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1  Einleitung

1.1 Chronisch myeloische Leukdmie
1.1.1. Krankheitsbild & Inzidenz
Die myeloproliferative Neoplasie chronisch myeloische Leukamie (CML), die 1845 zeitgleich
von Rudolf Virchow und John Hughes Bennett durch die Akkumulation der weiRen Blutzellen
beschrieben wurde, ist eine maligne onkologische Erkrankung des hamatopoetischen
Systems. Dabei kommt es zu einer Akkumulation reifer, wahrend der Progression auch
undifferenzierter neutrophiler Granulozyten, einer Leukozytose mit Linksverschiebung,
Basophilie und Splenomegalie. CML entwickelt sich in einem dreistufen Prozess, von einer
mehrjahrigen chronischen Phase mit anschlieBender mehrmonatiger akzelerierter Phase und
finaler Blastenkrise, die haufig innerhalb von wenigen Wochen tddlich endet [1, 2]. Die
chronische Phase zeichnet sich zunachst durch Anamie, Gewichtsverlust, Fieber und
Nachtschweil} aus, wobei ca. 50 % der Patienten asymptomatisch bleiben [3]. Im Laufe der
Progression in der akzelerierten Phase treten durch die Splenomegalie bedingte Schmerzen
im linken Oberbauch auf. Es kommt zudem zu einer verstarkten Leukozytose und
Akkumulation unreifer Blutzellen. In der letzten Phase, der Blastenkrise, ahnelt das
Krankheitsbild dem einer akuten Leukdamie mit >30 % unreifer Blasten im Blut und
Knochenmark und dadurch bedingter Hemmung der physiologischen Hamatopoese,

Infektanfalligkeit, Andamie und Blutungen [4].

Insgesamt handelt es sich bei der CML mit einer Inzidenz von 1:100.000 Einwohner in Europa
um eine seltene Neoplasie, die jedoch ca. 25 % aller Leukdmien ausmacht [5]. Dabei tritt die

CML hauptsachlich bei Erwachsenen im Alter zwischen 50 und 60 Jahren auf [6].

1.1.2. Pathogenese

Im Gegensatz zu vielen anderen Neoplasien mit heterogenen Mutationsmustern und
Aberrationen handelt es sich bei der CML um eine homogene Erkrankung, die durch die
reziproke Translokation t(9;22)(g34;q11) entsteht. Dabei wird ein Teil des g-Arms des
Chromosom 9 auf Chromosom 22 tbertragen [7], wodurch das sogenannte Philadelphia-
Chromosom, das aberrante Chromosom 22, entsteht, welches nach dem Ort der Entdeckung
durch Nowell & Hungerford 1960 benannt ist [8]. Dieses Philadelphia-Chromosom kann bei

ca. 95 % aller CML-Falle nachgewiesen werden und ist daher charakteristisch mit der CML
1
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assoziiert. Durch die Translokation entsteht auf dem Philadelphia-Chromosom ein

Fusionsgen aus den Genen BCR und ABL (eigentlich ABL1, im Folgenden ABL genannt).

Bei BCR handelt es sich um das breakpoint cluster region-Gen, einer Bruchpunkt-reichen
Region auf Chromosom 22, dessen physiologische Funktion weitgehend unklar ist. Bei ABL,
kurz fur das 230 kb-groRRe Gen der Abelson-Kinase, physiologisch auf Chromosom 9 kodiert,
handelt es sich um eine zytosolische Tyrosinkinase, die eine groRe Relevanz in der Regulation
von Wachstum und Mitose hat. Durch die Fusion von BCR und ABL auf dem Philadelphia-

Chromosom entsteht das BCR/ABL-Fusionsprotein (Abb. 1).

Chromosom 9 Chromosom
9g+
Chromosom 22 Philadelphia-
Chromosom
(229-)

>

BCR-Gen ‘

; \ ABL-Gen BCR/ABL-Gen
.

dEE i

Expression des
BCR/ABL-Fusionsproteins
mit Tyrosinkinaseaktivitat

Abbildung 1: Translokation t(9;22)(q34;q11) zur Entstehung des Philadelphia-Chromosom und des BCR/ABL-
Fusionsgens in der CML. Der g-Arm des Chromosom 9 mit dem dort kodierten ABL-Gen wird auf das
Chromosom 22 mit kodiertem BCR-Gen transloziert, wodurch das Philadelphia-Chromosom mit fehlendem g-
Arm (22g-) sowie das Chromosom 9g+ entstehen. Das so entstandene BCR/ABL-Fusionsgen auf dem
Philadelphia-Chromosom kodiert fir die BCR/ABL-Tyrosinkinase. Modifiziert nach (Mughal, 2003).

Da BCR unter der transkriptionellen Kontrolle eines starken Promotors steht, fihrt die
Translokation von ABL an das BCR-Gen auf Chromosom 22 zur konstitutiven Expression des
BCR/ABL-Fusionsproteins. Physiologisch ist die Expression von ABL streng reguliert, ein
Zustand, der in der CML entartet. Die konstitutive Expression und Aktivierung von BCR/ABL

flihrt zur malignen Transformation der Zellen.
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1.1.3 Aufbau und Funktion von BCR /ABL

Das BCR/ABL-Fusionsprotein setzt sich aus dem BCR-Protein und der Tyrosinkinase ABL
zusammen. Bei BCR handelt es sich um ein Phosphoprotein, welches N-terminal die Aktivitat
einer Serin/Threonin-Kinase, sowie C-terminal die Domane eines GTPase-activating proteins
for p21", eines Guanosinnukleotidaustauschfaktors fiir p21, besitzt [10, 11]. Daneben sind

noch weitere Domanen zur Bindung von Adaptorproteinen vorhanden (siehe unten).

Die Tyrosinkinase ABL besteht aus 2 Bereichen, dem N-terminalen N-lobe und dem groReren
C-terminalen C-lobe, die durch eine hinge-Region miteinander verbunden sind. Der N-lobe
besteht aus einem B-Faltblatt und einer a-Helix (Helix aC) , sowie SRC homology (SH2 und
SH3)-Domanen, die die Tyrosinkinaseaktivitdt regulieren [12]. Die beiden Strange des B-
Faltblatts im N-lobe sind durch einen Glycin-reichen P-loop verbunden, der zur Bindung des
ATP Dbeitragt. Im C-lobe befindet sich das katalytische Zentrum an dem die
Phosphatiibertragung an Zielproteine stattfindet. Ebenso ist hier der activation loop mit
konserviertem DFG-Motiv (Aspartat, Phenylalanin, Glycin 381-383) lokalisiert, der der

Aktivierung der Kinase dient [12].

