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2. Zusammenfassung

Das zunehmende Wissen liber die zahlreichen zelluldren Funktionen, die durch Proteinkinasen
reguliert werden, fihrte in den vergangenen Jahrzehnten zur Entschlisselung diverser
Signaltransduktionskaskaden. Ein relevanter Teil dieser Proteinkinasen wird durch Tyrosinkinasen
gebildet, die durch Phosphorylierung funktionell bedeutsamer Tyrosinreste aktiviert bzw. inaktiviert
werden kdnnen.

Bei hamatologischen Malignomen sind deregulierte Tyrosinkinasen identifiziert worden, die zur
Fehlfunktion einzelner Signaltransduktionskaskaden fiihren und somit eine grundlegende Bedeutung
in der Entstehung malignen Wachstums erhalten kénnen.

Aufgrund ihrer Bedeutung in der Pathogenese sind dysregulierte Tyrosinkinasen dadurch gleichzeitig
Zielstrukturen spezifischer Therapieansatze.

Der auf den molekularen Mechanismen ihrer Entstehung beruhende Therapieansatz bei der
chronischen myeloischen Leukamie (CML) ist paradigmatisch fiir diese Entwicklung. Der
Identifikation einer reziproken chromosomalen Translokation (t(9;22)(q34;q11)), dem sogenannten
Philadelphia Chromosom, bei nahezu allen Patienten mit CML, folgte die Entdeckung des Bcr-Abl
Fusionstranskriptes bzw. des p2105*®" Fusionsproteins, einer onkogenen Tyrosinkinase.
Umfangreiche zellbiologische und tierexperimentelle Studien bewiesen die kausale Bedeutung der
p21084°"  Tyrosinkinase fiir die Leukdmogenese der CML. Die konstitutiv gesteigerte
Tyrosinkinaseaktivitdt mit der Eigenschaft der Autophosphorylierung ist ein entscheidendes
Charakteristikum von p21084°!,

Typische Eigenschaften Philadelphia Chromosom positiver Zellen, wie eine gesteigerte
Zellproliferation, die Hemmung der Apoptose oder auch eine veranderte Interaktion mit der
extrazelluldren Matrix sind durch p2105®' vermittelte Signaltransduktionswege verursacht.

Die ausschlieBliche Expression von p210°“" in CML-Zellen fiihrte zur Entwicklung spezifischer,
zielgerichteter Therapieansatze, die unter dem Begriff fargeted therapy bekannt geworden sind. Der
therapeutische Ansatz des Tyrosinkinaseinhibitors Imatinib hat zu einer drastischen Verbesserung
der Therapie gefiihrt.

In praklinischen Modellen konnte die Effektivitdt dieser Substanz in Bezug auf Hemmung der
Proliferation und Rekonstitution der Apoptose bzw. die /n-vivo Aktivitat im Mausmodell gezeigt
werden. Die sich anschlieBenden klinischen Studien erbrachten einen im Vergleich zur bisherigen
Standardtherapie, bestehend aus Interferon-a haltigen Schemata, hochsignifikanten Vorteil
beziiglich des Gesamtiiberlebens, des progressionsfreien Uberlebens, der Rate an zytogenetischen
Remissionen sowie der Toxizitdt bei Patienten in der chronischen Phase der CML. Mittels
quantitativer RT-PCR konnte bei Patienten in chronischer Phase ein anhaltender und signifikanter
Abfall des Bcr-Abl Fusionstranskriptes beobachtet werden.

Die klinischen Ansprechraten bei Patienten in den fortgeschrittenen Krankheitsstadien zeigten zwar
ein gegeniiber bisherigen Therapieansdtzen entweder gleichwertiges oder (iberlegenes Ansprechen

in Bezug auf Gesamtiberleben, fiihrten jedoch besonders in der Blastenkrise zu hamatologischen



Rezidiven in nahezu allen Patienten. In diesem Sinne stellen Untersuchungen zur
Resistenzentstehung bzw. die Suche nach therapeutischen Ansdtzen bei Patienten mit
Therapieversagen auf Imatinib das Zentrum gegenwartiger und zukiinftiger Forschungsaktivitaten
dar.

Bereits vor der Initiierung klinischer Studien wurde mit der Identifizierung madglicher
Resistenzmechanismen begonnen. In Zellkulturmodellen konnte die Amplifikation der t(9;22)
Translokation und die konsekutive Uberexpression von p2108*®" als ein Resistenzmechanismus
identifiziert werden, der in der spédteren klinischen Anwendung tatsdchlich beobachtet wurde.
Alternative Resistenzmechanismen die auf Zellkulturebene oder auch im Tiermodell beschrieben
wurden, wie z.B. eine erhdhte PlasmaeiweiBbindung bzw. die Uberexpression des MDR-1 Genes
wurden dagegen bislang in der klinischen Anwendung nicht beobachtet. Dagegen stellt das
Auftreten von Punktmutationen im Bereich der Imatinib-Bindungsstelle einen Resistenzmechanismus
mit signifikanter klinischer Relevanz dar.

Das Auftreten von Rezidiven aufgrund unterschiedlicher Resistenzmechanismen belegt die
Notwendigkeit der Therapieoptimierung. Hierbei steht neben der Dosissteigerung, der Kombination
mit bisherigen antileukdmieschen Substanzen und der Identifizierung von Hochrisikopatienten mit
dem Ziel einer allogenen Stammzelltransplantation, die Entwicklung neuer Tyrosinkinaseinhibitoren
im Vordergrund.

Eine zusatzliche alternative Therapieoptionen kann dariiber hinaus auch die Sammlung CD34+
Stammzellen bei Patienten in kompletter zytogenetischer Remission, gegebenenfalls gefolgt von
einer autologen Stammzelltransplantation, darstellen. In praliminaren Ansatzen konnte hierbei die

Durchflihrbarkeit einer kombinierten Gabe von G-CSF und Imatinib gezeigt werden.



3. Tyrosinkinasen als Signaltransduktoren

3.1. Uberblick tber die Proteinkinasen

Die wachsende Kenntnis Uber die Bedeutung von Proteinkinasen als essentieller Bestandteil
zellbiologischer Signaltransduktion geht auf die in den flinfziger Jahren des vergangenen
Jahrhunderts erstmals gemachte Beobachtung zuriick, daB reversible Phosphorylierung die
Enzymaktivitdat der Glykogenphosphorylase reguliert. Seit dieser Zeit haben intensive
wissenschaftliche Bemiihungen dazu gefiihrt, das komplexe Netzwerk humaner Proteinkinasen, das
sogenannte Kinom, weiter zu entschliisseln.

Erst durch die Mdglichkeiten der DNS-Klonierung und -Sequenzierung ergaben sich die
methodischen Voraussetzungen eine komplette Erfassung und Klassifizierung aller Proteinkinasen
anzustreben. Durch die konsequente Analyse des menschlichen Genom im Rahmen des hAuman
genome project konnte schlieBlich die Gesamtheit der humanen Proteinkinasen auf 518 beziffert
werden, die durch ca. 1.7 % aller menschlichen Gene kodiert wird (Manning et al. 2002, Krupa and
Srinivasan, 2002).

Proteinkinasen partizipieren durch Modifikation der Aktivitdt nachgeschalteter Substrate maBgeblich
an der Vermittlung der Signaltransduktion bei grundlegenden eukaryoten Zellfunktionen wie
Metabolismus, Transkription, Zellzyklusprogression, Zellmotilitat, Apoptose und Zelldifferenzierung.
Die im Jahre 1995 erstellte Klassifikation von S.K. Hanks und T. Hunter unterteilte die Gesamtheit
der Proteinkinasen in fiinf Hauptgruppen, 44 Familien und 51 Subfamilien und wurde 2002 in einer
revidierten Version erneut publiziert und um vier Hauptgruppen, 90 Familien und 145 Subfamilien
erweitert (Manning et al. 2002, Hanks and Hunter, 1995). Die Kriterien dieser Klassifikation
bestehen im Vergleich der Aminosduresequenzen der jeweiligen katalytischen Doméanen und anderer
Proteindomanen sowie der biologischen Funktion.

Die sieben wichtigsten Hauptgruppen werden entsprechend der in ihnen vertretenen Familien als
CAMK (CGalcium/calmodulin dependent protein kinase), AGC (Containing PKA, PKA, PKC families),
CK1 (Casein kinase 1), STE (Homology of yeast Sterile 7, Sterile 11, Sterile 20 kinases), CMGC
(Containing CDK, MAPK, GSK3, CLK families), TKL ( Tyrosine Kinase like) und TK ( 7yrosine Kinase)
bezeichnet. Insbesondere die letztgenannte Hauptgruppe, TK (7jyrosine Kinase), ist aufgrund ihrer
Bedeutung im Kontext der malignen Transformation innerhalb der vergangenen Jahrzehnte intensiv

erforscht worden.

3.2. Tyrosinkinasen

Insgesamt sind 90 Tyrosinkinasen bekannt, die sich in 58 Rezeptor Tyrosinkinasen (RTK) und 32
Nicht-Rezeptor Tyrosinkinasen (NRTK) unterteilen. Basierend auf den Aminosduresequenzen ihrer
extrazelluldren und nichtkatalytischen Domanen werden RTKs und NRTKs in 20 bzw. 10 Subgruppen
unterteilt.

Das aminoterminale Ende der RTK bildet die extrazelluldare Bindungsstelle fiir den jeweiligen

Liganden. Der transmembrandse Bereich besteht aus einer hydrophoben Helixstruktur. Der



intrazellulare, zytoplasmatische Bereich besteht aus der konservierten Kinaseregion sowie
zusatzlichen regulatorischen Sequenzen, die u.a. wesentliche carboxyterminale Tyrosinreste
enthalten (Madhusudan and Ganesan, 2004).

Die Bindung des Liganden an die extrazelluldre Domadne resultiert in Dimerisierung oder
Oligomerisierung des Rezeptors und konsekutiver, ATP-abhangiger, zytoplasmatischer
Tyrosinkinaseaktivierung sowie Phosphorylierung von weiter carboxyterminal gelegenen
Tyrosinresten. Diese autophosphorylierten Tyrosinreste dienen ihrerseits der Erkennung und
Signallibermittlung an nachgeschaltete Substrate. Hierbei handelt es sich gehduft um Proteine mit
SH2 (Src homology 2) Domanen oder ebenfalls phosphotyrosinbindende Domanen. Auf diesem
Wege kommt es zur Aktivierung bzw. Deaktivierung spezifischer Signalkaskaden, die durch
Aneinanderreihung vieler signaltransduzierender Kinasen entstehen und schlieBlich spezifische
Reaktionen im Nukleus, wie z.B. die Transkription einzelner Gene, verursachen.

