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1. Einleitung

1.1. Chronisch myeloische Leukédmie

Epidemiologie

Die chronisch myeloische Leukamie (CML) ist eine klonale myeloproliferative Erkrankung,
die von einer pluripotenten hamatopoietischen Stammzelle ausgeht. Im Jahr erkranken
ungefahr 1,5 von 100.000 Personen, Manner sind haufiger betroffen als Frauen. Die Inzidenz
steigt mit zunehmendem Lebensalter. Die jahrliche Mortalitatsrate ist Uber die letzten Jahre
aufgrund optimierter TherapiemafRnahmen bei gleichbleibender Inzidenz auf etwa 1,5%
gesunken. Als Ausltser fur die Krankheit ist derzeit nur die Exposition gegenuber grofen
Dosen ionisierender Strahlung, die im Rahmen atomarer Explosionen freigesetzt werden,
bekannt. Ein Zusammenhang zwischen potenziell mutagenen Chemikalien wie Benzol und

dem Auftreten von CML konnte bisher nicht nachgewiesen werden [1-3].

Pathogenese
Die CML qilt als Modellerkrankung fir die Erforschung der Pathogenese und der damit

verbundenen Entwicklung einer zielgerichteten Therapie von Krebserkrankungen. In Uber
90% der Patienten ist eine einzige chromosomale Translokation kausale Ursache fiur die
Krankheitsentstehung. Typischerweise handelt es sich um die reziproke Translokation
t(9;22)(g34;911), die zu einem erstmalig 1960 beschriebenen und spéater als ,Philadelphia-
Chromosom* bezeichneten verkiirzten Chromosom 22 und einem verlangerten Chromosom
9 fihrt [4]. Dabei gerat das Abelson Murine Leukemia Viral Oncogene Homolog 1 (ABL1)-
Gen in die Region des Breakpoint Cluster Region (BCR)-Gens [5-8].

Das 230 kb grof3e ABL1-Gen kodiert fur eine 145 kDa grof3e Non-Rezeptor-Tyrosinkinase,
die sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma wichtige Zellfunktionen steuert und deshalb in
sehr engen Grenzen reguliert wird [9,10]. Durch die reziproke Translokation geht der fir
diese Regulation verantwortliche Teil des ABL1-Gens verloren, stattdessen fiihrt der Einfluss
des BCR-Promotors im BCR-ABL-Fusionsgen zu einer konstitutiven Expression der im
Zytoplasma lokalisierten BCR-ABL-Tyrosinkinase in Philadelphia-Chromosom-positiven
Zellen [10-15].

Das BCR-ABL-Fusionsprotein bewirkt (ber verschiedene Signalwege die onkogene
Transformation der hamatopoietischen Stammzelle, was unter anderem zu einer
gesteigerten Zellproliferation und verminderten Apoptose fuhrt, die Differenzierung der Zelle
und Interaktionen mit der Extrazellularmatrix und dem Knochenmarkstroma stdrt und der

Zelle dadurch weitgehende Autonomie von Wachstumssignalen ermdglicht [16-19].
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Die BCR-ABL-Kinasedoméane ist bilobal strukturiert, entsprechend der konservierten Struktur
anderer Serin/Threonin- und Tyrosinkinasedoméanen. Die Kkleinere Untereinheit (N-lobe)
beinhaltet die ATP-Bindungsstelle (P-loop), die grofRere Untereinheit (C-lobe) enthélt die
katalytische Domane (catalytic loop) sowie die Aktivierungsdomane (activation loop). Im
aktiven Zustand befindet sich diese Aktivierungsdomane in einer offenen Konformation. Ein
Aspartatrest (Asp-381) innerhalb eines hochkonservierten Aspartat-Phenylalanin-Glycin-
(DFG-) Motivs am N-terminalen Ende der Aktivierungsdomane ist dann in der Lage, ATP in
die ATP-Bindungsstelle zu dirigieren. Das ausgeklappte C-terminale Ende der

Aktivierungsdomaéne dient als Bindeplattform fir das Substrat.

Im Jahre 2001 wurde von der Firma Novartis der erste gegen BCR-ABL gerichtete

Tyrosinkinaseinhibitor (TKI) auf den Markt gebracht (Imatinib, Gleevec®).

Nur im inaktiven Zustand der Kinase ist die Bindung dieses Tyrosinkinaseinhibitors maglich.
Im entstehenden Komplex sind das DFG-Motiv und die Aktivierungsdoméne derart rotiert,
dass der Aspartatrest Asp-381 von der ATP-Bindestelle abgewandt ist, wodurch eine ATP-
Bindung verhindert wird. Weiterhin wird eine Substratbindung verhindert, indem die
Aktivierungsdoméane im eingeklappten Zustand das aktive Zentrum blockiert [20,21]. Der
Proliferationsreiz auf die entartete Zelle geht somit verloren.

Klinik

Der Krankheitsverlauf wird klassischerweise in drei Stadien unterteilt und beginnt mit der
chronischen Phase, die oft jahrelang andauert und in der zu mehr als 85 Prozent der Falle
die Diagnose gestellt wird. Etwa die Halfte der Patienten ist asymptomatisch und wird zufallig
erkannt. Symptomatische Patienten klagen (ber unspezifische Symptome wie
Abgeschlagenheit, Mudigkeit und  Schwéche als  Ausdruck einer  Anamie,
Oberbauchbeschwerden infolge einer Splenomegalie, Appetitlosigkeit, Gewichtsverlust und
Knochenschmerzen. Im weiteren Krankheitsverlauf kann sich eine B-Symptomatik

entwickeln oder verstarken.

Eine mehrmonatige akzelerierte Phase schlie3t sich an die chronische Phase an. Die
entarteten, unreifen Zellen verdréangen vermehrt die verbliebenen gesunden Zellen des
Knochenmarks, was zuséatzlich eine erhdhte Blutungsneigung und Infektanfalligkeit der
Patienten zur Folge haben kann. Schlief3lich endet die Leukadmie in der Blastenkrise, welche

analog zu einer akuten Leukadmie unbehandelt nach wenigen Wochen tddlich verlauft [2,22].

Das Blutbild ist in der Regel durch Leukozytose und eine pathologische Linksverschiebung
gekennzeichnet. Im Gegensatz zu anderen Leukamieformen, die einen Reifungsstopp

aufweisen, kann sich die entartete Stammzelle bis zu einem gewissen Grad weiter
2



differenzieren [23]. Die Thrombozytenzahl ist fast immer erhéht, die Erythrozytenzahl
leichtgradig verringert. Der Knochenmarkausstrich fallt insbesondere durch Hyperzellularitét

mit gesteigerter Myelopoiese auf, andere Zelllinien kénnen supprimiert sein [2,24].

Zur Bestétigung der Verdachtsdiagnose kann neben Blutbild und Knochenmarkausstrich das
fur die CML pathognomonisch verkirzte Chromosom 22 (,Philadelphia-Chromosom®) in der
Chromosomenanalyse  gefunden  werden.  Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung  oder
Polymerasekettenreaktion sind Verfahren zum Nachweis der BCR-ABL-Translokation. Das
weitere Monitoring, das Aussagen Uber die Tumorlast trifft und dadurch eine Abschatzung
und Uberwachung des Therapieerfolgs auf molekularer Ebene ermdglicht, kann durch
hochsensitive Messung des BCR-ABL-Transkripts im peripheren Blut mit quantitativer

Polymerasekettenreaktion erfolgen [2,24-26].

Verschiedene Arbeiten beschéftigten sich in der Vergangenheit mit der Erstellung von
Staging-Systemen, mit denen CML-Patienten in Risikogruppen eingeordnet und Aussagen
Uber ihre Prognose getroffen werden kénnen. Die bisher gelaufigsten, der Sokal-Index und
der Hasford-Score [27,28], gelten fUr Patienten, die mit Chemotherapie beziehungsweise
Interferon-a behandelt werden. Diese wurden nach der Einfihrung von Imatinib 2001 durch
den ,European Treatment and Outcome Study Score“ (EUTOS-Score) ersetzt. Als
Parameter werden der Prozentsatz an basophilen Granulozyten im Blut und die Milzgré3e
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung verwendet, der Score unterteilt daraufhin die Patienten
in eine Hoch- und eine Niedrigrisikogruppe bezogen auf die Wahrscheinlichkeit dieser
Patienten, eine komplette zytogenetische Remission ohne nachweisbare proliferative Ph*-

Zellen im Blut zu erreichen [29].

Therapie
Ziel der Therapie ist es, die malignen Zellen soweit wie mdoglich zu eliminieren. Der

Therapieerfolg beziehungsweise -misserfolg wird dabei auf drei Ebenen beurteilt. Nach
gangiger Konvention gibt das hamatologische Ansprechen den Grad der Normalisierung des
Blutbildes an, das zytogenetische Ansprechen beurteilt den Rickgang des Anteils an
Philadelphia-Chromosom-positiven Zellen und das molekulare Ansprechen den Rickgang
des Anteils des BCR-ABL-Fusionsprodukts im peripheren Blut (Tab. 1).



Tabelle 1: Definition des hamatologischen, zytogenetischen und molekularen Ansprechens nach der

Deutschen Gesellschaft fir Himatologie und Onkologie [3,30,31].

Methode Remission Parameter
hamatologisch komplett e Leukozyten < 10 x 10°/I
e Basophile <5 %
o keine Myelozyten, Promyelozyten oder Myeloblasten im
Differenzialblutbild
e Thrombozyten < 450 x 10° /I
e Milz nicht tastbar

zytogenetisch  komplett keine Ph*-Metaphasen

partiell 1 - 35% Ph*-Metaphasen
minor 36 - 65% Ph*-Metaphasen
minimal 66 - 95% Ph*-Metaphasen
keine > 95% Ph*-Metaphasen
molekular major Quotient aus BCR-ABL- und ABL1-Transkripten < 0,1%
tief Quotient aus BCR-ABL- und ABL1-Transkripten < 0,01%

Noch vor wenigen Jahren war die Chemotherapie mit Busulfan und Hydroxyharnstoff die
Behandlung der Wahl, welche eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 42% erzielte. Die
anschlieende Standardtherapie der CML aus einer Kombination der Wirkstoffe IFN-a und

Cytarabin fiihrte zu einer Steigerung der 5-Jahres-Uberlebensrate auf 57% [32].

Ende des 20. Jahrhunderts gelang es schlie3lich, den Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib
(Glivec®/Gleevec®) zu entwickeln [33]. Dieser zur Gruppe der small molecule inhibitors
gehorige Wirkstoff bindet selektiv zwischen N- und C-Untereinheit der im inaktiven Zustand
befindlichen Kinasedomane, wobei ein Ende des Imatinibomolekulls die ATP-Bindestelle im
katalytischen Zentrum der BCR-ABL-Tyrosinkinase blockiert. Der restliche Teil befindet sich
zwischen Aktivierungsdoméne und aC-Helix und interagiert mit dem Phenylalaninrest (Phe-
382) des DFG-Motivs. Dadurch wird die Kinasedomane in ihrer inaktiven Konformation
stabilisiert [20]. Als Folge wird eine Phosphorylierung der Substrate durch das BCR-ABL-
Protein verhindert, sodass der lberlebenswichtige Proliferationsstimulus auf die Tumorzelle

wegfallt und diese untergeht [34,35].

Weitere untersuchte Effekte von Imatinib sind eine reduzierte Koloniebildung und Auslésung
von Apoptose [33,36]. Imatinib inhibiert auf3er ABL1 beziehungsweise BCR-ABL noch zwei
weitere Tyrosinkinasen, c-Kit und PDGFR [37,38].



Im Vergleich zur vorherigen Standardtherapie mit Interferon-a erzielte eine Behandlung mit
Imatinib in der chronischen Phase deutlich bessere Ergebnisse. Von den Patienten der
»International Randomized Study of Interferon and STI571% (IRIS-) Studie, die Imatinib
erhielten, erreichten 95,3% eine hamatologische Response und 73,8% eine komplette
zytogenetische Response im Gegensatz zu 55,5% beziehungsweise 8,5% der Patienten in
der Vergleichsgruppe [39]. Seitdem wird Imatinib klinisch erfolgreich als Standardtherapie fur
CML in der chronischen Phase eingesetzt und fiihrt zu 6-Jahres-Uberlebensraten von 88%
[40]. Die unerwinschten Arzneimittelwirkungen sind im Vergleich zu konventioneller
Chemotherapie als eher mild anzusehen, selten wird ein WHO-Grad von 3 oder 4 erreicht.
Am haufigsten wird hamatologische Toxizitdt (Anamie, Neutropenie und Thrombozytopenie)
in 16,7% der Falle berichtet, es folgen erhohte Leberenzyme (5,3%) und periphere Odeme
(4,5%) [39,41]. In Einzelfallen wurde Imatinib die Entstehung von Hyperphosphaturie und
Herzinsuffizienz zugeschrieben [42,43]. Aufgrund der noch ungeklarten Teratotoxizitat wird
eine gleichzeitige Kontrazeption empfohlen [44]. Inzwischen sind in Deutschland neben
Imatinib auch die Tyrosinkinaseinhibitoren der zweiten Generation Nilotinib und Dasatinib ftir
die Erstlinientherapie der CML zugelassen [45].

Bei ungenigender Wirksamkeit kann eine Dosiserh6hung oder ein Wechsel auf einen
anderen TKI (zum Beispiel Bosutinib oder Ponatinib) erwogen werden. Auch die
Kombinationsgabe von Imatinib mit Interferon-a erhoht die Remissionsrate signifikant
gegeniber einer Monotherapie [46]. Als letzter Ausweg bei fehlendem Behandlungserfolg gilt

die allogene Stammzelltransplantation [3].