Am C-Terminus befinden sich Domadnen zur Bindung von Adaptorproteinen, zur DNA-
Bindung und zur Verankerung mit dem Aktin-Zytoskelett. Daneben sind hier die
Kernlokalisationssequenzen fiir den Import und Export kodiert, welche die Lokalisation von
ABL je nach Stimulus bedingen [13]. Physiologisch shuttelt ABL zwischen Nukleus und

Zytoplasma. Das BCR/ABL-Fusionsprotein verbleibt ausschlielich im Zytoplasma [14].

Zu den von BCR/ABL liber die Phosphorylierung von Zielproteinen regulierten Signalwegen
gehoren der Ras-MAP-Kinaseweg, der JAK/STAT-Signalweg sowie Signale tiber PI3K/AKT und
BCL-X.. Damit wird die zelluldre Proliferation, die Differenzierung, die Transkription sowie die
Apoptose der Zellen reguliert [15]. Daneben wird auch der Zell-Zell-Kontakt und die

Interaktion mit der extrazellularen Matrix Uber die BCR/ABL-Kinase beeinflusst [16].
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Abbildung 2: BCR/ABL-abhingige Signalwege. Nach Dimerisierung der BCR/ABL-Kinase, vermittelt durch
die Coiled-coil-Domanen des BCR, kommt es zur Dimerisierung und Transaktivierung der Kinase durch
Auto- und Transphosphorylierung. Im Folgenden werden Adaptorprotein, wie GRB2, SOS und GAB2,
rekrutiert. Diese tragen zur Aktivierung des JAK/STAT-Signalwegs und des Ras-MAP-Signalwegs, und damit
zur Regulation der Proliferation, des Uberlebens und der Differenzierung bei. Daneben wird iiber CBL, CRK
und CRKL der PI3K-AKT-Signalweg aktiviert, was hauptsachlich zur Hemmung der Apoptose (liber die BCL-2-
Familie fahrt. Daneben wird tber FAK, CAS und Paxillin die Adhdrenz der Zellen sowie die Motilitat
reguliert. AKT: Proteinkinase B; BCL-2: B-cell ymphoma 2; CAS: p130 CRK-associated substrate; CRKL: CRK-
like protein; FAK: focal adhesion kinase; GAB2: GRB2-associated binding protein; GRB2: growth factor
receptor-bound protein 2; JAK: Janus kinase; MEK: MAP-mitogen-activated protein kinase kinase; P13K:
Phosphoinositid-3-Kinase; RAF: rapidly accelerated fibrosarcoma; SOS: son of sevenless;, STAT: signal
transducer and activator of transcription. Modifiziert nach (CCR Molecular Pathways, American Association
for Cancer Research, 2011; Weisberg et al., 2007).

Nach Dimerisierung von BCR/ABL an der N-terminalen coiled-coil-Domane von BCR erfolgt
die Autophosphorylierung der Kinase [17]. Durch die Bindung des growth factor receptor-
bound protein 2 (GRB2) an Tyrosin 177 am N-Terminus von BCR wird unter anderem der Ras-

MAP-Kinaseweg aktiviert [18, 19]. Dazu wird durch die Rekrutierung des

Guanosinaustauschfaktors son of sevenless (SOS) durch Interaktion der SH3-Doméne, den
damit verbundenen Austausch von Guanosindiphosphat (GDP) zu Guanosintriphosphat
(GTP) und Bindung des GRB2-associated binding protein (GAB2) sowie Aktivierung von Ras,

letztendlich die Phosphorylierungskette der mitogen-activated protein (MAP)-Kinasen
4
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stimuliert (Abb. 2) [20]. Der Komplex aus GRB2, GAB2 und SOS kann des Weiteren den PI3K-
AKT-Signalweg durch Phosphorylierung die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) und die
Proteinkinase B (AKT) ansteuern, was zur Hemmung des Transkriptionsrepressor forkhead O
(FOXO0) und damit zur gesteigerten Genexpression fiihrt [21]. AKT fordert weiterhin die
Proliferation iber Phosphorylierung von mTor (mammalian target of rapamycin) und hemmt
die Apoptose durch Phosphorylierung des pro-apoptotischen BAD (BCL-2 associated agonist
of cell death) und Freisetzung des anti-apoptotischen BCL-X, (B cell lymphoma extra large)
[14]. Der PI3K/AKT-Signalweg kann auBerdem uber die Protoonkogene CBL, CRK und CRKL
(CRK-like protein) aktiviert werden [22].

Darliber hinaus wird durch BCR/ABL der JAK/STAT-Signalweg aktiviert, welcher durch die
Phosphorylierung und Dimerisierung vor allem des signal transducer and activator of
transcription 5 (STATS5) zur verstarkten Aktivierung der Genexpression von z.B. BCL-X, zur
Antiapoptose oder Cyclin D1 zur Zellzyklusprogression von der G;-Phase zur S-Phase fuhrt
[23]. Auch das Protoonkogen MYC wird tiber BCR/ABL aktiviert, was ebenfalls zur verstarkten
Transkription und Proliferation fihrt [24]. AuRerdem fihrt BCR/ABL Uber die die Aktivierung
der focal adhesion kinase (FAK), CAS und Paxillin zu einer gesteigerten Motilitdt und
verminderten Adharenz der Zellen. Letztendlich fiihren alle diese Signalwege zum Verlust

der Regulation der Zellzykluskontrolle und zellularen Expansion.

1.2 Therapie der chronisch myeloischen Leukdmie

Bei der Therapie der CML ist das Uibergeordnete Ziel zundchst die Hemmung der
Proliferation der Tumorzellen im Blut. Um den Therapieerfolg zu quantifizieren, werden
verschiedene Remissionsebenen nach drei, sechs oder 12 Monaten Therapie angegeben.
Zunachst gilt es, die hamatologische Remission zu erreichen, eine Normalisierung der Anzahl
der Leukozyten sowie die Abwesenheit einer Splenomegalie [17]. Danach wird die Prdsenz
von Philadelphia-Chromosom-positiven (Ph*)-Zellen im Blut {ber die komplette
zytogenetische Remission (CCyR) und die molekulare Remission (major molecular response
(MMR)) Uber den Level an BCR/ABL-Fusionsgen quantifiziert und auf eine internationale
Skala bezogen [25]. Hierbei werden ein Wert von 0,1 % BCR/ABL-Transkript nach 12
Monaten Therapie sowie das Fehlen des Transkripts als komplette molekulare Remission

(CMR) bezeichnet. Therapieversagen wird klassifiziert als Ausbleiben der hamatologischen



Einleitung

Remission nach drei Monaten, bzw. Vorhandensein von Ph*-Zellen zu >95 % nach sechs
Monaten bzw. zu >35 % nach drei Monaten und Nichterreichen der MMR nach 18 Monaten
Therapie [17, 26]. Die Therapie der chronischen Phase bzw. der akzelerierten Phase der CML
unterscheidet sich von der der Blastenkrise, da, aufgrund der Ahnlichkeit der Blastenkrise
mit akuten Leukdmien, haufig zusatzlich klassische Chemotherapeutika wie z.B.