NRTK verfiigen ebenfalls (iber eine konservierte katalytische Domadne sowie die Fahigkeit zur
aminoterminalen Bindung an spezifische Adaptermotive anderer Proteine. Tyrosinkinasen haben eine
zentrale Stellung in der Regulation grundlegender biologischer Prozesse wie zelluldre
Differenzierung, Proliferation, Wachstum, Apoptose, Adhasion, Migration, Zellzykluskontrolle,
Angiogenese und Transkription. Aufgrund der sich hieraus ergebenden dominierenden Rolle in der
zelluldren Homoostase liegt die Erforschung einzelner Tyrosinkinasekaskaden im Kontext

hamatologischer und onkologischen Erkrankungen nahe (Madhusudan and Ganesan, 2004).

3.3. Onkogene Tyrosinkinasen

Tyrosinkinasen, sowohl RTK als auch NRTK, kénnen durch unterschiedliche Mechanismen an der
malignen Transformation und somit an der Entstehung und Progression hamatologischer oder
onkologischer Erkrankungen beteiligt sein. Hierbei kdnnen fiinf grundlegende Mechanismen
voneinander abgegrenzt werden, die zu verdnderter Tyrosinkinaseaktivitdit bzw. deregulierter
Kontrolle nachfolgender Signaltransduktionskaskaden fiihren. Tyrosinkinasen kdnnen (1.) aufgrund
einer Genamplifikation Uberexprimiert werden und durch gesteigerte Aktivitat zu quantitativer und
qualitativer Beeintrachtigung nachfolgender Signalwege flihren. Ein typisches Beispiel ist die
Uberexpression von EGF-R (Epidermal Growth Factor Receptor) im Falle von Patienten mit Ovarial-,
HNO-, Osophagus-, Zervix-, Blasen-, Mamma-, Prostata-, Lungen, gastrointestinalen oder
Knochentumoren mit ungiinstiger Prognose (Nicholson et al. 2001, Tandon et al. 1989, Meden H et
al. 1997, Sadasivan et al. 1993, Selvaggi et al. 2002, Zhou et al. 2003). Daneben kann es (2.) zu
genetischen rearrangments auf dem Boden chromosomaler Translokationen kommen, wie z.B. im
Falle des Npm-Alk Fusionsproteins bei Patienten mit groBzellig anaplastischem Non-Hodgkin
Lymphom (Morris et al. 1994). Ein weiterer Mechanismus (3.) ist die gesteigerte
Tyrosinkinaseaktivitdt aufgrund aktivierender Mutationen in regulatorischen Domanen wie z.B. bei c-
Kit im Zusammenhang mit gastrointestinalen Stromatumoren (GIST)(Taniguchi et al. 1999, Longley

et al. 2001, Demetri et al. 2001). Unter der Entstehung einer sogenannten autocrine loop (4.)



versteht man die Uberexpression eines physiologischen Liganden mit nachfolgender persistierender
Rezeptortyrosinkinasestimulation wie beispielsweise bei einigen HNO-Tumoren (Grandis et al.
1998). SchlieBlich (5.) ist bei Nagern das Model der malignen Transformation nach retroviraler
Transduktion eines Protoonkogen mit Tyrosinkinaseaktivitat beschrieben worden (Blume-Jensen et
al. 2001).

3.4. Hemmung onkogener Tyrosinkinasen als therapeutisches

Konzept gezielter Therapiestrategie
Aufgrund der zentralen Rolle, die zumindest einige RTK und NRTK in der Pathogenese einzelner
Malignome spielen, ist friih versucht worden, therapeutische Ansatze durch unterschiedliche Wege
der Interaktion mit den betroffenen Signaltransduktionskaskaden zu realisieren. In Abgrenzung zur
klassischen Chemotherapie, welche unspezifisch sich teilende Zellen eradiziert und dabei die
grundsatzlich héhere Proliferationsrate maligner Zellen ausnutzt, wird bei der Hemmung onkogener
Tyrosinkinasen versucht, unter Schonung der physiologischen Zellhomd&ostase, selektiv die maligne
Zelle zu treffen. Dieser Begriff der sogenannten fargeted therapy ist an vier Grundvoraussetzungen
gebunden:
1. Die entsprechende Targetstruktur muss hauptsachlich in dem malignen Klon exprimiert sein
und nicht auf physiologischen Zellen.
2. Die entsprechende Targetstruktur sollte in der betroffenen Krankheitsentitdt in einem hohen
Anteil der betroffenen Patienten nachweisbar sein.
3. Die entsprechende Targetstruktur sollte fir die biologische Integritdt der malignen Zelle
erforderlich sein.
4. Die entsprechende Targetstruktur darf fiir physiologische Zellen nur untergeordnete oder
vernachlassigbare biologische Signifikanz haben.
Auf praklinischer Ebene wurden im Kontext von {fargeted therapy der Einsatz von Antisense-
Nukleotiden, von monoklonalen Antikdrpern bzw. von kleinen Molekiilen (small molecules) erprobt.
Der Einsatz von Antisense-Nukleotiden, also der Versuch mittels spezifischer Nukleotide, die durch
komplementdre DNS- oder RNS-Bindung die Transkription spezifischer onkogener Targetsequenzen
hemmen, ist bislang (iber das préaklinische Stadium kaum herausgetreten. Der Einsatz monoklonaler
Antikérper dagegen hat sich zu einem erfolgreichen Konzept entwickelt. Beispielsweise zeigen 25-
30% der Patientinnen mit Mammakarzinom eine prognostisch ungiinstige Uberexpression der HER2
Rezeptortyrosinkinase. Im Rahmen einer randomisierten Studie konnte die Effektivitdt eines
monoklonalen Antikérpers (Herceptin) gezeigt werden, der gegen die Ligand-Rezeptor Bindung
gerichtet ist und in Kombination mit konventioneller Chemotherapie zu einem verldangerten
Uberleben fiihrt (Slamon et al. 2001).
Der Einsatz kleiner Molekiile bezeichnet die Mdglichkeit, katalytisch essentielle Domanen onkogener

Tyrosinkinasen, beispielsweise durch kompetitive Verdrangung von ATP aus seiner Bindungsstelle,



zu hemmen und auf diesem Wege die Dissoziation spezifischer Signaltransduktionswege, die den

malignen Phanotyp unterhalten, zu erreichen.



4. Die chronische myeloische Leukamie

4.1. Definition

Die chronische myeloische Leukdmie (CML) ist eine monoklonale, hamatopoetische
Stammzellneoplasie. Die Erkrankung ist durch die Tyrosinkinaseaktivitit des onkogenen
Fusionsproteins p2108A"

t(9;22)(g34;911), dem Philadelphia Chromosom, zurlickzufiihren ist.

verursacht, dessen Expression auf eine chromosomale Translokation,

4.2. Historische Aspekte

Die CML wurde im Jahre 1845 von John H. Bennett und David Craigie in Edinburgh und wenige
Monate spater von Rudolf Virchow an der Charité in Berlin zum ersten Mal beschrieben (Bennett
1845, Virchow 1845). In beiden Fallen handelte es sich um Einzelfallberichte von Patienten mit
Abgeschlagenheit und massiver Splenomegalie bzw. Fieber (Bennett 1845) und Epistaxis (Virchow
1845), die in kurzer Zeit verstarben. Autoptisch fielen beide Patienten durch Blutbildverdanderungen
auf, die Virchow spater als ,weisses Blut", griechisch ,Leukdamie™ (Levkov cupa), beschrieb (Virchow
1847). Im Gegensatz zu Bennett postulierte Virchow bereits eine nicht-infektiése Genese der
Erkrankung.

Das Knochenmark als Ort der Hdmatopoese und der Leukamogenese geht u.a. auf autoptische
Erkenntnisse von E. Neumann zuriick (Neumann 1870). Erst die Einfiihrung der Farbetechniken von
Paul Ehrlich ermdglichte dann die weitere Klassifikation der Leukamien (Ehrlich 1891). Fir die CML
typische Blutbildverdnderungen wie Zunahme der Granulopoese mit Linksverschiebung,
Thrombozythdmie, Eosinophilie und Basophilie wurden bis in die 20er Jahre des 20. Jahrhunderts
erkannt. Der Zusammenhang zwischen Anstieg der Myeloblasten und Verschlechterung der
Prognose wurde u.a. von A. Piney beobachtet und miindete spater in die Identifizierung spezifischer
Prognoseparameter (Piney 1931).

Ein entscheidender Meilenstein in der weiteren Erforschung der CML gelang 1960 P. Nowell und D.A.
Hungerford durch die Beschreibung eines abnormalen, kleinen und akrozentrischen Chromosoms im
peripheren Blut von sieben CML Patienten, das seitdem als Philadelphia Chromosom bezeichnet wird
(Nowell et Hungerford 1960). Bereits in ihrer Erstverdffentlichung betonten die Autoren die
Vermutung, daB es sich bei dem Philadelphia Chromosom nicht nur um ein spezifisches
zytogenetisches Charakteristikum, sondern vielmehr auch um eine pathogenetisch relevante
chromosomale Abberation handelt.

Janet Rowley gelang 1973 die weitere Entschlisselung des Philadelphia Chromosom durch die
Beobachtung, daB es sich um eine reziproke Translokation der langen Arme der Chromosomen 9
und 22 handelt, die zu der exakten Bezeichnung t(9;22)(q34;q11) fihrte (Rowley 1973).
AnschlieBend wurden die an dieser Translokation beteiligten Gene ABL und BCR identifiziert (de
Klein et al. 1982; Bartram et al. 1983; Groffen et al. 1984). SchlieBlich gelang 1986 der Nachweis
eines 210 kD Proteins als Produkt des chimdren BCR-ABL Gens (Ben-Neriah et al. 1986), das als

p2108 " bezeichnet wird.
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Von entscheidender Bedeutung flir das heutige Verstéandnis des der CML zugrundeliegenden
Pathomechanismus war die Entdeckung einer im Vergleich zu normalem Abl gesteigerten und
deregulierten Tyrosinkinaseaktivitat von p2105%" (Lugo et al 1990). Unterschiedliche Gruppen
zeigten dann die Entstehung CML-dhnlicher Erkrankungen in Mdusen nach Transplantation mit BCR-
ABL infizierten Retroviren, wodurch die pathogenetische Bedeutung des p210 Bcr-Abl Proteins
bestatigt wurde (Daley et al. 1990, Heisterkamp et al. 1990, Elefanty et al 1990).

