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Und plétzlich in diesem mihsamen Nirgends, plotzlich
die unségliche Stelle, wo sich das reine Zuwenig
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in jenes leere Zuviel.

Wo die vielstellige Rechnung
zahlenlos aufgeht.
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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Einfahrung in die Thematik der chronischen myeloischen Leukamie (CML)

Die Etymologie des Wortes ,Leukamie‘ ist auf das altgriechische Agukdg-weil3 und
aipa-Blut zuriickzufiihren, dies bedeutet so viel wie ,weifes Blut’. Die CML war
vermutlich die erste Leukamie, die als eigenstandige Entitat erkannt wurde und deren
Erstbeschreibung auf den Analysen von John Hughes Bennett und Robert Virchow
basiert.(Bennett and University of Glasgow. Library, 1845; Virchow, 1975) Ernst
Neumann konnte erstmals das Knochenmark als Ursprung der Erkrankung
identifizieren.(Cooper, 2011) 1960 wurde das Philadelphia-Chromosom von Nowell
und Hungerford entdeckt, welches jedoch erst Jahre spater als reziproke
Translokation zwischen dem langen Arm von Chromosom 9 und 22 beschrieben
wurde.(Nowell and Hungerford, 1960) Seitdem gilt das Philadelphia-Chromosom als
pathognomonischer Marker fur die Diagnose der CML. Die Translokation ist fur die
Genese des Fusionsgens ,BCR-ABL' verantwortlich,(Bartram et al., 1983) das zu
einer konstitutive aktiven Tyrosinkinase fuhrt, mit der Folge einer kontinuierlichen
Zellteilung und -vermehrung. Die Identifizierung dieser Ablaufe fuhrte zu der
Entdeckung von Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI), die die Therapie der dahin tddlich
verlaufenden CML und anderer Krebserkrankungen revolutionierten und den
Grundpfeiler fiir die Ara der personalisierten Medizin setzten. (Druker et al., 1996;
Goldman and Melo, 2001) Aufgrund des verhaltnismaRig einfachen
Pathomechanismus fungiert die CML als ein ,model of cancer'.(Hehimann et al.,
2005)

Die Inzidenz der CML betragt 1-2 Neuerkrankungen pro 100.000 Personen pro
Jahr.(Sant et al., 2010) Das mediane Erkrankungsalter liegt bei 65. Lebensjahren, in
der Regel sind mehr Manner als Frauen von der Diagnose betroffen.(Berger et al.,
2005; Hehlmann et al., 2007) Da aufgrund der derzeitigen Therapiemodalitdten CML
Patienten die gleiche Lebenserwartung haben wie die Gesamtbevdlkerung, steigt die
Pravalenz dieser Erkrankung jahrlich an.

Zu den auslosenden Faktoren der CML ist nur sehr wenig bekannt. Es konnte bisher
gezeigt werden, dass ionisierende Bestrahlung und Benzol das Erkrankungsrisiko
erhdéhen.(Moloney, 1987; Vlaanderen et al., 2012)
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1.2 Pathophysiologie

Der Pathomechanismus basiert auf der reziproken Translokation t(9;22)(q34;911) in
progenitor Zellen des Knochenmarks.(Rowley, 1973) Das gebildete Fusionsgen
BCR-ABL fuhrt zu einer konstitutiv aktiven Tyrosinkinase.(Daley et al., 1990) Beim
ABL-Gen handelt es sich um eine Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase dessen Sequenz
sich auf dem langen Arm von Chromosom 9 befindet. Der downstream
Signalkaskade konnte eine Rolle in der Zellzyklussteuerung und Apoptose
zugeordnet werden.(Wang, 2000)

Das breakpoint cluster region-Gen (BCR-Gen) befindet sich auf dem langen Arm von
Chromosom 22 und kodiert fur eine Serin/Threonin-Kinase. Trotz intensiver
Forschung ist die genaue Rolle dieses Wildtyps noch unbekannt. Im Gegensatz zum
ABL-Gen besitzt das BCR-Gen, wie der Name schon sagt, mehrere mdogliche
Bruchpunktstellen, wodurch Fusionstranskripte unterschiedlicher Grol3e generiert
werden: p190 (ela2), p210 (el3a2, el4a2) und p230 (el9a2).(Deininger et al., 2000)
Durch die Fusion erfolgt eine Phosphorylierung von ABL Uber den BCR-Teil, wodurch
die Tyrosinkinase konstitutiv aktiv bleibt. Es wurde nachgewiesen, dass die
unterschiedlichen Transkripte einen teilweise unterschiedlichen klinischen Phanotyp
aufzeigen.(Hanfstein et al., 2014) Die h&aufigste Transkriptvariante ist p210, die bei
90% der Patienten nachgewiesen wird.(Deininger et al., 2000) Die ,downstream’
Signaltransduktion fihrt GOber den Ras/Raf/MEK/MAPK- und den JAK/STAT-
Signalkaskade. Erstere beeinflusst die Zelladhasion und fuhrt bei Alteration zur
erhohten Migrationseigenschaften von Leukadmiezellen.(Ma et al., 1997; Pendergast
et al.,, 1993; Sawyers et al.,, 1995) Letztere ist im Rahmen der antiapoptotischen
Wirkung unmittelbar an der malignen Transformation der hamatopoietischen Zellen
beteiligt. Beim therapie-naiven Knochenmark fallt eine Granulozytose im Besonderen
durch eine erhdhte Anzahl von Basophilen auf.(Chai et al., 1997; Horita et al., 2000;
llaria and Van Etten, 1996) Es ist derzeit noch nicht bekannt in welchem Zellstadium

der Granulopoese das Translokationsereignis stattfindet.

1.3 Von der Diagnose zur Therapie der CML
1.3.1 Diagnostik und Staging

Der klinische Verlauf der CML wird in drei Phasen unterteilt: chronische Phase
(unbehandelt mit einer Dauer von ca. 4-6 Jahren), akzelerierte Phase (bis zu einem

Jahr) und zuletzt die Blastenkrise (3-6 Monate). Die meisten Patienten werden in der

2



Einleitung

chronischen Phase (CP) diagnostiziert. Bis zu 50% der Diagnosen sind
Zufallsdiagnosen im Rahmen von routinemalligen Blutbilduntersuchungen. Das
klinische Bild der CML ist gepragt von Symptomen wie Hypermetabolismus,
Splenomegalie, Anamie und Allgemeinsymptomen wie Schwache.(Hehlmann et al.,
2007) Die Verdachtsdiagnose stellt sich in Zusammenschau des Differentialblutbildes
und der Knochenmarkzytologie. Die Bestatigung der Diagnose erfolgt Uber eine PCR
(polymerase chain reaction) zum Transkriptnachweis (meist e13a2 und el4a2) und in
der Regel auch zytogenetisch Uber FISH (Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung). Eine
Risikostratifizierung der Patienten erfolgt derzeit Uber den EUTOS- und ELTS-
Score.(Hasford et al., 2011) In Rahmen von Studien werden jedoch noch oft der
Sokal- sowie der EURO Score benutzt, die jedoch beide vor der TKI- Ara entwickelt

wurden.