Anthrazykline oder das Alkaloid Vincristin eingesetzt werden [27].

Bis zum Beginn des 21. Jahrhunderts wurde die CML mit Strahlentherapie oder
Chemotherapeutika, wie z.B. Busulfan oder Hydroxyurea, mit nur maRigem Erfolg therapiert
[26]. In den 1980er Jahren wurde die allogene Stammzelltransplantantion eingesetzt, um die
CML-Zellen vollstandig zu deletieren, jedoch war dies mit hoher Sterblichkeit und limitierter
Anzahl an Spendern verbunden [28]. Zur gleichen Zeit begann der Einsatz von Interferon-a
und fiihrte zu gesteigertem Uberleben und zytogenetischer Remission bei ca. 33 % der
Patienten [29]. In Kombination mit Hydroxyurea konnte die Uberlebenswahrscheinlichkeit
der Patienten auf 57 % im 5 Jahre-Langzeitliiberleben gesteigert werden [30]. Beides stellte

jedoch keine zufriedenstellenden Therapieerfolge dar.

Da die zugrunde liegende Mutation der CML mit dem BCR/ABL-Fusionsgen seit den 70er
Jahren bekannt war [31], wurde mittels rational drug designs versucht einen Wirkstoff zu
generieren, der die BCR/ABL-Kinasedomane spezifisch hemmt. Dazu wurde das chemische
Grundgerust eines Proteinkinase C-Inhibitors chemisch modifiziert, so dass eine spezifische
Hemmung der BCR/ABL-Kinase ermoglicht wurde [32]. Dieser small molecule inhibitor
Imatinib fuhrte zu wegweisenden Fortschritten in der Therapie der CML, mit einer
Uberlebenswahrscheinlichkeit von 95%, 96% hamatologischer Remission, 75 %
zytogenetischer Remission und 56 % molekularer Remission [33, 34]. Damit wurde CML von
einer Neoplasie mit schlechter Prognose zu einer gut therapierbaren Erkrankung und einer
Modellerkrankung fir die zielgerichtete Krebstherapie. Zusatzlich dazu sind die
unerwiinschten Arzneimittelwirkungen von Imatinib im Vergleich zu denen der klassischen
Chemotherapeutika  deutlich  vermindert. Haufig treten Komplikationen des
Gastrointestinaltrakts, wie z.B. Nausea, Emesis, aber auch Beteiligung der Haut in Form von
Hautirritationen und Ausschldagen auf. In schwereren Fallen kann es zu Myelosuppression,

Herzversagen und Leberfunktionsstérungen kommen [35]. Dennoch flihren ausgepragte
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unerwiinschte Wirkungen, vor allem Neutropenie und Thrombozytopenie bei ca. 10 % der

Patienten zur Unterbrechung oder zum Abbruch der Therapie [33].

Nach bisherigen Therapieempfehlungen wird die Gabe von Imatinib (oder entsprechenden
anderen Tyrosinkinaseinhibitoren (TKls)) lebenslang fortgesetzt, da sonst die Gefahr eines
Rickfalls besteht [25]. In Diskontinuierungsstudien wurde Imatinib bei einer MMR unter
einem Grenzwert von 107-10” BCR/ABL-Transkripten abgesetzt, woraufhin bei 40 % der
Patienten die MMR erhalten blieb [36, 37]. Firr den intermittierenden Einsatz von Imatinib
fehlen jedoch ausreichende Studien [38]. Aufgrund der Kontraindikation ist die Therapie mit
Imatinib bei Schwangerschaft zu beenden und schwangere Patientinnen einer engmaschigen

Verlaufskontrolle zu unterfihren [25].

1.2.1 Wirkmechanismus

Das 2-Phenylaminopyrimidin Imatinib bindet an die inaktive Typ Il-Konformation des
BCR/ABL-Proteins, blockiert ATP sterisch an der Bindung in die katalytische Doméane und
inhibiert damit die Phosphorylierung von Zielproteinen [32, 39]. Dadurch werden die
angesteuerten Signalwege abgeschaltet und damit die Proliferation und das Wachstum der
Zellen gehemmt, wodurch apoptotischer Zelltod eingeleitet wird. Imatinib bindet nicht nur
an die Kinase-Doméane von BCR/ABL, sondern auch ABL, was einige der Nebenwirkungen
aufgrund der Hemmung der physiologischen Funktion von ABL erklart [40]. Daneben hemmt
Imatinib die Kinase c-Kit (CD117), eine membranstandige Tyrosinkinase, welches in
gastrointestinalen Stromatumoren (GIST) aufgrund der Uberexpression dieser Kinase eine
weitere therapeutische Indikation darstellt [41]. Des Weiteren wird der platelet-derived
growth factor receptor (PDGFR) von Imatinib gehemmt, ein Rezeptor, der in der CMML, der
chronisch myelomonozytischen Leukdmie von Bedeutung ist [42]. Auch der colony
stimulating factor 1 (M-CSF) receptor c-fms wird von Imatinib gehemmt, wobei jedoch nicht
geklart ist, ob diese Hemmung tatsachlich zur Inhibition der Proliferation von Monozyten
und Makrophagen fihrt und damit von potentiellem therapeutischen Nutzen im

Mammakarzinom, Ovarialkarzinom oder bei entziindlichen Erkrankungen sein kann [43].
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1.2.2  Tyrosinkinaseinhibitoren der neueren Generation

Trotz des wegweisenden Erfolges in der Therapie der CML mit Imatinib erleiden Patienten
Riickfalle oder sind per se therapieresistent. Zu der Behandlung dieser wurden neue TKls
entwickelt, die sich hinsichtlich ihrer Potenz, ihres Kinasespektrums und hinsichtlich der
Mutationen in der BCR/ABL-Kinase, bei denen sie eingesetzt werden kdnnen, unterscheiden
(siehe 1.3.1). Nilotinib besitzt eine ca. 20-50 x hohere inhibitorische Potenz als Imatinib, hat
allerdings bedingt durch die Wartezeiten vor und nach Einnahme eine komplexe Posologie.
AuBerdem kann Nilotinib zu Hyperglykdamie flihren, was den Einsatz bei Diabetes mellitus
verhindert [44]. Neben Imatinib und Nilotinib kénnen auBerdem Dasatinib, Bosutinib oder
Ponatinib eingesetzt werden. Diese unterscheiden sich in ihrer Potenz, Spezifitdt und der
Wirkung bei Mutationen in der BCR/ABL-Kinase [26, 45]. Der pan-BCR/ABL-Inhibitor
Ponatinib als Wirkstoff der 3. Generation wirkt als einziger BCR/ABL-Inhibitor auch bei der
T315I1-Mutation, dem Aminosaureaustausch an Position 315 von Threonin zu Isoleucin, der
sterisch die Bindung von Imatinib, aber auch von Nilotinib, Dasatinib und Bosutinib inhibiert,
da Ponatinib eine charakteristische Kohlenstoff-Kohlenstoff-Dreifachbindung besitzt, die die

Bindung auch bei dieser Mutation ermdglicht [17].