Zusammenfassend entstand gegen Ende des 20. Jahrhunderts eine ausreichende pathogenetische
Charakterisierung der CML, die die Entwicklung gezielter bzw. selektiver Therapieansatze

ermdglichte.

4.3. Epidemiologie

Die Inzidenz der CML betragt etwa 1 — 1,5 / 100 000 (Deininger et al. 2003). In den USA betragt die
Inzidenz im Alter unter 40 Jahren 1 / 100 000 und steigt kontinuierlich auf 11/100 000 im Alter Gber
80 Jahren an (National Cancer Institute 1997). Das mediane Alter zum Diagnosezeitpunkt liegt etwa
bei 60 Jahren. Das Verhaltnis zwischen mannlichen und weiblichen Patienten liegt bei 1 : 1,4.

Ein pradisponierender ethnischer oder geographischer Risikofaktor konnte bislang nicht identifiziert
werden. GleichermaBen konnte im Gegensatz zur akuten myeloischen Leukamie kein gesteigertes
Risiko nach Exposition gegeniiber organischen Lésungsmitteln beobachtet werden. Allerdings kam
es nach den Atombombenkatastrophen in Hiroshima und Nagasaki zu einer gesteigerten Inzidenz in
den betroffenen Bevélkerungsgruppen (Heyssel et al. 1960, Preston et al. 1994). Ebenfalls ist bei
Patienten nach therapeutischer Strahlenexposition eine erhéhte Inzidenz beschrieben worden (Corso
et al. 1995).

Diese Beobachtungen werden gestiitzt durch die experimentelle Induktion von BCR-ABL
Transkripten nach in-vitro durchgefiihrter Gamma- und Neutronenbestrahlung an BCR-ABL-

negativen Zelllinien (Deininger et al. 1998).

4.4. Klinik
4.4.1. Symptome

In Uber 50% der Patienten wird die Diagnose der CML im Rahmen einer Routineuntersuchung
gestellt. Die Erkrankung kann demnach (iber lange Zeit symptomlos existieren. Haufige Symptome
bei Erstdiagnose im Friihstadium der Erkrankung bestehen in Leistungsabfall (ca. 60%),
Splenomegalie (ca. 72%), Hepatomegalie (ca. 49%), Organomegalie — assoziierte Symptome (ca.
33%), Gewichtsverlust (ca. 21%) und Fieber (ca. 6 %) (Hehimann et al. 1994). In selteneren Fallen,
besonders in fortgeschrittenen Krankheitsstadien, kommt es weiterhin zu hdmorrhagischer Diathese,
Infektionsneigung, Wundheilungsstérungen oder auch Priapismus. Cervantes et al. (1999) zeigten
ein glinstigeres klinisches Profil bei Patienten, die nach 1985 diagnostiziert wurden und fiihrten
diese Beobachtung auf den friheren Diagnosezeitpunkt aufgrund  zunehmender

Routineblutbilduntersuchungen zuriick.
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Generell kommt es mit Fortschreiten der Erkrankung gehduft zur Zunahme der klinischen

Symptome.

4.4.2. Typische Laborbefunde

Die Befunde des peripheren Blutausstrichs bestehen in einer haufig massiven Leukozytose mit
Werten bis iber 5x10°/pl mit der typischen Linksverschiebung im Differentialblut — also dem
Nachweis granulozytarer Vorlduferformen bis zum Myeloblasten. Weitere Verdnderungen des
peripheren Blutes bestehen in Basophilie bzw. Eosinophilie. Im Gegensatz zur akuten myeloischen
Leukdmie ist die CML nicht auf das myeloische Zellkompartiment beschrankt, so daB es ebenfalls zu
gelegentlich massiver Thrombozythdmie mit Werten tiber 10%/ul kommen kann. Trotz des Nachweis
des BCR-ABL Fusionsgens auch in kernhaltigen erythrozytaren Vorstufen ist eine Erythrozytose nur
selten beobachtet worden.

Laborchemische Parameter sind unspezifisch und bestehen in LDH-Erhéhung, Erniedrigung der ALP
(alkalische Leukozytenphosphatase) bzw. Hyperurikamie.

Im Knochenmark zeigt sich in den meisten Fallen ein hyperzelluldres Mark mit Verschiebung des
Verhaltnisses zwischen Granulopoese und Erythropoese (normal 3:1) zugunsten der Granulopoese
(gelegentlich bis 10:1). Gleichzeitig kommt es auch hier zum Anstieg von Myeloblasten und
Promyelozyten. Im weiteren Verlauf der Erkrankung kann es zur Myelofibrose mit Panzytopenie

kommen.

4.4.3. Stadieneinteilung

Der Verlauf der CML ist triphasisch. Der Gberwiegende Anteil der Patienten wird in der Friihphase
der Erkrankung, der chronischen Phase, diagnostiziert, die nach einer mittleren Dauer von ca. 4,5
Jahren in die akzelerierte Phase (ibergeht. Dieses Intermediarstadium mit einer Dauer von wenigen
Wochen bis zu zwolf Monaten geht dann in die terminale Phase der CML, der Blastenkrise oder auch
Blastenschub, Uber.

Sichere Kriterien zur Bestimmung des Krankheitsstadium sind Anteil der Blasten und Promyelozyten
im peripheren Blut und Knochenmark, Anteil an Basophilen oder Eosinophilen im peripheren Blut,
nicht therapiebedingte Thrombozytopenie, Thrombozytose, progrediente Splenomegalie, Anamie
sowie zusatzlich zytogenetische Aberrationen neben dem Philadelphia Chromosom. Extramedullare
blastare Infiltrate (Chlorome) auBerhalb von Leber, Lymphknoten oder Milz gelten als beweisend fiir
eine Blastenkrise. Unsichere Kriterien, die einen Krankheitsprogress anzeigen kénnen sind
zunehmender Bedarf antileukémischer Medikamente als Ausdruck einer zunehmenden
Therapieresistenz, steigende Leukozytenzahlen, Anamie sowie Zunahme der klinischen Symptome.
Eine universell giiltige Stadieneinteilung existiert zum gegenwartigen Zeitpunkt nicht. Insbesondere
die zytologischen und klinischen Kriterien zur Definition der akzelerierten Phase sind nicht
einheitlich, was auf den kontinuierlichen und nicht schrittweisen Ubergang von einem Stadium in

das nachste hinweist.
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Aus diesem Grunde steht die Stadieneinteilung der World Health Organization (WHO) neben denen
des Center for International Blood and Marrow Transplant Research (CIBMTR) bzw. der deutschen
CML-Studien-Gruppe.

Im Falle der WHO-Klassifikation besteht eine akzelerierte Phase entweder bei 10 — 19% Blasten im
peripheren Blut oder Knochenmark oder bei mindestens 20% Basophilen im peripheren Blut oder
persistierender,  therapieresistenter ~ Thrombozytose  (>1000x10°/[) oder  progredienter,
therapieresistenter Splenomegalie oder Leukozytose oder bei klonaler Evolution, also zusatzlichen
chromosomalen Aberrationen (Jaffe et al. 2001). Eine Blastenkrise liegt entsprechend dieser
Klassifikation vor bei mindestens 20% Blasten im peripheren Blut oder Knochenmark oder bei
extramedullarem Befall durch Blasten (Jaffe et al. 2001). Die chronische Phase definiert sich durch
AusschluB einer akzelerierten Phase bzw. eines Blastenschubes.

Ein Drittel der Patienten mit Blastenschub haben einen lymphatischen Phanotyp, wahrend die
restlichen zwei Drittel einen myeloischen oder undifferenzierten Phanotyp aufweisen (Griffin et al.
1983).

4.5. Die Philadelphia Translokation - biologische Grundlagen
45.1. Uberblick

Das Philadelphia Chromosom ist in Gber 90% der Patienten mit CML zytogenetisch nachweisbar
(Shepherd et al. 1995). In weiteren 5% der Patienten ohne zytogenetischen Nachweis der t(9;22)
Translokation kann das BCR-ABL Fusionsgen mittels molekularbiologischer Methoden nachgewiesen
werden. Bei den verbleibenden 5% BCR-ABL negativen Patienten wird die CML als ,atypisch"
bezeichnet. Patienten mit atypischer CML sind durch einen klinisch ungilinstigeren Verlauf
gekennzeichnet, was die Vermutung einer separaten Krankheitsentitdt nahelegt.

Neben Patienten mit CML ist das Philadelphia Chromosom in ca. 20-40% der Patienten mit akuter
lymphoblastischer Leukamie (ALL) und in wenigen Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie (AML)
nachweisbar (Westbrook et al. 1992, Najfeld et al. 1989).

Aufgrund der Tatsache, daB in der Blastenkrise der CML Zellen mit unterschiedlichem Phanotyp
dominieren koénnen, liegt die Vermutung eines in Bezug auf die Differenzierung der
hamatopoetischen Stammzelle friihen Auftretens des Philadelphia Chromosom nahe. Tatsachlich
konnte das Philadelphia Chromosom sowohl in Vorlauferzellen aller drei Zellreihen nachgewiesen
werden, obwohl es nur zur Expansion der granulozytaren und gelegentlich thrombozytaren Zellreihe
kommt (Fialkow et al. 1967, Fialkow et al. 1977).

Aufgrund der Beobachtung, dass in Philadelphia Chromosom positiven Zellen von heterozygoten
Tragerinnen der Gene fir die Glukose-6-Phosphatdehydrogenase (G-6-PD) Isoenzyme ausschlieBlich
eine Variante dieser Isoenzyme exprimiert wurde, gilt neben der Stammzellgenese die Klonalitat der
Erkrankung ebenfalls als gesichert (Fialkow et al. 1967, Fialkow et al. 1977).

Die der (9;22) Translokation vorausgehenden Vorgange sind unbekannt. Von Interesse ist jedoch

die Beobachtung einer relativ geringen raumlichen Entfernung der BCR und ABL Gene in
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physiologischen humanen Lymphozyten und CD34 positiven Zellen (Kozubek et al. 1997, Neves et
al. 1999).

4.5.2. Das BCR-ABL Fusionstranskript

Sowohl Hybridisierungsanalysen mit ABL-RNS-Proben als auch proteinchemische Experimente mit
murinem Abl-Antiserum bewiesen die Beteiligung des physiologischen ABL-Gens an dem
Fusionstranskript (Canaani et al 1984, Konopka et al. 1984).

Die Beobachtung, daB Bruchpunkte des Philadelphia Chromosomes innerhalb des breakpoint cluster
region (BCR) Gens auf Chromosom 22 auftraten, filhrten zur Identifikation des zweiten Partners des
Fusionstranskriptes (Groffen et al. 1984). Diese Ergebnisse wurden durch cDNS-Klonierung bestatigt
(Heisterkamp et al. 1985, Mes-Masson et al. 1986, Shtivelman et al. 1985, Grosveld et al. 1986).
Sowohl ABL als auch BCR werden ubiquitar exprimiert.