1.3.2 CML Monitoring

Das Therapieansprechen kann durch 3 unterschiedliche Methoden determiniert
werden: klinisch (haematologic response - HR), zytogenetisch (cytogenetic response-
CyR) und molekular (molecular response — MR).(Hochhaus et al., 2009) Im Laufe der
Jahre sind die beiden ersten Monitoring-Methoden zur CML Verlaufskontrolle in den
Hintergrund geraten. Wegen der Standardisierbarkeit und schnellen Durchfihrbarkeit
hat sich das molekulare Monitoring mittels quantitative Polymerase-Kettenraktion
(QRT-PCR) durchgesetzt. Die jeweilige Expression der Fusionstranskripte wird
mittels absoluter Quantifizierung anhand von Plasmidstandards bestimmt. Als
Referenzgen werden in der Regel die Gene BCR, ABL oder GUSB benutzt. Die
logarithmische Tiefe des Ansprechens wird in Relation mit der IRIS-Baseline gesetzt
deren Ausgangswert auf arbitrar 100% gesetzt wurde.(Marin et al., 2012) Eine MMR
(major molecular response) entspricht einer 1000-fachen Reduktion des
Ausgangswertes. MR*IS (molecular response log(10%) nach international scale)

hingegen enspricht einer Reduktion der CML Zellen um das 10.000-fache.(Tabelle 1)
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Tabelle 1. ELN Kriterien des hamatologischen, zytogenetischen und molekularen

Ansprechens. (Tabelle aus Onkopedia database, 2017)

Methode  Remission @ Abktrzung Parameter

Hamatologisch | komplett CHR e Leukozyten < 10 x 109 /L, Basophile < 5 %

e keine Myelozyten, Promyelozyten oder Myeloblasten
im Differenzialblutbild

e Thrombozyten < 450 x 109 /L
e Milz nicht tastbar

Zytogenetisch | komplett CCyR* keine Ph+ Metaphasen
partiell PCyR* 1-35% Ph+ Metaphasen
minor mCyR 36-65% Ph+ Metaphasen
minimal minCyR 66-95% Ph+ Metaphasen
keine keine CyR > 95% Ph+ Metaphasen
Molekular major MMR BCR-ABL Transkripte (I1S)** < 0,1%***
tief MR* BCR-ABL Transkripte < 0,01%
tief MR*® BCR-ABL Transkripte < 0,0032%

Gemall den Leitlinien des European LeukemiaNet (ELN) wird das TKI
Therapieansprechen in optimal , warning und failure unterteilt. Diese Einteilung
basiert auf dem Grad der erreichten HR, CyR oder MR zum Zeitpunkt von 3, 6 bzw.
12 Monaten.(Baccarani et al., 2013) Bei optimalem Ansprechen wird kein
Therapiewechsel empfohlen, wohingegen ein warning auf die Notwendigkeit eines
engmaschigen Monitorings hinweist. Therapieversagen (failure) ist eine direkte
Indikation zur Therapieumstellung. Generell wird bei TKI Versagen eine
Mutationsanalyse empfohlen. Die TKI Plasmakonzentration wird in der Regel nur bei

unerwartet ausgepragten Nebenwirkungen bestimmit.

1.4 Die CML als model of cancer

Die CML kann in vieler Hinsicht als model of cancer bezeichnet werden. Sie ist die
erste Krebsentitat, die einer bestimmten chromosomalen Aberration (Philadelphia
Chromosom) zugeordnet werden konnte. Aul3erdem genligt nur ein Ereignis im
Sinne einer genetischen Lasion, auch single hit genannt, um das Fusionstranskript
zu generieren. Zudem ist die CML die erste maligne hamatologische Entitét, die

durch ein rationales Wirkstoffdesign zu einer zielgerichteten und personalisierten
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Therapie fuhrte. All diese Eigenschaften ergeben eine sehr giinstige Grundlage zur
Erforschung der Kanzerogenese, die Ruckschlisse auf andere maligne Entitaten
erlaubt. Jedoch ist trotz der vielen Untersuchungen zur CML Pathogenese noch
immer ungeklart, wodurch diese Erkrankung konkret auslost wird und in welcher

Zellart die Aberration als erstes stattfindet.(Hehlmann et al., 2005)

1.4.1 Therapie

Vor 15 Jahren wurden als CML Therapie hauptsachlich Interferon-alpha,
Hydroxyurea und niedrig-dosiertes Cytarabine eingesetzt. Eine weitere
Therapieoption war die Stammzelltransplantation. Die Entwicklung des ersten TKI
Imatinib (initial STI571), sowie dem in-vitro und in-vivo Beweis seines
therapeutischen Nutzens revolutionierte die Therapie sowie Prognose der
CML.(Druker et al., 2001) Imatinib ist ein kompetitives ATP-Mimetikum, das zur
Gruppe der 2-Phenylaminopyrimidine gehort, welche eine Gruppe von
Tyrosinkinasen, darunter ABL, inhibiert. Dieses TKI erlaubt das Erreichen einer
kompletten zytogenetischen und molekularen Remission und flhrte zu einem
deutlich langerem progressionsfreien und Gesamtiuberleben der CML Patienten als
unter bisherigen Therapien.(O’Brien et al., 2003) Die kristallographische Aufarbeitung
der Tyrosinkinasen fuhrte zu weiteren Erkenntnissen in der Interaktion zwischen TKIs
und den Proteinen. Infolgedessen konnten die TKI der 2. Generation Dasatinib und
Nilotinib sowie der 3. TKI-Generation Bosutinib und Ponatinib entwickelt werden.
Nilotinib ist ein Aminopyrimidin-Derivat, dessen Aktion zielgerichteter auf die ABL
Kinase ausgelegt ist als bei Imatinib und selbst bei manchen Imatinib-resistenten
ABL-Mutationen immer noch Wirkung zeigt. In der ENESTnd (Evaluating Nilotinib
Efficacy and Safety in Clinical Trials-Newly Diagnosed Patients) wurde die
Uberlegenheit von Nilotinib im Vergleich zu Imatinib 400mg im Hinblick auf die Dauer
bis zum Erreichen einer MMR und dem progressionsfreien Uberleben
bewiesen.(Larson et al., 2012)

Dasatinib ist ein Piperazinylderivat, das hemmend auf SRC und ABL Kinasen wirkt.
Dieses TKI deckt zum Teil ein anderes Spektrum an Imatinib-resistenten ABL-
Mutationen ab als Nilotinib. In der DASISION Studie (dasatinib vs imatinib in patients
with newly diagnosed chronic phase chronic myeloid leukemia) wurde eine
Uberlegenheit von Dasatinib gegeniiber Imatinib durch eine rascher erreichte und
tiefere molekularen Remission gezeigt. Ein Uberlebensvorteil konnte indes nicht

nachgewiesen werden.(Kantarjian et al., 2012)
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Auch Bosutinib als dualer SRC und ABL Inhibitor zeigte in der BELA Studie eine
starkere BCR-ABL-inhibitorische Aktivitat als Imatinib in der 400 mg-Dosierung.
Jedoch hatte diese Studie eine hohe Patientenabbrechrate aufgrund des
Nebenwirkungsprofils von Bosutinib 500mg.(Cortes et al., 2012a) In der neu
aufgelegten BFORE Studie wurde eine niedrigere Dosierung (400mg) erprobt.
Nebenwirkungen wie Diarrhoe und Erh6éhung der Leberparameter wurden dadurch
attenuiert. Ahnlich wie bei Dasatinib und Nilotinib zeigte sich ein schnelleres
molekuares Ansprechen gegenuiber Imatinib.(Cortes et al., 2017)