Imatinib Nilotinib
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Abbildung 3: Chemische Strukturen der in der CML eingesetzten Tyrosinkinaseinhibitoren der ersten
Generation Imatinib und Nilotinib. Modifiziert nach (Eiring and Deininger, 2014).
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Alle genannten TKls haben eine hohe Bioverfiigbarkeit und werden metabolisiert tUber die
Cytochrom P450-Enzyme CYP3A4 oder CYP3A5 [47]. Diese konnen durch ihre breiten
Substratspektren und die Vielzahl an Induktoren und Inhibitoren zu
Arzneimittelinteraktionen fiihren. Dabei kann die angestrebte TKI-Plasmakonzentration
durch die gleichzeitige Einnahme eines Induktors, z.B. des Antibiotikums Rifampicin oder

durch Lebensmittel wie Johanniskraut, vermindert und folglich die Wirkung reduziert
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werden, was im Hinblick auf Therapieresistenzen oder Riickfdlle von potentiellem Interesse

ist [48].

1.3 Therapieresistenzen

Ein Problem in der Chemotherapie der CML ist die Haufigkeit an Therapieresistenzen. Man
geht davon aus, dass ca. 1/3 aller CML-Patienten méaRiges oder kein Ansprechen auf Imatinib
zeigen oder Riickfdlle erleiden [16]. Die Imatinib-Resistenzen sind dabei entweder
intrinsisch, d.h. vor Beginn der Therapie vorhanden, oder sie werden im Verlauf der Therapie
erworben. Zurickzufihren sind diese Resistenzen auf vielfdltige Mechanismen:
Uberexpression von Arzneistoff-relevanten Proteinen, Veridnderungen in Zielstrukturen,
Reduktion der Arzneistoffkonzentration oder Entkommen der Zellzykluskontrolle [49]. In der
CML kénnen Therapieresistenzen anhand ihrer Mechanismen unterteilt werden in BCR/ABL-
abhdngige Mechanismen oder BCR/ABL-unabhidngige Mechanismen, die im folgenden

Abschnitt erldutert werden [50, 51].

BCR/ABL-unabhingige Resistenzen BCR/ABL-abhingige Resistenzen

™ 4 Vv

\ A4

(7) Alternative
Signalwege

Abbildung 4: BCR/ABL-abhingige und —unabhingige Resistenzmechanismen in der CML. BCR/ABL-abhéngige
Mechanismen: (1) Amplifikation oder Uberexpression der BCR/ABL-Kinase; (2) Punktmutationen in der
BCR/ABL-Kinase. BCR/ABL-unabhingige Mechanismen: (3) Verdnderungen der intrazelluldren TKI-
Konzentration; (4) Intrazelluldare Bindung der TKls; (5) Verstarkter TKI-Export durch Arzneistofftransporter; (6)
Verminderter TKl-Import; (7) Alternative Signaltransduktion unterhalb der BCR/ABL-Kinase. TKI:
Tyrosinkinaseinhibitor. Modifiziert nach (Hamad et al., 2013).
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1.3.1 BCR/ABL-abhingige Resistenzmechanismen

Bei BCR/ABL-abhadngigen Mechanismen handelt es sich um Veranderungen, die direkt mit
der BCR/ABL-Kinase zusammenhangen oder diese beeinflussen. Dieses geschiet entweder
durch Mutation der Zielstruktur und damit verbundener verminderter oder depletierter TKI-
Bindung oder durch Duplikation oder Amplifikation der Kinase, wodurch die eingesetzte TKI-

Dosis nicht ausreicht, um die entsprechende Menge an BCR/ABL zu hemmen [26].

Die haufigste Ursache fiir Therapieresistenzen in der CML sind Mutationen in BCR/ABL mit
einem Auftreten in ca. 60-75 % aller Resistenzen. Bisher sind tiber 55 Mutationen in BCR/ABL
beschrieben, die einen Einfluss auf die Wirkung von Imatinib haben, indem entweder die
Bindung von Imatinib sterisch verhindert oder die Konformation der BCR/ABL-Kinase in den
aktiven Zustand Uberfihrt wird, den Imatinib nicht bindet. Da die Bindung von Imatinib an
die inaktive Konformation von BCR/ABL durch Wasserstoffbriicken und hydrophobe
Wechselwirkungen stabilisiert wird, kdnnen Punktmutationen die Bindung von Imatinib
verhindern [46]. Durch die Elimination eines Sauerstoffatoms verhindert der Austausch von
Threonin zu Isoleucin an Position 315 (T315l) durch die Isoleucin-Seitengruppe sterisch den
Zugang von Imatinib zur ATP-Bindestelle und sorgt dafiir, dass Imatinib unwirksam wird.
Diese Mutation wird auch als gatekeeper mutation bezeichnet, da die Bindetasche in
BCR/ABL durch die Isoleucin-Seitenkette verschlossen wird [52]. Daneben gibt es
Punktmutationen im P-loop, wie z.B. der Austausch von Glycin 250 zu Glutamat (G250E) oder
von Tyrosin 253 zu Histidin (Y253H), die zur Destabilisierung oder dem Verlust der Bindung
von Imatinib fiihren [12]. Im activation loop der BCR/ABL-Kinase fuhrt der Ersatz von Histidin
durch Arginin an Position 396 (H296R) dazu, dass die Konformation des activation loops
nicht in der geschlossenen Position gehalten werden kann, was ebenfalls zum Wirkverlust
von Imatinib fahrt [12]. Aufgrund dieser Mutationen ist eine umfassende molekulare
Diagnostik der Mutationen in der BCR/ABL-Kinase notwendig, um den nach den Leitlinien

optimalen TKI fir die Therapie zu ermitteln [25].