Neben dem pathologisch relevanten BCR-ABL Gen kommt es aufgrund des reziproken Austausches
von genetischem Material auch zu einem ABL-BCR Gen. Die Expression eines entsprechenden Abl-
Bcr Proteins ist jedoch nicht beschrieben.

Das humane ABL Gen ist auf dem langen Arm des Chromosom 9 lokalisiert und erstreckt sich ca.
Uber 225 kb (de Klein et al. 1982) bzw. elf Exons. Das mRNS Transkript hat eine GréBe von 6 oder 7
kb, je nachdem welche der beiden Varianten des Exon 1 (1a oder 1b) transkribiert wird (Westin et
al. 1982, Shtivelman et al. 1986, Ben-Neriah et al. 1986).

Das humane BCR Gen ist auf dem langen Arm des Chromosom 22 lokalisiert und erstreckt sich tiber
135 kb bzw. 23 normalen sowie den zwei alternativen Exons 1 und 2 (Heisterkamp et al. 1985,
Romero et al. 1989). Die mRNS Transkripte Gberspannen 4,5 bzw. 6,7 kb (Heisterkamp et al. 1985,
Hariharan et al.1987).

Alle DNS Bruchpunkte des BCR-ABL Gen sind intronisch. Die Bruchpunkte im ABL Gen kdnnen
Uberall innerhalb eines >300kb Segmentes am 5 Ende auftreten und zwar entweder zwischen den
beiden alternierenden Exons 1b und la oder aber downstream von la (Melo et al. 1993). Die
Bruchpunkte innerhalb des BCR Gen sind variabler und treten hauptsachlich in den als m-bcr, M-bcr
und p-ber bezeichneten Regionen auf. In nahezu allen Patienten mit CML und etwa einem Drittel der
Patienten mit Philadelphia Chromosom positiver ALL findet sich der BCR Bruchpunkt innerhalb der
5,8 kb groBen M-bcr Region, die auch major breakpoint cluster region genannt wird. M-bcr
Bruchpunkte kénnen zwischen den BCR Exons b2 und b3 oder b3 und b4 entstehen. Aufgrund der
Variabilitat der jeweiligen Bruchpunkte kénnen sich individuelle CML Patienten hinsichtlich ihres
Fusionstranskriptes unterscheiden.

Bruchpunkte innerhalb der BCR Region m-bcr treten nahezu ausschlieBlich bei Patienten mit ALL
auf. BCR Bruchpunkte in p-bcr sind selten und lediglich in Einzelfallen beschrieben worden (Saglio et
al. 1990). Bose et al. (1998) wiesen in Gesunden mittels nested RT-PCR niedrige Mengen BCR-ABL
mRNS nach. Die biologische Relevanz dieser Beobachtung ist jedoch ungeklart.

Je nach Muster der im BCR Gen beteiligten Bruchpunkte entstehen Fusionsproteine unterschiedlicher

GroBe. Im Falle der CML, bei der der M-bcr Bruchpunkt involviert ist, kommt es auf Proteinebene zur
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Expression eines Bcr-Abl Proteins mit einem Molekulargewicht von 210 kd, das konsequenterweise
als p2105*"" pezeichnet wird. Nachdem bei Patienten mit Philadelphia Chromosom positiver ALL
sowohl der M-Bcr als auch der m-Bcr Bruchpunkt involviert sein kénnen, kommt es entweder zur
Expression eines p210%"' Protein oder eines kiirzeren p190%“ "' Protein.

Dariliber hinaus kann es in seltenen Fallen, unter Beteiligung des p-bcr Bruchpunktes, zu Expression
eines p230%* Pprotein kommen, das ebenfalls bei CML Patienten auftreten kann (Saglio et
al.1990). Bei den unterschiedlichen Varianten des Bcr-Abl Proteins ist daraufhin zu weisen, daB die
Langenunterschiede in erster Linie durch den variablen Bcr-Anteil hervorgerufen werden, wahrend
der Abl-Anteil groBenkonstant bleibt.

4.5.3. Das p2105%7°! Fysionsprotein

Die Proteinprodukte der beiden physiologischen Fusionsproteinpartner Bcr und Abl sind Proteine mit
multiplen Domanen.

Die physiologische Funktion von Bcr ist nicht hinreichend geklart. Das N-terminale Ende des Proteins
verfiigt Uber eine dimerization-Domane und besitzt Serin/Threonin Kinaseaktivitdt (McWhirter et al.
1993, Maru and Witte 1991).

Im Zentrum des Bcr Protein befinden sich eine db/-like und eine pleckstrin homology Domane (Ron
et al. 1991). Das C-terminale Ende des Proteins verfiigt (iber GTPase Aktivitdt gegeniiber Rac, einem
Signaltransduktor der Ras-Familie, das in neutrophilen Granulozyten eine NADPH Oxidase aktiviert
(Diekmann et al. 1991). Zusammenfassend legen diese Beobachtungen fiir Bcr eine Rolle innerhalb
einer Signaltransduktionskaskade nahe.

Bcr-knockout Mause haben, abgesehen von einem vermehrten oxidativen burst, einen unauffalligen
Phanotyp (Voncken et al. 1995).

Das ABL Gen ist das humane Homolog des murinen v-abl-Onkogen, welches im Abelson Virus
enthalten ist. Es kodiert fir ein 145 kD Non-Rezeptorprotein mit Tyrosinkinaseaktivitdat (Sawyers et
al. 1992). In Abl finden sich die Src hAomology Domanen 1, 2 und 3 (SH1, SH2 und SH3), die zentral
gelegenen proline-rich Regionen, sowie eine C terminal gelegene GTPase (Kipreos et al. 1992). Die
SH1 Domane verfligt Uber Tyrosinkinaseaktivitdt, wahrend die SH2 und SH3 Domanen zur
Interaktion mit anderen Proteinen fahig sind. Abl ist vorwiegend im Nukleus lokalisiert und scheint
hier an der Regulation des Zellzyklus beteiligt zu sein (Sawyers et al. 1994).

Der zytoplasmatische Anteil scheint an der Weitergabe integrin-vermittelter Signale beteiligt zu sein
(Lewis und Schwartz 1998).

Von besonderer Relevanz ist die Beteiligung von Abl an DNS Reparaturmechanismen. In diesem
Zusammenhang konnte die Interaktion mit wichtigen Schliisselproteinen wie ataxia telangiactasia-
mutated (Atm), DNA-PK und Rad51 gezeigt werden (Baskaran et al. 1997, Shafman et al. 1997,
Kharbanda et al. 1997, Yuan et al. 1998, Chen et al. 1999).

Insbesondere im AnschluB an Bestrahlung konnte eine Abl-vermittelte Induktion von Apoptose

gezeigt werden (Yuan et al. 1997).
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Abl-knockout Mause haben eine hohe perinatale Mortalitdt, die durch Thymus- und Milzatrophie
bzw. einer T- und B-zelluldaren Lymphopenie gekennzeichnet ist (Schwartzberg et al. 1991,
Tybulewicz et al. 1991).

Die Molekularstruktur bzw. die Funktion von p210°“*" sind intensiv untersucht worden. Hierbei
erwiesen sich einzelne Elemente des chimdren Proteins als essentiell fiir die maligne Transformation.
Im Abl-Anteil handelt es sich hierbei zundachst um die SH1 Doméane bzw. um die actin-binding
Domane (Lugo et al. 1990, McWhirter und Wang, 1993). Im Bcr-Anteil sind die dimerization-
Domdne sowie der Tyrosinrest in Position 177 essentiell fir die maligne Transformation (McWhirter
et al. 1993, Million und Van Etten 2000).

Unter physiologischen Bedingungen wird die Abl-Tyrosinkinaseaktivitat streng reguliert. Hierbei
scheint die SH3-Region eine zentrale intramolekulare inhibitorische Funktion auszutiben (Mayer and
Baltimore 1994, Barila and Superti Furga 1998). Diese Autoregulation ist in p2105"" aufgehoben
und fiihrt zu konstitutiver Autophosphorylierung.

Die bereits erwahnten unterschiedlichen Varianten der Bcr-Abl Tyrosinkinase korrelieren mit den
unterschiedlichen Leukdmietypen (CML, ALL, CNL).

Hierbei scheint der groBenkonstante Abl-Bereich, inklusive der tyrosinkinaseaktiven SH1 Region, die
transformierenden Eigenschaften des Fusionsproteins zu tragen, wahrend der gréBenvariable Bcr-
Bereich zur deregulierten Autophosphorylierung von Abl beitragt. Diese Vermutung wird gestiitzt
durch die Erkenntnis, daB in seltenen Fallen mit CML-ahnlichem Krankheitsbild eine Tel-Abl (ETV6-
Abl) Fusion im Rahmen einer komplexen t(9;12) Translokation nachgewiesen wurde (Million et al.
2002).

4.5.4. Signaltransduktionswege

Eine Vielzahl von Proteinen, die als Substrate von p210%*® fungieren, bzw. ein komplexes Bild
unterschiedlicher Signaltransduktionswege, die durch p2108?' beeinflusst werden, sind identifiziert
worden. Wie diese unterschiedlichen Signaltransduktionswege im Rahmen der malignen
Transformation koordiniert werden, ist unklar.

Entsprechend ihrer subzellularen Bedeutung kdnnen die Substrate unterteilt werden in (1.) Proteine
mit Funktionen im Bereich des Zytoskelett bzw. der Zellmembran (z.B. Paxillin, Talin und FAK), in
(2.) Proteine mit Adaptorfunktion (CRKL, CRK, SHC, P62°°%) oder in (3.) Proteine mit katalytischer
Funktion (FES oder SYP).

Gleichzeitig kénnen die einzelnen, von p2105“*" beeinflussten Signaltransduktionswege, hinsichtlich
ihrer Funktion eingeteilt werden in Prozesse, die zu (1.) gesteigerter Zellproliferation, zu (2.)
Apoptosehemmung oder (3.) veranderter Interaktion mit der extrazelluldren Matrix flihren.

Die wichtigsten bekannten Signaltransduktionswege, die hierbei involviert sind, sind die Ras-

Signalkaskade, der JAK-Signalweg, der Phosphatidyinositol-3-Kinaseweg und der Myc-Signalweg.
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454.1. Gesteigerte Zellproliferation

Etliche p210%®" positive humane Zelllinien, wie z.B. LAMA84, K562 oder KCL22, die aus CML-
Patienten in fortgeschrittenen Krankheitsstadien stammen, sind im Gegensatz zu vielen anderen
Zelllinien zur wachstumsfaktorunabhdngigen Proliferation fahig. Bei Zellen von Patienten in
chronischer Phase besteht immerhin noch eine relative Wachstumsfaktorunabhangigkeit (Jonuleit et
al. 1998).