Resistenz
Trotz des Uberwiegend guten Ansprechens entwickeln ungefahr 20-30% der Patienten eine

Resistenz gegenuber der Imatinibtherapie [47,48]. Klinisch gilt ein Patient als resistent, wenn
definierte Meilensteine der Therapie nicht erreicht werden. Tab. 2 fasst die Kriterien fir ein

ungenugendes Ansprechen nach DGHO zusammen.

Es werden primére von sekundaren Resistenzen unterschieden. Primar resistente Patienten
sprechen von Beginn an ungeniigend auf eine Behandlung mit Imatinib an. Im Laufe einer
zunachst erfolgreichen Therapie erwerben einige Patienten sekundére Resistenzen, wobei

das Risiko mit zunehmender Behandlungsdauer steigt [49].



Tabelle 2: Definition des unzureichenden Ansprechens und der Resistenz auf Tyrosinkinase-
Inhibitoren nach DGHO [3]. Legende: CCyR - komplette zytogenetische Remission; CHR - komplette
hamatologische Remission; MMR - majore molekulare Remission; PCyR - partielle zytogenetische
Remission; IS - Internationaler Standard; TKI - Tyrosinkinase-Inhibitoren.

Unzureichendes Ansprechen
Zeit nach Beginn der

TKI-Therapie, hamatologische und PCR-Kriterien
Monate zytogenetische Kriterien
3 keine CHR, keine CyR
6 >35% Ph*, keine PCyR >10% BCR-ABL/ABL1 (IS)
12 >0% Ph*, keine CCyR >1% BCR-ABL/ABLL1 (IS)
18 >0,1% BCR-ABL/ABL1 (IS)

jeder Zeitpunkt e Verlust der CHR Verlust der MMR
e Verlust der CCyR andere Mutationen mit
e Mutationen mit komplettem reduzierter TKI-Bindung
Verlust der TKI-Wirkung
e klonale Evolution

Resistenzmechanismen
Die Wirksamkeit von Imatinib ist mit der Plasma- sowie intrazellularen Imatinibkonzentration

assoziiert [50-52]. Metabolisiert wird das Medikament hauptsachlich von den Cytochromen
P450 2C8, 3A4 und 3A5, wodurch interindividuelle Aktivitdtsunterschiede, beispielsweise
durch genetische Polymorphismen oder Interaktionen mit Induktoren oder Inhibitoren dieser
Enzyme, zu einem verminderten Plasmaspiegel fiihren und auf diese Weise eine Resistenz
verursachen konnen [53,54]. Eine ubermé&Rige Bindung von Imatinib an a-1-saures-
Glykoprotein im Plasma wird als weitere Ursache fur eine Resistenzentwicklung diskutiert,
die klinische Relevanz ist allerdings unklar [55-58]. Die intrazellulare Imatinibkonzentration ist
abhangig von Transportvorgangen utber die Zielzellmembran. Als Substrat von Exportern der
ABC-Familie [59-62] wird Imatinib bei einer Uberexpression dieser Proteine vermehrt aus der
Zielzelle heraustransportiert  (zellulare  Detoxifikation), sodass die intrazellulare

Bioverfugbarkeit sinkt.

Weitere Resistenzmechanismen betreffen das BCR-ABL-Gen. Es konnte gezeigt werden,
dass Tumorzellen durch Uberexpression von BCR-ABL therapieresistent werden kénnen
[63]. Die haufigste und am besten untersuchte Ursache fir eine Resistenzentwicklung sind
Mutationen des BCR-ABL-Gens. Mehrere Studien machten einen Gesamtanteil von 12-63%

resistenter Patienten aus, wobei der Anteil bei fortgeschritten erkrankten sowie sekundar
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resistenten Patienten groRer war [64]. Inzwischen sind tber 90 Punktmutationen identifiziert
worden, wobei die 15 haufigsten in bis zu 85% der mutierten Zellpopulationen gefunden
werden [65-68].

Mutationen lassen sich im Wesentlichen in vier Gruppen aufteilen. Zunachst kann eine
Mutation die direkte Bindung von Imatinib beeintrachtigen, die haufigste Mutation, T315I, ist
hierfur ein Beispiel [69]. Andere Mutationen verandern die ATP-Bindestelle, die katalytische
oder aktivierende Doméne und bewirken eine Stabilisierung der aktiven Konformation der
BCR-ABL-Tyrosinkinase, die die Imatinibbindung verhindert [34,35,63,70]. Je nach Mutation
ist eine mehr oder minder ausgepragte Restsensibilitdt gegenltber Imatinib vorhanden [71].
In einigen Patienten finden sich zwei oder mehr Mutationen der Kinasedomane, die mit einer

schlechteren Prognose verbunden sind [72].

Neben dem Auftreten von Mutationen der Kinasedoméane und mit vergleichbarer Haufigkeit
finden sich mit fortschreitendem Krankheitsverlauf vermehrt weitere chromosomale und
onkogenetische Veranderungen in der Krebszellpopulation. Oft auftretende Beispiele flr
chromosomale Aberrationen sind Trisomie 8 (34%) mit der Folge einer c-Myc-
Uberexpression oder ein dupliziertes Ph-Chromosom (38%) einhergehend mit
Uberexprimiertem BCR-ABL [73-75]. Durch Funktionsverlust von Tumorsuppressorgenen wie
p53 kann die maligne Zelle von den Wachstumssignalen der BCR-ABL-Tyrosinkinase
vollstandig unabhangig werden [76]. Von diesen als klonale Evolution bezeichneten

Vorgéangen sind bis zu 73% der Patienten in einer Blastenkrise betroffen [77].

Die Aktivierung alternativer Signalwege [78-80] und Dysregulation der epigenetischen
Acetylierung [81] sind weitere Moglichkeiten der Zelle, ein BCR-ABL-unabhangiges

Uberleben zu erméglichen.

Im Gegensatz zu differenzierten Zellen, die durch Imatinib eliminiert werden kénnen, sind
Stammzellen fur den Wirkstoff nicht sensibel. Daher kann es trotz voribergehenden
Erreichens einer kompletten molekularen Remission nach Beendigung der Imatinibtherapie

zu einem Krankheitsrezidiv kommen [82,83].

1.2. MicroRNAs
Sowohl an der Aufnahme von Imatinib in die Zelle als auch an der Ausschleusung sind

verschiedene Transporter beteiligt, unter anderem Exporter der ABC-Familie. Wie oben
beschrieben, kann die Dysregulation dieser Transportvorgange zu einer Imatinibresistenz

beitragen. Allerdings sind die Regulationsmechanismen der Genexpression und Synthese
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dieser Transporter komplex und zahlreichen Wechselwirkungen unterworfen. Eine putative
Rolle bei der Regulation kommt microRNAs zu, einer erst seit einigen Jahren bekannten
Klasse kleiner, nicht-kodierender Ribonukleinsauren von 21 bis 25 Nukleotiden Lange, die
zum Grofteil hochkonserviert sind und wichtige regulatorische Aufgaben in vielen

Organismen erfillen [84,85].

Die erste microRNA wurde 1993 im Genom von Caenorhabditis elegans durch ein
genetisches Screening entdeckt und als lin-4 bezeichnet [86]. Im gleichen Jahr konnte
gezeigt werden, dass die Expression des lin-14-Gens durch lin-4 reguliert wird [87]. Seit
dieser Entdeckung wurden durch Sequenzierung klonierter kleiner RNAs, ,deep
sequencing“-Verfahren und in silico-Suche in sequenzierten Genomen zahlreiche weitere
microRNAs identifiziert [88]. Neu entdeckte Sequenzen miissen aufgrund der Ahnlichkeit zu
anderen kleinen RNAs wie siRNAs oder piRNAs bestimmte Expressions- und
Biogenesekriterien erflllen, um als microRNA eingeordnet zu werden [89]. In der zur
Katalogisierung von microRNAs eingerichteten Datenbank MirBase sind inzwischen mehr als
2600 humane microRNAs gelistet (Release 21, Stand Juni 2014) [90], die nach aktueller
Studienlage fir die Regulation von bis zu 60% der humanen, fur Proteine kodierenden Gene

in Betracht kommen [91].

Biosynthese
Die Synthese der microRNAs beginnt mit der Transkription eines Primartranskripts (primary

microRNA, ,pri-miR*) von 500-3000 Nukleotiden Lange [92]. Im Zellkern wird die pri-miR
durch das RNAse-IlI-Enzym (Drosha) zur 70-80 Nukleotide langen precursor microRNA (pre-
miR) prozessiert [93-96]. Alternativ kénnen aus kurzen Introns, sogenannten miRtrons, durch
Splicing pre-miR-Imitate hergestellt werden [97-99]. Nach Export ins Zytoplasma via Exportin
5 [100] wird die pre-miR vom RNAse-llI-Enzym Dicer in ein 17-24 Nukleotide langes
doppelstrangiges RNA-Stlick geschnitten [101-105]. Dieses enthélt die mature microRNA
sowie einen als microRNA* bezeichneten komplementaren Strang. Dicer bildet mit
Mitgliedern aus der Ago-Protein-Familie und der maturen microRNA einen Effektorkomplex,
den sogenannten microRNA-induced silencing complex (miRISC), wahrend die microRNA*

meist degradiert, manchmal jedoch in einen zweiten miRISC aufgenommen wird [106-108].

Wirkmechanismus
Die microRNA des miRISC bindet an komplementare Bindestellen, meist in der 3-UTR der

Ziel-mRNA, in einigen Fallen kann sich der zu der microRNA komplementare mRNA-
Abschnitt auch in der kodierenden Region [99, 100] oder der 5-UTR [109] der mRNA
befinden. Erfolgt die Bindung anndhernd komplett komplementar, kann die

Endonukleaseaktivitéat des Ago-Proteins die mRNA degradieren. Nach neuen Erkenntnissen
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ist die Degradation der mRNA der Hauptwirkmechanismus von microRNAs [110]. Weisen
tierische microRNAs zu ihren Bindestellen dagegen partielle Komplementaritat auf, bewirkt
die Bindung des miRISC an Zielsequenzen der mRNA eine Inhibierung der Translation [111-
115].

Es wurde beschrieben, dass es einigen microRNAs mdglich ist, abhéngig vom Stadium des
Zellzyklus zu Aktivatoren der Translation zu werden [116]. Neuere Studien konnten zeigen,
dass sich miRISCs auch im Zellkern befinden und direkt die Transkription regulieren kbnnen
[117-120].

Computergestitzte Vorhersagen ergeben, dass eine einzige microRNA im Durchschnitt etwa
200 Transkripte reguliert. Umgekehrt kann aber auch eine mRNA synergistisch von
mehreren microRNAs reguliert werden [121-124].

Funktion
Durch die Expressionsregulation eines Grof3teils des Transkriptoms beeinflussen microRNAs

verschiedenste wichtige Funktionen. Das Expressionsmuster variiert dabei abhangig vom
Gewebe [125], tatsachlich sind einige microRNAs in bestimmten Geweben hoch
angereichert, zum Beispiel miR-1 im Herzen, miR-122 in der Leber und miR-124a im Gehirn
[126]. Auf diese Weise kann die Expression gewebetypischer Proteine durch microRNAs
gesteuert werden. Zellwachstum und -Uberleben, Entwicklung und Differenzierung unter
anderem von Myoblasten, Adipozyten und hamatopoietischen Stammzellen hangen
wesentlich von der Regulation durch microRNAs ab [127-130]. Insbesondere die Entwicklung
und Aufrechterhaltung des neuronalen Systems sowie die Ausbildung der synaptischen
Plastizitat und damit auch die Verhaltensentwicklung wird entscheidend durch microRNAs
reguliert [129,131,132].

Verschiedene Studien wiesen Assoziationen zwischen Krankheiten und einer verénderten
microRNA-Expression nach. Gut untersucht sind Krebserkrankungen, beispielhaft die
chronische lymphatische Leukamie vom B-Zell-Typ, die mit einer Dysregulation der
microRNAs miR-15a und miR-16-1 vergesellschaftet ist [133], oder das Bronchialkarzinom,
fur dessen Entstehung ein Zusammenhang mit let-7 und Ras gefunden wurde [134]. Eine in
silico-Genomstudie postuliert, dass die Zielgene von tber 50% der humanen microRNAs in
krebsassoziierten Genombereichen zu finden sind [135]. Neben Tumorerkrankungen legten
weitere Studien eine Beteiligung von microRNAs an der Entstehung von kardiovaskularen
[136,137], neurologischen und psychiatrischen [138-140], metabolischen [141] und einer
Vielzahl weiterer Erkrankungen nahe, eine Ubersicht bietet die von Jiang et al. eingerichtete
Datenbank miR2Disease [142].



1.3. Fragestellung dieser Studie
Die Entwicklung der Tyrosinkinaseinhibitoren hat die Krebstherapie revolutioniert. Erstmalig

ist es gelungen, Erkenntnisse uber die Pathogenese der CML zu verwenden, um daraus
wirkungsvolle, hochspezifische Medikamente zu entwickeln. Vor diesem Kontext stellt die
Behandlung der nicht unerheblichen Anzahl therapieresistenter Patienten eine besondere
Herausforderung dar. Es ist wichtig, die zugrunde liegenden Resistenzmechanismen zu
begreifen und im Einzelfall friihzeitig zu identifizieren, um ihnen mit einer an den Patienten

angepassten Individualtherapie entgegenwirken zu kénnen.

Die vorliegende Studie soll zunéchst eruieren, ob die microRNA-vermittelte
Genexpressionsregulation  der  Tumorzellen  signifikante  Unterschiede  zwischen
respondierenden (Respondern) und nicht-respondierenden (Non-Respondern) CML-
Patienten aufweist und ob einzelne dysregulierte microRNAs mit der Genese der Resistenz
assoziiert werden und somit als Pradiktionsfaktoren fiir eine Non-Response dienen kdénnen.
Weitere Mechanismen, insbesondere eine mdgliche Regulation von Transportern, durch die
microRNAs Einfluss auf das Ansprechen von CML-Patienten auf die Imatinibtherapie

ausiben konnten, sollen naher untersucht werden.

