; 5/11) wurden zu-
ndchst zwolf Monate mit 800 mg Imatinib und im Anschluss aufgrund fehlenden molekularen
Ansprechens mit Nilotinib behandelt. Zwei dieser Patienten sprachen auf Nilotinib an, wih-
rend drei eine allogene PBSZT nach myeloablativer Konditionierung bendtigten, in deren
Folge eine molekulare Remission erreicht werden konnte. Keiner der zuletzt genannten elf
Patienten wies eine Mutation in der Imatinib-Bindungsstelle auf.

Alleine durch dieses auf molekularen Blutanalysen basierendes Verfahren konnten nach zwei
Jahren 65% (20/31) der Patienten eine ,,major molecular remission®, d.h. eine Reduktion der
initialen ber-abl Menge um mehr als 3 Log-Stufen erreichen (Abbildung 7). Diese ist vergli-
chen mit internationalen Studien wie der IRIS Studie oder Studien, bei denen eine
Dosiseskalation erfolgte’” ein vergleichbar gutes Ergebnis.

Zusammenfassend hat diese Studie gezeigt, dass eine dem molekularen Ansprechen angepass-
te Therapie, mit Therapieentscheidungen basierend auf technisch leicht durchfiihrbaren Un-
tersuchungen der ber-abl mRNA im peripheren Blut moglich ist und bei einem Grofteil der

Patienten zu einer ,,major molecular remission‘ fiihrt.
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Imatinib Imatinib
400 mg 800 mg total

Anzahl Patienten 22 11 33

mannlich 14 7 21

weiblich 8 4 12
Alter (Jahre)

Median 50 49 50

Bereich 23-71 38-66 23-71
Follow up (Monate)

Median 30 33 30

Bereich 18-33 12-34 12-34
Anzahl Proben 181 96 277
Hasford Score (Median) 691 719 691
Sokal Score (Median) 0.8 1.1 0.9

Tabelle 2: Patientencharakteristika Diisseldorfer Studie ,, molecular response adapted therapy“.
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Abbildung 6: Therapieprotokoll Diisseldorfer Studie ,, molecular response adapted therapy“.
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Abbildung 7: Molekulares Ansprechen auf Imatinib. Nach zwei Jahren Therapie hatten 65% (20/31) der
in der Studie ,,molecular response adapted therapy“ behandelten Patienten eine ,,major molecular remis-

sion®, d.h. eine Reduktion der initialen ber-abl Menge um mehr als 3 Log-Stufen erreicht.

3.3 Einfluss der ber-abl Blockade durch Imatinib auf normale Hamatopoiese (Ref. F)

Neben der therapeutisch wirksamen Inhibition des bcr-abl Proteins hat Imatinib auch
inhibitorische Effekte auf andere Tyrosinkinasen wie z.B. den Wildtyp ABL, c-kit sowie die
PDGF-R alpha und beta. Das ABL interagiert mit verschiedenen Proteinen, die in den DNA
Reparaturmechanismus involviert sind wie z.B. p73, DNA-PK und RAD 51°*?". C-Kit spielt
eine essentielle Rolle bei der Differenzierung und Proliferation von hidmatopoietischen
Stammzellen®®. PDGF-R wird in Knochenmarkstromazellen exprimiert, die fiir das
hidmatopoietische Mikromilieu notwendig sind und spielt ebenfalls eine Rolle im Kontext
Stammzelldifferenzierung. Eine Inhibition dieser Tyrosinkinasen kann daher mdglicherweise
in eine funktionelle Storung der Hamatopoiese resultieren, wie sie sich in mehreren Verof-
fentlichungen, die das Auftreten sekundirer Karyotypanomalien in Ph negativer

Himatopoiese wihrend Imatinibtherapie beschreiben, widerspiegelt™: *°

. Um der Frage eines
moglichen mutagenen Einflusses von Imatinib nachzugehen, haben wir Genexpressionsprofile
von immunmagnetisch angereicherten CD 34 positiven Knochenmarkzellen, stammend von
sechs freiwilligen gesunden Spendern mit CD34 positiven Knochenmarkzellen von acht Pati-
enten mit initial Ph positiver CML in CP, die eine ,,major molecular remission ,,wéhrend der
Therapie mit Imatinib erreicht hatten, verglichen. Ziel der Untersuchung war es, den Einfluss
des Tyrosinkinaseinhibitors auf die gesunde Héadmatopoiese zu untersuchen und

transkriptionelle Verdnderungen in vivo zu detektieren, die das Auftreten sekundirer Aberra-