Die aberrante Regulation des Phosphorylierungsstatus von p2105%*  fijhrt u.a. zur
Autophosphorylierung am Tyrosinrest Y-177 und auf diesem Wege zur Rekrutierung einer
Bindungsstelle fiir GRB2, einem kleinen Adaptermolekiil, das durch Vermittlung von Sos, den RAS
Signaltransduktionsweg aktivieren kann (Pendergast et al. 1993, Ma et al. 1887, Sawyers et al.
1995, Tauchi et al. 1994, Reuther et al. 1994, Egan et al. 1993).

Gleichzeitig konnte die p2105*® vermittelte Phosphorylierung bzw. Aktivierung von JAK2 und
STAT1/STATS5 gezeigt werden, die mitogene Signale von Zellmembranrezeptoren direkt in den
Zellkern leiten (Shuai et al. 1996, Ilaria et al. 1996, Carlesso et al. 1996, Frank et al. 1996).
Zusammengefasst filhren RAS- und STAT-Aktivierung zu wachstumsfaktorunabhangiger und

gesteigerter Zellproliferation.

4.5.4.2. Apoptosehemmung

Ahnlich wie die gesteigerte proliferative Aktivitit von p210%*®' durch Beteiligung unterschiedlicher
Signaltransduktionswege unterhalten wird, scheint auch die Hemmung der Apoptose multifaktorieller
Genese zu sein.

Von Bedeutung in der Vermittlung p2105" assoziierter antiapoptotischer Effekte ist die Beteiligung
der unterschiedlichen Proteine der Bcl-2 Familie. Hochregulation und somit Aktivierung von Bcl-2
durch p210%" st in Abhdngigkeit des Ras Signalweges aber auch des PI-3 Kinaseweges
beschrieben worden (Sanchez-Garcia et al. 1997, Skorski et al. 1997). Bcl-2 wiederum fiihrt zur Raf-
1 vermittelten, mitochondrialen Inaktivierung des proapoptotischen Proteins Bad durch

Phosphorylierung eines Serinrestes (Zha et al. 1996).

4.5.4.3. Verédnderte Interaktion mit der extrazellularen Matrix

In der normalen Hamatopoese kommt es zur Adhdrenz von Progenitorzellen an Stromazellen des
Knochenmarks und der assoziierten extrazelluldren Matrix. Eine entscheidende Rolle in der Adhdrenz
spielen dabei Proteine der extrazelluldren Matrix, die Fibronektine genannt werden und mit der
Oberflache von Progenitorzellen interagieren. Die intakte Adhdrenz von Progenitorzellen an
Stromazellen gilt als Voraussetzung fiir eine Exposition gegeniiber zellregulatorischen Zytokinen.

Im Gegensatz dazu weisen Philadelphia Chromosom positive Progenitorzellen eine reduzierte
Adhasion gegentiber Stromazellen auf und kdnnten sich auf diesem Wege einer zytokinvermittelten
Regulation entziehen (Gordon et al. 1987). Ein schliissiges Modell, das die Aktivitat von p2108*!
mit einer veranderten Zelladhdsion in Verbindung bringt, existiert nicht. Tatsachlich scheint eine

Beteiligung von CrkL, einem in Philadelphia Chromosom positiven Zellen stark phosphorylierten
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Protein, an der zelluldren Motilitdt méglich, nhachdem CrkL mit der Funktion von Adhdsionsproteinen
wie Fak, p130®, Hef1 und Paxillin assoziiert ist (Sattler et al. 1996, Sattler et al. 1997).

4.6. Diagnostik

Die Diagnose der CML stitzt sich neben allgemeininternistischen Untersuchungsschritten
(Anamnese, korperliche Untersuchung, laborchemische Analyse des peripheren Blutes) auf
Techniken der Hamatologie. Hierbei stehen das Differentialblutbild bzw. die Knochenmarkpunktion
mit Gewinnung einer Histologie und eines zytologischen Aspirates im Vordergrund. Die unter 4.4.1
beschriebenen Symtome bzw. zusammen mit den unter 4.4.2 beschriebenen laborchemischen und
zytologischen Befunden fiihren dann zur Diagnose.

Die Diagnose muss durch den Nachweis des Philadelphia Chromosom oder des BCR-ABL
Fusionstranskriptes erweitert werden. Die hierbei eingesetzten Methoden wie Karyotypisierung
mittels zytogenetischer Analyse, Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) oder
Polymerasekettenreaktion (PCR) erganzen sich und miissen bei Verlaufskontrollen in Abhangigkeit
der klinischen Fragestellung eingesetzt werden.

Bei ca. 90% der Patienten mit CML laBt sich mittels konventioneller Zytogenetik das Philadelphia
Chromosom nachweisen. Dariiber hinaus bietet die Methode die Mdglichkeit andere chromosomale
Anomalien im Sinne eines komplex aberranten Karyotypes zu erfassen und liefert somit ein
entscheidendes Kriterium der Stadieneinteilung. Klassischerweise werden mindestens 25
Metaphasen analysiert und der Prozentsatz der Philadelphia Chromosom positiven Zellen bestimmt
(Schoch et al. 2002). Bei der Verlaufskontrolle wird hierbei der Therapieerfolg auf zytogenetischer
Ebene in vier Kategorien eingeteilt: ein komplettes zytogenetisches Ansprechen (0% Philadelphia
Chromosom positive Metaphasen), ein partielles zytogenetisches Ansprechen (1-34% Philadelphia
Chromosom positive Metaphasen), ein geringes zytogenetisches Ansprechen (35-94% Philadelphia
Chromosom positive Metaphasen) und kein zytogenetisches Ansprechens (mehr als 95%
Philadelphia Chromosom positive Metaphasen). Das komplette und das partielle zytogenetische
Ansprechen werden gelegentlich auch als major zytogenetische Remission zusammengefasst
(weniger als 35% Philadelphia Chromosom positive Metaphasen).

Die FISH Untersuchung weist die Philadelphia Translokation klassischerweise in Interphasekernen
nach, wobei auch Metaphasekerne verwendet werden kdnnen. Im Gegensatz zur Zytogenetik
konnen aufgrund des zellerhaltenden Verfahrens zusatzlich immunzytologische Methoden verwendet
werden, die dann die Zuordnung Philadelphia Chromosom positiver Zellen zu den einzelnen Zelllinien
ermdglicht (Haferlach et al. 1996). In Abhdngigkeit der verwendeten Sonden schwankt die
Nachweisgrenze Philadelphia Chromosom positiver Zellen zwischen 1-5% (Chase A et al. 1997,
Garcia-Isidoro et al. 1997). Bei den etwa 10% Patienten, bei denen die Philadelphia Translokation
mittels Zytogenetik nicht nachweisbar ist, gelingt in etwa einem Drittel der Fdlle der Nachweis
mittels FISH.
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Die Polymerase Kettenreaktion schlieBlich verfiigt (iber die hdchste Sensitivitat. Aufgrund der
verhaltnismaBig langen intronischen Abschnitte des BCR-ABL Transkriptes ist die Kombination aus
reverser Transkription der RNS und einer PCR erforderlich. Zur Diagnosestellung ist eine
konventionelle qualitative PCR ausreichend. Die Sensitivitdt dieser PCR kann durch den Einsatz eines
intern gelegenen zweiten Primersets im Sinne einer sogenannten nested PCR gesteigert werden.

Die Real-Time-PCR ermdglicht die quantitative Abschatzung der Anzahl von RNS- oder DNS-Target-
Molekiilen in einer Probe und eignet sich hervorragend zur Verlaufskontrolle der sogenannten MRD
(minimal residual disease). Hierbei wird zu unterschiedlichen Zeitpunkten im Verlauf der PCR die
absolute Menge des PCR-Amplifikates durch Fluoreszenzbestimmung markierter DNS oder durch den
Einsatz von Oligonukleotidsonden mit einem Reporterfarbstoff ermittelt. Hierbei wird zwischen dem
TagMan®- und dem LightCycler®-Prinzip unterschieden (Higuchi et al. 1993, Preudhomme et al.
1999, Branford et al. 1999, Emig et al. 1999).

4.7. Prognose

Vor der Einfiihrung von Tyrosinkinaseinhibitoren in der Therapie der CML lag die mittlere
Uberlebenszeit zwischen vier und sieben Jahren. Unterschiedliche scores zur Ermittlung der
Prognose sind in den vergangenen 25 Jahren entwickelt worden.

Der Sokal-score unterteilt erstdiagnostizierte Patienten in drei Risikogruppen in Abhangigkeit der
prognostisch relevanten Variablen Alter, MilzgréBe, prozentualer Blastenanteil im peripheren Blut
und Thrombozytenzahl (Sokal et al. 1984).

Dieser Ansatz wurde in den neunziger Jahren modifiziert, um insbesondere Patienten
beriicksichtigen zu kdénnen, die mit der damaligen medikamentdsen Standardtherapie, bestehend
aus Interferon-a enthaltenden Regimen, behandelt wurden. Hierbei wurde der neue CML-score
(Hasford-score) etabliert, der ebenfalls die Unterteilung in drei Risikogruppen vorsah, jedoch neben
den bisherigen Variablen auch den prozentualen Anteil an Basophilen und Eosinophilen
beriicksichtigte (Hasford et al. 1998). Hierbei zeigten Patienten unter einer Therapie mit Interferon-
a ein medianes Uberleben von 100 Monaten in der Niedrigrisikogruppe und von 43 Monaten in der
Hochrisikogruppe.

Unter Therapie werden als prognostisch relevante GroBen das hamatologische, das zytogenetische

sowie das molekulare Ansprechen ermittelt.
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5. Therapie der CML
5.1. Uberblick

Seit der Erstbeschreibung sind therapeutische Optionen mit unterschiedlichen Wirkprinzipien in der
Behandlung der CML angewandt bzw. im Rahmen von klinischen Studien gepriift worden. Bereits im
friihen 20. Jahrhundert wurden erste Therapieversuche mit der Gabe von Arsen unternommen.
Daneben konnte mittels Milzbestrahlung durch ionisierende Strahlen zwar kein Uberlebensvorteil,
aber immerhin eine Verbesserung der Lebensqualitadt erreicht werden. Erst in der zweiten Halfte des
20. Jahrhunderts wurden Alkylanzien wie Busulfan erprobt. Seit 1966 wird Hydroxyurea eingesetzt.
In diesen Zeitraum datiert auch der Beginn kontrollierter klinischer Studien. All diese
Therapieformen erzielten im besten Falle eine hamatologische Remission. Die Therapieziele
zytogenetische Remission und Lebenszeitverlangerung konnten erst mit der Einflihrung von
Kombinationstherapien bestehend aus Interferon-o. und entweder Hydroxyurea oder Arabinosyl-
Cytosin (Ara-C) erreicht werden (Hehlmann et al. 1994, Guilhot et al. 1997, Bonifazi et al. 2001,
Baccarani et al. 2002, Hehlmann et al. 2003, Kluin-Nelemans et al. 2004).