Ponatinib gilt als einziger TKI, der bei der T315l Mutation im ABL Gen wirkt.(Cortes
et al., 2012b; O’Hare et al., 2009) Die EPIC Studie, in der dieser TKI ebenfalls im
Vergleich zu Imatinib eingesetzt wurde, musste wegen dem vermehrten Auftreten
von arteriellen Verschlusskrankheiten im Ponatinib-Arm abgebrochen werden.(Lipton
et al., 2016)

Das Nebenwirkungsprofil der TKIs unterscheidet sich.(Druker et al., 2006) Die
haufigsten Imatinib-Nebenwirkungen sind Odeme, muskuloskeletale Schmerzen bzw.
Krampfe und Diarrhoe.(Kalmanti et al., 2015) Die Nebenwirkungen von Nilotinib
umfassen Kopfschmerzen, Erhdhung der Cholestaseparameter, Erhdéhung des
Blutzuckerspiegels und arterielle Verschlusskrankheit. Unerwinschte
Arzneimittelwirkungen von Dasatinib bestehen hauptsachlich aus Thrombozytopenie
und Pleuraergissen. Bosutinib zeigt erhdhte Lebertoxizitat und eine hohere Rate an
Diarrhoen im Vergleich zu den anderen TKiIs.(Cortes et al., 2012a; Kantarjian et al.,
2012; Larson et al., 2012)

Bei Therapieversagen (Tabelle 2) gqilt als letzte Option die allogene
Stammzelltransplantation (SZT). Im Gegensatz zu den TKiIs ist die allogene SZT die
einzige bisher bewiesene kurative Therapie.(Baccarani et al., 2013) Bislang geht
man davon aus, dass unter der Behandlung mit TKIs immer eine minimale
Resterkrankung (minimal residual disease — MRD) verbleibt. Eine totale Eradikation
von malignen CML-Progenitorzellen in der Stammzellniche des Knochenmarks
scheint nicht mdglich (siehe auch Kapitel 1.5.). Eine neue Substanz, als
Therapieoption bei Therapieversagern ist derzeit in Entwicklung (ABL0OO1, Asciminib).
Dieser Wirkstoff bindet nicht an der Kinasedomane des ABL Proteins, sondern an
einer regulatorischen Untereinheit und fuhrt durch einen allosterischen Mechanismus
zu einer Abnahme der Kinaseaktivitat. Somit sollte diese Substanz auch bei allen

bisher bekannten Kinasedomé&nmutationen wirken. Das Wirkungsspektrum von
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ABLO01 wird aktuell in Studien als Einzeltherapeutikum oder in Kombination mit
anderen TKIs evaluiert.(Wylie et al., 2017) Nach ELN Leitlinien ist die derzeitige
Standardtherapie Imatinib, Nilotinib und Dasatinib. Bei Versagen sollte das TKI

gewechselt werden bzw. auf Bosutinib oder Ponatinib umgestellt werden.

Tabelle 2: Resistenzkriterien (Failure) gemald der ELN Leitlinien. (Baccarani et al.,
2013, Tabelle aus Onkopedia database, 2017)

Zeit nach Beginn der Ansprechen
TKI-Therapie, Monate
hamatologische und PCR-Kriterien
zytogenetische Kriterien

3 keine CHR, keine CyR

6 >35% Ph+, keine PCyR >10% BCR-ABL (1S)

12 >0% Ph+, keine CCyR >1% BCR-ABL (IS)

18 >0,1% BCR-ABL (IS)

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

der TKI-Wirkung
e klonale Evolution



Einleitung

1.5 BCR-ABL abhangige Resistenzmechanismen

Generell kann die TKI Resistenz, sei sie nun BCR-ABL abhangig oder unabhéngig,
in primare, d.h. von Beginn der Erkrankung an, oder sekundare, d.h. erworbene

Resistenz, unterteilt werden.(Abbildung 1)(Apperley, 2007)
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Abbildung 1: Zusammenfassung der BCR-ABL abhdngigen und unabhangigen

Resistenzmechanismen.(Abbildung aus Apperley, 2007)

1.5.1 BCR-ABL Mutationen

Die Rate der Punktmutationen im BCR-ABL-Fusionsgen variiert zwischen 40-90%,
und bis zu 57% der resistenten Patienten haben mindestens zwei Mutationen im
BCR-ABL-Gen.(Quintas-Cardama et al., 2008, 2009) Die Hotspot-Regionen befinden
sich am P-Loop, am Aktivierungsloop, an der katalytischen Doméne sowie an der TKI
Bindungsstelle des Fusionsproteins.(Apperley, 2007) Nicht jede Mutation fuhrt sofort
zu einer Resistenzentwicklung, jedoch geben bestimmte Mutationen eine Rationale
zum TKI-Wechsel, um eine Resistenz zu vermeiden.(Roche-Lestienne et al., 2002)
Zu einer der haufigsten Mutationen zahlt T315l1, welche gleichzeitig auch die fatalste

Mutation darstellt, da in diesem Fall nur noch Ponatinib Wirkung zeigt. Eine
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Forschungsarbeit zeigte, dass das Fusionsprotein durch die Synthese von reaktiven

Sauerstoffspezies (ROS) die Mutagenese begunstigt.

1.5.2 BCR-ABL Amplifikation

Generell treten Genamplifikationen haufiger als Punktmutationen auf. In einer Studie
wurde jedoch nachgewiesen, dass nur bei 2 von 66 resistenten Patienten eine BCR-
ABL Amplifikation stattfand.(Hochhaus et al., 2002) Tatsachlich basieren. die in-vitro-
Resistenzen hauptsachlich auf BCR-ABL-Uberexpression nach  Imatinib-
Langzeitexposition.(Mahon et al., 2000) In Zelllinien-Experimenten konnte gezeigt
werden, dass nach Imatinibdeprivation das  Fusionstranskript  schnell
herunterreguliert wird. Dieser Mechanismus gibt einen Hinweis darauf, dass eine zu
hohe BCR-ABL Expression schadlich fir das Uberleben der Zellen sein
kénnte.(Tipping et al., 2001) Eine weitere Studie zeigte, dass Zellen mit BCR-ABL
Amplifikation schneller resistente Subklone bilden.(Barnes et al., 2005)

1.5.3 Klonale Evolution (auch BCR-ABL unabhangig)

Im Krankheitsverlauf der CML kénnen zusatzliche genetische Aberrationen im Ph+-
Klon auftreten, auch additional chromosomal aberrations (ACA) genannt. Diese
werden je nach Art und Grad der Aberration in minor route- bzw. major route-ACAs
unterteilt. Wahrend im Rahmen einer Blastenkrise bis zu 80% der Patienten eine
ACA aufweisen, sind es in der chronischen Phase lediglich 10%. Durch den
Selektionsdruck der TKIs selektieren sich im Verlauf die Klone heraus, dessen
Aberrationen einen Uberlebensvorteil bieten. In diesem Kontext wurde in der CML IV
Studie anhand von 1551 Patienten nachgewiesen, dass die Unterscheidung
zwischen major route- und minor route-ACAs eine Riskostratifizierung erlaubt und
einen signifikanten Einfluss auf das progressionsfreie Uberleben sowie das
Gesamtuberleben von CML Patienten hat.(Fabarius et al., 2011, 2015)