tionen fordern konnten. Bei den Patienten, die im Rahmen dieser Studie untersucht wurden,
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handelte es sich um zwei Frauen und sechs Manner, deren medianes Alter bei 52 Jahren (25-
68) lag. Alle Patienten erhielten 400 mg Imatinib tiglich als erste Therapie ihrer CML in ers-
ter CP. Die mediane Therapiedauer von Imatinib lag bei 28 Monaten (11-39). Die
zytogenetische Untersuchungen sowie die qPCR zeigte, dass alle Patienten keine sekundiren
Aberrationen hatten und dass alle Patienten eine komplette zytogenetische und ,,major
molecular® Remission zum Zeitpunkt der Untersuchung erreicht hatten. Die ,,major molecular
remission® hatten wir analog den Daten von Hughes et al.’' als eine Reduktion des initialen
ber-abl/G6PDH Quotienten um drei Log-Stufen im Vergleich zum Ausgangswert definiert. In
Median 5 x 10° CD 34 positive Zellen (2 x 10°-1,8 x 10%) wurden immunmagnetisch mit dem
MACS System (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) aus den Knochenmirkern mit
einer Reinheit von mindestens 98% isoliert”. Von den isolierten CD34 positiven Zellen der
Patienten haben wir dann Fluoreszenz in vitro Hybridisierungen (FISH) (LSI BCR/ABL Dual
Color, Dual Fusion Translocation Probes Vysis, Bergisch-Gladbach, Germany) durchgefiihrt,
die keinen Hinweis flir das Vorliegen einer t(9;22) Translokation zeigten. Die Gesamt-RNA
(median: 550 ng; 130-990 ng) aus den isolierten CD34 positiven Zellen wurde daraufhin
verwendet, um mit dem Enzo BioArray HighYield RNA Transcript Labelling Kit (Affymetrix
Ltd, UK) Biotin markierte cRNA (median: 7.5 mg; 2.6—12.3 mg) zu generieren. Die markierte
cRNA wurde im Anschluss auf den Affymetrix HG-Focus Gen Chip der 8793 Gene umfasst,
hybridisiert. Diese Gene repridsentieren ein breites Spektrum an verschiedenen funktionellen
Gruppen wie z.B. Zellzyklus oder DNA Replikation. Fiir die Qualitétskontrolle, Normalisie-
rung und Daten Analyse verwendeten wir das ,,Affy package of functions of statistical scrip-
ting language ‘R’ integrated into the Bioconductor project (http://www.bioconductor.org/).
Um die Daten zu normalisieren verwendeten wir die Methode der ,,variance stabilizing trans-
formations (VSN)“**. Fiir den Vergleich der Daten der Patienten, die mit Imatinib behandelt
wurden, mit den Ergebnissen der gesunden Spender benutzten wir den ,,Significance Analysis
of Microarrays (SAM)” Algorithmus v1.21. Interessanterweise fanden sich bei diesem Ver-
gleich keinerlei differentiell exprimierte Gene zwischen den beiden Gruppen (Abbildung 8).
Dieses Ergebnis zeigte, dass die tdgliche Dosis von 400 mg Imatinib keinerlei Einfluss auf
CD34 positive hamatopoietische Stamm- und Progenitorzellen bezogen auf das Expressions-
profil von 8793 Genen zeigte.

Das Ausbleiben von transkriptionellen Verdnderungen auf RNA-Ebene unterstiitzt die An-
sicht, dass die bei Patienten wihrend Imatinibtherapie auftretenden sekundéren
chromosomalen Verdnderungen nicht urséchlich durch den Tyrosinkinaseinhibitor bedingt

sind, dieser also kein mutagenes Potential hat.
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Abbildung 8: Die hirarchische Clusteranalyse zeigte keine Unterschiede zwischen dem Genexpressions-

profil gesunden und mit Imatinib behandelten CD34 positiver Zellen.

3.4 Imatinib zur Therapie von Patienten mit atypischer chronischer myeloischer Leu-
kimie (Ref. G)

Die Hemmung von anderen Tyrosinkinasen als bcr-abl birgt allerdings nicht nur Risiken,
sondern auch potentiell therapeutische Moglichkeiten. Im Jahre 2002 wurde erstmals bei ei-
nem Patienten mit Ph negativer CML eine t(4;22)(q12;q11) Translokation beschrieben, die
BCR mit dem PDGEF-R alpha fusionierte®®. Aufgrund der Tatsache, dass zum Zeitpunkt der
Diagnose dieser seltenen Translokation noch kein Imatinib zur Verfiigung stand, fiihrte man
bei diesem Patienten erfolgreich eine allogene PBSZT durch. Kurze Zeit spéter wurde diesel-
be Translokation dann bei einem weiteren Patienten mit Ph negativer CML detektiert, und

angesichts der Hemmung von PDGF-R durch Imatinib erfolgreich mit dem
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Tyrosinkinaseinhibitor behandelt’’ . In unserer Klinik haben wir dann einen dritten Patienten
behandeln und beschreiben konnen, der diese seltene zytogenetische Aberration aufwies und
eine hdmatologische, zytogenetische und molekulare Langzeitremission mit Imatinib errei-
chen konnte:

Im Jahr 2004 stellte sich ein 35 Jahre alter Mann in unserer Klinik vor, der iiber ausgepriagten
Nachtschweill, Appetit- und Gewichtsverlust von sechs Kilogramm klagte. Diese Symptome
waren bei ihm innerhalb der letzten zwei Monate aus volliger Gesundheit aufgetreten. Zusitz-
lich litt er an rezidivierenden Nasen- sowie petechialen Hautblutungen. Er hatte mehrere Jahre
in einer Lederwarenfabrik gearbeitet, in der er Farbstoffen und aromatischen Sduren ausge-
setzt war. Innerhalb der letzten zwei Jahre war er als LKW Fahrer tétig.