Neben diesen medikamentésen Therapieformen wurde seit den siebziger Jahren des vergangenen
Jahrhunderts die allogene Stammzelltransplantation etabliert und stellt bis zum gegenwartigen
Zeitpunkt die einzige kurative Therapieoption der CML dar. Die prognoserelevanten Variablen dieses
Therapieansatzes sind die Spendereigenschaften (Geschwisterspender versus unverwandter Spender
bzw. die HLA-Kompatibilitat), das Krankheitsstadium zum Zeitpunkt der Transplantation, das Alter
des Patienten, die Geschlechtszugehdrigkeit von Patient und Spender sowie die Zeitdauer seit
Erstdiagnose, die in den sogenannten Gratwohl-Score integriert sind und die Mdglichkeit zur
Risikoabschatzung bilden (Gratwohl et al. 1998). Die grundsétzlichen Probleme der allogenen
Stammgzelltransplantation liegen in der therapieassoziierten Friihmortalitdt bzw. in der Entstehung
der akuten oder chronischen Graft-versus-Host Krankheit (GvHD).

Die sich kontinuierlich verbessernden Transplantationsergebnisse lassen sich auf die insgesamt
weiterentwickelte Prophylaxe, Diagnostik und Therapie der unterschiedlichen Komplikationen der
Transplantation zurlickflihren. Neben verbesserter supportiver Therapie ist hier in erster Linie die
erfolgreiche Therapie von Posttransplantationsrezidiven mittels Spender-Lymphozyten-Infusionen
(DLI, donor lymphocyte infusion) zu nennen (Kolb et al. 1990, Kolb et al. 1995, Dazzi et al. 2000,
Elmaagacli et al. 2001, Kolb et al. 2004).
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5.2. . rargeted Therapy* der CML - Imatinib

Das p210%®' Fusionsprotein der CML erfiillt die vier Grundvoraussetzungen, die fiir die Entwicklung
einer targeted therapy erforderlich sind. Die p2105“*" Tyrosinkinase wird ausschlieBlich durch den
leukdmischen Klon exprimiert, sie ist in Abhangigkeit der Methode in nahezu 100 % der Patienten
mit CML nachweisbar, hat eine kausale Bedeutung in der Pathogenese der CML und ist fiir die
Integritat physiologischer Zellen irrelevant.

In Kenntnis dieser Eigenschaften sind friih spezifische Therapieansdtze erprobt worden. Im
Vordergrund standen hier zundchst der Einsatz von antisense-Nukleotiden, die spezifisch die
Expression des BCR-ABL Transkriptes unterdriicken sollten. Insbesondere wurde dieser Ansatz im
Rahmen Kklinischer Studien zum purging apherisierter CD34+ Zellen erprobt. Zusammenfassend
waren die Ergebnisse wenig erfolgreich, wobei die entscheidenden Mangel in der ineffektiven
Passage der verabreichten antisense-Nukleotide (iber die Zellmembran und in der mangelhaften
Spezifitdt der verwendeten Antisense-Molekiile lag (Ratajczak et al. 1992, Gewirtz 1997).

Auch immunologische Ansdtze, die auf die BCR-ABL Sequenz als potentielles Antigen abzielten,
waren erfolglos.

Erst die Beobachtung, dass die Tyrosinkinaseaktivitdt von p2105* fiir die transformierenden
Eigenschaften des Fusionsprotein verantwortlich ist, fiihrte zur Suche nach spezifischen Inhibitoren.
Bei den ersten Tyrosinkinaseinhibitoren handelte es sich um Substanzen der Tyrphostingruppe, die
zur Inaktivierung der Abl-Tyrosinkinase fiihren. Aufgrund ihrer geringen Spezifitdét bzw. der zu
erwartenden Toxizitdt eigneten sich diese Substanzen nicht fiir den klinischen Einsatz (Kaur et al.
1994, Bhatia et al. 1998).

Im Rahmen einer als rational drug design bezeichneten Strategie wurden ausgehend von der
kristallographisch ermittelten Struktur der Kinasedomdne neue Molekile entwickelt, die durch
sequenzielle Modifikation zur Kinaseinhibition in der Lage waren.

Auf diesem Wege wurden Angehdrige der 2-Phenylpyrimidinklasse als Tyrosinkinaseinhibitoren des
Platelet-derived growth factor receptor (PDGFR) identifiziert (Buchdunger et al. 1995). Einer der im
Rahmen dieser Studien entwickelten Tyrosinkinaseinhibitoren (CGP 53716) zeigte ebenfalls Aktivitat
gegen die physiologische Abl Aktivitat, was nach weiterer Modifikation zur Entwicklung von
CGP57148 (STI571, Glivec®, Imatinib mesilate, Imatinib) fiihrte (Buchdunger et al. 1996, Druker et
al. 1996).
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5.2.1. Imatinib Wirkmechanismus und préklinische Daten

Imatinib (CyoH3;N;0.CH4S05) ist ein Phenylaminopyrimidinderivat mit einem Molekulargewicht von
589,7. Chemisch handelt es sich um 4-[(4-Methyl-1-piperazinyl)methyl]-N-[4-methyl-3-[[4-[3-
pyridinyl)-2-pyrimidinylJamino]phenyl]benz-

amidmethansulfonat.

Der Wirkmechanismus ist erst im AnschluB an die ersten klinischen Erfolge dieser Substanz komplett
verstanden worden. Imatinib wirkt als kompetitiver Inhibitor der ATP-Bindung (Buchdunger et al.
1996, Druker et al. 1996). Die Hemmung der ATP-vermittelten Aktivierung von p2105*"' fiihrt zur
Hemmung der Proliferation, zur Rekonstitution der Apoptose und zur Unterbrechung CML-
spezifischer nachgeschalteter Signaltransduktionswege.

Die katalytische Doméane eukaryoter Tyrosinkinasen besitzt eine hoch konservierte bilobdre Struktur.
In diese Struktur sind die ATP-Bindungsstelle und die katalytische Domane integriert (Nagar et al.
2002). Der aktivierte Zustand der Kinase hangt von der Position der sogenannten activation loop ab,
die im Falle von Abl die Aminosaurereste 381 bis 402 enthalt. Im aktivierten Zustand befindet sich
diese activation loop in einer sogenannten ,offenen® Konformation, da sie in relativer Entfernung
zum katalytischen Zentrum der Kinase steht. Die activation loop dient als Plattform fiir die
Substratbindung und erhalt somit eine erhebliche biochemische Bedeutung. Dem Abl-Tyrosinrest
393 kommt in der Aktivierung der Kinase eine besondere Rolle zu. Im inaktiven Zustand ist dieser
Tyrosinrest nicht phosphoryliert, neigt sich dem Zentrum der Kinase entgegen und fiihrt somit zum
~geschlossenen™ Zustand des Enzyms, der die Substratphosphorylierung nicht zuldBt (Schindler et al.
2000, Nagar et al. 2002).

Die Kristallographie der katalytischen Domane von Abl, sowohl in Gegenwart eines Imatinib-
Analogon, als auch von Imatinib fiihrte zu der Erkenntnis, dass Imatinib ausschlieBlich die inaktive
Form von Abl bindet (Schindler et al. 2000, Nagar et al. 2002).

Erste Untersuchungen in zellfreien Systemen zeigten Aktivitat gegen Abl und seine unterschiedlichen
aktivierten Derivate v-Abl, Bcr-Abl und Tel-Abl mit IG5, Werten (Konzentration, die zu einer
Hemmung von 50% fiihrt) bei 0,025uM (Buchdunger et al. 1996, Druker et al. 1996, Carroll et al.
1997). Gleichzeitig zeigte sich Aktivitat gegeniiber PDGF-R bzw. c-Kit, wahrend eine Reihe anderer
Tyrosinkinasen (Flt-3, c-Src, c-Lyn, Syk, Jak-2, EGF-R, Insulin-Rezeptor, VEGF-R u.a.) erst bei
unspezifischen Konzentrationen gehemmt wurden.

Experimente auf Zellkulturebene zeigten eine ICsy zwischen 0,25 und 0,5 uM, fihrten zur Induktion
von Apoptose bzw. bestdtigten die Dephosphorylierung von p2105® im Westernblot. Hierbei
wurden entweder p210%° positive humane Zelllinien leukdmischer Patienten oder transfizierte
Zellen untersucht (Druker et al. 1996, Gambacorti-Passerini et al. 1997, Deininger et al. 1997).

In mononukledren Zellen von CML Patienten in unterschiedlichen Stadien der Erkrankung konnte
ebenfalls im Rahmen von ex-vivo Ansdtzen die Aktivitat von Imatinib bestatigt werden. In diesen
Untersuchungen lag die ICsy bei 1 pM (Gambacorti-Passerini et al. 1997, Deininger et al. 1997).
SchlieBlich wurde Imatinib in zwei unterschiedlichen Tiermodellen getestet. In syngenen Mdusen

fihrte die subkutane Injektion Bcr-Abl-transformierter 32D Zellen zum Wachstum meBbarer Tumore.
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In diesem Modell fiihrte die intraperitoneale Applikation von 10 bis 50 mg/kg Imatinib zur
dosisabhangigen Hemmung des Tumorwachstum (Druker et al. 1996).

In einem zweiten Modell von le Coutre et al. (1999) wurde die in-vivo Aktivitdat von Imatinib in
Nacktmadusen gezeigt, denen subkutan humane Bcr-Abl positive Leukdmiezellen injiziert wurden
(siehe 5.2.1.1.).