Des Weiteren wurde bestétigt, dass in BCR-ABL negativen Subklonen von TKI-
resistenten Patienten Mutationen, &hnlich wie beim myelodysplastischen Syndrom,
bei myeloproliferativen Neoplasien und bei der akuten myeloischen Leukdmie eine
grol3e Rolle spielen (z.B. DNMT3A, EZH2, RUNX1, TET2, TP53, U2AF1l und
ZRSR?2). Diese Mutationen kénnen sowohl im Ph+ als auch im Ph- Klon auftreten.
Sie kdonnen auch vor Auftreten der BCR-ABL Translokation im selben Klon bereits
vorhanden sein. Die hier beschriebene Studie analysiert jedoch nur eine kleine
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Anzahl von Zielgenen. Somit liegt in der Genomanalyse von Subkolonien der

Stammzellniche ein enormes Aufklarungspotential.(Schmidt et al., 2014)

1.6 BCR-ABL unabhéangige Resistenzmechanismen
1.6.1 Pharmakogenetik und Pharmakokinetik

Auch die Bioverfuigbarkeit und die Plasmaproteinbindung spielen eine Rolle in der
CML-Resistenzentwicklung. Imatinib wird durch das Cytochrome p450 Isoenzym
P3A4 in der Leber metabolisiert. Somit wird der Plasmaspiegel von Imatinib auch von
der Komedikation der Patienten beeinflusst.(Apperley, 2007; Cohen et al., 2002;
Lucas et al., 2008; Takahashi et al., 2010) Imatinib ist zu 95% an Albumin gebunden
und nur teilweise an das Alpha-1 Glycoprotein-1 (AGP-1). Nur freies Imatinib kann in
die Zelle eindringen und seine Wirkung entfalten.(Quintas-Cardama et al., 2009)

Die intrazellulare Konzentration von Imatinib wird am haufigsten tber folgende drei
Kanale reguliert: OCT1 (SLC22A1), ABCB1 (MDR1) und ABCG2 (BCRP). Die
weiteren Funktionen dieser Transporter werden im Absatz 1.7 gesondert erlautert, da

diese ein zentrales Thema dieser Arbeit sind.

1.6.2 Stammzellniche

Die Reduktionsgeschwindigkeit der leukamischen Zelllast ist biphasisch. Ein
entsprechendes mathematischen Modell lasst den Schluss zu, dass in einer ersten
Phase eine schnelle Reduktion der Leukamielast erfolgt, diese jedoch in einer
zweiten Phase abflacht. Somit geht man davon aus, dass zu Beginn alle
differenzierten Ph+ Zellen eradiziert werden und danach erst die Progenitorzellen
eliminiert werden .(Graham et al., 2002; Michor et al., 2005) Man vermutet noch eine
3. Phase, eine relativ konstante Phase, in der die langsame Eradikation der
Stammzellen erfolgt. Es wurde bestétigt, dass ruhende CD34+ Ph+ Stammzellen
konstitutiv resistent gegen TKIs sind.(Apperley, 2007) Nach langjahriger TKI
Therapie zeigen Absetzversuche (siehe Abschnitt 1.8.), dass auch bei Patienten in
tiefer molekularer Remission (MR* oder MR*®) bzw. mit nicht mehr nachweisbarem
Transkript-Level dennoch eine hohe Wahrscheinlichkeit besteht (+/- 50%), dass
diese einen Ruckfall erleiden. Dies beweist die Persistenz einer minimalen
Resterkrankung. In einer Arbeit wurde vor kurzem festgestellt, dass TKIs in
Kombination mit PPARy-Agonisten eine anhaltende Remission nach

Therapieabsetzen hervorrufen konnen, da diese Agonisten die Stammzellen aus
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ihrer ruhenden Phase holen. Die Eradikation der leukamischen Stammzellen ist die
vielversprechendste Methode, um eine Heilung der CML zu erreichen, aber die
Resistenzmechanismen dieser Zellen und die Rolle ihrer Mikroumgebung sind bisher

nur mangelhaft erforscht.(Apsel Winger and Shah, 2015)

1.6.3 Alternative Signalwege und Epigenetik

In zahlreichen Studien wurde nachgewiesen, dass die Epigenetik ein wichtiger Faktor
in der Resistenzentwicklung der CML ist.(Bixby and Talpaz, 2011; Jabbour et al.,
2006; Johansson et al., 2002; Koptyra et al., 2006; Lahaye et al., 2005; Lee et al.,
2007; Quintas-Cardama et al., 2008) Die Uberexpression von Histon-Deacetylasen
und die Suppression von Histon-Acetyltransferasen spielen eine wichtige Rolle in der
Selbsterneuerung von leukamischen Stammzellen und fordern die Entwicklung von
Resistenzen. Studien konnten zeigen, dass deacetylierende Wirkstoffe in
Kombination mit TKI zwar eine proapoptotische Wirkung in vivo zeigen, jedoch
Klinisch keinen nennenswerten Effekt auf das Uberleben von Patienten in
Blastenkrise haben.(Bhatia et al., 2009; Fiskus et al., 2006; Guilhot et al., 2008;
Kircher et al., 2009)

Die ,downstream‘ Kaskade des BCR-ABL Proteins involviert eine hohe Anzahl an
verschiedenen Signalkaskaden, deren Rolle in der Resistenzentwicklung noch
diskutiert wird: SRC Kinasenfamilie, JAK/STAT, P53/MYC und die RAS/RAF/MEK
Signalkaskade.(Bixby and Talpaz, 2011)

11
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1.7 ABCB1 (MDR1), ABCG2 und OCT1

Wie oben beschrieben spielen die verschiedenen In- und Effluxkanéle ein wichtige
Rolle in der CML-Therapie.