10



2. Material und Methoden
2.1. Material

2.1.1. Kits
TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit

QlAamp RNA Blood Mini Kit
mirVana miRNA Isolation Kit

TagMan® Array Human MicroRNA A Cards v2.0
TagMan® MicroRNA Assays
TagMan® mRNA Assays

2.1.2. Chemikalien

Human Megaplex Primers Pool A v.2.1
Megaplex PreAmp Primers Pool A
TagMan® PreAmp Mastermix
TagMan® MicroRNA Assay Mix
TagMan® mRNA Assay Mix

TagMan® Universal PCR Master Mix

(Applied Biosystems, Foster City, USA)
(Qiagen, Hilden, Deutschland)
(Applied Biosystems/Ambion, Austin,
USA)

(Applied Biosystems)

(Applied Biosystems)

(Applied Biosystems)

(Applied Biosystems)
(Applied Biosystems)
(Applied Biosystems)
(Applied Biosystems)
(Applied Biosystems)
(Applied Biosystems)

2.1.3. Laborchemische Geréate und Verbrauchsmaterialien

GeneAmp PCR System 9700

ABI Prism 7900HT Sequence Detection System
Eppendorf 5810R Zentrifuge

Eppendorf Thermomixer Compact

Eppendorf 5418 Mikrozentrifuge

Galaxy Mini Zentrifuge

neoLab D-6012 Vortexer

Eppendorf BioPhotometer

96-Well-Platten

Pipetten

Pipettenaufsatze, RNAse-frei
Microfuge-tubes (0,5 und 1,5 ml), RNAse-frei
Falcon-Tubes

Kuhl- und Gefrierschranke

11

(Applied Biosystems)

(Applied Biosystems)

(Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
(Eppendorf AG)

(Eppendorf AG)

(VWR, Radnor, USA)

(neoLab, Heidelberg, Deutschland)
(Eppendorf AG)

(Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts)

(Eppendorf AG)

(Sarstedt, Numbrecht, Deutschland)
(Eppendorf AG)

(Sarstedt)

(Liebherr, Bulle, Schweiz)



2.1.4. Software und Datenbanken
Microsoft Excel

Partek Genomics Suite software

SDS 2.3 and RQ Manager Software
SPSS v19.0

GraphPad Prism v5

R

TargetScan 6.1 [91, 146, 147]

Diana microT 5.0 [148]

PicTar 2.0

Database for Annotation, Visualization

(Microsoft, Redmond, USA)

(Partek Incorporated, St. Louis, USA)
(Applied Biosystems)

(IBM, Armonk, USA)

(GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA)
(R-Project, https://www.r-project.org)
(http://www.targetscan.org/)
(http://www.microrna.gr/webServer/)
(http://pictar.mdc-berlin.de/)
(https://david.ncifcrf.gov/)

and Integrated Discovery (DAVID)

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG)

(http://www.genome.jp/kegg/)

2.2. Methoden

2.2.1. Patientenproben
In die vorliegende Studie wurden 45 Patienten mit einem medianen Alter von 57 Jahren aus

der Il. Medizinischen Klinik des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein eingeschlossen, die
die Erstdiagnose chronisch myeloische Leukamie (CML) in der chronischen Phase erhielten.
Nach venoser Blut- oder Knochenmarkentnahme zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
wurden die Patienten mit Imatinibdosen von 400 bis 800 mg taglich therapiert und abhangig
von ihrem Ansprechen auf die Therapie als Responder oder Non-Responder klassifiziert.
Hierzu wurden regelmafRiig mittels quantitativer real-time PCR sowohl die BCR-ABL- als auch
die ABL1-Transkripte gemessen und in Relation gesetzt. Bei Erreichen einer molekularen
Response, definiert als Abfall des BCR-ABL/ABL1-Verhaltnisses auf unter 1-103, innerhalb
der ersten 18 Monate nach Therapiebeginn wurde der Patient als Responder eingestuft, bei
Nichterreichen als Non-Responder. Insgesamt erreichten 26 der Patienten nach dieser

Definition eine Response, 19 wurden als Non-Responder klassifiziert.

Von einer zweiten, kleineren Patientenkohorte, bestehend aus 9 Respondern und 11 Non-
Respondern wurden zusatzlich zu Proben vor der Imatinibbehandlung Folgeproben von 10
Patienten (4 Responder und 6 Non-Responder) in einem Zeitraum von 4-15 Monaten nach
Therapiebeginn entnommen. Dadurch konnten Untersuchungen zum Einfluss der

Imatinibtherapie auf die Genexpression durchgefihrt werden.
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Die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel
hat die Studie beflrwortend bewertet und alle Patienten gaben ihr schriftliches, informiertes

Einverstandnis.

2.2.2. RNA-Isolierung
Zur Isolierung der RNA wurden zunachst Leukozyten mit dem QlAamp RNA Blood Mini Kit

(Qiagen, Hilden, Deutschland) aus den Blut- beziehungsweise Knochenmarksproben
extrahiert. AnschlieRend wurde das mirVana miRNA Isolation Kit (Applied
Biosystems/Ambion, Austin, USA) verwendet, um die Gesamt-RNA zu isolieren. Fir die
anschlielenden Arbeiten wurde die RNA in cDNA umgeschrieben. Hierzu wurde das
TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, USA) wie

unten beschrieben verwendet.

2.2.2.1. Leukozytenextraktion
Fur die Gewinnung der RNA-haltigen Leukozyten wurde das QlAamp RNA Blood Mini Kit

nach Angaben des Herstellers verwendet. 1,5 ml Blut wurden zunachst mit 7,5 ml der
hypotonen EL-Pufferlosung (Qiagen) versetzt, die die Lyse der Erythrozyten herbeiflihrt.
Nach 15-minttiger Inkubation auf Eis wurden die Leukozyten bei 400 x g und 4°C fur 10
Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nach erneuter Zugabe von 5 ml EL-
Pufferldosung und anschlielBender Zentrifugation wurde das gewonnene Leukozytenpellet
schlie3lich mit 600 ul der RLT-Pufferldsung (Qiagen) lysiert und bei -80°C gelagert.

2.2.2.2. MicroRNA-Isolation
Zur Isolierung der Gesamt-RNA wurde das mirVana miRNA Isolation Kit nach Angaben des

Herstellers benutzt. Das Leukozytenlysat wurde zunachst durch eine Phenol-
/Chloroformextraktion von organischen Komponenten bereinigt. Dazu wurden 60 pl eines
Homogenisierungszusatzes (Applied Biosystems/Ambion) hinzugefiigt und das Gemisch 10
Minuten auf Eis inkubiert. Nach grtindlicher Vermischung mit 600 pl Acid-Phenol/Chloroform
(Applied Biosystems/Ambion) und anschlieRender Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 10000 x g
konnte die wassrige, RNA-haltige Phase von der organischen Phase getrennt werden. Nach
Ausféllung der RNA mit 96-100% Ethanol wurde die RNA durch Zentrifugation in einer
Saulenmatrix (Herstellerangaben) gebunden. Die Saule wurde insgesamt dreifach mit
mitgelieferten Waschlésungen gewaschen, bevor die RNA mit nukleasefreiem Wasser eluiert
wurde. Die optionale Anreicherung von kleinen RNAs, wie im Herstellerprotokoll

beschrieben, wurde nicht durchgefiihrt.
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2.2.3. Reverse Transkription
Abhéangig von der spateren Verwendung des Transkriptionsproduktes fur die TagMan® Low

Density Arrays beziehungsweise fur Individualassays und Genexpressionsanalyse wurden
zwei Protokolle befolgt.

2.2.3.1. Fur TagMan® Low Density Arrays
Je 200ng der Gesamt-RNA wurden mit dem TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit

(Applied Biosystems, Foster City, USA) revers transkribiert. Als Primer wurden pro RNA-

Probe je 0,8 yl der Human Megaplex Primer Pool A v.2.1 (Applied Biosystems) verwendet.

Tabelle 3: Reaktionsansatz fur reverse Transkription der microRNAs fur TagMan® Low Density
Arrays.

Desoxyribonukleotide 20 nmol
10x konzentrierte Reverse Transkriptase-Pufferldsung 0,8 ul
Multiscribe™ Reverse Transkriptase 75U
Human Megaplex Primer Pool A v2.1 0,8 ul
Magnesiumchlorid 22,5 nmol
Nukleasefreies Wasser 0,2 ul
RNAse Inhibitor 2U
Gesamt-RNA 200 ng

Hinzu kamen 20 nmol Desoxyribonukleotide (0,2 ul), 0,8 pl zehnfach konzentrierte
Pufferlosung, 22,5 nmol Magnesiumchlorid (0,9 pl), 0,2 pl nukleasefreies Wasser, 2 U
RNAse Inhibitor (0,1 ul) und 75 U Multiscribe™ Reverse Transkriptase (1,5 ul). SchlieZlich
wurden 200 ng RNA (3 pl) hinzugefiugt (Tab. 3). Im Anschluss wurde der Reaktionsansatz 5
Minuten auf Eis inkubiert. Die RT-Reaktion fand auf einem GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems) statt. Das Programm begann mit 12 Zyklen & 2 min bei 16°C, 1 min bei
42°C und endete mit 5 min bei 85°C.

Um die eigentliche PCR-Reaktion zu ermdglichen, wurden die cDNA-Proben nach Angaben
des Herstellers praamplifiziert. Dazu wurden 2,5 ul des Megaplex PreAmp Primer Pools A
(Applied Biosystems) als Primer verwendet und mit 12,5 uyl des TagMan® PreAmp Mastermix
(Applied Biosystems), 7,5 pl nukleasefreiem Wasser und 2,5 pl des Reversen
Transkriptionsprodukts vermischt (Tab. 4). Das Reaktionsgemisch wurde zunachst fir 5 min
auf Eis inkubiert und die Reaktion im Anschluss auf einem GeneAmp PCR System 9700 mit

folgenden Programmparametern durchgefihrt: 10 min bei 95°C, 2 min bei 55°C, 2 min bei
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72°C, gefolgt von 12 Zyklen mit 15 sec bei 95°C, 4 min bei 60°C, und 10 min bei 99,9°C.
Zum Schluss wurde die Probe mit 75 ul 0,1fach konzentriertem TE-Puffer mit einem pH von

8,0 verdiinnt.

Tabelle 4: Reaktionsansatz fur Praamplifikation der cDNA.

Megaplex PreAmp Primer Pool A 2,5 ul
TagMan® PreAmp Mastermix 12,5 pl
Nukleasefreies Wasser 7,5 ul
cDNA 2,5 ul

2.2.3.2. Fur Individualassays und Genexpressionsanalyse
Fir die Individualassays und die Genexpressionsanalyse wurde die RNA nach Angaben des

TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) umgeschrieben.
Zunachst wurde ein Mastermix angesetzt, um Pipettierungenauigkeiten zu minimieren. Pro
umzuschreibender Probe wurden 15 nmol Desoxyribonukleotide (0,15 ul), 1,5 pl zehnfach
konzentrierter Puffer, 4,16 ul nukleasefreies Wasser, 3,8 U RNAse Inhibitor (0,19 ul) und 50
U Multiscribe™ Reverse Transkriptase (1 pl) vermischt. Anschlie@end wurden 7 pl des
Mastermixes mit 5 pl der RNA, eingestellt auf 2 ng/ul, und 3 pl Primer, entweder spezifisch
fur eine microRNA im Falle der Individualassays oder flr eine mRNA im Rahmen der
Genexpressionsanalysen, vermischt (Tab. 5). Der Ansatz wurde auf einem GeneAmp PCR
System 9700 zuerst bei 16°C fur 30 min inkubiert, daraufhin erfolgte die reverse
Transkription bei 42°C fir 30 min. Die Inaktivierung der Reversen Transkriptase erfolgte bei
85°C fur 5 min.

Tabelle 5: Reaktionsansatz fur reverse Transkription der microRNAs fir Individualassays
beziehungsweise der mRNAs fur Genexpressionsanalyse.

Desoxyribonukleotide 15 nmol
Multiscribe™ Reverse Transkriptase 50U
10x konzentrierte Reverse Transkriptase-Pufferldsung 1,5l
microRNA-/mRNA-spezifische Primer 4,16 pl
Nukleasefreies Wasser 5ul
RNAse Inhibitor 3,8U
Gesamt-RNA 3ul
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2.2.4. Konzentrationsbestimmung
Die Konzentration und Reinheit der isolierten Nukleinsduren wurde photometrisch durch

Messung der UV-Absorption mit einem Eppendorf BioPhotometer (Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland) bestimmt. Fir einzelstrangige DNA und RNA entspricht dabei eine optische
Einheit, gemessen bei einer Wellenlange von 260 nm, 40 pyg/ml Nukleinséauren.

2.2.5. Mutationsanalyse
Patienten mit klinisch signifikanten Mutationen der BCR-ABL-Kinasedoméne wurden vor

Beginn der Experimente ausgeschlossen. Die Mutationsanalyse der Proben erfolgte im
Rahmen der Patientendiagnostik in der Il. Medizinischen Klinik des Universitatsklinikums
Schleswig-Holstein.