5.2.1.1. In vivo eradication of human BCR/ABL-positive leukemia cells with an
ABL kinase inhibitor.

le Coutre P, Mologni L, Cleris L, Marchesi E, Buchdunger E, Giardini R, Formelli F, Gambacorti-

Passerini C. In vivo eradication of human BCR/ABL-positive leukemia cells with an ABL kinase

inhibitor. J Natl Cancer Inst, 91(2),163-168, 1999

5.2.2. Imatinib - klinische Studien

Aufgrund der vielversprechenden praklinischen Ergebnisse wurde 1998 mit der Durchfiihrung
klinischer Studien begonnen. Die erhobenen Phase I Daten zeigten ab einer Dosierung von 300 mg
oral einmal taglich sowohl hdmatologische als auch zytogenetische Remissionen. Diese Studien
wurden sowohl mit Patienten in fortgeschrittenen Krankheitsstadien als auch in Interferon-o
refraktdren Patienten in chronischer Phase durchgefiihrt (Druker et al. 2001, Druker et al. 2001).

Im Vergleich zu den bisherigen Interferon-a-haltigen Therapieregimen kam es nur zu geringen
Nebenwirkungen nach WHO-Kriterien, die hauptséchlich in leichter Ubelkeit, periorbitalen Odemen,
Muskelkrampfen oder Hautirritationen bestanden. Nur in seltenen Féllen sind massive
Hauttoxizitdten beobachtet worden (Schwarz et al. 2002).

Die sich anschlieBende Phase II Studie wurden mit Dosierungen zwischen 400 — 800 mg Imatinib
taglich durchgefihrt. Bei den insgesamt 454 Patienten mit Interferon-a refraktdarer CML in
chronischer Phase kam es nach einer medianen Beobachtungsdauer von 18 Monaten bei 95% der
Patienten zu einer kompletten hamatologischen Remission und bei 60% der Patienten zu einem
major-zytogenetischen Ansprechen (Kantarjian et al. 2002). Bei 181 Patienten in akzelerierter Phase
wurde in 37 % der Patienten eine komplette hamatologische Remission und und eine zytogenetische
Remissionen bei 26 % der Patienten beobachtet (Talpaz et al. 2002). SchlieBlich kam es bei den 229
untersuchten Patienten in myeloischer Blastenkrise in 31 % zu einer hdmatologischen Remission von
weniger als zwolf Monaten bzw. bei 15% zu einer zytogenetischen Remission (Sawyers et al. 2002).
Bereits in diesen Phase II Studien wurde studienbegleitend bei Patienten in spdter chronischer
Phase nach vorangegangener Therapie mit Interferon-a - haltigen Therapieregimen das molekulare
Ansprechen mittels quantitativer RT-PCR bestimmt (Merx et al. 2002, Wu et al. 2002, Kantarjian et
al. 2003, le Coutre et al. 2003, Paschka et al. 2003, Na et al. 2005). Aufgrund der nicht
standardisierten Methoden sind die Ergebnisse dieser Arbeiten schwer vergleichbar. Dennoch
zeigten diese Daten einheitlich den signifikanten Abfall des BCR-ABL Transkriptes unter Imatinib (le
Coutre et al. 2003, siehe 5.2.2.1.).
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Im Juni 2000 wurde eine internationale multizentrische Phase III Studie begonnen, die den
Vergleich einer Monotherapie mit Imatinib, 400 mg einmal tdglich, mit der bisherigen
Standardtherapie, bestehend aus einer Kombinationstherapie aus Interferon-a. und Cytarabin, zum
Inhalt hatte. In diese Studie wurden insgesamt 1106 Patienten mit ausschlieBlich neu
diagnostizierter CML in erster chronischer Phase rekrutiert und in die beiden Therapiearme
randomisiert (O Brien et al. 2003).

Nach einem medianen Beobachtungszeitraum von 19 Monaten zeigte sich ein zytogenetisches
Ansprechen im Sinne eines major response in 87,1% der mit Imatinib behandelten Patienten und in
34,7% der Patienten mit Standardtherapie. GleichermaBen kam es bei 76,2% der Patienten mit
Imatinibtherapie und bei 14,5% der Patienten mit Standardtherapie zu einer kompletten
zytogenetischen Remission. Insgesamt zeigte sich ein hochsignifikanter Unterschied hinsichtlich des
progressionsfreien Uberlebens zugunsten einer Therapie mit Imatinib. In Analogie zu den
vorausgegangenen Phase I und II Studien zeichnete sich ein deutlich glinstigeres Toxizitatsprofil fiir
Imatinib ab (O’ Brien et al. 2003).

Diese Daten fiihrten 2001 zur Zulassung von Imatinib als medikamentdse Erstlinientherapie der
CML.

Hughes et al. (2003) untersuchten bei 370 Patienten mit kompletter zytogenetischer Remission aus
dieser Studie das molekulare Ansprechen und konnten zeigen, daB Patienten aus dieser Gruppe mit
einem Abfall des BCR-ABL Transkriptes um mindestens drei logarhythmische Stufen innerhalb der
ersten zwolf Behandlungsmonate eine progessionsfreies Uberleben von 100% nach 24 Monaten e
haben. Diese Daten bestatigten sich in Subgruppenanalysen (Miller et al. 2003, Branford et al.
2003).

5.2.2.1. Imatinib in Philadelphia Chromosome Positive Chronic Phase CML
Patients: Molecular and Cytogenetic Response Rates and Prediction of Clinical Outcome
le Coutre P, Kreuzer K-A, Na IK, Schwarz M, Lupberger ], Holdhoff M, Baskaynak G, Gschaidmeier H,
Platzbecker U, Ehninger G, Prejzner W, Huhn D, Schmidt CA. Imatinib in Philadelphia Chromosome
Positive Chronic Phase CML Patients: Molecular and Cytogenetic Response Rates and Prediction of
Clinical Outcome. Am J Hematol, 73:249-255, 2003

5.2.3. Imatinib Resistenzmechanismen

Grundsatzlich kénnen Resistenzmechanismen gegeniber Imatinib hinsichtlich des Zeitpunktes ihres
Auftretens bzw. hinsichtlich ihrer biologischen Eigenschaften klassifiziert werden.

Dementsprechend wird unter einer primaren (intrinsischen) Resistenz die Unwirksamkeit einer
Therapie bereits zu Beginn der Behandlung verstanden, wahrend die sekunddre (erworbene)
Resistenz das Auftreten einer Therapieunwirksamkeit nach initialem Ansprechen bezeichnet.
Demgegeniiber kann in Abhéngigkeit des Phosphorylierungsstatus von p210%*° in Bcr-Abl-

abhangige und Bcr-Abl-unabhdngige Resistenz unterschieden werden. Bcr-Abl-Abhangigkeit im
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Kontext einer Resistenzentstehung gegeniiber Imatinib bezeichnet dabei die Frage inwieweit
phosphoryliertes bzw. aktiviertes p210%* noch an der Aufrechterhaltung des resistenten Klones
beteiligt ist.

Die Vermutung, daB die Entstehung p2105**

positiver Klone mit Resistenz gegeniiber Imatinib eine
kritische Beeintrachtigung eines langfristigen Therapieansprechens darstellen kdnnte, ging dem
tatsachlichen Nachweis der klinischen Resistenz voraus.

In diesem Sinne wurde bereits vor der klinischen Erprobung von Imatinib versucht Zelllinien zu
generieren, die trotz des Vorhandenseins von p2105*"' resistent sind.

Hierbei wurden BCR-ABL positive Zelllinien in langsam steigenden Konzentrationen von Imatinib
Uiber mehrmonatige Zeitrdume kultiviert, was zur Selektion resistenter Klone fiihrte (le Coutre et al.
2000, Weisberg et al. 2000, Mahon et al. 2000, Gambacorti-Passerini C et al. 2000, siehe 5.2.3.1.).
Am Beispiel der humanen Zelllinie LAMA84 bzw. an deren Imatinib-resistenten Subklon LAMA84-R
konnte gezeigt werden, daB die Amplifikation des Philadelphia Chromosoms zur Uberexpression von
p2108°" und zur Resistenzentstehung fiihren kann (le Coutre et al. 2000, siehe 5.2.3.1.).

Die klinische Relevanz dieses Mechanismus wurde kurz darauf in Patienten bestatigt (Gorre et al.
2001).

Das Auftreten von Punktmutationen in der Abl-Kinase-Domane, die zur inaddquaten oder
kompletten Behinderung der Imatinibbindung fiihren, ist ein weiterer entscheidender Mechanismus
der Resistenzentstehung, der interessanterweise ausschlieBlich in Patienten beschrieben wurde
(Gorre et al. 2001). Grundsatzlich fiihren diese Mutationen zur Reaktivierung der Bcr-Abl Aktivitat
und gehen in etwa 89% der Falle einem hamatologischen Rezidiv voraus (Gorre et al. 2001,
Hochhaus et al 2002, Shah et al 2002, von Bubnoff et al. 2002).

Viele dieser zum gegenwartigen Zeitpunkt tiber 30 Punktmutationen betreffen Aminosauren, die u.a.
durch die Entstehung von Wasserstoffbriickenbindungen fiir eine adaquate Imatinibbindung
erforderlich sind. In Bezug auf die Quartarstruktur der Abl Domane liegt die Uberwiegende Anzahl
der Punktmutationen entweder in der P-loop, die physiologischerweise zur Bindung der ATP-
Phosphatreste dient, oder der A-loop (activation-loop). Eine Ausnahme bildet die sogenannte T3151
Muation, die auBerhalb dieser Bereiche liegt.

In-vitro Studien zeigten, daB einige dieser Mutationen zu einer drastischen Steigerung der ICs
gegeniiber Imatinib im Vergleich zum p2108* Wildtyp fiihren (Corbin et al. 2002, Roumiantsev et
al. 2002).

Anhand von nested-PCR Ansdtzen bzw. mittels eines neu etablierten PNA-clamping assay konnte
gezeigt werden, daB Punktmutationen in Bezug auf den Beginn einer Imatinibtherapie praexistent
sein kénnen und erst im Verlauf der Behandlung durch Selektion an Relevanz gewinnen (Roche-
Lestienne et al. 2002, Kreuzer et al. 2003).

Die klonale Evolution ist ein weiterer Mechanismus der Resistenzentstehung gegeniiber Imatinib
(Hochhaus et al. 2002). Hierbei kommt es durch die Generierung zusatzlicher chromosomaler
Aberrationen zur Entstehung einer Bcr-Abl unabhdngigen Blastenpopulation, die zum Rezidiv fiihrt.

Die Mechanismen dieser Resistenzentstehung sind weitestgehend unklar.
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Die Beteiligung des MDR-1 Genes bzw. die Uberexpression des damit assoziierten P-Glykoprotein-1
ist in der klinischen Anwendung nicht ausreichend untersucht, jedoch ist eine Uberexpression von
MDR-1 bei einer Bcr-Abl (iberexprimierenden Zelllinie beschrieben worden (Mahon et al. 2000).