Die korperliche Untersuchung hatte eine Splenomegalie ohne Lymphadenopathie ergeben.
Betrachtete man die Laborparameter, so zeigte sich eine Leukozytose von 58.000/ul sowie
eine pathologische Linksverschiebung. Der Hidmoglobingehalt betrug 12.8 g/dl und die
Thrombozytenzahl 140.000/ul. Erwdhnenswert ist die Tatsache, dass die LDH mit 570 U/1
erhoht war. Die zytomorphologische Untersuchung des Knochenmarkes war vereinbar mit
einer CML, allerdings zeigte die molekularbiologische Untersuchung keinen Hinweis auf ber-
abl mRNA. Die zytogenetische Untersuchung zeigte entsprechend kein Ph, aber eine Translo-
kation t(4;22)(q12;q11) in 18 von 22 untersuchten Metaphasen. Diese Aberration konnte mit-
tels FISH bestitigt werden. Nachdem hierdurch die Beteiligung des PDGF-R alpha evident
war, erhielt der Patient ab Oktober 2004 Imatinib in einer Dosierung von 100 mg pro Tag.
Zwei Monate nach Beginn der Therapie zeigte sich erfreulicherweise eine Normalisierung der
Leukozytenzahl und der LDH, was mit einem kompletten Abklingen der klinischen Be-
schwerden und einer kompletten zytogenetischen Remission einherging (Abbildung 9). Hinzu
kam, dass keinerlei Blutungsepisoden mehr auftraten. Dies ist moglicherweise erklérbar durch
die Tatsache, dass PDGF-R Thrombin und die Plittcheninhibition hemmt, so dass eine Hem-
mung des iiberaktivierten PDGF-R diese Hemmung unterdriicken und damit die Blutungsnei-
gung vermindern kann®* °°. Zusammenfassend ist Imatinib eine wirksame Therapie fiir Er-
krankungen, die molekularbiologisch durch eine Uberaktivierung von anderen Tyrosinkinasen

als ber-abl wie z.B. des PDGF-R ausgelost werden.
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Abbildung 9: Leukozyten und LDH-Verlauf wéihrend Therapie eines Patienten mit atypischer,
t(4;22)(q12;q11) CML.

3.5 Molekulare Verianderungen in vivo wihrend der Therapie mit Imatinib

Der molekulare Wirkmechanismus des Imatinibs basiert im Wesentlichen auf einer kompeti-
tiven Hemmung der Tyrosinkinasen ber-abl aber auch c-kit, PDGF-R und ARG. In der Folge
dieser Hemmung kommt es zu einer Vielzahl von ,,downstream®-Veranderungen intrazelluli-
rer Wachstumskaskaden, die letztlich in der CML-Zelle eine Verminderung von
Apoptoseschutz und einen Proliferationsreiz induzieren'”**. Wihrend die direkt durch
Imatinib blockierten Proteine vielfach untersucht sind, finden sich in der Literatur wenige
Angaben tliber Untersuchungen beziiglich der dadurch induzierten intrazelluliren Verdnde-
rungen von Signalkaskaden. Als Hauptwege, die durch das ber-abl aktiviert werden, gelten
Pfade, die das Grb2-Ras und die p42/44 Mitogen Activiated Proteinkinase (MAPK), die
Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K), den Nuclear Factor-x B (NFxB) und die Signal
Transducers and Activators (STAT) 1/5°° betreffen. Aichberger et al. konnten in Untersu-
chungen an bcr-abl positiven murinen pro B-Zellen (BA/F3 Zellen) zeigen, dass der
proapoptotische ,,Bcl-2-interacting Mediator* (BIM) eine Rolle als Tumorsuppressor in ber-

abl positiven Zellen spielt, dass diese Zellen nur eine geringe Menge von diesem ,,Zelltod-
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Aktivator* exprimieren und dass die BIM Expression intrazelluldr in vitro durch die Therapie
mit Imatinib gesteigert wird”’. Chu et al. konnten mit funktionellen Tests und
Westernblotanalysen zeigen, dass die Behandlung von CD34 positiven Zellen von Patienten
mit CML mit Imatinib in vitro zu einer gesteigerten Aktivitdt der MAPK und zu einer verrin-
gerten Aktivitit des Phosphatidylinositol-3 (PI-3) Kinase Inhibitors fiihrt’®. Kawauchi et al.
demonstrierten, dass die Therapie mit Imatinib eine Inhibierung von AKT, einem
,Downstream* Ziel von PI3K nach sich zieht™.

Mit dem Ziel Gene zu detektieren, deren Verdnderungen ein Ansprechen auf die Therapie mit
Imatinib widerspiegeln und fiir das bessere Verstdndnis der ber-abl assoziierten Pathophysio-
logie der CML wihrend der Therapie mit Imatinib haben wir das Transkriptom CD34 positi-
ver Zellen von Patienten mit ,,de novo* CML vor Beginn der Therapie mit Imatinib und nach
sieben Tagen Behandlung mit dem Tyrosinkinaseinhibitor untersucht und miteinander vergli-
chen.