Neben Mutationen kann die Expression von BCR/ABL per se erhoht sein, so dass vermehrt
Transkript vorhanden und Protein translatiert wird, was zu einer BCR/ABL-abhangigen
Resistenz fiihren kann. Diese Amplifikation fiihrt dazu, dass die Menge an TKI nicht ausreicht,
um die entsprechende Menge an BCR/ABL zu inhibieren und die Signaltransduktion zu

hemmen [53-55].
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1.3.2 BCR/ABL-unabhingige Resistenzmechanismen

Neben den oben beschriebenen BCR/ABL-abhdngigen Mechanismen, die direkt auf die
BCR/ABL-Kinase zurlickzufihren sind, gibt es eine Vielzahl von Resistenzen, die nicht mit
diesen Mechanismen zu erklaren sind. Die Reduktion des intrazellularen TKI-Spiegels durch
verminderten Import in oder verstarkten Export aus der Zelle, die Bindung von Imatinib im
Plasma an Serumproteine, vor allem durch das alpha 1 acid glycoprotein (AGP), aber auch
modifizierte Signaltransduktion, zelluldre Ruhestadien oder leukdamische Stammzellen, sowie
genetische und epigenetische Veranderungen anderer Genloci kénnen  zur
Resistenzentwicklung in der CML beitragen. Diese Mechanismen sind Gegenstand der

Forschung und werden nachfolgend beschrieben.

1.3.2.1 Arzneistofftransporter
I - Rolle und Funktion von Arzneistofftransportern
Ein Mechanismus, der zur Chemoresistenz von Tumorzellen beitragen kann, ist die
veranderte Expression von membranstandigen Arzneistofftransportern. Dabei spielt neben
der verminderten Expression von Importern, z.B. des organic cation transporters 1 (OCT1,
SLC22A1), die Uberexpression von Efflux-Transportern der ATP-binding cassette (ABC)-
Familie eine grofle Rolle [56]. Bei ABC-Transportern, fiir die bisher 48 Familienmitglieder
beschrieben sind, handelt es sich um xenobiotische Efflux-Transporter. Diese besitzen 1-2
ATP-Bindedomanen, auch Nukleotidbindestellen (nucleotide-binding folds, NBF) genannt,
sowie 1-2 Transmembrandomadnen. Diese Transporterfamilie wird in sieben Untergruppen
unterteilt, ABCA bis ABCG, welche sowohl in physiologischen als auch malignen Prozessen
eine Rolle spielen. Zu den wichtigsten Vertretern der letzteren gehdren P-Glykoprotein (P-
gp, ABCB1) oder das breast cancer resistance protein (BCRP, ABCG2). Die Importer der solute
carrier-Familie (SLC) fiihren Uberwiegend zur erleichterten Diffusion der Arzneistoffe in die
Zelle oder vermitteln den Transport sekundar aktiv, wohingegen beim Transport Gber ABC-
Transporter Energie bendtigt wird. Diese wird durch die Spaltung von ATP freigesetzt und
primar aktiv flr das Ausschleusen von Arzneistoffen, vor allem Zytostatika, Beta-Blockern
oder Antibiotika, aber auch endogener Substanzen, wie Cholesterin in den Gallenkanalen
oder der Tubulusmembran, in den Extrazellularraum verwendet [57, 58]. Die in 1.2 und 1.2.2

beschriebenen TKls, die zur Behandlung der CML eingesetzt werden, sind mit Ausnahme von
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Bosutinib, flir das die Datenlage nicht eindeutig ist, Substrate sowohl von ABCB1 als auch

von ABCG2 [47, 59, 60].

Il - ABC-Transporter ABCG2

ABCG2 (ATP-binding cassette subfamily Group member 2) besteht aus einer NBF sowie einer
Transmembrandomadne und bildet erst nach Homodimerisierung ein funktionelles Protein
[61]. Besonders hohe Expression zeigt ABCG2 an der apikalen Membran der Blut-Gewebe-
Schranke der Plazenta, des Gehirns, des Darms sowie der Leber und Niere, aber auch in
Stammzellen, weshalb es als Stammzellmarker angesehen wird [62-64]. Neben dieser
physiologischen ABCG2-Expression ist eine Uberexpression haufig in Chemotherapie-
resistenten Tumorzellen zu finden [65]. Zu den Substraten von ABCG2 zéhlen neben den TKls

Topotecan, Anthrazykline, Methotrexat und andere Chemotherapeutika [66].

Wie oben erwahnt, spielt neben ABCG2 ABCB1 eine groRe Bedeutung fir den
Arzneistofftransport. Im Gegensatz zu ABCG2 besitzt ABCB1 2 NBFs und 2
Transmembrandomanen, zeigt aber ebenso die hochste Expression im Darm, der Leber und
der Niere [67]. Die Uberexpression sowohl von ABCB1 als auch ABCG2 und damit
verbundenem vermehrtem Efflux der Chemotherapeutika aus der Zelle wurde beschrieben
flir eine Vielzahl von Tumorentitdten, z.B. akute myeloische Leukdmie oder
Mammakarzinom [68], und eine Vielzahl von Chemotherapeutika, z.B. Vincristin [56] oder
TKls wie Imatinib [69, 70]. In der CML ist der Beitrag dieser beiden Transporter kontrovers
diskutiert, da es sowohl Hinweise auf eine Rolle von ABCB1 [71-73] als auch von ABCG2 [74-
76] gibt. Dariliber hinaus gibt es Daten, die auf eine dynamische Transporterexpression im
Verlauf der Resistenzentwicklung hindeuten [77]. In verschiedenen Arbeiten konnte
aullerdem nicht abschlieRend geklart werden, ob es sich bei den TKls, vor allem bei Imatinib,
um Substrate oder Inhibitoren von ABCG2 handelt [58], daher sind weitere Studien

notwendig, um den Zusammenhang zwischen TKI-Resistenz und ABCG2 zu untersuchen.

1.3.2.2 Veranderungen des Transkriptoms & alternative Signalwege

Durch die konstitutive Aktivitat der BCR/ABL-Kinase in den CML-Zellen wird eine Vielzahl von
Signalwegen beeinflusst, die die Proliferation, Apoptose oder den Zell-Zell-Kontakt steuern

(siehe 1.1.3). Dabei stellt sich bei der TKI-Resistenz die Frage, ob die Signaltransduktion der
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resistenten CML-Zellen auf BCR/ABL angewiesen ist oder durch Veranderungen der
Expression von Proteinen der Signaltransduktion oder Aktivierung anderer Signalwege
unabhangig von BCR/ABL geworden ist. Das Prinzip der Abhangigkeit der Signaltransduktion
von einem Protein wird auch als oncogene addiction bzw. die Aktivierung anderer
Signalwege als addiction switching bezeichnet [78]. Zellen, die in ihrer Signaltransduktion
unabhéangig von BCR/ABL sind, kénnen daher resistent gegeniiber der Therapie mit TKls sein.
Dabei sind transkriptionellen Veranderungen denkbar, die zur differenziellen Aktivierung von
Signalwegen fiihren kénnten [15]. Die Mechanismen, die diesen Veranderungen zugrunde

liegen und zur Resistenz fiihren kénnen, sind nach wie vor Gegenstand der Forschung.