Ein weiterer Resistenzmechanismus besteht prinzipiell in der Bindung von Imatinib durch
Plasmaproteine und die daraus resultierende Herabsetzung der freien und aktiven
Imatinibkonzentration. Insbesondere die Bindung von Imatinib an das akute Phase-Serumprotein
alpha-1 saures Glykoprotein (AGP) wurde von Gambacorti-Passerini et al. (2000) auf Zellkulturebene
und tierexperimentell als nichtzellularer Mechanismus der Resistenz beschrieben. Interessanterweise
konnte hierbei in der Zellkultur die Imatinib-AGP Bindung durch Kokultivierung mit Erythromycin
gelést und die Hemmung von p2105“*Y" wiederhergestellt werden. Die klinische Relevanz dieses
Mechanismus ist nicht eindeutig geklart (Jgrgensen et al. 2002, Gambacorti-Passerini et al. 2002,
Larhero et al. 2003). Dennoch konnte ein stadienabhangiger Anstieg von AGP bei Patienten in
chronischer Phase, akzelerierter Phase oder Blastenkrise gezeigt werden, der sich im Verlauf einer

Imatinibtherapie normalisierte (le Coutre et al. 2002, siehe 5.2.3.2.).

5.2.3.1. Induction of resistance to the Abelson inhibitor STI571 in human
leukemic cells through gene amplification.

le Coutre P, Tassi E, Varella-Garcia M, Barni R, Mologni L, Cabrita G, Marchesi E, Supino R,
Gambacorti-Passerini C. Induction of resistance to the Abelson inhibitor STI571 in human leukemic
cells through gene amplification. Blood, 95, 1758-66, 2000

5.2.3.2. Determination of a-1 Acid Glycoprotein in Patients with Ph+ Chronic
Myeloid Leukemia during the first 13 Weeks of Therapy with STI571.

le Coutre P, Kreuzer KA, Na IK, Lupberger J, Holdhoff M, Appelt C, Schwarz M, Miiller C,
Gambacorti-Passerini C, Platzbecker U, Bonnet R, Ehninger G, and Schmidt CA. Determination of o-
1 Acid Glycoprotein in Patients with Ph+ Chronic Myeloid Leukemia during the first 13 Weeks of
Therapy with STI571. Blood Cells Mol Dis, 28 (1), 75-85, 2002

5.2.4. Imatinib Pharmakokinetik

Trotz der erfolgreichen klinischen Ergebnisse mit Imatinib sind Fragen zur Pharmakokinetik
weitestgehend ungeklart. Insbesondere die Frage des transmembrandsen Transportes von Imatinib
in die Zelle aber auch in Korperkompartimente wie z.B. in den Liquorraum bei Patienten mit
meningeosis leukaemica sind bisher wenig bearbeitet worden. Weiterhin stehen wichtige
Untersuchungen hinsichtlich der biologischen Wirksamkeit der unterschiedlichen Metabolite von
Imatinib aus. SchlieBlich lassen sich Fragestellungen hinsichtlich der Interaktion von Imatinib
entweder mit Serumproteinen wie z.B. AGP oder auch anderen Medikamenten nicht ohne

entsprechende pharmakokinetische Untersuchungen beantworten.
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Die derzeit etablierten HPLC-Methoden (high-pressure-liquid-chromatography) weisen sowohl
Imatinib als auch den Hauptmetaboliten CGP74588 hoch sensitiv nach (Parise et al. 2003, Schleyer
et al. 2004). Mit Hilfe dieser Methoden konnten in kleinen Patientengruppen die Imatinib- und
CGP74588-Spiegel, sowie deren Exkretion Uiber die Niere untersucht werden (le Coutre et al. 2004,
siehe 5.2.4.1.). Prospektive Studien an ausreichenden Patientenpopulationen, die eine Korrelation

zwischen Imatinib-Plasmaspiegeln und klinischem Ansprechen ermdglichen, stehen jedoch aus.

524.1. Pharmacokinetics and cellular uptake of imatinib and its main
metabolite CGP74588

le Coutre P, Kreuzer KA, Pursche S, Bonin M, Leopold T, Baskaynak G, Dérken B, Ehninger G,
Ottmann O, Jenke A, Bornhauser M, Schleyer E. Pharmacokinetics and cellular uptake of imatinib
and its main metabolite CGP74588. Cancer Chemother Pharmacol. 53(4):313-23, 2004

5.2.5. In-vivo Purging mit Imatinib

Aufgrund der hohen Rate an kompletten zytogenetischen Remissionen bei Imatinib-behandelten
Patienten in chronischer Phase, die sich in den Phase II und Phase III Studien zeigte, ergab sich die
Uberlegung, bei diesen Patienten CD34 positive aber Philadelphia Chromosom negative Stammzellen
nach Stimulation mit G-CSF (granulocyte-colony stimulating factor) zu apherisieren. Im Gegensatz
zu den bekannten Erfahrungen des in-vitro purging, also der therapeutischen Manipulation von ex-
vivo verfiigbaren Stammzellen beispielsweise mit Oligonukleotiden, wiirde das in-vivo Purging die
Mdglichkeit einer Stammzellmobilisierung mit G-CSF unter einer laufenden antileukdmischen
Therapie ermdglichen.

Grundsétzlich war dieser Ansatz getragen von der Uberlegung fiir Patienten in chronischer Phase, im
Falle eines Progresses unter Imatinib, eine zuséatzliche Therapieoption, im Sinne einer autologen
Stammzelltransplantation, zu schaffen. Hierbei kann auf Erfahrungen aus der Zeit vor der
Verfligbarkeit vom Imatinib zurlickgegriffen werden (Corsetti et al. 2000). In initialen Studien
konnte in kleinen Patientengruppen die grundsatzliche Sicherheit und Durchfiihrbarkeit dieses
Ansatzes gezeigt werden. Hierbei wurden bei chronische Phase Patienten mit kompletter
zytogenetischer Remission nach 3-5 tégiger Stimulation mittels G-CSF mindestens 2,0 x 10° /kg/KG
CD34 positive Stammzellen apherisiert (Kreuzer et al. 2003, Hui et al. 2003, Kreuzer et al. 2004,
siehe 5.2.5.1.).

Nachdem sich auch bei Patienten in kompletter zytogenetischer Remission eine Persistenz Bcr-Abl
positiver Stammzellen zeigte (Bathia et al. 2003), kénnte die simultane Gabe von G-CSF weiterhin
einen zusatzlichen therapeutischen Effekt durch Stimulation bislang nicht proliferierender
Stammzellen erzielen.

Tatsachlich konnte mittels RT-PCR in wenigen Patienten eine Verbesserung des molekularen Status
des apherisierten Materials im Vergleich zum peripheren Blut erzielt werden (Kreuzer et al. 2004,
siehe 5.2.5.1.). Inwieweit es sich hierbei um einen ausschlieBlichen Effekt der G-CSF Stimulation
handelt, bleibt ungeklart.
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Bislang wurde eine autologe Stammzelltransplantation mit einem Apheresat, das zum Zeitpunkt der
zytogenetischen Vollremission entnommen wurde beschrieben (le Coutre et al. 2003, siehe 5.2.5.2.).
Anhand dieses Falles einer erfolgreichen autologen Stammzelltransplantation in zweiter Blastenkrise
zeigte sich die grundsatzliche Durchfiihrbarkeit der Methode. Die hierbei erzielte hamatologische
Remission hielt ca. 18 Monate an und legt nahe, daB der Stellenwert der autologen Transplantation
in erster Linie in dem vorlbergehenden Erreichen einer erneuten hamatologischen oder gar

zytogenetischen Remission liegt, so daB neue therapeutische Strategien notwendig sind.

5.2.5.1. Filgrastim-induced stem cell mobilization in chronic myeloid leukaemia
Patients during imatinib therapy: safety, feasibility and evidence for an efficient in vivo
purging

Kreuzer KA, Kliihs C, Baskaynak G, Movassaghi K, Dorken B, le Coutre P. Filgrastim-induced stem
cell mobilization in chronic myeloid leukaemia patients during imatinib therapy: safety, feasibility and

evidence for an efficient in vivo purging. Br J Haematol, 124(2):195-9, 2004

5.25.2. Autologous peripheral blood stem cell transplantation of stem cells
harvested inimatinib-induced complete cytogenetic remission: an example of in vivo
purging in CML.

le Coutre P, Kreuzer KA, Massenkeil G, Baskaynak G, Zschieschang P, Genvresse I, Lupberger J,
Mapara M, Dorken B, Arnold R. Autologous peripheral blood stem cell transplantation of stem cells
harvested in imatinib-induced complete cytogenetic remission: an example of in vivo purging in
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6. Ausblick

Das Konzept einer spezifisch gegen die Leukdmiezelle gerichteten Therapie konnte innerhalb der
letzten zehn Jahre am Beispiel der chronischen myeloischen Leukamie mit der Einfiihrung des
Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib erfolgreich umgesetzt werden.

Bei Patienten in der chronischen Phase der Erkrankung konnten hierbei hochsignifikant verbesserte
Therapieergebnisse im Vergleich zur bisherigen Standardtherapie erzielt werden.

Jedoch kam es insbesondere bei Patienten in fortgeschrittenen Krankheitsstadien zum Auftreten
unterschiedlicher Resistenzmechanismen, die zum Rezidiv der Erkrankung fiihren kénnen.
Demzufolge wird ein zukiinftiger wissenschaftlicher Schwerpunkt in der Optimierung der Inhibierung
der Tyrosikinaseaktivitdt liegen. Bereits zum gegenwadrtigen Zeitpunkt sind neue
Tyrosinkinaseinhibitoren in der klinischen Erprobung, die praklinisch ein deutlich verbessertes
Wirkungsprofil zeigten (Shah et al. 2004, Weisberg et al. 2005).

Zukinftige klinische Studien werden dabei untersuchen, ob eine Therapieoptimierung durch
entsprechende Monotherapien eventuell mit gesteigerten Dosierungen oder durch Kombination
unterschiedlicher Tyrosinkinaseinhibitoren erreicht wird.

Weitere Fortschritte werden auf dem Gebiet der Risikostratifizierung umgesetzt werden.
Insbesondere die Mdglichkeiten der quantitativen PCR in Kombination mit hochsensitiven
Mutationsanalysen sowie der Microarray-Analyse kdnnten entscheidende Daten hinsichtlich der
optimalen Therapieempfehlung und des Monitoring fiir den einzelnen Patienten liefern.

SchlieBlich kdnnte die Identifiaktion weiterer spezifischer molekularer Strukturen maligner Zellen zur

Realisierung des Konzeptes einer ,targeted therapy" auch bei anderen Neoplasien fiihren.
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