2.2.6. Real-time PCR

2.2.6.1. Funktionsweise
Analog zu der klassischen Polymerasekettenreaktion basiert auch das Prinzip der real-time

PCR auf einer enzymatischen Vervielfaltigung ausgewahlter DNA-Abschnitte in vitro.
Typischerweise besteht die Kettenreaktion aus einem sich mehrfach wiederholenden
Reaktionszyklus, der durch Temperaturanderungen reguliert wird. Ein Zyklus verwendet
dabei das Amplifikat des vorigen Zyklus als neues Substrat, sodass eine exponentielle
Vervielféltigung resultiert. Zu Beginn eines Reaktionszyklus wird bei einer Temperatur um
95°C die DNA hitzedenaturiert. Nach Abkihlung des Reaktionsgemisches auf etwa 50-70°C
binden Oligonukleotide (Primer) an komplementére Sequenzen auf den DNA-Einzelstrangen
(Annealing). Eine thermostabile DNA-Polymerase polymerisiert im dritten Schritt ausgehend
von den Primern den gewiinschten DNA-Bereich. Als Temperatur wird das Arbeitsoptimum
der Polymerase gewahlt (etwa 68-72°C). Im Gegensatz zu der klassischen PCR, deren
Reaktionsprodukte gelelektrophoretisch aufgetrennt werden, erméglicht die real-time PCR
eine relative Quantifizierung der Menge des Amplifikats in Echtzeit. Dazu werden DNA-
Sonden dem Reaktionsansatz hinzugegeben, die sequenzspezifisch an die nachzuweisende
DNA binden. Jede Sonde ist an ein Reportermolekil gekoppelt, welches, durch Laserlicht
angeregt, ein Fluoreszenzsignal erzeugt. Dieses wird zun&chst durch die rdumliche Nahe
eines ebenfalls mit der Sonde verbundenen Quenchermolekils unterdriickt. Erst wahrend
der Vervielfaltigung des entsprechenden DNA-Abschnittes wird die Sonde von der DNA-
Polymerase gespalten, sodass das Fluoreszenzsignal mithilfe einer Kamera detektiert

werden kann. Um eine stabile Hybridisierung der Sonde zu gewahrleisten, wird die

16



Extensionstemperatur in der Regel so niedrig gewahlt, dass eine ,2-step PCR" mit nur zwei

Temperaturniveaus durchgefuhrt wird.

Ruckschlisse auf die Ausgangskopienzahl der zu untersuchenden DNA kdnnen gezogen
werden, indem ein Schwellenwert oberhalb des Hintergrundsignals festgelegt wird. Die
Anzahl der Zyklen, die fur eine Probe zur Uberschreitung des Schwellenwertes benotigt wird,
verhalt sich dabei umgekehrt exponentiell zur Ausgangsmenge an DNA. Die Ergebnisse
werden normiert, indem zusatzlich ein endogener Standard gemessen wird, der die

Normalisierung der Proben erlaubt.

2.2.6.2. Durchfihrung

2.2.6.2.1. TagMan® Low Density Arrays

Low Density Arrays erlauben die parallele Untersuchung einer Vielzahl von microRNAs auf
Expressionsunterschiede und sollten deshalb dazu verwendet werden, um microRNAs zu

identifizieren, die zur Genese einer Non-Response beitragen.

Zur Bestimmung der relativen microRNA-Expression wurden TagMan® Array Human
MicroRNA Cards v2.0 (Applied Biosystems) verwendet, wobei es sich um 384-Well-Platten
handelt, in deren Wells die spezifischen Primer und DNA-Sonden zur Detektion der
umgeschriebenen microRNAs vorgelegt sind. Die Arrays existieren als Versionen A und B,
die sich hinsichtlich ihrer microRNA-Zusammensetzung unterscheiden, und kodnnen
insgesamt 667 verschiedene humane microRNAs nachweisen. Wir verwendeten
ausschlie3lich Arrays der Version A, welche 377 der am umfassendsten untersuchten
humanen microRNAs detektieren konnen. Diese wurden daraufhin mit einem Gemisch aus je
400 pl des 20fach konzentrierten TagMan® Universal Master Mix und 400 pl der cDNA der
Patientenprobe befullt, nachdem die cDNA mit den entsprechenden Primern aus Pool A
revers transkribiert und praamplifiziert wurden. Die Expression wurde anschlieend auf
einem ABI Prism 7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems) mittels real-time
PCR quantitativ gemessen. SDS 2.3 und RQ Manager Software (Applied Biosystems)

wurden zum Auslesen der gemessenen Daten verwendet.

2.2.6.2.2. Individualassays
Individualassays dienen zur Verifizierung der Ergebnisse aus den zuvor durchgefiihrten Low

Density Array Experimenten und verwenden im Gegensatz zu diesen schon wahrend der
reversen Transkription ein spezifisches Primerpaar, um eventuelle unspezifische
Amplifikationen ausschlieRen zu kénnen. Die Assays wurden nach Angaben des TagMan®
MicroRNA Assay-Protokolls (Applied Biosystems) durchgefihrt. Pro Reaktionsansatz wurden

10 ul 20fach konzentrierter TagMan® Universal Master Mix, 7,5 pl nukleasefreies Wasser
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und 1,5 pyl TagMan® MicroRNA Assay Mix, der die fur die zu untersuchende microRNA
spezifischen Primer und DNA-Sonden beinhaltet, mit 1 yl cDNA vermischt (Tab. 6). Auf dem
ABI Prism 7900HT Sequence Detection System wurde nach zweiminutiger Aktivierung der
DNA-Polymerase bei 50°C das Reaktionsgemisch fir 10 min auf 95°C erhitzt, gefolgt von 40
Zyklen mit je 15 sec bei 95°C und 1 min bei 60°C. Alle Proben wurden dreifach gemessen

und die Messungen gemittelt.

Tabelle 6: Reaktionsansatz der real-time PCR fur Individualassays.

20x konzentrierter TagMan® Universal Master Mix 10
TagMan® MicroRNA Assay Mix 1,5 ul
Nukleasefreies Wasser 7,5 ul
cDNA 1l

2.2.6.2.3. Genexpressionsanalyse
Zur Untersuchung der Genexpression wurde zunachst 1 pl cDNA zu einem Gemisch aus 10

ul 20fach konzentriertem TagMan® Universal Master Mix, 1 yl TagMan® mRNA Assay Mix,
die spezifischen Primer und DNA-Sonden enthaltend, und 8 ul nukleasefreiem Wasser

gegeben (Tab. 7).

Tabelle 7: Reaktionsansatz der real-time PCR fiir Genexpressionsanalyse.

20x konzentrierter TagMan® Universal Master Mix 10 pl
TagMan® mRNA Assay Mix 1 pl
Nukleasefreies Wasser 8 ul
cDNA 1l

Auf dem ABI Prism 7900HT Sequence Detection System fand die Reaktion fur 2 min bei
50°C, 10 min bei 95°C und 40 Zyklen mit je 15 sec bei 95°C und 1 min bei 60°C statt. Alle

Proben wurden ebenfalls dreifach gemessen.

2.2.7. Statistische Auswertung

2.2.7.1. Low Density Arrays

Die Daten aus den Low Density Arrays wurden zu Beginn gegen die endogene Kontrolle

Mammalian-U6-snRNA (MammU6) normalisiert. Es handelt sich dabei um eine kleine RNA,

die im Zellkern lokalisiert ist und konstitutiv in allen kernhaltigen Zellen exprimiert wird. Die
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Normalisierung wurde mit der Partek Genomics Suite Software (Partek Incorporated, St.
Louis, USA) durchgefuhrt. Wegen der geringeren Aussagekraft bei hoheren C-Werten wurde
ein Cut-Off-Wert von 35 Zyklen festgelegt. Alle microRNAs mit einem hoheren Ci-
Schwellenwert wurden aus der Studie ausgeschlossen. Fur die verbleibenden microRNAs
wurde zwischen den Patientenkollektiven Responder versus Non-Responder vor
Therapiebeginn die relative Expressionsniveaudifferenz mit dem 224¢t- Verfahren berechnet
(Abb. 1) [143]. Dieses Verfahren beruht auf der Uberlegung, dass sich mit jedem PCR-
Zyklus, eine hundertprozentige Effizienz der PCR-Reaktion vorausgesetzt, die Kopienzahl
der amplifizierten DNA verdoppelt. Fir eine normalisierte Probe ergibt sich folglich eine
Proportionalitat zwischen 22 - Wert (wobei AC; = Cyprobe) — Ctendogene Kontrolle)) und
Startkopienzahl, die dazu genutzt wurde, die Mediane der 22 - Werte der
Patientenkollektive zu vergleichen (222¢t- Wert). Im Anschluss wurde mit SPSS v19.0 (IBM,
Armonk, USA) ein Mann-Whitney-U-Test durchgefuhrt, um die Signifikanzen der
gemessenen relativen Expressionsniveaudifferenzen der microRNAs zu ermitteln. Aufgrund
der unterschiedlichen Herkunft des Probenmaterials (aus peripherem Blut oder
Knochenmark) wurde neben der gemeinsamen jeweils eine separate Betrachtung
durchgefiihrt. Zur weiteren Uberprifung wurden statistisch signifikante microRNAs mit nicht-
adjustierten p-Werten < 0,01 ausgewahilt.

2.2.7.2. Individualassays
Individualassays wurden fir eine Auswahl der in den Low Density Arrays untersuchten

signifikant differentiell exprimierten microRNAs durchgefihrt, um die Signifikanz der
Ergebnisse zu bestéatigen. Die Normalisierung erfolgte gegen MammuU6-snRNA. Es wurden
wiederum die relativen Expressionsniveaudifferenzen zwischen den oben genannten
Patientenkollektiven ermittelt und die Signifikanz mit einem Mann-Whitney-U-Test berechnet.
Auch bei diesem Versuch wurde fir alle Proben die Herkunft des Probenmaterials gesondert

bertcksichtigt.

2.2.7.3. Genexpressionsanalyse
Im Gegensatz zu den vorigen Experimenten wurde mit der Genexpressionsanalyse die

Expression ausgewahlter mRNAs, die fur Transporter (ABCB1, ABCG2 und SLC22A1) und
Defensine (DEFA1-3, DEFA4) kodieren, untersucht. Die Normalisierung erfolgte hierbei
gegen die mRNA des ACTB-Gens, welches fir B-Aktin, eines ubiquitar in allen eukaryoten
Zellen exprimierten Strukturproteins, kodiert. In Analogie wurden daraufhin zwischen oben
genannten Patientenkollektiven die relativen Expressionsniveaudifferenzen und mittels

Mann-Whitney-U-Testes die Signifikanz bestimmit.
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2.2.8. ROC-Analyse
Die Ergebnisse der Individualassays wurden verwendet, um mit einer receiver operator

characteristic (ROC)-Kurven-Analyse die Trennscharfe eines diagnostischen Tests zur
Einteilung der Patienten in Responder und Non-Responder zu bestimmen. Diese Analyse
wurde mit dem Paket ROCR des Statistikprogrammes R durchgefiihrt [144,145].

Ausgehend von den Expressionswerten der microRNAs (Ci-Werte) werden fur jeden Punkt
die relativen Haufigkeitsverteilungen in Form von Sensitivitat und 1 - Spezifitat ermittelt und
graphisch dargestellt. Zudem wurden die microRNAs mathematisch zusammengefasst, da
Biomarker, die aus mehreren Parametern bestehen, als storunanfélliger gelten. Die
Zusammenfassung erfolgte, indem die Expressionswerte herunterregulierter microRNAs von

denen hochregulierter microRNAs subtrahiert wurden.

Um Aussagen uber die Qualitat der microRNAs zur diagnostischen Testung zu treffen, wurde
die area under the curve (AUC) entsprechend der Wahrscheinlichkeit, dass Patienten
haufiger der richtigen als der falschen Gruppe zugeordnet werden, fir die jeweiligen
microRNAs berechnet. Ebenfalls berechnet wurden Sensitivitdt und Spezifitat fir einen
optimalen Cut-Off-Wert. Dieser wurde ermittelt, indem fur jeden Punkt der ROC-Kurve die
Distanz zum Punkt P(0|1) (entsprechend 100% Signifikanz und 100% Spezifitdt) berechnet

und der Punkt mit der minimalen Distanz ausgewahlt wurde.

2.2.9. Target Gene Prediction
Nachdem durch die Individualassays differentiell exprimierte microRNAs bestatigt wurden,

sollte im nachsten Schritt die mogliche biologische Funktion dieser microRNAs naher
betrachtet werden. Zu diesem Zweck wurde zunachst fur jede Kandidaten-microRNA eine in-
silico-Suche nach Zielgenen durchgefihrt. Fir die Suche wurden die Algorithmen
TargetScan 6.1 [91,146,147], Diana microT 5.0 [148] und PicTar 2.0 [149] verwendet. Die
Algorithmen durchsuchen das Genom nach konservierten Bindestellen von 7 bis 8
Nukleotiden Lange, die komplementar zur seed region der jeweiligen microRNA sind,
bericksichtigen dabei aber auch andere Faktoren wie evolutiondre Konservierung der seed-
Regionen, wodurch sie alternativen Algorithmen Uberlegen sind [150]. Zielgene, die von
mindestens zwei der Algorithmen vorhergesagt wurden, wurden bei der anschlieRenden

funktionellen Analyse bericksichtigt.
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2.2.10. Funktionelle Analyse
Zur Einordnung der Liste der putativen Zielgene in einen biologischen Kontext wurde die

Datenbank Database for Visualization and Integrated Discovery (DAVID) verwendet
[151,152]. Nachdem die zu untersuchende Genliste in die Datenbank geladen wurde,
erfolgte die Verkniipfung der Gene mit Informationen Uber ihre biologische Funktion. Durch
das ,Functional Annotation Clustering” wurden die Gene gruppiert und die Anreicherung der
Gruppen gegentber dem Hintergrund des humanen Genoms berechnet. Dabei wurden
funktionelle Gruppen berlcksichtigt, in denen mindestens drei Gene enthalten sind und die
einen EASE-Wert nach Bonferroni-Korrektur von unter 0,01 haben. Der EASE-Wert wird von
DAVID berechnet und entspricht einem modifizierten p-Wert, berechnet mit dem exakten
Test nach Fisher. In einem zweiten Schritt wurden die Gene unter Zuhilfenahme der
Datenbank Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) [153] zellularen
Signaltransduktionswegen zugeordnet, in denen sie mit statistischer Signifikanz involviert
sind (EASE-Wert < 0,01).
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3. Ergebnisse

3.1. Differentielle microRNA-Expression in Respondern und Non-

Respondern
Hauptziel dieser Studie war es, microRNAs zu identifizieren, die eine unterschiedliche

Expression zwischen Respondern und Non-Respondern der Imatinibtherapie der CML
aufweisen und dadurch an einer Resistenzentstehung beteiligt sein sowie als Pradiktoren fir
ein Therapieansprechen fungieren kénnten. Im ersten Schritt wurden deshalb mit einer
MicroRNA-Array-unterstitzten Analyse die Expressionsprofile von 377 der haufigsten

microRNAs bestimmt.