A B C

Abbildung 2: Dreidimensionale Proteinstruktur der Transmembran-Kanale OCT1
(SLC22A1) (A), ABCB1 (B) und ABCG2 (C). Das Design basiert auf der

Rekonstruktion mittels der Swissmodel Software.(Biasini et al., 2014)

Der Effluxkanal ABCB1 gehort zu der ABC-(ATP binding cassette) Transporter-
Familie B1, d.h. der Efflux von Substanzen aus der Zelle ist ATP-abhangig und
unabhangig der Ladung des transportierten Molekiils. Die ABC-Transporter-Familie
ist fur die Entwicklung von Resistenzen auf zahlreiche Xenobiotikas bei Tumorzellen
verantwortlich, daher auch die Bezeichnung MDR ,multidrug resistance’. ABCBL1 ist
hauptséchlich fir die Homodostase der Bluthirnschranke verantwortlich und einer der
Grunde, weshalb eine Aufsattigung von Medikamenten im Liquor cerebrospinalis so
problematisch ist.(Dicato et al., 1997) Ein Zusammenhang zwischen ABCB1
Punktmutationen und dem Erreichen einer MMR wurde bestatigt.(Dulucq et al., 2008)
In den bisherigen Studien lieferte Dasatinib die beste Evidenz, als Substrat fur
ABCB1 zu gelten.(Eadie et al.,, 2014) In-vivo-Experimente bestatigten, dass eine
Inhibition von ABCB1 in ABCB1-uberexprimierenden Zelllinien zu einer Reduktion
der mittleren inhibitorischen Konzentration (IC50) von Dasatinib fuhrt. Diese Substrat-
Spezifizitat von ABCB1 konnte mittels radioaktiv markiertem Dasatinib nachgewiesen
werden. Auch fur Nilotinib und Imatinib gibt es eine in-vitro-Evidenz auf eine
Interaktion mit ABCB1. Nilotinib zeigt jedoch eine konzentrationsabhangige
Interaktion mit ABCB1 und ABCG2, da bei hohen Nilotinib Konzentrationen eine
Inhibition beider Kanale erfolgt.(Eadie et al., 2014) In einer klinischen Studie konnte

des Weiteren gezeigt werden, dass Imatinib-resistente CML-Patienten mit hoher
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ABCB1 Expression ein gutes Ansprechen nach einem Wechsel auf Nilotinib
zeigten.(Agrawal et al., 2014) Zudem konnte in einer kirzlich erschienenen Studie
nachgewiesen werden, dass insbesondere der mRNA Expressionverlauf von ABCB1
mit dem molekularen Ansprechen negativ korreliert.(Eadie et al., 2017)

ABCG2, auch bekannt als das ,breast cancer resistance protein‘, gehért wie ABCB1
zu den ATP-abhéngigen Transportern und existiert im Gegensatz zu ABCBL1 als
Halbtransporter.(Abbildung 2) Eine Dimerisierung fuhrt zu einem funktionellen
membranstandigen Homodimer. ABCG2 als Resistenzgen wurde erstmals bei
Studien zu Brustkrebs beschrieben, daher auch die Bezeichnung als breast cancer
resistance protein (BCRP). Es wurde nachgewiesen, dass ABCG2 eine Akkumulation
diverser Chemotherapeutika (Mitoxantron, Doxorubicin und Daunorubicin) verhindert
und so zu einer reduzierten Zytotoxizitat dieser Medikamente fuhrt.(Allen and
Schinkel, 2002) Studien belegten, dass Imatinib, Nilotinio und Dasatinib Substrate
von ABCG2 sind. Neben dem reinen Efflux dieser Substanzen zeigten Imatinib und
Nilotinib noch weitere Wechselwirkungen mit dem ABCG2 Transporter. In-vitro-
Experimente belegten, dass Imatinib den Efflux von ABCG2-Substraten im Sinne
eines kompetitiven Antagonisten hemmt. Jedoch nur wenige Studien konnten
bestatigen, dass sich die intrazellulare Konzentration von Imatinib in Abhangigkeit
der ABCG2 Proteinexpression verandert.(Allen and Schinkel, 2002) Somit geht man
derzeit davon aus, dass es sich bei Imatinib eher um ein ABCG2 Inhibitor als um ein
ABCG2 Substrat handelt. Nilotinib beeinflusst die Funktion dieses Transporters
konzentrationsabhéngig, indem er einen direkten Einfluss auf dessen ATPase-
Aktivitat hat und ist somit nicht direkt ein Substrat von ABCG2. Wechselwirkungen
mit Dasatinib wurden nicht nachgewiesen.(Eadie et al., 2014)

Der Influxkanal OCT1 (human organic cation transporter 1) gehért zu einer Gruppe
von drei &hnlichen Influxkanalen, der solut carrier Familie SLC22A. Das
Transportprotein besteht aus 12 Transmembran-Helizes, die ausschliel3lich Kationen
in die Zelle einschleusen.(Abbildung 2) Das zugrundeliegende Gen befindet sich auf
Chromosom 6. OCT1 spielt eine wichtige Rolle in der Absorption und in der
Verteilung von  Xenobiotika und wird hauptséchlich in  Hepatozyten
exprimiert.(Burckhardt and Wolff, 2000; Jonker and Schinkel, 2004) In funktionellen
in-vitro-Assays wurde beschrieben, dass die intrazellulare Konzentration von
radioaktiv markiertem Imatinib in Kombination mit spezifischen Influxtransporter-

blockierenden Medikamenten in CML-Zelllinien abnimmt.(Ciarimboli et al., 2004) Der
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gemeinsame Nenner dieser blockierenden Substanzen war OCT1. Prazosin stellte
sich als potentester Inhibitor heraus. Auf Basis dieser Arbeit erfolgte die
Untersuchung der OCT1-Aktivitat (OA) bei CML.(White et al., 2006) Definiert wurde
diese als Differenz zwischen der intrazellularen Aufnahme von Imatinib mit und ohne
Prazosin. Eine positive Korrelation zwischen der OA und dem Erreichen von MMR
bzw. Resistenzentwicklung wurde dabei bestatigt.(Engler et al., 2010; White et al.,
2007) Ein Zusammenhang zwischen der OCT1 Expression und dem
Gesamtliberleben bzw. dem molekularen Ansprechen ist hingegen noch nicht
endgultig bewiesen.(White et al., 2009) Imatinib konnte als Substrat bestatigt werden.
Fur Dasatinib und Nilotinib gibt es keine klaren Hinweise auf eine Interaktion mit
OCTL1. Die Korrelation der OCT1 mRNA Expession mit dem TKI-Ansprechen lieferte
in  bisherigen Studien sehr widersprichliche Ergebnisse, teils wegen
Expressionsmessungen an unterschiedlichen Zellpopulationen, teils aber auch
wegen der unterschiedlichen Isoformspezifitat der jeweilig ausgewahlten
Primer.(Angelini et al., 2013; Crossman et al., 2005; Erben et al., 2010; Giannoudis
et al., 2013; Nardinelli et al., 2012; Wang et al., 2008; Zhang et al., 2009; Zhong et
al., 2012)

1.8 Absetzstudien: CML-Heilung in Sicht?

Die Fortschritte in der Therapie der CML erlauben es, dass man bei einer
Erkrankung, die noch vor 20 Jahren fast immer zum Tod geflhrt hat, heute an das
Absetzen der Therapie denken kann. Das Absetzen der TKIs wird zukunftig zu einem
wichtigen Therapieziel werden, einerseits aufgrund der belastenden TKI-
Nebenwirkungen, andererseits wegen dem guten Ansprechen und den hohen Kosten
einer TKI-Therapie - mit Blick auf die beachtliche finanzielle Entlastung der
nationalen Gesundheitsokonomien.(Saul3ele et al., 2016) Den Anstol3 gab vor allem
die multizentrische STIM (STop IMatinib) Studie in der 100 Patienten nach 2 Jahren
oder mehr in DMR (deep molecular response) Imatinib absetzten, aber nur 40% der
Teilnehmer einen molekularen Rickfall erlitten.(Etienne et al., 2017; Mahon et al.,
2010) Nach dieser Studie folgten viele weitere Absetzstudien, auch mit anderen
TKls, die allesamt eine molekulare Rickfall-Rate zwischen 40-60%
zeigten.(Hochhaus et al., 2017; Imagawa et al., 2015; Mori et al., 2015; Ross et al.,
2010, 2013) Bislang erreichten alle Studienpatienten, die einen molekularen Ruckfall
hatten, nach Wiederaufnahme der TKI-Therapie eine gute molekulare Remission. Die

Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Dauer der vorhergehenden TKI Therapie,
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aber auch die Dauer des molekularen Ansprechens ausschlaggebende Faktoren fur
den Absetzerfolg sind. Die EURO-SKI Studie ist bis dato die weltweit grof3te
multizentrische Absetzstudie (821 Patienten) mit dem Ziel, standardisierbare
Bedingungen zu eruieren, die eine sichere und anhaltende therapiefreie Remission
(TFR) erlauben. In dieser Arbeit wurde die Expression von ABCG2, ABCB1 und
OCT1 zum Zeitpunkt des Absetzens (baseline) bei 132 Patienten aus der EURO-SKI
Studie gemessen. Die Studienteilnehmer wurden ausschlief3lich im ,Mannheimer
Exzellenzzentrum fur CML* gescreent.(Mahon et al., 2016)

Trotz der hohen Rate an Patienten, die in TFR bleiben, wagt man es derzeit noch
nicht, von einer Heilung der CML zu sprechen. In der Tat, wurden bei Patienten mit
anhaltender TFR zwei unterschiedliche Phdnomene nachgewiesen: Ein Teil der
Patienten hat dauerhaft ein nicht mehr nachweisbares Transkript-Level im peripheren
Blut, der andere Teil zeigt eine fluktuierende BCR-ABL Expression ohne MMR-
Verlust. Mathematische Modelle lassen vermuten, dass dies einerseits mit einem
unterschiedlichen Grad der leuk&dmischen Stammzelleradikation zusammenhangt,
andererseits aber auch durch eine kontinuierliche Immunantwort gegen CML Zellen
verursacht werden kann.(Tang et al.,, 2012) Es konnten bereits zahlreiche Studien
den wichtigen Stellenwert des Immunsystems in der CML hervorheben. Eine
Kombinationtherapie mit pegyliertem IFN-alpha scheint nicht nur ein tieferes
molekulares Ansprechen zu erlauben, sondern auch die Wahrscheinlichkeit fir eine
anhaltende TFR zu erhdhen.(Burchert et al., 2015; llander et al., 2017; Schitz et al.,
2017)

Der BCR-ABL-Quotient ist bei Patienten mit sehr tiefer molekularer Remission nicht
als TFR Pradiktor geeignet, da auch BCR-ABL negative Patienten zu einem grof3en
Anteil einem MMR Verlust unterliegen.(Mahon et al., 2010) Somit ist man nun auf der
Suche nach neuen Biomarkern zur Pradiktion der TFR. Die derzeit klinischen Dauer
der Therapie sowie der molekularen Remission und in einigen Studien auch risk
scores.(SaulRele et al., 2016) Pradiktive Biomarker begrenzen sich derzeit auf die
Anzahl der natirlichen Killerzellen (NK-Zellen) und CD86 Expression auf
dendritischen Zellen.(llander et al., 2017; Schitz et al., 2017). In dieser Arbeit wird
jedoch eine Analyse der Pharmakogenetik durchgefuhrt, im Sinne der
Expressionsanalyse relevanter Influx- und Effluxkandle. Biomarkerbestimmungen

werden in der Regel zum Zeitpunkt des Absetzens (baseline) durchgefihrt.
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1.9 Hypothese und translationale Relevanz des Forschungsprojektes

Die Hypothese dieser Arbeit basiert auf der Annahme, dass die Pharmakogenetik im
Sinne von Influx- bzw Effluxkanalen einen Einfluss auf den Absetzerfolg bei CML
Patienten haben. Da ABCG2, ABCB1 (MDR1) und OCTL1 nicht nur eine Rolle in der
Resistenzentwicklung, sondern auch in der Pradiktion eines tiefen molekularen
Ansprechen spielen, ist davon auszugehen, dass Patienten anhand konstitutioneller
(germline) Unter- bzw. Uberexpression dieser Kanale unterschiedliches Ansprechen
haben und damit unterschiedliche Voraussetzungen fir einen TFR-Erfolg zeigen. Da
bisherige Arbeiten hauptsachlich den Einfluss des Immunsystems auf den TFR-
Erfolg analysierten, werden in dieser Untersuchung ein Teil der
pharmakogenetischen Einflussfaktoren auf die TFR analysiert. Es soll des Weiteren
eine standardisierbare Methodik entwickelt werden, die eine sensitive und in der
Routine durchfuhrbare Messung der Expression-Levels von OCT1, ABCB1 und
ABCG?2 erlaubt.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Instrumente

Vortexer REAX

Light Cycler 1.5 oder 1.0
Tischzentrifuge

Heizblock QBT2
Eismaschine AF200
Becherglas
Gelelektrophorese-Kammer aus Plexiglas
Spannungsgeber

Chemi Doc XRS
Prazisionswaagewaage
Brutschrank
Erlenmeyerkolben
Zentrifuge

HiSpeed Plasmid maxi-Kit
Impfose

Transferpipette 3,5 mi
HERAsafe Sicherheitswerkbank
Spectrophotometer
NanoDrop ND 1000
Tischzentrifuge
Bunsenbrenner
LightCycler 480

2.2 Chemikalien

Aqua ad iniectabilia (RNAse-frei)
LC Faststart Plus Kit

Uracil-DNA Glycosylase

Primer Lyophilisate

Sonden Lyophilisate

RNasin

Reverse Transkriptase

Heidolph
Roche
Heraeus Christ; Biofuge, Sigma
Grant Instruments
Scotsman
Neolab

VWR

Bio-Rad
BioRad

Kern, Sartorius
WTB Binder
Buddeberg
Sorvall

Qiagen
Buddeberg
Sarstedt
Haereus
Peglab

Peglab

Sigma
Buddeberg

Roche

Braun

Roche

Roche

MW / Eurofins
TIB MOLBIOL
Fa. Promega

Fa. Invitrogen
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DEPC

EDTA

PBS

3-Mercaptoethanol (37%)
Trizol

Chloroform 100%

Ethanol 75%, 100%
SYBRSafe

Agarose

TBE-Puffer

HiSpeed Plasmid Maxi Kit
Puffer H

Luria Broth BASE/ Miller's LB Broth BASE
Bacterolog. Agar
Ampicillin

DMSO

X-Gal

LB-Medium

Isopropanol

Tris-EDTA Puffer

rRNA 16S- and 23S-ribosomal 100A260 units

Tag-Polymerase—Kit

Escherichia coli one shot Top10F
2.3 Zubehor

1000 pl, 200 pl und 20 pl-Pipette
Kihlblock

Kapillarentferner

Light Cycler Carousel Centrifuge
20 pl, 200 pl und 1000 pl Spitzen
Schutzbrille
Spezial-Nitril-Handschuhe
Isolierbehalter