Hierfiir haben wir zwischen November 2006 und Juli 2007 sechs Patienten mit neu diagnosti-
zierter Ph positiver CML in CP untersucht. Von diesen Patienten wurden zundchst 20 ml
EDTA Blut vor und eine Woche nach Therapie mit 400 mg Imatinib téglich gewonnen. Die
Proben wurden innerhalb von zwei Stunden nach Gewinnung bearbeitet. Die mononukledren
Zellen (MNC) wurden mittels einer Dichtegradientenzentrifugation iiber einen Ficoll Gradien-
ten mit einer Dichte von 1.077 £ 0.001 g/ml gewonnen. Die Proben enthielten eine mediane
Anzahl von 6 x 10" MNC/ml (2 x 10" — 13 x 10”) zum Zeitpunkt der Diagnose und 6 x 10’
MNC/ml (1 x 10’ — 12 x 107) sieben Tage nach Beginn der Therapie mit Imatinib. Fiir die
Untersuchung des Transkriptomes der CD34 positiven Zellen wurde der “Human CD34 Se-
lection Kit” (StemCell Technologies, Vancouver, Canada) und das Robosep System
(StemCell Technologies) verwendet. Nach der Separation hatten die angereicherten CD34
positiven Zellen eine Reinheit von 96% (92 - 98%)).

Um den Anteil an Ph positiven Zellen in dieser CD34 positiver Population zu messen, haben
wir mit jeweils 5000 Zellen von drei Patienten FISH Analysen analog der Dual Colour Dual
Fusion BCR-ABL Methode (Abott Molecular, Wiesbaden-Delkenheim, Germany) durchge-
fiihrt.

Aus im Median 1 x 10° (3,5 x 10° bis 1 x 10) isolierten CD34 positiven Zellen haben wir mit
dem RNeasy Mini Kit (Qiagen AG, Hilden, Germany) gesamt RNA isoliert. Die Menge an
gewonnener RNA wurde mit dem NanoDrop Spectrophotometer (NanoDrop Technologies,
Welmington, DE, USA) gemessen. Hundertzwanzig Nanogramm isolierte RNA wurde ver-

wendet, um markierte cRNA MesageAmpTM II-Biotin Enhanced Kit (Ambion, Austin, Te-
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xas, USA) zu generieren. Nach Fragmentierung wurden fiinf pg markierte cRNA auf den
Affymetrix Chip U133 A2.0 hybridisiert. Die Qualitdt der isolierten RNA und der cRNA
wurden mit dem Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany)
kontrolliert.

Die Ergebnisse der Array-Untersuchungen wurden mit der ,,dCHIP* Software ausgewertet
(,,smoothing spline normalization®, ,,perfect match-mismatch difference model algorithm®).
Ein Gen wurde als differentiell exprimiert angesehen, wenn der Transkriptionslevel als Viel-
faches der Kontrolle > 1.5 mit einem p-Wert < 0.05 war und der ,,Jower confidence bound*
(LCB) > 1.2 betruggg. Hierarchische Cluster Analysen wurden mittels des ,,Correlation-based
centroid-linkage* Algorithmus durchgefiihrt (dChip).

Mit qPCR unter Verwendung des LightCycler ® DNA Master SYBR Green I Kit (Roche
Applied Systems, Mannheim, Germany) haben wir die differentielle Expression von acht Ge-
nen (BTG family, member 2 (BTG2), budding uninhibited by benzimidazoles 1 homolog beta
(yeast) (BUBIB), cell division cycle 2 (CDC2), maternal embryonic leucine zipper kinase
(MELK), minichromosomal maintenance complex (MCM) 4, ras homolog gene family,
member B (RHOB), heat shock 70kDa protein 8 (HSPAS) und baculoviral IAP repeat-
containing 5 (survivin) (BIRCS)) bestitigt (Abbildung 10). Die Primerliste ist der Tabelle 3

zu entnehmen. Bei allen Patienten wurde ein molekulares Monitoring wie unter 3.1 beschrie-

ben durchgefiihrt.
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Abbildung 10: Die Expressionsstirke der differentiell exprimierten Gene gemessen mit PCR sind in weif3
dargestellt, gemessen auf den Affymetrix Arrays in schwarz. Verinderungen > 0 bedeuten hohere Expres-
sion in CD34 positiven Ph positiven CML Zellen nach sieben Tagen Therapie mit Imatinib, Veréinderun-

gen < 0 bedeuten hohere Expression in unbehandelten CD34 positiven Ph positiven CML Zellen.
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18s rRNA

Forward Primer: 5°’- ATT AGA GTG TTC AAA GCA GGC CCG AGC -3’
Reverse Primer: 5° — CGT CCC TCT TAA TCA TGG CCT CAGTTC -3’
BIRCS (survivin)

Forward Primer: 5° — AGA GTC CCT GGC TCC TCT A -3’
Reverse Primer: 5° — CCC GTT TCC CCA ATGACTTA-3’
BTG2:

Forward Primer: 5° — TCC ATC TGC GTC TTG TAC GA -3’
Reverse Primer: 5 — GTT GTC ACG GCA GCATGAG-3’
BUBI1B