Hierzu wurden fur jede Patientenprobe die Expression aller 377 der durch die TagMan®
Array Human MicroRNA Cards v2.0 Version A von Applied Biosystems detektierbaren
microRNAs mittels real-time PCR-Verfahren bestimmt. Die ermittelten Expressionsprofile
wurden im Anschluss auf Unterschiede in Abhangigkeit vom Therapieansprechen
untersucht, dabei wurden insgesamt drei Vergleiche durchgefiihrt und jeweils die relative
Expressionsdifferenz der microRNAs bestimmt. Im Folgenden bezieht sich diese relative
Expressionsdifferenz auf die Expression in Non-Responder-Proben im Vergleich zu
Responder-Proben. Eine positive relative Expressionsdifferenz bedeutet daher eine erhéhte,

eine negative eine verminderte Expression in Non-Respondern.

Zunachst erfolgte der Vergleich zwischen der Gesamtheit aller Responder- und Non-
Responder-Proben. Da das untersuchte Probenmaterial teils aus Knochenmark und teils aus
peripherem Blut gewonnen wurde und davon auszugehen ist, dass sich die zellulare
Zusammensetzung und insbesondere der Anteil der malignen Zellen abhangig vom

Gewebetyp unterscheidet, wurden zwei gewebespezifische Untervergleiche durchgefiihrt.

Im Vergleich aller Patientenproben unabhangig von der Gewebeherkunft konnten 8 hoch-
und 5 herunterregulierte microRNAs mit einem nicht-adjustierten p-Wert kleiner als 0,05
identifiziert werden. Die grofte positive Expressionsdifferenz weist die miR-133a auf, sie wird
in Non-Respondern 6,45-fach héher exprimiert als in Respondern. Im Gegensatz dazu wird
die miR-888 2,5-fach mehr in Responder-Proben exprimiert. Der p-Wert variiert zwischen
minimal 0,0048 fur die miR-331-5p und 0,049 fur die miR-133a. Sechs microRNAs (miR-
133a, miR-449, miR-1, miR-331-5p, miR-193a-3p und miR-365a-3p, in Abb. 1 durch einen
Stern gekennzeichnet) wurden aufgrund ihrer hohen relativen Expressionsdifferenz und
hohen Signifikanz als Kandidaten-microRNAs identifiziert und fur die anschlielenden

Bestatigungsversuche vorgesehen.
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Abbildung 1: Relative Expressionsdifferenz (fold change) signifikant dysregulierter microRNAs
(p<0.05) in Non-Respondern im Vergleich zu Respondern. Mit einem Stern gekennzeichnete
microRNAs wurden zur weiteren Analyse ausgewabhlt.

Aufgrund der unterschiedlichen Herkunft des Probenmaterials aus Knochenmarksproben
beziehungsweise aus peripheren Blutproben wurden separate Vergleiche durchgefihrt, um
potenzielle weitere Kandidaten-microRNAs ebenfalls bericksichtigen zu kodnnen.
Knochenmarksproben lagen von 14 Respondern und 3 Non-Respondern vor. Es fanden sich
14 herabregulierte microRNAs mit einem nicht-adjustierten p-Wert kleiner als 0,05 (Abb. 2).
Die relative Expressionsdifferenz betrug zwischen -1,99 und -15,42. Die microRNAs miR-
130a (Relative Expressionsdifferenz -7,82, p-Wert 0,047) und miR-142-5p (Relative

Expressionsdifferenz -8,62, p-Wert 0,032) wurden fiir die folgenden Bestatigungsversuche
ausgewahlt.
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Abbildung 2: Relative Expressionsdifferenz (fold change) signifikant dysregulierter microRNAs

(p<0,05) im Vergleich der Knochenmarksproben. Mit Stern markierte microRNAs wurden zur weiteren
Analyse ausgewahilt.

Von 12 Respondern und 16 Non-Respondern lagen periphere Blutproben vor. Abb. 3 zeigt 2
hochregulierte und 6 herabregulierte microRNAs mit einem nicht-adjustierten p-Wert kleiner
als 0,05 in diesen Proben. Die relative Expressionsdifferenz variierte zwischen maximal 2,48
(miR-636) und minimal -2,81 (miR-888). Fir Folgeversuche wurden 5 microRNAs
ausgewahlt (miR-636, miR-331-5p, miR-193a-5p, miR-365a-3p und miR-142-5p).
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Abbildung 3: Relative Expressionsdifferenz (fold change) signifikant dysregulierter microRNAs
(p<0,05) im Vergleich der peripheren Blutproben. Mit Stern markierte microRNAs wurden zur weiteren
Analyse ausgewahilt.

3.2. Bestatigung der differenziellen microRNA-Expression mittels
Individualassays
In den zuvor beschriebenen Ergebnissen des MicroRNA-Arrays wurden die nicht-adjustierten

p-Werte angegeben. Da jedoch multiple Hypothesen getestet wurden, erscheint eine
Korrektur des p-Wertes notwendig. Berechnet man beispielsweise die False Discovery Rate
(FDR), welche das Verhdltnis aller falschlicherweise positiven Tests im Verhdltnis zu allen
signifikanten Tests darstellt, kdnnen keine signifikanten Expressionsunterschiede mehr
nachgewiesen werden. Daher wurden die aus dem Vorversuch nach den Kriterien hoher
relativer Expressionsunterschied und niedriger p-Wert identifizierten neun microRNAs (miR-
1, miR-130a, miR-133a, miR-142-5p, miR-193a-3p, MiR-331-5p, miR-365a-3p, MiR-449,
mMiR-636) mit Individualassays zur Bestdtigung erneut analysiert. Methodisch wird im
Gegensatz zum Screening-Array bereits bei der reversen Transkription ein fir die zu
untersuchende microRNA spezifisches Primerpaar verwendet, um unspezifische
Amplifikationen auszuschlieRen. Im Anschluss wird mit dem Assay das Expressionsprofil

dieser microRNA bestimmt. Dabei konnten fir 3 microRNAs die Resultate aus dem
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Vorversuch bestatigt werden. Es handelt sich um microRNA-1 mit einer 3,94-fach hoheren

Expression in Non-Respondern (p=0,0359), miR-142-5p (1,75-fach niedrigere Expression in

Non-Respondern, p=0,0098) und miR-365a-3p (1,84-fach niedrigere Expression in Non-
Respondern, p=0,0199) (Abb. 4).
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Abbildung 4: Ergebnisse der Individualassays. A-C Vergleiche der 3 signifikant differentiell
exprimierten microRNAs miR-1, miR-142-5p und miR-365a-3p. D Vergleich der Knochenmarksproben
fur miR-142-5p.

Unter Berlcksichtigung der Herkunft des Probenmaterials fand sich im Vergleich der

Knochenmarksproben ein signifikanter Expressionsunterschied der microRNA miR-142-5p

(8,11-fach niedrigere Expression in Non-Respondern, p=0,0188). Der Vergleich peripherer

Blutproben konnte keine signifikant differentiell exprimierte microRNA identifizieren.
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3.3. ROC-Analyse
Um die Diskriminationsfahigkeit der gefundenen microRNAs im Hinblick auf ihre Verwendung

als potenzielle Biomarker zu Uberprifen, wurde eine receiver operating characteristic-
Analyse durchgefuhrt. Abbildung 5 stellt sowohl die ROC-Analysen fir jede der drei
microRNAs dar, als auch einen gemeinsamen Graphen, der sich aus Zusammenfassung der
Expressionswerte der microRNAs ergab.
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Abbildung 5: Receiver Operator Characteristic (ROC)-Kurven fir einzelne und die Kombination der
drei Kandidaten-microRNAs.

Bereits in der Grafik zeigt sich, dass die microRNAs einzeln betrachtet vergleichbare
Testeigenschaften aufweisen und die Flache unter dem Graphen der zusammengefassten

Daten im Vergleich am grof3ten ist.

Um genauere Aussagen uber die Qualitat der microRNAs zur diagnostischen Testung zu

treffen, wurde die area under the Curve (AUC) entsprechend der Wahrscheinlichkeit, dass
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Patienten haufiger der richtigen als der falschen Gruppe zugeordnet werden, fir die
jeweiligen microRNAs berechnet (Tab. 8). Ebenfalls angegeben sind Sensitivitat und

Spezifitat fur einen optimalen Cut-Off-Wert.

Tabelle 8: AUC, optimaler Cut-Off-Wert, Sensitivitdt und Spezifitdt der microRNAs.

miR-1 miR-142-5p miR-365a-3p alle miRs
AUC (%) 63,79 70,65 68,22 76,32
Cut-Off (Cy) 15,29 7,03 7,90 0,97
Sensitivitat (%) 60 63,16 57,89 73,08
Spezifitat (%) 73,68 80,77 80,77 84,21

Die drei untersuchten microRNAs weisen ahnliche Testeigenschaften auf. Die AUC betragt
zwischen 64 % (miR-1) und 70 % (miR-142-5p). Die Sensitivitat betragt in allen Fallen
ungefahr 60 %, die Spezifitat etwa 80 % (miR-1: 74%). Nach mathematischer
Zusammenfassung der drei microRNAs wird eine AUC von 76 % erreicht, die Sensitivitét ist
auf 73% und die Spezifitat auf 84 % gesteigert. Eine korrekte Klassifizierung eines Patienten
als Responder oder Non-Responder ist diesen Ergebnissen zufolge durch Bestimmung der

Expressionsprofile oben genannter microRNAs in etwa 76 % der Falle moglich.

3.4. Target Prediction der identifizierten microRNAs
In den folgenden Schritten sollte der Frage nachgegangen werden, welche biologische

Funktionen die genannten microRNAs erfiillen kénnten und ob sich ein Zusammenhang mit
der Pathogenese der CML und dem Ansprechen auf eine Imatinib-Therapie herstellen lasst.
Dazu wurden putative Zielgene der drei microRNAs durch eine in silico-Target Prediction
ermittelt und daraufhin untersucht, welche funktionellen Cluster aller Zielgene gegenuber

dem Hintergrund des humanen Genoms uberreprasentiert sind.

Fir die miR-1 wurden 1831 potentielle Zielgene identifiziert und mit der DAVID-Datenbank
analysiert. Eine Ubersicht tiber die 10 am signifikantesten angereicherten Cluster zeigt Abb.
6. Die lonenbindung, insbesondere von Zinkionen, die Regulation der Transkription und
Genexpression sowie auch Proteinkinaseaktivitdt und Proteinlokalisierung und -transport

sind wichtige Funktionen eines Grol3teils der Zielgene.
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Abbildung 6: Ubersicht der 10 Cluster mit der héchsten Anreicherung an Zielgenen der miR-1 (p <
0.01).

Fir die miR-142-5p wurden 2727 mogliche Zielgene ermittelt, die ebenfalls hauptséchlich an
lonenbindung und Transkriptionsregulation beteiligt sind (Abb. 7).
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Anzahl der beteiligten Gene

Abbildung 7: Ubersicht der 10 Cluster mit der héchsten Anreicherung an Zielgenen der miR-142-5p
(p <0.01).
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Die Anzahl der putativen Zielgene der miR-365a-3p belauft sich auf 1351. Hier steht die
Transkriptionsregulation, von der Zinkionenbindung abgesehen, deutlich im Vordergrund,

gefolgt von Phosphatmetabolismus und positiver Regulation der Genexpression (Abb. 8).

miR-365a-3p

Genexpression
Transkriptionsregulation A
Phosphatmetabolismus A
Neuronale Entwicklung -
Dephosphorylierung -
Chromatinorganisierung -
Proteinkinaseaktivitat =
Proteinlokalisierung/-transport
Zellmigration 4

AGC-Kinase -E

0 50 100 150 200 250
Anzahl der beteiligten Gene

Abbildung 8: Ubersicht der 10 Cluster mit der héchsten Anreicherung an Zielgenen der miR-365a-3p
(p <0.01).

Im Anschluss an das funktionelle Clustering wurde das Augenmerk auf
Signaltransduktionswege gelegt, in denen die Zielgene der drei microRNAs angereichert
vorkommen und entsprechend involviert sind. Eine funktionelle Analyse mit DAVID und
KEGG offenbarte, dass die Gene neben zellularen Prozessen an vielen Krebs- und

Signaltransduktionswegen beteiligt sind (Abb. 9).

30



Arrhythmogene rechtsventrikuléare Kardiomyopathie (ARVC)

Phosphatidylinositol-Signaltransduktion

Aldosteron-vermittelte Natriumreabsorption

Krebs-Signaltransduktionswege £
Aktin-Zytoskelett
Neurotrophin-Signaltransduktionsweg £
Fokaladhésion €

Adherens junction
TGF-beta-Signaltransduktionsweg
Kolorektales Karzinom
Axon-Fihrung 42

Endozytose f
Whnt-Signaltransduktionsweg €
Melanom %

Chronisch myeloische Leukamie
Langzeit-Potenzierung

Gliom £
MAPK-Signaltransduktionsweq &
Prostatakarzinom
Insulin-Signaltransduktionsweg €
ErbB-Signaltransduktionsweg
Pankreaskarzinom £
Nierenzellkarzinom

]

Langzeit-Depression §
Melanogenese
Endometriumkarzinom
Ubiquitin-vermittelte Proteolyse

Gap junction §

Nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom €
mTOR-Signaltransduktionsweg £

0 50 100 150
Anzahl der beteiligten Gene

Abbildung 9: Ubersicht {iber signifikant angereicherte der durch die Zielgene aller Kandidaten-miRs
beeinflussten zellularen Prozesse (p < 0.01).