1.3.2.3 Epigenetische Veranderungen

Transkriptionelle Veranderungen unterliegen neben der Aktivierung oder Repression von
Transkriptionsfaktoren auch epigenetischer Regulation. Die Genexpression wird durch
komplexe Mechanismen von epigenetischen Veranderungen, wie z.B. DNA-Methylierung
oder Histon-Modifikationen durch Acetylierung oder Ubiquitinylierung, als auch durch
posttranskriptionelle Veranderungen gesteuert. Damit werden wichtige physiologische
Prozesse wie die Inaktivierung des X-Chromosoms, Imprinting oder Embryonalentwicklung,
aber auch Karzinogenese beeinflusst [79]. Bei der Methylierung handelt es sich um eine
kovalente Anheftung einer Methylgruppe an den Cytosin-Pyrimidinring. Dabei werden vor
allem die Cytosin-Basen methyliert, auf die direkt eine Guanin-Base folgt (Cytosin-Phosphat-
Guanin, CpG). Die Methylgruppen werden durch DNA-Methyltransferasen (DNMT) auf die
Cytosine Ubertragen, in dem die Methylgruppe von S-Adenosylmethionin (SAM) auf das 5.
Kohlenstoffatom des Cytosins transferiert wird. Dabei ist DNMT1 fiir die Aufrechterhaltung
der Methylierung wahrend der DNA-Replikation zur Bildung neuer DNA-Strange zustandig,
wahrend DNMT3a und DNMT3b neue Methylierungsmuster etablieren. Alle DNMT-
Isoformen zeigen die hochste Expression wahrend der Embryonalentwicklung, sind jedoch

auch in postmitotischen, differenzierten Zellen vorhanden [80].

CpGs sind haufig in bestimmten Sequenzabschnitten in der DNA mit einem gehauften
Auftreten an CpGs, sogenannte CpG islands, geclustert, die vor allem in Promotorregionen
zu finden sind. Diese CpG-reichen Regionen sind im Gegensatz zu den CpGs im restlichen

Genom haufig unmethyliert [81]. Eine Veranderung der Methylierung im Promotorbereich
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steht im Zusammenhang mit veranderter Genexpression, wobei nicht abschliefend geklart
ist, ob eine Hypo- oder Hypermethylierung eines spezifischen Promotors zur Aktivierung der

Genexpression fuhrt.

Bei der Tumorentwicklung oder Progression finden massive Veranderungen der
Methylierung statt. Tendenziell findet vor allem eine Hypomethylierung von Onkogenen
sowie eine Hypermethylierung von Tumorsuppressorgenen einhergehend mit deren
transkriptionellen Repression statt [82]. Daneben wird die globale Abnahme der
Methylierung in Zusammenhang mit genomischer Instabilitdat gebracht, die die Entstehung
von Mutationen erleichtert [81], (Abb. 5). Dazu konnte gezeigt werden, dass eine
Hypermethylierung einer CpG-reichen Region zur Bindung von methyl-CpG binding domain
(MBD)-Proteinen, die zu einer engeren Packung der DNA und damit zur Bildung von

transkriptionell-inaktivem Heterochromatin fihrt [83, 84].

en romer ,_I_L’_L‘_Q:_{‘T_—_{_)}-‘_j ] [ l l %:‘—_

Hypermethylierte CpG Island
pericentromerisches (hypomethyliert)
Heterochromatin

Hypomethylierung Hypermethylierung
Transkriptionelle Repression,

Verlust der Expression von
Tumorsuppressorgenen

Mitotische Rekombination
Genomische Instabilitat

(=] DNA Repeat Y
T Methyliert
I Unmethyliert

Abbildung 5: Schematische Abbildung der DNA-Methylierung in Tumoren. Unter physiologischen
Bedingungen ist die genomische DNA in Promotorbereichen, vor allem in CpG-Islands, tendenziell
hypomethyliert, wahrend intergenische Regionen eher hypermethyliert sind. Die Hypermethylierung von
CpG Islands kann zur transkriptionellen Repression vor allem von Tumorsuppressorgenen fiihren, wohingegen
eine Hypomethylierung des restlichen Genoms zur genomischen Instabilitdt und damit zur Akkumulation von
Mutationen beitrdgt. Dieses Prinzip trifft vor allem auf Onkogene und Tumorsuppressorgene zu, steht aber in
starker Abhangigkeit von der Bindung der Art des Transkriptionsfaktors. TSG: Tumorsuppressorgen. Modifiziert
nach (Robertson, 2005).

Neben der Veranderung der Methylierung in Promotoren kdénnen auch intergenische

Regionen oder intragenische Regionen, sogenannte gene bodies oder CpGs innerhalb des 1.
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Exons der kodierenden Sequenz eines Gens, methyliert sein. Fir letztere gibt es mehrere
Hinweise, dass eine Hypermethylierung im 1. Exon ahnliche Effekte auf die Transkription
auslésen kann wie die in den Promotoren [86, 87]. Neuere Studien zeigten jedoch, dass der
Effekt der Methylierungsveranderung abhdngig von der Bindung der jeweiligen
Transkriptionsfaktoren zu sein scheint. Somit kénnen sowohl eine Hypo- als auch eine

Hypermethylierung zu einem Anstieg der Transkription fihren [88].

In der CML gibt es mehrere Hinweise auf einen Einfluss der Methylierung im Zusammenhang
mit Progression und Prognose, vor allem hinsichtlich der Unterschiede in den CML-Phasen.
Dabei konnte unter anderem gezeigt werden, dass der ABL-Promotor in frithen Stadien der
CML eine Hypermethylierung zeigt [89]. Neben dem Einfluss der Methylierung auf
spezifische Gene konnte in CML-Patienten beobachtet werden, dass die genomweite
Methylierung im Laufe der Progression zur Blastenkrise ansteigt [90]. Dennoch ist nicht
bekannt, inwieweit sich die genomweite Methylierung im Laufe der Entwicklung einer TKI-
Resistenz verandert bzw. welchen Einfluss die TKls auf die Methylierung distinkter Gene

haben.