Forward Primer: 5°- TAG GTA TAT CAG CTG GAC AGA -3’
Reverse Primer: 5° — CGC CCT AAT TTA AGC CAG AG -3’
CDC2 Primer

Forward Primer: 5> — GGA GAA GGT ACC TAT GGA GT -3’
Reverse Primer: 5 — ATA AGC ACA TCC TGA AGA CTG -3
HSPAS

Forward Primer: 5 — CCT TGG GAA GAC TGT TACCA -3’
Reverse Primer: 5 — GTT TCT TTC TGC TCC AAC CTT -3’
MCM4

Forward Primer: 5° — CTT TCA GAG ATT TCT TCA GCG -3’
Reverse Primer: 5° — TCA CCA ATA ACATTA ATCTCCC -3’
MELK

Forward Primer: 5° — TTC TTG AGT ACT GCC CTG GA - 3’
Reverse Primer: 5° — TCT GGC TTG AGG TCCCTGT -3’
RHOB

Forward Primer: 5° — ACC GAC GTC ATT CTC ATG TG -3’
Reverse Primer: 5° — ATG ATG GGC ACA TTG GGA CA -3’

Tabelle 3: Primer Sequenzen.
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Die FISH-Analyse zeigte einen medianen Anteil von 87% (85%-89%) CD34 positiven Zellen
mit einem typischen ber-abl positiven Signalmuster. Erwdahnenswert erscheint hier die Tatsa-
che, dass offensichtlich eine nicht unerhebliche Zahl an bcr-abl negativen Zellen vorlag, d.h.
normale hidmatopoietische Stamm- und Progenitorzellen vorhanden sind, die bei unbehandel-
ten Patienten im peripheren Blut zirkulieren. Betrachtet man die isolierten CD34 positiven
Zellen aus peripherem Blut nach sieben Tagen Therapie mit Imatinib in einer Dosierung von
400 mg tdglich, zeigt sich ein dhnliches Verhéltnis von 85% (84% - 87%).

Nach einer medianen Zeit von 0.9 Monaten (0.9 — 3) nach Beginn der Therapie mit Imatinib
hatten alle Patienten eine komplette himatologische Remission erreicht. Hinsichtlich des mo-
lekularen Ansprechens fanden wir bei allen Patienten im Median eine Reduktion der ber-abl
Transkripte um drei Log-Stufen (1.5 — 3) nach im Median zehn Monaten (6 — 13). Alle Pati-
enten vertrugen das Imatinib sehr gut ohne relevante Nebenwirkungen.

Die hierarchische Clusteranalyse der CD34 positiven Zellen, gewonnen vor und sieben Tage
nach Beginn der Imatinibtherapie, zeigte eine Reihe von Genen, die eine klare Differenzie-
rung zwischen den Proben beider Patientengruppen erlaubte. Betrachtete man die gesamte
Zahl von zirka 14000 Genen, die auf den Array gespottet wurden, unterschied sich insgesamt
nur die Expressionsstirke von lediglich 303 Genen, wovon 183 mit einem LCB von mindes-
tens 1.2 herunter reguliert und 120 herauf reguliert waren (Tabelle 4). Diese differentiell
exprimierten Gene lieen sich drei Gruppen zuordnen. Auf der einen Seite waren Gene, die
den Zellzyklus und die DNA Replikation steuern herunter reguliert. Auf der anderen Seite
fand sich bei Genen, die adhaesive Interaktionen der Zelle steuern, nach der Behandlung mit
dem Tyrosinkinaseinhibitor eine gesteigerte Expression. Die relevanten Gene der Gruppen

sind zum einen in Tabelle 4 fett gedruckt, zum anderen in Abbildung 11 dargestellt.
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e 7 1 . e
Imatinib | —— | BCR-ABL ﬁlla'}zl_t_m,
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DNA Replikation | Zellzvklus

Abbildung 11: Funktionelle Signale, die sich durch die Therapie mit Imatinib in den ersten sieben Tagen

verandern.

Obgleich sich in der ersten Therapiewoche keine signifikante Verdnderung hinsichtlich der
Anzahl Ph positiver CD34 positiver Zellen bzw. der Leukozyten bei den Patienten zeigte,
haben alle Patienten im Verlauf eine himatologische und zytogenetische als auch eine mole-
kulare Remission erreichen konnen. Dies bedeutet, dass in der ersten Woche der Therapie die
molekularen Weichen gestellt werden, die eine Umwandlung einer iiberwiegend aus Ph CD34
positiven Progenitor Zellen bestehenden Hamatopoiese in eine normale Blutbildung bewir-
ken.