Fir den Uberbegriff ,Krebspathways® finden sich 126 potenziell involvierte Gene, allein fiir
CML sind es 37 (Tab. 9, Abb. 10).

Tabelle 9: Zielgene der Kandidaten-microRNAs, die am CML-Signalweg beteiligt sind.

microRNA

miR-1

miR-142-5p

miR-365a-3p

Zielgene, beteiligt am CML-Signaltransduktionsweg

CTBP2, CBL, CBLB, GAB2, SMAD4, CCND1, CDK6, MECOM, MAPK3, MAPK1,
PIK3CB, PIK3R3, PIK3R5, RUNX1, SOS1, TGFBR1, KRAS, CRK, BRAF

CTBP2, CBLB, SHC4, SMAD3, SMAD4, ACVR1C, ABL1, CCND1, CDK6, MECOM,
MAPK1, MAP2K1, NRAS, PIK3CB, PIK3CD, SOS1, TGFB2, TGFBR1, TGFBR2, KRAS,
AKT3, CRK, BRAF

E2F2, SHC1, CCND1, CDK6, CDKN1A, HDAC2, MAPK1, PIK3R3, PTPN11, RB1,
SOS1, TGFB3, TGFBR1, KRAS, AKT3, CRKL
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Abbildung 10: Abbildung des CML-Signalwegs (KEGG)

einem Stern gekennzeichnet.
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Auch andere Krebsarten wie das kolorektale Karzinom (42 betroffene Gene), Melanom,
Gliom, Prostata- (40), Pankreas-, Nierenzell, Endometrium und Nicht-kleinzelliges
Bronchialkarzinom sind mit Zielgenen assoziiert. Davon abgesehen sind zahlreiche
Signaltransduktionswege wie mTOR, Wnt, TGF-f, MAPK, Insulin, ErbB und
Phosphatidylinositol reprasentiert, die wiederum entscheidende Bedeutung fir die
Proliferationsregulation von Zellen aufweisen und somit durch Dysregulation auch onkogen

wirken kénnen.

3.5. Differenzielle mRNA-Expression von Respondern und Non-
Respondern
Der letzte Versuch sollte zeigen, ob es auf mMRNA-Ebene Expressionsunterschiede zwischen

Imatinib-Respondern und -Non-Respondern gibt. Dazu wurde unter der Annahme, dass
durch Dysregulation der Expression von Transportproteinen eine Imatinib-Resistenz
beglnstigt werden kénnte, die Expression der Transportproteine ABCB1, ABCG2 und
SLC22A1 bestimmt und zwischen den Gruppen verglichen. Zudem wurden die Defensine
DEFA1-3 und DEFA4 untersucht, da diese an der Immunabwehr beteiligten Proteine
offenbar eine unterschiedliche Expression zwischen Respondern und Non-Respondern
aufweisen und als Biomarker fur ein Therapieansprechen bereits vorgeschlagen wurden
[154]. Weder fur Transporter (Abb. 11) noch fur Defensine (Abb. 12) konnte dabei ein
signifikanter Expressionsunterschied festgestellt werden. Dies galt auch unter
Berticksichtigung der Herkunft des Probenmaterials aus Knochenmark bzw. peripherem Blut

(vergleichbare Ergebnisse, nicht gezeigt).
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Abbildung 11: Vergleich der mRNA-Expressionsniveaus ausgewahlter Transportproteine zwischen
Respondern und Non-Respondern.
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Abbildung 12: Vergleich der mRNA-Expressionsniveaus zweier a-Defensine zwischen Respondern
und Non-Respondern.
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Mithilfe von Probenmaterial aus einer kleineren Patientenkohorte, bestehend aus 9
Patienten, konnten die mRNA-Expressionsniveaus vor Beginn der Therapie mit Folgeproben,
die nach 4 bis 15 Monaten Therapie gewonnen wurden, verglichen werden, was eine
Aussage Uber den Einfluss der Imatinibbehandlung auf die Genexpression erlaubt. Bei
diesem Vergleich zeigte sich nicht fir ABCG2, jedoch fur ABCB1 und SLC22Al eine
signifikante Steigerung der Genexpression um das 6,5-fache (p = 0,0023) beziehungsweise
das 3,1-fache (p = 0,0027) nach Initierung der Imatinibtherapie (Abb. 13). Die
Defensinexpression hahm dagegen hochsignifikant ab, fur DEFA1-3 um das 97-fache (p <
0.001) und fur DEFA4 um das 252-fache (p < 0,001) (Abb. 14).
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Abbildung 13: Vergleich der mRNA-Expressionsniveaus ausgewahlter Transportproteine vor und
nach Initiierung einer Imatinibtherapie.
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einer Imatinibtherapie.
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4. Diskussion

Die vorliegende Studie hat sich mit den Unterschieden der Expression von microRNAs sowie
MRNAs in Abhangigkeit von der Response auf eine Imatinibbehandlung bei CML befasst.
Dabei wurden drei signifikant unterschiedlich exprimierte microRNAs (miR-1, miR-142-5p
und miR-365a-3p) gefunden, mit denen mit etwa 76-prozentiger Wahrscheinlichkeit die
richtige Einordnung einer Patientenprobe in Responder oder Non-Responder vorgenommen

werden konnte.

Die durch eine in-silico-Analyse ermittelten Zielgene dieser microRNAs sind vorwiegend an
Regulationsvorgangen von Transkription und Genexpression sowie an lonenbindung im
Allgemeinen und insbesondere Zinkionenbindung beteiligt. Zudem sind die Zielgene in
Krebs- und Signaltransduktionswegen, unter anderem in TGF-B-, WNT- und mTOR-
Signaltransduktionswegen, angereichert. Allein 37 der Gene sind mit CML assoziiert.

Die Untersuchung der Expressionsprofile ausgewahlter Transportproteine und Defensine im
Vergleich zwischen Respondern und Non-Respondern offenbarte keine signifikanten
Unterschiede. Allerdings konnte gezeigt werden, dass die Expression zweier Transporter
(ABCBL1 und hOCT1) im Laufe der Imatinibbehandlung zu- und die der Defensine abnahm.

4.1. MicroRNAs und Krebs
Die Bedeutung von microRNAs im Zusammenhang mit Krebserkrankungen wurde erstmals

durch die Entdeckung spezifisch deletierter microRNA-Gene bei der Leukamie ersichtlich
[133]. Inzwischen wurden in sehr vielen Krebsarten aberrant exprimierte microRNAs
beschrieben [135]. Einige microRNAs beeinflussen nach neuen Erkenntnissen wichtige
krebsassoziierte Signaltransduktionsmolekiile wie solche der p53-Familie [155,156],
Retinoblastom (Rb) [157] und epidermal growth factor receptor (EGFR) [158]. MicroRNAs
konnen durch Uberexpression Tumorsuppressoren inhibieren und so als Onkogene
fungieren, oder umgekehrt durch verminderte Expression Onkogene negativ regulieren und
damit selbst tumorsuppressiv wirken [159-161]. Durch die vielfaltigen Einflisse, welche
microRNAs auf Krebsart und -stadium, Ansprechen, Behandlung und Prognose haben, wird
ihr Potenzial als Biomarker deutlich [162-167].

Fur CML-Zellen wurde im Vergleich zu gesunden Proben eine abnormale Expression
mehrerer microRNAs beschrieben (z.B. miR-15a, miR-16, miR-142-5p, miR-155, miR-181,
miR-221, letra und miR-17-92) [168-170]. In zwei Studien wurden die
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Expressionsunterschiede zwischen bisher unbehandelten Respondern und Non-Respondern
bei einer Imatinibtherapie untersucht. Bei dem Vergleich von 5 Respondern und 3 Non-
Respondern ohne Klinisch signifikante Mutationen wurden durch eine Studie 18 in Non-
Respondern herunterregulierte (miR-7, miR-23a, miR-26a, miR-29a, miR-29¢, miR-30b, miR-
30c, miR-100, miR-126, miR-134, miR-141, miR-183, miR-196b, miR-199a, miR-224, miR-
326, miR-422b und miR-520a) und eine hochregulierte microRNA (miR-191) identifiziert
[171]. Eine weitere Studie mit 9 Patienten fand eine herunterregulierte microRNA (miR-181c)
[172].

Ein Vorteil der hier durchgefiihrten Studie ist die im Gegensatz zu den genannten Arbeiten
hohere Fallzahl mit 45 Patienten, davon 26 Respondern und 19 Non-Respondern. Es
konnten einige Kandidaten-microRNAs gefunden werden, von denen sich die miR-1, miR-
142-5p und miR-365a-3p als differentiell exprimierte microRNAs bestétigten, deren
Assoziationen mit dem Therapieerfolg bzw. -misserfolg bisher noch nicht beschrieben
wurden. Alle entdeckten microRNAs haben bekannte Einflisse auf Tumorgenese und -

progression in verschiedenen Krebsarten, wie im Folgenden beschrieben wird.
miR-1

Die miR-1 ist eine 22-nt lange microRNA, die in diversen Studien als muskelspezifische
sogenannte myomiR charakterisiert wurde, welche hauptséchlich in Herz- und
Skelettmuskulatur exprimiert wird [173,174]. Eine wichtige Funktion besteht in der Steuerung
der Entwicklung des Herzens, wobei eine Dysregulation in dieser Phase zu schweren
Entwicklungsfehlern fihrt [175,176]. Untergang von Herzmuskelgewebe im Rahmen eines
Myokardinfarktes, Herzrhythmusstérungen und Herzinsuffizienz sind assoziierte Krankheiten,

die zu vermehrter Freisetzung von miR-1 fithren [177-181].

Fir eine Vielzahl von Krebsarten ist eine aberrante Regulation beschrieben worden, in der
Mehrheit der Falle fand sich die miR-1 im Sinne einer tumorsuppressiven microRNA in

entarteten Zellen herunterreguliert (Tab. 10).

Ektope Expression von miR-1 inhibiert Zellwachstum und Invasion von Krebszellen, induziert
Apoptose und kann einen Arrest des Zellzyklus herbeifihren [182-196]. In vivo wurde die
tumorsuppressive Wirkung fir Lungenkrebs und Rhabdomyosarkom in xenotransplantierten

Mausen nachgewiesen [184,185].

Eine Ausnahme bilden maligne, hdmatologische Erkrankungen. Analog zu den Ergebnissen

unserer Studie wurde in akute myeloide Leukamie (AML)-Zelllinien eine Uberexpression von

miR-1 als Hinweis auf eine onkogene Forderung der Zellproliferation gefunden [197]. Im
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Gegensatz zu der Ublicherweise verminderten Expression von miR-1 wurde in einer weiteren

Studie eine spezifische Uberexpression in Multiples-Myelom-Zellen festgestellt [198].

MiR-1 zirkuliert nach Herzinfarkt vermehrt im Blut, da sie hauptsachlich durch Myozyten
freigesetzt wird [177-179], die Serumkonzentration kann aber zum Beispiel auch beim
hepatozellularen Karzinom gesteigert sein [199]. Eine Arbeit fand einen Zusammenhang
zwischen niedriger Konzentration von miR-1 im Serum und schlechter Prognose beim
nichtkleinzelligem Bronchialkarzinom [200]. In Kombination mit weiteren Serum-microRNAs
(miR-20a, miR-27a, miR-34 and miR-423) konnten Magenkarzinome/-adenome besser
detektiert werden als durch konventionelle Marker wie CEA und CA19-9 [201].

miR-142-5p

Die miR-142-5p ist eine 21-nt lange microRNA, die spezifisch in Zellen der
hamatopoietischen Zelllinien [128,168], in geringerer Konzentration auch in anderen Zellen
[202] zu finden ist. Sie ist unter anderem an der Differenzierung von hamatopoietischen
Stammzellen [203], Regulation der Apoptose [204] und Entwicklung und Funktion von
Immunzellen [205] beteiligt. Aul3erdem hat die miR-142-5p eine regulatorische Funktion auf
den Zellzyklus [206].

Sie ist mit verschiedenen Krankheiten assoziiert, dazu zahlen Systemischer Lupus
erythematodes [205], Chronisches Mudigkeitssyndrom/myalgische Enzephalomyelitis [207]
und Diabetes mellitus Typen 1,2 und 4 [208]. Zirkulierende microRNA im Serum kann als

Biomarker fur Interstitielle Fibrose verwendet werden [209].

Auch in zahlreichen Krebsarten wurde eine aberrante Expression nachgewiesen, zum
Beispiel in Lungenkrebs [210-212], Nierenkrebs [213], Plattenepithelkarzinomen [214],
kolorektalem Karzinom [215] und im MALT-Lymphom [216] (Tab. 10). Als prognostischer
Marker ist sie zur Vorhersage von Gemcitabinresistenz bei Pankreaskarzinom [217],
Prognose des malignen Melanoms [218] und von Rezidiven nach Magenkrebs [219]
geeignet.

miR-365a-3p

Die microRNA-365a-3p (miR-365a-3p) ist eine 22-nt lange microRNA, welche
Zellproliferation, Apoptose und Differenzierung in verschiedenen Krebszelllinien [220,221],
Keratinozyten [222], Chondrozyten [223] und Endothelzellen [224] reguliert. Im Mausmodell
wurde ein Beitrag zur Differenzierung von Osteoklasten beobachtet [225]. Die Bildung von

Neointima wird ebenfalls durch die microRNA moduliert [226]. Einige Arbeiten schlagen eine
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Beteiligung der miR-365a-3p an der Differenzierung und Funktion von braunem Fettgewebe
vor, es liegen allerdings auch widersprichliche Ergebnisse vor [227,228]. MiR-365a-3p
wurde als negativer Regulator von IL-6 im NF-kB-Signalweg identifiziert [229]. Assoziierte
Krankheiten wie Amyotrophe Lateralsklerose konnen deshalb eine inflammatorische

Komponente aufweisen [230].