Platten

Falcons 14 ml

Sigma

Sigma

Sigma

Biorad
Invitrogen
Merck-Millipore
VWR
Invitrogen

Seakem/ Biozym

Qiagen
Roche
Sigma
Sigma
Fa. Roche
Sigma
Appli Chem
Invitrogen
Merck
Sigma
Roche
Invitrogen

Invitrogen

Gilson oder Eppendorf

Roche
Roche

Roche

Greiner oder Eppendorf

Neolab
Dermatril P
Buddeberg
Greiner Bio-one

Becton/Dickinson
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Falcon 50 ml Becton Dickinson
QIArac Qiagen

1,5 ml Reaktionsgefal3e Fa. Eppendorf
0,5 ml Lichtschutzreaktionsgefalie Fa. Eppendorf

2.4 Studiendesign

Die ,EUROpe Stop TKI* Studie (EURO-SKI) ist eine interventionelle, multizentrische
,open-label* Studie mit primarem Ziel, den Prozentsatz von Patienten mit anhaltender
TFR (d.h. anhaltender MMR oder besser, nach Therapiestopp) zu eruieren (eudract
number: 2011-000440-22). Gemald der Deklaration von Helsinki haben alle
eingeschlossenen Patienten nach eingehender Aufklarung ihre schriftliche
Zustimmung gegeben. (Ethikvotum 2012-247AWB-MA)

Sekundare Endpunkte der Studie sind:
- Evaluation der gesundheitsbezogenen Lebensqualitat bei Patienten in
TFR
- Dauer bis zum Erreichen einer erneuten MR* nach molekularem Ruickfall
- Evaluation der medizinisch-6konomischen Wirkung des TKI Absetzens
- ldentifikation klinischer und biologischer Einflussfaktoren auf die Dauer
einer TFR

Die genauen Einschlusskriterien umfassen:
- CML in chronischer Phase, Therapie mit Erst- oder Zweitgenerations TKI
- Seit mindestens 3 Jahren Therapie mit TKI
- Stabile MR* seit mindestens 1 Jahr
- Inklusion beider Geschlechter. Fertile Frauen nur unter Kontrazeption.
- Mindestens 18 Jahre alt

Die Ausschlusskriterien waren definiert mit
- Minderjahrige
- Nicht einwilligungsfahige Patienten
- Vor oder nach allogener Stammzelltransplantation

Der Molekularer Ruckfall wurde als Verlust der MMR nach TKI Absetzen zu einem

Zeitpunkt definiert.
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*'V LeukemiaNet"

European

Inclusion criteria
TKltreatment Study start
at least 3 years ®
-------- 1
1
_____ 1
MR* > 1
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I
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Abbildung 3: EURO-SKI Studienschema: Nach mindestens 3 Jahren TKI Therapie
und einem Jahr MR* konnten die Patienten in die EURO-SKI Studie eingeschlossen
werden. Der letzte Tag der TKI Einnahme wurde als baseline definiert. Danach
erfolgten 4- bis 6-wochentliche BCR-ABL'S Kontrollen. Bei MMR verlust wurde die
TKI Therapie fortgesetzt.

In dieser retrospektiven Substudie wurden die Genexpression von OCT1, ABCB1
und ABCG2 an Leukozyten cDNA im peripheren Blut von 132 an der EURO-SKI
Studie teilnehmenden Patienten gemessen. Der Abnahmezeitpunkt entsprach dem
Tag des Absetzens, hier als baseline bezeichnet.(Abbildung 3) Verwendet wurden
ausschlief3lich Patientenproben, die im ,Mannheimer Exzellenzzentrum fir CML’

eingegangen und analysiert worden sind.
2.5 Aufarbeitung des peripheren Blutes

2.5.1 Pelletierung mononuklearer Zellen

Nach dem Abfillen des peripheren Blutes in Aliguote wurden die Erythrozyten mit
Lysispuffer lysiert. Die 50 ml Reaktionsgefél3e wurden fur 10 Minuten auf Eis gestellt.
Dabei wurden die Falconrohrchen gelegentlich geschuttelt. AnschlieRend wurde der
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Ansatz fur 10 Minuten bei 453 x g und 4°C zentrifugiert. Vor Einbringung in die
Zentrifuge wurden die Falconréhrchen noch mal geschdittelt.

Der Lysispuffer trat durch die Membran der Erythrozyten. Wahrend dieses Durchtritts
verschlechterte sich der Zustand der Membran einerseits durch das Quellen der
Zelle, andererseits durch das Auflosen der Membran im Lysispuffer. Durch

Zentrifugieren entstand ein Zellpellet mit Uberstand.

Lysispuffer:

H20 100 ml

NH 4 HCO 3 0,79 g [10 mM]
NH 4 Cl 8,29 g [0,155 M]
EDTA (pH 7,4) 200 pl [1 mM]

Der Uberstand (hamolysierte Erythrozyten) wurde verworfen. AnschlieBend wurde
das Zellpellet mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden durch die Zugabe eines
entsprechenden Homogenisierungspuffers resuspendiert, um eine
molekulargenetische Leukozytenanalyse zu ermdglichen. Durch diese Reagenzien

wurden gleichzeitig RNasen und sonstige Enzyme inaktiviert.

2.5.2 RNA-Isolierung

Die  Trizol-Standard-Methode  basiert auf dem Prinzip der sauren
Guanidinisothiozyanat-Phenol-Chloroform-Extraktion. Das Trizolreagenz enthélt das
Guanidinthiozyanat, Phenol und einen roten organischen Farbstoff. Diese Methode
stellt eine sehr einfache Mdglichkeit dar, aus Zellen RNA zu isolieren. Es wurden sich
dabei die Unterschiede in der Loslichkeit der Komponenten in organischen und
wassrigen Losungsmitteln zu Nutze gemacht.

Proteine und DNA-Protein-Komplexe wurden denaturiert und bildeten eine unlésliche
Phase. Die RNA hingegen verblieb in der wassrigen Phase. Nach Zusatz von
Chloroform und anschliel3ender Zentrifugation trennten sich die Phasen deutlich in
die farblose wassrige Oberphase und die rotliche organische Unterphase. Die
denaturierten Proteine bildeten eine unlésliche Interphase. Aus der wassrigen Phase
konnte die RNA durch Isopropanol-Féallung gewonnen werden. Nach einem
Waschschritt wurde die RNA getrocknet und in destilliertem Wasser gel6st. Meist
wird diese Methode zur Isolierung von sehr reiner Gesamt-RNA genutzt, die nicht mit