1.3.2.4 Posttranskriptionelle Veranderungen

Neben der transkriptionellen Kontrolle der Genexpression kann diese auch
posttranskriptionell durch Hemmung der mRNA-Translation reguliert werden. Dieses kann
entweder durch microRNAs oder proteinogen tGber RNA-bindende Proteine bewerkstelligt

werden, die im Folgenden beschrieben werden.

| - Posttranskriptionelle Regulation durch microRNAs

Bei microRNAs handelt es sich um 17-24 nt lange RNAs, die in die posttranskriptionelle
Regulation der Genexpression involviert sind. Dazu binden sie an die 3’ UTR ihrer
spezifischen Ziel-mRNAs und sorgen entweder fiir deren Degradation oder die Hemmung der
Translation, was zur Reduktion der Proteinexpression fiihrt. Dafiir werden die microRNAs
nach der Transkription zu microRNA-5p/3p-Duplexen (auch miRNA/miRNA* genannt)
prozessiert und einer der beiden Strange (haufig der guide-Strang) in den RNA-induced
silencing complex (RISC) inseriert [91, 92]. Dabei erfolgt die Auswahl des microRNA-Stranges

nach thermodynamischen Kriterien, da haufig der am 5° Ende weniger stabile Strang in den
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RISC inseriert wird. Dennoch sind beide microRNA-Strange funktionell und kdénnen zur
Repression der mRNA fiihren [93]. Die Bindung der microRNA an die 3’ UTR der Ziel-mRNA
erfolgt Uber imperfekte Basenpaarung der seed-Sequenz, einer Sequenz 2-7 nt vom 5‘ Ende
der microRNA entfernt, wodurch deren Abbau oder Repression der Translation induziert

wird [94].

Il - Bedeutung von microRNAs in der Onkologie

Wahrend der malignen Transformation von Tumorzellen finden sowohl genetische als auch
epigenetische Verdanderungen statt. Als Folge dieser epigenetischen Veranderungen kommt
es zu einer aberranten Expression von microRNAs, die durch die Regulation ihrer Ziel-mRNAs
Proliferation, Zell-Zyklus-Kontrolle, Zelltod, Invasion oder Differenzierung regulieren [49]. Die
Relevanz der microRNAs in der Onkologie hinsichtlich ihrer Wirkung als Onkogene, aber auch
Tumorsuppressoren ist in den letzten Jahren klar geworden [49, 95]. In verschiedenen
Tumoren, z.B. Mammakarzinom, Glioblastom oder Pankreaskarzinom, konnte eine miR-21-
Uberexpression im Zusammenhang mit Uberleben, Invasion und Metastasierung
nachgewiesen werden [93]. Die miR-200-Familie reguliert hingegen die epithelialen-
mesenchymalen Transition von soliden Tumoren [96]. Auch verschiedene Onkogene, wie Ras

oder MYC werden durch microRNAs reguliert [97, 98].

In Leukdamien ist eine Vielzahl von differenziell exprimierten microRNAs beschrieben, die zu
Veranderungen von Proliferation, Zelltod oder Differenzierung beitragen. In der CML wurde
z.B. das microRNA-cluster 17-92 identifiziert, welches MYC reguliert, das wiederum als
Onkogen das Zellwachstum férdert [99] sowie die miR-203, die direkt an die 3° UTR von
BCR/ABL bindet [100].

11l - ABCG2-bindende microRNAs

Neben den oben erwdhnten Beispielen fiir die Relevanz von microRNAs in der Onkologie
wird auch die Expression von ABC-Transportern iber microRNAs reguliert [62, 101-103]. Fir
den Effluxtransporter ABCG2 sind mehrere microRNAs identifiziert worden, die an die
ABCG2 3’ UTR binden und die Expression von ABCG2 posttranskriptionell regulieren, unter
anderem miR-212 und miR-328 [62]. Bei der miR-212 handelt es sich um einen potentiellen

Tumorsuppressor mit aberranter Expression in verschiedenen Tumoren [104]. In soliden
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Tumoren, wie dem Osteosarkom, hepatozellularem Karzinom oder nicht-kleinzelligem
Bronchialkarzinom, konnte gezeigt werden, dass die miR-212 das zellulare Wachstum
hemmt [105, 106] und zu erhdhter Apoptose beitragt [107]. Des Weiteren kann die miR-212-
Expression als prognostischer Marker in der akuten myeloischen Leukdamie (AML) genutzt

werden [108].

In einer vorherigen Studie konnte gezeigt werden, dass die miR-212 und auch die miR-328
wahrend der in vitro-Imatinib-Resistenzentwicklung in einer CML-Zelllinie einen inversen
Expressionsverlauf zu ABCG2 besitzt, die ABCG2-Expression allerdings nur tber die miR-212-
Interaktion mit der ABCG2 3’ UTR reguliert wird [76]. Fir die Brustkrebszelllinie MCF-7
konnte jedoch gezeigt werden, dass die miR-328 die ABCG2 3’ UTR bindet [109]. Wie die
miR-212, ist auch die miR-328 in verschiedenen Tumoren differenziell exprimiert, hemmt die
Proliferation im Cervixkarzinom und steigert die zelluldre Motilitdt im hepatozelluldren
Karzinom [110, 111]. In der AML ist die miR-328 ein potentieller Biomarker fir die Prognose
[112]. Fir die CML konnte aullerdem ein Verlust der miR-328-Expression in der Blastenkrise
beobachtet werden [113]. Die Relevanz der miR-212 in der TKI-Resistenz ist jedoch noch
nicht geklart. Daher ist es von Interesse zu analysieren, welchen Beitrag die veranderte
Expression von miR-212 und miR-328 im Zusammenhang mit ABCG2 zur Entstehung und

Entwicklung der Imatinib-Resistenz in der CML hat.

IV - RNA-bindende Proteine

Bei RNA-bindenden Proteinen (RBP) handelt es sich um eine Familie aus ca. 1500
Mitgliedern, die an die 3’ UTR ihrer Ziel-mRNAs binden und damit posttranskriptionell die
Genexpression, nach dem gleichen Prinzip wie microRNAs, beeinflussen kdnnen. Eine
Gruppe innerhalb dieser Familie ist die 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetat (TPA) inducible
sequence 11 (Tis11)-Familie, die sequenzspezifisch an AU-rich elements (ARE) innerhalb der
3’ UTR der mRNA bindet und zu deren Degradation fihrt [114]. Bei AREs handelt es sich um
Sequenzabschnitte in der mRNA, die sich durch eine hohe Anzahl an Adenosin und Uracil,

aber auch spezifischen Repeats auszeichnen [115].