MiR-365a-3p partizipiert bekannterweise in der Entwicklung von Magenkrebs [231],
Plattenepithelkarzinomen [222,232], Lungenkrebs [221,233], Kolonkarzinom [220,234],
hepatozellularem Karzinom [235], Brustkrebs [236-238] und Pankreaskarzinom [239] (Tab.
10).

4.2. Verwendung als Biomarker
Zahlreiche Studien versuchten, microRNAs zu identifizieren, die sich als Biomarker fir

Krankheiten und insbesondere fur Krebs eignen. Beispielsweise ist es mithilfe der miR-1
moglich, Herzinfarkte zu identifizieren [177,179] oder bestimmte Krebsarten zu detektieren
[201]. Weitere microRNAs koénnen dazu verwendet werden, Subtypen einer Krebsart zu
differenzieren [162,163], Aussagen Uber die Prognose der Patienten zu treffen [164,166,218]
oder das Risiko des Auftretens von Rezidiven abzuschéatzen [219]. Schlie3lich kann das

Ansprechen auf die jeweilige Therapie evaluiert werden [163,217].

Diese Studie sollte microRNAs identifizieren, die zur Vorhersage des Ansprechens auf eine
Imatinibtherapie von CML-Patienten dienen kdnnten. Die bereits erwéhnte Studie von San
José-Eneriz et al. konnte durch Messung der Expression von 19 microRNAs ihr kleineres
Patientenkollektiv eindeutig in Responder und Non-Responder trennen [171], allerdings
befindet sich darunter keine der durch die vorliegende Studie identifizierten microRNAs. Die
Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass mit allen drei diskutierten microRNAs eine
Unterscheidung zwischen Respondern und Non-Respondern im untersuchten
Patientenkollektiv moglich ist, die hdchste Trennscharfe erhalt man dabei, wenn die
Expressionsdaten der microRNAs zusammengefasst werden. In diesem Fall kann bei
optimal gewahltem Cut-Off-Wert eine Sensitivitdt des diagnostischen Tests von 73% und
eine Spezifitat von 84% erreicht werden. Hier besteht Potenzial, in weiteren Studien eine
Verifizierung dieser microRNAs als potenzielle Biomarker mit grof3eren Patientenzahlen

anzustreben.
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Tabelle 10: Ubersicht iiber veranderte microRNA-Expression bei verschiedenen Krebsarten. Der
aufwarts gerichtete Pfeil (1) signalisiert eine vermehrte, der abwarts gerichtete (|) eine verminderte
Expression in Tumorzellen verglichen mit gesundem Gewebe.

Krebsentitat

CML, eigene Studie
AML

CLL
MALT-Lymphom

Multiples Myelom

Blasenkarzinom
Hepatozellulares Karzinom
Hypopharynx-Karzinom
Kolorektales Karzinom
Lungenkarzinom
Magenkarzinom

Mammakarzinom

Maxillarsinusplattenepithelkarzinom

Nierenzellkarzinom
Osophaguskarzinom

Pankreaskarzinom

Plattenepithelkarzinom (Haut)

Plattenepithelkarzinom (Kopf/Hals)

Prostatakarzinom

Schilddriisenkarzinom

Osteosarkom
Rhabdomyosarkom

Retinoblastom

miR-1 miR-142-5p

Nicht-solide Tumoren

T b

1 [197]
1 [240]
1 [216]

1 [198]

Karzinome

1 [193,241]

1 [182]

1 [242]

| [195,243-246]
| [185,247] | [210-212]

| [186]
1 [194] 1 [213]
| [248]

| [187] | [214]
1 [192,249]
1 [189,191]
Sarkome/Blastome

1 [250]
| [183,184]

1 [251]
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miR-365a-3p

1 [235]

| [220,234]
| [221,233]
1 [231]

| [236-238]

1 [239]
1 [222,232]



4.3. Signaltransduktionsweg-Analyse
Zudem war von Interesse, wie die microRNAs in der Resistenzentwicklung involviert sein

kénnten. Dazu wurden durch eine in-silico-Analyse mogliche Zielgene ermittelt und deren
Beteiligung an zellularen Prozessen und Stoffwechselvorgéngen untersucht. Auffallig ist
zunachst, dass der Anteil der an der Transkriptionsregulation und Genexpression beteiligten
Gene gegenuber der Gesamtheit des Genoms deutlich Uberreprésentiert ist (Abb. 6-8). Es ist
leicht nachvollziehbar, dass eine Dysregulation derart wichtiger zellularer Prozesse fatale
Folgen nach sich ziehen und insbesondere eine Krebsentstehung beglnstigen kann. Weitere
funktionelle  Cluster finden sich insbesondere fiir lonenbindung, aber auch
Proteinkinaseaktivitat und Phosphatmetabolismus als Ausdruck einer Beteiligung an
intrazellularen Signalwegen tauchen in der Auswertung auf. Die im Anschluss durchgefiihrte
Untersuchung einer Beteiligung der Zielgene an zellularen Prozessen und
Signaltransduktionswegen offenbarte, dass die Gene auler an BCR-ABL noch an
zahlreichen weiteren Krebs- und Signaltransduktionswegen beteiligt sind (Abb. 9, 10). Diese
Ergebnisse sind kongruent zu den eingangs erwahnten zahlreichen Studien, die microRNAs

mit verschiedenen Krebsarten assoziierten.

Die Signaltransduktion Uber mitogen-activated protein kinases (MAPK) oder den
PI13/Akt/mTor-Weg wird normalerweise durch vorgeschaltete Kinasen eingeleitet, zu denen
auch die ABL1/BCR-ABL-Tyrosinkinase gehort. Zahlreiche Studien fanden als Ursache von
Imatinib-Resistenzen eine Dysregulation der MAPK- [252-255] und PI3/Akt/mTor- [78,256-
262] Signaltransduktionswege, wodurch das Zelliberleben unabhangig vom BCR-ABL-
Proliferationsreiz wurde. Weitere der potenziell von den untersuchten microRNAs regulierten
Signalwege umfassen den TGF-B- [263-265], den Wnt- [266-273] und Insulin-Signalweg
[274-276]. Fir den ErbB-Signalweg wurde bisher ein Beitrag zur Resistenzentwicklung
gegenuber Imatinib in BCR-ABL-positiver ALL nachgewiesen [277]. Neben diesen fanden
sich auch Gene des Zellzyklus unter den Zielen der microRNAs, wobei insbesondere die

miR-142-5p als Regulator des Zellzyklus bekannt ist [212].

Die mogliche Dysregulation der beteiligten Gene durch microRNAs und das onkogene
Potenzial der hierdurch bedingten Veranderungen stellt einen interessanten Anhaltspunkt fiir
weitere Forschung dar, allerdings lasst sich durch die bisher erhobenen Ergebnisse weder
eine Aussage darlber treffen, ob die microRNAs einen biologisch relevanten Einfluss auf die
beschriebenen Proteine ausiiben, noch, ob sie die kausale Ursache einer moglichen
Dysregulation sind oder sich die Expression der microRNAs reaktiv durch onkogene
Prozesse veréandert hat. So wird als eine Erklarung der Inaktivierung sowohl der miR-1 als

auch der miR-142-5p eine tUbermalige DNA-Methylierung herangezogen, zum Beispiel im
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hepatozellularen Karzinom und im kolorektalen Adenom beziehungsweise Adenokarzinom
[182,195,202]. In Lungenkrebszellen konnte die Suppression der miR-1 durch
Hypoacetylierung nukleosomaler Histone bedingt sein [185]. Verdnderte Expression von
Histondeacetylasen und -acetyltransferasen mit der Folge aberranter Proteinacetylierung
wurde in CML-Zellen als Ausweichmechanismus gegeniber Imatinib-bedingtem Zelltod
beschrieben [81]. Insofern ware es mdglich, dass die epigenetische Modifikation der

microRNA-Expression eine Folge der Veranderungen resistent gewordener Tumorzellen ist.

Weitere in der Einleitung dargelegte und im Verlauf untersuchte Resistenzmechanismen
umfassen die veranderte Expression von Enzymen des Cytochrom-P450-Systems sowie von
Transportproteinen. Tatsachlich finden sich unter den Zielgenen der Kandidaten-microRNAs
einige Cytochrome (CYP24Al1, CYP26Al1, CYP1B1, CYP26B1, CYP27C1, CYP2Ul),
allerdings sind die fir die Verstoffwechselung von Imatinib beschriebenen Schlisselenzyme
CYP2C8, CYP3A4 und CYP3AS5 nicht darunter [53]. Die Suche nach Transportern der ABC-
Familie ergab drei Treffer, ABCAl, ABCB7 und ABCGA4. Eine Literaturrecherche ergab
allerdings keine Hinweise auf Beteiligung dieser Transporter an Imatinibtransport oder
Resistenzentwicklung. Der Schluss liegt daher nahe, dass ein Einfluss der microRNAs auf
Metabolisierungs- und Transportprozesse bestenfalls marginal ist, im Gegensatz zur
Regulierung von Signaltransduktionsvorgangen, welche in der Liste der Zielgene deutlich

Uberreprasentiert auftauchen.

4.4. Genexpressionsstudie
MicroRNAs spielen in der Expressionsregulation von Transportproteinen durchaus eine

Rolle. Besonders gut untersucht sind die Proteine P-Glykoprotein und ABCG2. Die P-
Glykoproteinexpression wird beispielsweise durch miR-27a und miR-331-5p in K562-Zellen
herunterreguliert [278]. MiR-212 und miR-328 sind invers mit der ABCG2-mRNA und -
proteinexpression korreliert [279]. Trotzdessen konnte, wie oben beschrieben, kein
Zusammenhang zwischen den identifizierten Kandidaten-microRNAs und genannten

Transportern hergestellt werden.

Zur Frage des Einflusses von Transportern auf die Imatinibverfiigbarkeit als weiteren
maoglichen Resistenzmechanismus wurden drei gut untersuchte Multidrug-Transporter
(ABCB1/P-Glykoprotein, ABCG2/BCRP und SLC22A1/hOCT1) gewahlt. Imatinib ist ein
bekanntes Substrat der beiden ABC-Transporter [59-62] und wurde als solches auch fir
hOCT1 vorgeschlagen [280]. Mehrere Arbeiten legten einen Zusammenhang zwischen

Ansprechen von Imatinib und der Expression und Polymorphismen von ABC-Transportern
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und hOCT1 nahe [281-288]. Die neueste Studienlage zeigt jedoch, dass Imatinib unabhéngig
von hOCTL1 auf bisher ungeklarte Weise in die Zielzelle gelangt [289]. In einem Versuch
wurde die mRNA-Expression fir die Transporter hOCT1, ABCB1 und ABCG2 bestimmt und
zwischen Respondern und Non-Respondern verglichen. Hierbei konnten jedoch keine
signifikanten Unterschiede der Genexpression beider Gruppen festgestellt werden (Abb. 10).
Dysregulierte Transportvorgange scheinen daher als Ursache einer primdren Resistenz

keinen oder nur geringen Einfluss zu haben.

Mit einer zweiten, kleineren Kohorte wurde die Genexpression von neun Patientenproben
von sowohl Respondern als auch Non-Respondern zum Zeitpunkt der Diagnosestellung mit
Folgeproben nach Imatinibbehandlung verglichen. Hierbei zeigte sich fur hOCT1 und P-
Glykoprotein eine signifikante Steigerung der Expression, nicht jedoch fir ABCG2.
Inshesondere die Erhdéhung der P-Glykoproteinexpression ist plausibel, da einerseits durch
Imatinib eine Induktion der Expression bewirkt werden kdnnte, um die zellulare Detoxifikation
zu beschleunigen und andererseits auch Zellen mit héherer Expression durch verminderte
intrazellulare Imatinibkonzentration einen Uberlebensvorteil gewinnen und auf diese Weise

selektiert werden kdnnten.

Eine Studie von Etienne et al. konnte eine Verknlpfung des Ansprechens auf Imatinib mit
der Expression der a-Defensine 1-3 und 4 herstellen [154]. Alpha-Defensine sind
antimikrobielle Peptide mit vielfaltigen Funktionen in der angeborenen und adaptativen
Immunitat. lhre Eigenschaften umfassen Bakteriolyse, Antiviralitdt, Antitoxizitat und
Immunmodulation. Sie sind in verschiedenen Erkrankungen dysreguliert, unter anderem in
autoimmun bedingten wie Morbus Crohn [290] und Colitis ulcerosa [291] sowie in
Krebserkrankungen wie im kolorektalen Karzinom [292,293] oder Urothelkarzinom [294]. Das
Tumorwachstum konnen sie dabei auf zweierlei Weise beeinflussen. In geringer
Konzentration foérdern sie Tumorproliferation, -motilitit und -invasivitét, in hoherer
Konzentration sind sie in der Lage, immunkompetente Zellen zu rekrutieren und die
Tumorprogression durch Hemmung der Angiogenese [295,296] und direkte
Tumorzellschadigung [297-299] zu verlangsamen. Ein Vergleich der Genexpression in
verschiedenen Phasen der CML und gesunden Proben zeigte Uberraschend, dass
Antipathogene, unter anderem Defensine, in CML-Zellen reduziert exprimiert wurden [300],
obwohl in anderen Krebserkrankungen eine erhdhte Expression gefunden wurde [292-294].
Im Vergleich zwischen Respondern und Non-Respondern auf Interferon-a-Therapie war die
DEFA4-Expression in Non-Respondern erhoht [301]. In einem Versuch, die Ergebnisse
dieser Studien zu reproduzieren, gelang es jedoch nicht, einen Unterschied der

Defensinexpression von Respondern und Non-Respondern vor Beginn der Imatinibtherapie

44



nachzuweisen. Im Gegensatz zu den Ergebnissen der zuvor erwéhnten Studie nahm
allerdings die Expression der untersuchten Defensine durch die Imatinibtherapie
hochsignifikant ab. Zuvor wurde dargelegt, dass die Expression von Defensinen in malignen
Zellen am ehesten reduziert ist, sodass ein Rickgang der Expression unter Therapie
mutmaflich durch einen anderen Effekt ausgeldst wird. Ein Erkldarungsansatz sieht einen
Ruckgang von Defensin-produzierenden Immunzellen vor, welche die Tumorzellen begleiten

und bei deren Rickgang ebenfalls weniger rekrutiert werden.