Betrachtet man zunichst die Gene, die den Zellzyklus betreffen, so zeigt sich das Imatinib
Hauptregulatoren der verschiedenen Phasen des Zellzyklus beeinflusst. Was die S-Phase be-
trifft sind CDC 2 und cell division cycle 20 (CDC20), Geminin (GMNN) und

100-103 .
, wobei der

Minichromosomal Maintenance Complex Component 4 (MCM) betroffen
grofite Unterschied mit einer 3.5 fachen Regulation nach unten das CDC2 betraf. Fiir den
Ubergang in die G2 Phase des Zellzyklus werden CDC2 und Cell division cycle 45 like
(CDCA45L) bendotigt, welche ebenfalls nach der Therapie mit Imatinib herunterreguliert wa-
ren'™*. Weiter entlang des Zellzykluspfades in Richtung Mitose sind Gene wie das Cyclin Bl

und B2 (CCNB1, CCNB2) aktiv'?’, die ebenfalls herunterreguliert wurden. Dies spricht also
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zusammengefasst eher fiir eine Verlangsamung der mitotischen ,,Uhr* als einen Arrest. Diese
Verlangsamung auf Genexpressionsebene steht im Einklang mit der aktuellen, die bcr-abl
gesteuerten Proteine betreffenden Literatur. Als Beispiel sei das c-Myb Protein benannt, wel-
ches fiir Proliferation und Uberleben von myeloiden Progenitorzellen und leukéimischen
CML-Blasten bendtigt wird'®. Eines der c-Myb assoziierten Proteine ist das CCNB1, wel-
ches ebenfalls in unserer Analyse herunter reguliert war. In Ergdnzung hierzu ist der
RAS/RAF/MEK/ERK Pfad oder MAPK Pfad'”’ bekannt als intrazellulire Signalkaskade, die
eine wesentliche Rolle bei der Regulation von Zellzyklus und Proliferation in der CML Zelle
spielt. Da wesentliche Teile dieser Signalkaskade durch Imatinib betroffen sind, ist eine ver-
minderte Expression von zellzyklusassoziierten Genen nicht unerwartet'*''°. Als Beispiel
aktivieren die RAF Proteine cyclic AMP-responsive element-binding protein, welches wiede-

rum Cyclin A aktiviert, das in der S- und G2 Phase aktiv ist'!

. Cyclin A wiederum bildet mit
CDC 2, welches wie bereits erwédhnt in unserer Analyse herunterreguliert war, einen Kom-
plex. Unser Ergebnis einer verminderten Expression des RRM2 (ribonucleotide reductase M2
polypeptide) Genes nach Behandlung mit Imatinib spiegelt sich ebenfalls auf Proteinebene
wieder. Heidel et al. konnten zeigen, dass ein ,,knockdown* von RRM2 die Proliferationsrate
von leukidmischen Zellen''? via NF-xB'"* in der spiten G1 und S-Phase''* reduziert.

Wenden wir uns nun der Gruppe der Gene zu, die mit DNA Replikation assoziiert sind. Ein
mafgeblicher frither Schritt innerhalb der S-Phase ist die DNA Replikation. Im Hinblick auf
die Gene, die hierbei involviert sind, fanden wir wiederum Gene, welche wihrend der Thera-
pie mit Imatinib herunterreguliert wurden. Die Entfaltung der DNA, ein unumginglicher
Schritt bei der DNA Replikation, bendtigt zwei Komplexe genannt Topoisomerase 2 alpha
(TOP2A) und MCM Helicase complex''™ ''®. Unter den Genen, die diesen Komplex bilden,
war die Expressionsstirke der Komponenten MCM 2, 3, 4, 6 und 7 signifikant héher in den
CD 34 positiven Zellen vor der Therapie mit Imatinib verglichen mit der Expressionsstérke
nach sieben Tagen Therapie. Eine signifikante Abnahme der Expression fand sich auch fiir
die Gene TIMELESS und TIPIN, welche fiir Proteine entlang der Replikationsgabel kodie-

ren''’. Dies wiederum steht im Einklang mit der Tatsache, dass es ebenfalls zu einer vermin-

derten Expression des Replikationsproteines RPA3'"®

sowie der Replikationsaktivierungsfak-
toren RFC3 und vier nach einer Woche Therapie kommt. Die Expression von Pole 2 sowie
der DNA Polymerase €, welche fiir die Synthese des neuen DNA Stranges notwendig sind,
war ebenfalls vermindert''" %, Als letztes sei das Gen kodierend fiir PCNA (proliferation cell

nuclear antigen), ein Kofaktor der Polymerase 8'*' erwihnt, welches als zweites Enzym der
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DNA Strang Synthese''” herunterreguliert war. Diese Verénderung spiegelt sich auch auf Pro-
teinebene wieder.

Bei der dritten Gruppe von Genen, die durch die Behandlung mit Imatinib betroffen sind,
handelt es sich um Gene, die fiir Proteine kodieren, die in Adhédsionfdhigkeit und Motilitdt der
Zellen involviert sind. Als Beispiel fanden wir eine signifikant hohere Expression fiir das
CD44 Gen. Bei CD44 handelt es sich um ein Protein, welches die Bindung von CD34 positi-
ven Zellen an Hyaloronséure, einer Komponente der Knochenmarkmatrix, vermittelt'*?. Das-
selbe lieB sich fiir den Zelloberfldchenrezeptor L-Selectin (SELL) zeigen, welcher bekann-

123

termaflen “” bei Patienten mit neu diagnostizierter CML herunterreguliert ist. In diesem Kon-

text sind auch Interleukin 18, RHOB und CSF3R (colony stimulating factor 3 receptor)'**'%
zu nennen, die ebenfalls nach der Therapie mit Imatinib hoher exprimiert wurden. In der
Summe fiihrt die Hochregulation der Adhidsions-assoziierten Gene wahrscheinlich zu einer
verringerten Motilitdt einhergehend mit einer gesteigerten Adhdsion der CD34 positiven Zel-
len, was zu einer verminderten Migration aus dem Knochenmark und Zirkulieren im periphe-
ren Blut fiihrt.