Die Tisll-Familie besteht strukturell aus 2 Zinkfingern mit einem konservierten Cystein-
Cystein-Cystein-Histidin (CCCH)-Motiv (sogenannte Tandem-Zinkfingermotive), durch die sie
die AREs binden. Zu den wichtigsten humanen Familienmitgliedern gehoért das zinc finger
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protein 36 (ZFP36) (Tisl1, Tristetraprolin (TTP)), zinc finger protein 36 C3H type-like 1
(ZFP36L1, Tisllb) und zinc finger protein 36 C3H1 type-like 2 (ZFP36L2, Tisl1ld). Diese
unterscheiden sich in ihren Ziel-mRNAs und gewebespezifischer Expression, vermitteln
jedoch alle die Deadenylierung bzw. das decapping der mRNAs mit UUAUUUAUU-ARE-
Sequenz unter Rekrutierung von Effektorproteinen, wie der poly(A)-spezifischen
Ribonuklease PARN oder der decapping-Enzyme Dcp1/2 [116]. Alle drei Mitglieder zeigen die
hochste zelluldre Expression im Nukleus, besitzen aber eine Leucin-reiche
Nuklearexportsequenz (NES) sowie eine Nuklearlokalisationssequenz (NLS), Gber die der

dynamische Transport zwischen Zellkern und Zytoplasma vermittelt wird [117].

Die hochste Expression zeigt ZFP36 in Milz, Thymus, Lunge, Intestinum und Leber [118].
ZFP36L1 ist hochexprimiert in Niere, Leber, Lunge, Pankreas und Herz, jedoch nicht in
Leukozyten und im Thymus [119]; ZFP36L2 in Lunge, Leber, Skelettmuskel, Niere, Pankrease
und Plazenta [120]. Insgesamt ist das Expressionslevel der Tis11-Familienmitglieder dennoch
eher gering und wird erst nach Behandlung mit bestimmten Stimulantien, z.B. durch TPA,
aber auch Insulin oder Lipopolysaccharid (LPS), sowie Chemotherapeutika wie Rituximab,
induziert, wodurch sich die subzelluldre Lokalisation hinzu Stressgranula bzw. processing
bodies (P-bodies), zytoplasmatischen Anhadufungen von verschiedenen Proteinen bzw.
Enzymen und RNA, dandert [114, 121]. Dabei werden die mRNAs in Stressgranula vorwiegend
sortiert und translatiert, wohingegen sie in P-bodies haufig degradiert werden [122].
Interessanterweise scheint die Expression, potentiell auch die zelluldre Lokalisation oder
Funktion, durch Proteinphosphorylierung beeinflusst zu werden. So konnte z.B. gezeigt

werden, dass eine Phosphorylierung von ZFP36 zu dessen Inaktivierung fiihren kann [115].

Eine Vielzahl von Ziel-mRNAs, die fiir die Tis11-Familie beschrieben sind, wie z.B. der tumor
necrosis factor alpha (TNF-a), der vascular endothelial growth factor (VEGF) oder der
granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) [119, 123, 124], spielt eine
Rolle bei der Modulation von immunologischen Prozessen, so dass ein Verlust der
ZFP36/L1/L2-Expression zu verstarkter Immunantwort und Zellaktivierung bis hin zu

chronisch entziindlichen Erkrankungen fiihren kann [116].

In der Karzinogenese verschiedener Tumore konnte der Verlust der Expression der Tisl11-
Familie und der damit verbundenen posttranskriptionellen Regulation beobachtet werden,

weshalb ZFP36, ZFP36L1 und ZFP36L2 eine Rolle als Tumorsuppressoren zugeschrieben wird
18
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[114-116, 125]. Dementsprechend wurde ein Verlust der Expression von ZFP36, ZFP36L1 und
ZFP36L2 mit gesteigertem Uberleben und verminderter Apoptose assoziiert [126]. In
verschiedenen humanen Krebszelllinien konnte dennoch eine Uberexpression der Tis11-
Familie gezeigt werden [117]. Zuséatzlich dazu kommt der Tis11-Familie, vor allem ZFP36L1
und ZFP36L2, eine wichtige Rolle in der Regulation der Hamatopoese zu, da fir die
Knockout-Modelle beider Gene ein Defizit an reifen Erythrozyten bzw. Leukozyten

beobachtet wurde [127, 128].

AuBerdem wird ZFP36L1 und ZFP36L2 eine wichtige Funktion bei der Abschaltung der
zelluldren Proliferation zum Erreichen von Quiescence, zelluliren Ruhestadien,
zugeschrieben (siehe 1.3.2.5). Im murinen ZFP36L1/ZFP36L2-Doppel-Knockout konnte eine
abnormale Entwicklung der B-Lymphozyten beobachtet werden, einhergehend mit einer
Akkumulation von unreifen Vorlduferzellen, da die Quiescence vor dem B-Zell-Checkpoint
durch das Fehlen von ZFP36L1 und ZFP36L2 nicht erreicht werden kann [129]. Damit
kommen ZFP36L1 und ZFP36L2 zentrale Rollen zur Limitation der zelluldren Proliferation zu,
was sie zu interessante Kandidaten in der Onkologie, im Speziellen in Lymphomen und

Leukdmien.

In der CML ist die Bedeutung von ZFP36L1 und ZFP36L2 bei der Entstehung der Imatinib-
Resistenz nicht geklart. Die Implikation beiden Proteine in der Himatopoese legt jedoch die
Vermutung nahe, dass ZFP36L1 und/oder ZFP36L2 eine Rolle bei der malignen Entartung der

Zellen, der Progression oder Therapieresistenz besitzen konnten.

1.3.2.5 Dormancy, Quiescence & Leukdamische Stammzellen

Bei der Therapie eines Tumors mit Chemotherapeutika kdnnen haufig minimale
Resterkrankungen (minimal residual disease, MRD), Metastasen oder Rickfalle einer
bestimmten Tumorsubpopulation beobachtet werden. Diese kénnen zuriickgehen auf
Tumorstammzellen bzw. auf schlafende, ruhende Zellstadien, die auch als Dormancy oder

Quiescence bezeichnet werden.

Das Konzept der Tumorstammzellen geht davon aus, dass es in einer heterogenen Masse an
Tumorzellen eine kleine Anzahl an Zellen gibt, die fahig zur Selbsterneuerung, aber auch zur

Differenzierung sind. Dazu teilen sich die Tumorstammzellen asymmetrisch, wobei eine
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Tochterzelle eine undifferenzierte, unsterbliche Stammzelle bleibt und die andere diese
Eigenschaften verliert und sich differenziert. Durch diese Differenzierung entsteht eine

Tumorzellpopulation mit heterogenen Eigenschaften (Abb. 6)[130].
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Entwicklung einer Tumormasse durch Tumorstammzellen. Aus
einer Krebsstammzelle entwickeln sich durch asymmetrische Teilung eine Stammzelltochter sowie eine Zelle,
die zu einer reifen Tumorzelle differenziert. Di