4.5. Limitationen dieser Studie
Bei der Interpretation der oben dargelegten Ergebnisse gilt es, zwei wesentliche

Limitierungen dieser Studie zu beachten. Zunachst basieren die Resultate des Hauptteils der
Studie mit insgesamt 45 eingeschlossenen Patienten auf einer nur geringen Probenanzahl,
weitere Untersuchungen wie die Bestimmung des Einflusses der Imatinibtherapie auf die
Genexpression wurden sogar an noch weniger Proben durchgefihrt. Hierdurch ergibt sich

eine eingeschrankte ,Power” bei der Aufdeckung von Gruppenunterschieden.

Zudem ist das Probenmaterial nicht homogen, sondern besteht sowohl aus Blut- als auch
aus Knochenmarksproben. Es ist davon auszugehen, dass sich die Zellzusammensetzung
insbesondere beziglich Reifegrad und Blastenanteil unterscheiden. Von einer
Differenzierung der Proben zum Beispiel mittels FACS-Analyse wurde im Rahmen dieser
Studie abgesehen, sodass die Resultate mit entsprechend groRer Zuriickhaltung betrachtet
werden miuissen. Ein Versuch, die unterschiedliche Zusammensetzung der Proben zu
bertcksichtigen, wurde im Rahmen dieser Arbeit durch Vergleiche der Untergruppen, sortiert
nach Probenherkunft, unternommen. Hierdurch sinkt die Probenanzahl naturgemalfd weiter,

sodass die Aussagekraft der Ergebnisse stark eingeschrankt wird.

Die Arbeit kann daher als explorative Untersuchung zur ldentifizierung von Unterschieden
zwischen Respondern und Non-Respondern einer klinischen Stichprobe interpretiert werden,
fir eine statistisch verlassliche Verifizierung der hier erhobenen Ergebnisse ist jedoch

letztendlich die Untersuchung einer grof3eren Stichprobe nétig.

4.6. Ausblick

Die Identifizierung von molekularen Biomarkern hat zum besseren Verstdndnis von
Subentitaten von malignen Erkrankungen beigetragen. Zunehmend gelingt es hierdurch, das

Therapieansprechen auf gezielte Therapieregime besser vorherzusagen und den Verlauf zu
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begleiten. Die Ergebnisse dieser Arbeit tragen dazu bei, neue Zielgene zu identifizieren, die
mit dem Ansprechen von CML-Patienten auf eine Imatinib-Therapie korreliert sein kénnten,
ohne dass die Patienten bereits gegenuber diesem Tyrosinkinaseinhibitor exponiert waren.
Untersuchungen an groRBeren Patientenkohorten und selektierten Leukozytenfraktionen
kénnten dazu beitragen, die hier erstmals identifizierten microRNAs zu bestatigen und
Mechanismen der Therapieresistenz von BCR/ABL-Inhibitoren auf pharmakodynamischer

wie auch pharmakokinetischer Ebene weiter zu untersuchen.
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5. Zusammenfassung

Die Therapie der chronisch myeloischen Leukamie wurde durch die Entwicklung der
Tyrosinkinaseinhibitoren revolutioniert. Bedauerlicherweise sprechen 20-30 % der Patienten
nicht im gewiinschten Ausmalf auf eine Therapie mit Imatinib an (sog. Non-Responder). Eine
putative Rolle bei der Resistenzentstehung spielen microRNAs (nicht-kodierende RNAs mit
einer Lange von ca. 22 Nukleotiden), welche an der Regulation wichtiger zellularer Prozesse
beteiligt sind und eine bedeutende Rolle bei der Entstehung von Krankheiten einschlief3lich
Krebserkrankungen spielen. Uber eine microRNA-vermittelte Dysregulation der
Genexpression kdnnte eine Resistenzentwicklung begtnstigt werden. Ziel der vorliegenden
Dissertation war daher einerseits die ldentifizierung von microRNAs, welche in Respondern
und Non-Respondern differentiell exprimiert werden und deren Bestimmung eine Vorhersage
des zukinftigen Therapieansprechens ermdéglicht. Zudem sollten potenzielle Zielgene und
Mechanismen diskutiert werden, tUber welche microRNAs an einer Resistenzentwicklung
beteiligt sein kénnten. Andererseits wurde die Expression ausgewahlter Gene zwischen
Respondern und Non-Respondern verglichen und der Einfluss einer Imatinibtherapie auf die

Genexpression untersucht.

Aus Blut- oder Knochenmarksproben von 45 Patienten wurde RNA isoliert und revers in
cDNA transkribiert. Im Anschluss wurde ein auf quantitativer real-time PCR basierendes
microRNA-Array durchgefiihrt, um die Expression von 377 microRNAs zu bestimmen. Neun
differentiell exprimierte microRNAs wurden ausgewahlt und einer Validierung mittels
Individualassays unterzogen, dabei wurde ein signifikanter Unterschied fir drei microRNAs
bestétigt (miR-1, miR-142-5p, miR-365a-3p). Durch eine ROC-Analyse wurde fir einen
diagnostischen Test, der die Expressionsprofile dieser microRNAs nutzt, zur Vorhersage des
Therapieansprechens eine Sensitivitat von 73% und Spezifitdét von 84% ermittelt. Eine in-
silico-Target Prediction und Analyse der Zielgene offenbarte, dass vor allem an
Genexpression und Transkription beteiligte Gene (berreprasentiert sind. 126 der
vorhergesagten Gene finden sich in onkogenen Signaltransduktionswegen, 37 davon sind
direkt im CML-Signaltransduktionsweg involviert. Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde mittels
real-time PCR die Genexpression von drei Transportergenen (ABCB1, ABCG2, SLC-22A1)
und zwei a-Defensinen (DEFA1-3, DEFA4) in Respondern und Non-Respondern untersucht,
jedoch konnten keine signifikanten Expressionsunterschiede zwischen den Gruppen
nachgewiesen werden. Allerdings wurde gezeigt, dass nach Beginn einer Imatinibtherapie
die Transporter hOCT1 und p-Glykoprotein vermehrt exprimiert wurden und die Expression
der antipathogenen Defensine im Gegensatz hierzu sank. Hypothetisch werden die Zellen

mit hoher p-Glykoproteinexpression aufgrund einer durch beschleunigte Detoxifikation
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reduzierten Sensitivitdt fur Imatinib selektiert, wahrend der Abfall der Defensinexpression
mutmaflich auf einer verminderten Rekrutierung von Immunzellen als Folge eines

Ruckgangs der Tumorzellen zuriickzufiihren ist.

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass signifikante Unterschiede zwischen den
microRNA-Expressionsprofilen von Imatinib-Respondern und -Non-Respondern vorliegen.
Eine Verwendung der gefundenen microRNAs als Biomarker zur Pradiktion des
Therapieansprechens ist prinzipiell vorstellbar, hierdurch kdénnte bereits zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung eine individuell zugeschnittene Therapie mit der Folge einer Zeit- und
Kostenersparnis angeboten werden. Die an 45 Patienten erhobenen Daten sollten vor
klinischem Einsatz jedoch zunachst an einem grof3eren Patientenkollektiv validiert werden.
Eine aberrante Expression von microRNAs, einschlie3lich der in dieser Studie identifizierten,
wurde bereits in einer Vielzahl von Krebsentitdten beschrieben. Viele der Zielgene dieser
microRNAs sind an onkogenen Signalwegen beteiligt und kénnten Uber deren Aktivierung
ein Zelliberleben unabhangig vom BCR-ABL-Signalweg sicherstellen und so zu einer
Imatinibresistenz fuhren. Die GroRenordnung dieses Einflusses ist bislang unbekannt und
stellt einen vielversprechenden Ansatzpunkt fir weitere Forschung dar. Hingegen fanden
sich unter den Zielgenen weder Imatinibtransporter noch am Imatinibstoffwechsel beteiligte
CYP-Enzyme. Auch die Genexpression der Transporter wies keine signifikanten
Unterschiede zwischen Respondern und Non-Respondern auf, sodass sich in dieser Studie

kein Anhalt fir eine Beteiligung dieser Gene an einer Resistenzentstehung ergibt.
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7. Anhang

7.1. Ethikvotum
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Chemnitzstr. 33
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Studienplan: Entnahme von Blut-, Knochenmark- eder Lymphknotenproben

von Patienten mit hdmatologischen Systemerkrankungen zur
Anlage einer Materialbank fiir wissenschaftliche Untersuchun-
gen

Ihr Schreiben

vom: 24.10.2003

Lieber Herr Kneba,

vielen Dank fur Ihr Schreiben zu dem obengenannten Projekt mit der Patienteninfor-

mation und Einverstandniserklarung zu der Anlage einer Materialbank flr wissen-

schaftliche Untersuchungen.
Nach Durchsicht der Unterlagen durch mich als Vorsitzenden der Ethik-Kommission

bestehen gegen das Vorhaben keine berufsethischen und berufsrechtlichen Bedenken.

Mit freundlichen kollegialen GriRen

Prof.Dr. med. Jurgen Schaub

Vorsitzender der Ethik-Kommission
der Medizinischen Fakultat der CAU zu Kiel

81



RUPRECHT - KARLS - UNIVERSITAT HEIDELBERG
MEDIZINISCHE ETHIK-KOMMISSION I

FAKULTAT FUR KLINISCHE MEDIZIN MANNHEIM

Die Ethik-Kommission der Fakuitat fir Klinische Medizin Mannhelm der Ruprecht-Karls-Universitit
Heidelberg hat im Umlaufverfahren, an dem die Professoren

Dr. med. Jens-Peter Striebel, apl. Professor filr Anaesthesiologie als Vorsitzender

Dr. med. Dr. h.c. Bjsm Lemmesr, Ordinarius fiir Pharmakologie und Toxikologic
Dr. jur, Reinhard MuBgnug, Ordinarius an der Juristischen Fakultat Heidelberg
Dr. rer. soc., Dipl-Psych. Eibe-Rudolf Rey, Leiter Klinische Psychologie

Dr. med. Peter Schmiedek, Ordinarius f(r Neurochirurgle und

Gemot Ziegler, Dekan I. R. der Evangelischen Landeskirche Baden

als Belisitzer toilgenommen haben, zu dem Antrag

»Entnahme von Blut- oder Knochenmarkproben von Patienten mit akuten und
chronischen Leukdmien, chronischen myeloproliferativen und
myelodysplastischen Erkrankungen zur Anlage "einer Materialbank fiir
wissenschaftliche Untersuchungen®

von PD Dr. Andreas Hochhaus, Ill. Med. Kiinik, Universititsklinikum Mannheim gGmbH, Eingang

06.11.00
Stellung genommen und folgenden BeschluB gefalit:

Votum fiir den Leiter der klinischen Priifung (L.KP)

Gegen das Vorhaben sind aus ethischer und berufsrechtlicher Sicht
kelne Bedenken zu erheben.

Fir dieses Votum gelten die nachfolgend formulierten Auflagen und Empfehlungen:

1. In der Patienteninformation ist der Begriff ,Knochenmarkaspiration® lalenverstandlich zu Gbersetzen.

2. Die Medizinische Ethik-Kommission Il regt an, zu iberlegen, ob der Patient/Patientin Gber die
erhaltenen genetischen Daten informiert werden soll oder muss und ob sich daraufl eventuell

Konsequenzen f(r den Patienten ergeben.

3. Der Ethik-Kommission sind Mitteilungen ober schwerwiegende oder unerwarlete unerwiinschte
Erelgnisse, die wahrend der Studie auftreten und die Sicherheit der Studientelinehmer, oder die
Durchfilhrung der Studie beeintrachtigen kénnten (§ 40, Abs. 1, Satz 4 AMG) nur in Verbindung mit
einer gaf. biometrisch begrindeten Stellungnahme des Leiters der klinischen Prifung zu iibersenden
und mit dem Hinweis zu versehen, ob aus seiner Sicht die Nutzen/Risiko-Relation des Vorhabens

verandert worden ist,
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4. Ethisch relevante Anderungen im Prifplan und in der Phase der Umsetzung bitten wir der
Kommission mitzuteilen; gesinderten Passagen sollten deutlich kenntlich gemacht werden,

5. Der Kommission ist die Beendigung des Vorhabens anzuzeigen.

6. Der Antragsteller hat sicherzustellen, daR die Akten und Unterlagen nach dem Abschlul des
Vorhabens in seinem derzeitigen Arbeitsbereich verwahrt und ordnungsgemat verwaltet werden.

Dieser Beschlu® wurde einstimmig gefaiit.
Unabhanglg vom Beratungsergebnis der Ethik-Kommission mache ich darauf aufmerksam, daB die ethische und rechtiiche
Veranitwortung ir die Durchidhrung einer kilnlschen Prifung belm Laitar der Kinischen Prifung und auch bel glien an der Priifung
tallnahmenden Arzten llegL

Die Ethik-Kommission erwartet, daB lhw nach Abschlufl der Priifung chre Aufforderung eln kurzér, einseitiger Bericht Gbermittelt
wird, Er soll mitteilen, ob das Ziel der Studie erreicht wunde, ob ethische, arztliche oder rechtiiche Problama aufgetreten sind, und ob

das Ergabnls publiziart istiwird.

e E
Mannheim, den 15.12.2000 Prof. Dr. med. Jens-Peter Striebel

Medizinischa Ethlk-Kommission It der Universitat Heidelberg
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