Es steht auBler Frage, dass wir durch unsere Untersuchungen kein klares Bild der Sequenzen
der einzelnen molekularen Ereignisse haben, da wir hierfiir Expressionsanalysen zu verschie-
denen Zeitpunkten bendtigen wiirden. Dennoch ist anzunehmen, dass die initial bessere Adha-
sion der Ph positiven CD34 positiven Zellen an den Komponenten der Knochenmarkmatrix
mit einem verminderten Zellzyklus inklusive einer verminderten DNA Replikation und mito-
tischer Aktivitdt einhergeht. Dies wiederum zieht eine verminderte Proliferation, Expansion
und Produktion leukdmischer Stammzellen nach sich. Die von uns gefundenen ,,Early Res-
ponse* Gene werden hinsichtlich ihres pradiktiven Potentiales in Bezug auf das Ansprechen
auf eine Imatinibtherapie mit Hilfe eines Microarrays im Rahmen eines Folgeprojektes vali-

diert werden.
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4. Schlussfolgerung und Ausblick

Seit der Erstbeschreibung der CML im Jahre 1845 durch Rudolf Virchow konnten bis heute
wesentliche Aspekte der Pathophysiologie dieser Erkrankung aufgeklért werden, wodurch die
Grundlage einer molekularen Charakterisierung der an der Translokation beteiligten Gene
gelegt wurde. So ist eine todlich verlaufende Leukdmie durch eine "targeted therapy" mit nur
einer Tablette therapierbar geworden. Meilensteine auf diesem Weg waren neben der Erstbe-
schreibung des Philadelphia Chromosoms die Entwicklung einer spezifischen PCR zur Quan-
tifizierung der ber-abl mRNA. Auf diesem diagnostischen Boden ist der
Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib zur Standardtherapie fiir Patienten mit CML geworden. Die
Therapie richtet sich nach molekularen Kriterien, die auf Messungen der bcr-abl mRNA in
peripherem Blut fulen. Ein Risiko zusétzlicher genetischer Verdnderungen des Genoms durch
die Therapie mit Imatinib ist angesichts des nicht beeinflussten Genexpressionsprofiles un-
wahrscheinlich. Gleichwohl werden jdhrliche zytogenetische Untersuchungen analog den
Baccarani Richtlinien®” empfohlen, da wihrend der Einnahme die Entstehung zusitzlicher
chromosomaler Aberrationen in den Ph positiven Zellen bzw. neuer chromosomaler Anoma-
lien in den Ph negativen Zellen nicht auszuschlieen sind. Neben Patienten mit ber-abl positi-
ver CML sprechen auch Patienten mit atypischen chronisch myeloproliferativen Erkrankun-
gen auf eine Therapie mit Imatinib an, wenn andere Tyrosinkinasen wie c-kit oder PDGF
pathophysiologisch eine Rolle spielen. Der molekulare Wirkmechanismus des
Tyrosinkinaseinhibtors basiert in der Frithphase der Therapie auf Verdnderungen innerhalb
der Ph positiven Stammzelle, die eine Entwicklung in Richtung gesunder Stammzelle induzie-
ren. In erster Linie kommt es dabei zu einer Verlangsamung der Zellproliferation und erh6h-
ten Zelladhdsion. Nach wie vor ist die allogene Blutstammzelltransplantation allerdings die
bis heute einzige kurative Behandlung. Als Risikoscore fiir die Einschédtzung der Prognose
von transplantierten Patienten dient der SOFA-Score. Die Verwendung von CSA in Kombina-
tion mit MMF stellt bei Transplantationen HLA identischer Geschwisterzellen die GvHD-
Prophylaxe der Wahl dar, da es hierdurch zu einer kiirzeren Aplasiezeit als mit anderen
Immunsuppressiva kommt. Die nicht-myeloablative Konditionierung ist eine Therapiealterna-
tive fiir Patienten mit CML, bei denen eine myeloablative Hochdosistherapie oder eine Be-
handlung mit einem Tyrosikinaseinhibitor kontraindiziert sind.

Die primédre oder sekundére Resistenz gegen Imatinib ist das Hauptproblem bei der Behand-
lung von Patienten mit CML. In der IRIS Studie zeigte sich nach einer Beobachtungszeit von
42 Monaten, dass 16 % der Patienten in chronischer Phase, nachdem sie zunéchst eine hima-

tologische bzw. zytogenetische Remission erreicht hatten, im Verlauf der Erkrankung eine
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Resistenz und damit eine erneute Krankheitsaktivitit entwickelten'?’. Fiir diese Resistenzen
sind zum groflten Teil die ber-abl abhéngigen Resistenzmechanismen verantwortlich, wobei
Mutationen in der Kinase-Doméne des ber-abl Proteins eine Rolle spielen. Aktuell sind in der
Literatur 40 verschiedene Mutationen beschrieben, die dazu fithren, dass bcr-abl an der Bin-
dungsstelle des Imatinib eine Konformation annimmt, die es dem Tyrosinkinaseinhibitor nicht
erlaubt zu binden. Ein ebenfalls ber-abl abhéngiger Resistenzmechanismus, der bei zehn Pro-
zent der Patienten auftritt, ist eine Uberexpression des ber-abl Proteins. Die ber-abl abhiingige

Resistenz ist in der Regel durch eine Dosissteigerung des Imatinib zunichst therapierbar* *>

128133 Im weiteren Verlauf ist zumeist dann jedoch die Verabreichung eines Nachfolgepripa-
rates wie Dasatinib oder Nilotinib erforderlich, die aufgrund ihres gegeniiber Imatinib unter-
schiedlichen Bindungsverhalten und unterschiedlicher Zieltyrosinkinasen diese Resistenzen
iiberwinden konnen. Neue Moglichkeiten bietet die Inhibition bisher unbekannter intrazellulé-
rer Signalkaskaden wie zum Beispiel den PI3K/AKT/PIM1 Weg. Ziel wird es sein das indivi-
duelle Ansprechen auf einen der zur Verfiigung stehenden Tyrosinkinaseinhibitoren vor Be-
handlungsbeginn durch charakteristische Genexpressionsprofile zu ermitteln und die thera-
peutische Wirksamkeit durch PCR- und Mutationsanalysen zu tiberpriifen.

Ein weiteres Problem ist die Persistenz ber-abl positiver Blutstammzellen trotz einer duBBerst
wirksamen Therapie mit Imatinib. So erreichten nur fiinf Prozent aller Patienten, die in der
IRIS Studie mit Imatinib behandelt wurden eine komplette molekulare Remission. Bei diesen
Patienten war mit Methoden, die eine Leukémiezelle in 1 x 10° gesunden Zellen im Sinne
einer "minimal residual disease" detektieren, keine ber-abl positive Zelle mehr nachweisbar’>.
Die Persistenz Ph positiver Zellen bzw. der konstante Nachweis von sehr geringen Mengen an
ber-abl mRNA ist nach derzeitigem Kenntnisstand nicht von prognostischer Relevanz. Unge-
achtet dessen ist das Rezidivrisiko nach Absetzen der Therapie mit Imatinib hoch, weshalb
die Therapie lebenslang fortgefiihrt werden sollte. Im Mittelpunkt zukiinftiger Projekte steht
daher die Aufkldrung der Mechanismen, welche die persistierenden bcer-abl positive Blut-
stammzellen in ihrer hdmatopoietischen "Knochenmarknische" halten und vor dem Einfluss
der Tyrosinkinaseinhibitoren schiitzen. Das Aufbrechen dieser Schutzfunktion zum Beispiel
durch die Induktion einer verminderten Adhédsion der Ph positiven Zellen in der Nische durch
Blockade von CD44 oder Selektin konnte diese vulnerabler machen und ggf. Apoptose indu-
zieren. Dies konnte in Zukunft ein Absetzen der Therapie und eine Heilung der CML ermdg-

lichen.
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6. Abkiirzungsverzeichnis

AML
ALL
APACHE
ARG
ATG
BIM
CCNBI
CCNB2
CDC2
CDC20
CDC45L
CML
CP

CR
CSA
CSF3R
FISH
GMNN
GvHD
GvL
G6PDH
IS

LCB

MAPK

Akute myeloische Leukédmie

Akute lymphatische Leukdmie

Acute Physiology and Chronic Health Evaluation

Abl related gene
Antithymozytenglobulin
bcl-2-interacting mediator

Cyclin B1

Cyclin B2

cell division cycle 2

cell division cycle 20

Cell division cycle 45 like
Chronisch myeloische Leukédmie
chronische Phase

komplette Remission

Cyclosporin A

colony stimulating factor 3 receptor
Fluoreszenz in vitro Hybridisierung
Geminin

Graft versus Host Disease

Graft versus Leukemia Effekt
Glukose-6-phosphat Dehydrogenase
Intensivstation

lower confidence bound

p42/44 mitogen activiated proteinkinase
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MDS
MMF
MNC
MTX
NFkB
PBSZT
PDGF-R
Ph

PI3K
qPCR
RRM2
SAPS
SELL
SOFA
STAT 1/5
TBI
TOP2A
TRM

VOD

Myelodysplastisches Syndrom
Mycophenolat Mofetil

Mononukleédren Zellen

Methotrexat

nuclear factor-k B

periphere Blutstamzelltransplantation
Platelet Derived Growth Factor Rezeptoren
Philadelphia Chromosom
Phosphatidylinositol 3-Kinase

quantitative ,,real time*“ RT-PCR
ribonucleotide reductase M2 polypeptide
Simplified Acute Physiology Score
L-Selectin

Sepsis Related Organ Failure Assessment
Signal transducers and activators
Ganzkdorperbstrahlung (Total body Irradiation)
Topoisomerase 2 alpha

treatment related mortality

Veno Occlusive Disease
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