DNA oder Protein kontaminiert ist. Die genaue Vorgehensweise war folgende:
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Es wurde 1 ml Trizol-Reagenz in 1,5 ml- Eppendorf-Réhrchen abgefillt. Die
Leukozytenpellets wurden bei Raumtemperatur 10 Minuten aufgetaut. Nach
Durchmischung der Pellets mit Trizol wurden diese in den Schuttler gesetzt und bei
6,58 x g und 37°C fur 10 Minuten geschuttelt. Nach kurzem Anzentrifugieren wurden
200 pl Chloroform (0,2 ml Chloroform pro ml eingesetztem Trizol) hinzugefugt und far
15 Minuten bei Raumtemperatur per Hand mit dem Vortexer stark gemischt, bis sie
trib waren. Nach 10 Minuten bei 8°C und Zentrifugation mit 11934 x g, wurde mit
einer 200 pl-Pipette der Uberstand am Rand des ReaktionsgefaRes bis zur
Interphase abgenommen und GefalRe Uberfuhrt. Es wurde erneut 200 ul Chloroform
zugegeben und gemischt, bis die Phasen trib waren. Nach erneutem 10-minitigem
Anzentrifugieren bei 8°C und 11934 x g wurde mit einer 200ul-Pipette am Rand des
ReaktionsgefalRes die oberste Phase bis zur Interphase abgenommen. Es wurden
nun 0,5 ml 100% 4°C kaltes Ethanol hinzugefiigt, gemischt und anschlieRend fir 30
Minuten bei -20°C inkubiert. Anschlie3end erfolgte eine Pelletierung fir 10 Minuten
bei 8°C und 11934 x g. Die RNA wurde als Pellet an der unteren Wand des
ReaktionsgefalRes sichtbar. Das Pellet wurde mit 1ml 75%-iger Ethanol-Losung von
der Unterflache abgehoben und vorsichtig durchmischt, ohne das Pellet aufzulésen.
Nach erneuter Zentrifugation wurden der Ethanoliberstand vorsichtig abgekippt und
die ReaktionsgefaRe auf dem Wéarmeblock bei 37°C getrocknet, bis das Pellet
begann durchsichtig zu werden. Die getrockneten RNA-Pellets wurden auf Eis
gesetzt und in 21ul RNAse-freies H,O aufgelost. Nach der Nanodrop-Messung
erfolgt die cDNA Synthese.

2.5.3 cDNA-Synthese

Bei der cDNA-Synthese erfolgte eine sogenannte reverse Transkription von RNA in
die komplementare DNA, die eine hohere Stabilitat aufweist. Dieser Vorgang wurde
durch eine RNA-abhangige DNA—-Poymerase katalysiert. Das daraus resultierende
Produkt war ein komplementérer DNA-Einzelstrang (cDNA) der im Gegensatz zur
RNA keine Introns enthielt, da es sich beim Ausgangsprodukt um bereits
prozessierte MRNA handelt. Der experimentelle Ansatz verlief wie folgt:

Es wurden 19ul der RNA-Proben Réhrchen fur 10 Minuten bei 65°C denaturiert und
danach mindestens 3 Minuten auf Eis gelegt. Zu jedem Probensatz und zur
Negativkontrolle wurden 21puL (zu 19uL RNA) Mixansatz (s.u.) dazu pipettiert und mit
der Pipettenspitze vorsichtig gemischt. Danach erfolgte eine Inkubation flr 2 Stunden
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bei 37°C auf dem Heizblock. Die Proben konnten anschlielend bei —20°C gelagert

oder weiterverarbeitet werden.

Der Mixansatz bestand aus folgenden Komponenten:

H20 930 ul
dNTP 190 ul [25 mM]
Random-Hexamere 100 pl
Dithiothreitol 47,5 ul

Reverse Transkriptase 950 pl
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2.6 Etablierung der Plasmidstandards
2.6.1 Plasmiddesign

In dieser Arbeit erfolgte eine absolute Quantifizierung der Gene mittels
Plasmidstandards. Es waren insgesamt zwei Plasmide in Gebrauch. Ein Plasmid mit
Namen ,pME2‘ enthalt die Sequenzen fur B-Glucuronidase GUSB, ABL und BCR-
ABL. Das zweite Plasmid wurde speziell fir unsere Fragestellung hergestellt und
enthielt die Sequenzen fur OCT1, ABCB1, ABCG2 und GUSB als Referenzgen (pEX-
A2 Plasmid).

2.6.2 pME2 Plasmid-Klonierung

G GAA TTC GCC CTT DG G
\C CTr ARG coo CrMRMM TTC CCC CT

Not |

Bstx 1

Xno't Nsi | Xbal

Comments for pCR®2.1-TOPO®
3931 nucleotides

LacZo fragment: bases 1-547

M13 reverse priming site: bases 205-221
Multiple cloning site: bases 234-357

T7 promoter/priming site: bases 364-383

M13 Forward (-20) priming site: bases 391-406
1 origin: bases 548-985

Kanamycin resistance ORF: bases 1319-2113
Ampicillin resistance ORF: bases 2131-2991
pUC origin: bases 3136-3809

Abbildung 4: pME2 Plasmiddesign.

Fur die Herstellung der Standardplasmide wurde im ersten Schritt das jeweilige BCR-
ABL-Konstrukt (ela2 oder el4a?2), welches durch den Einsatz von spezifischen
Primern aus cDNA der Zelllinien SD1 bzw. K562 generiert wurde, mittels dem TOPO
TA Cloning Kit in den pCR2.1 Vektor kloniert.(Abbildung 4) Das Prinzip des TOPO
TA Cloning Kit besteht darin, dass durch die Tag-Polymerase ein zusatzliches
Deoxyadenosin an das 3 Ende des PCR-Produktes synthetisiert wird und der
linearisierte Vektor durch Uberhangende 3’Deoxythymidinreste eine passende
Insertionsstelle aufweist. Mittels dem Enzym Topoisomerase | des Vaccina Virus
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kann dadurch ein PCR-Produkt in kirzester Zeit in den Vektor eingebaut werden.
Das aus der K562 cDNA synthetisierte beta-Glucorinidase PCR-Produkt wurde durch
einen Restriktionsverdau mit Xbal und der Verwendung einer T4-Ligase zusétzlich
eingebaut. Fur die Herstellung des GUSB PCR-Produktes wurden GUSB-spezifische
Primer mit einer zusatzlicher Xba I-Schnittstelle verwendet. Da die pME2
Plasmidstandards bereits vorgefertigt im Labor vorhanden sind, wird im Weiteren auf
die Klonierung des fur diese Untersuchung hergestellten Plasmid pEX-A2 genauer

eingegangen.

2.6.3 pEX-A2 Plasmid-Klonierung

5' Restriction Site: Xbal
i lieabnas 3' Restriction Site: Xbal
oz Cloning: via Type IIS restriction enzymes
e (Type IIS sites not present in final plasmid)

lac Promoter
pEX-For | . pPEX-Rev

\ MCS of pEX-A2

GGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGE

TGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCaattgGs
TACCgagc tcGCGGCCGCAAGL > your gene>ACCTGCTTTTGCTCGCTTgY
AtCcCcGAATTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACG

pUC Ori AGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTG

Amp(R)

Abbildung 5: pEX-A2 Plasmiddesign (Eurofins)

Das pEX-A2 Plasmid wurde zur Klonierung in das Escherichia coli Bakterium one
shot Top 10 F’) inseriert.(Abbildung 5) Dieser Vorgang wird als Transformation
bezeichnet. Dabei wurde das Wasserbad auf 42°C erhitzt um das SOC Medium

aufzutauen. Es erfolgte parallel die Zusammensetzung der Klonierungsreaktion:

1 Reaktion
PCR Produkt 2ul
Salzlésung 1l
H20 2 ul
Vector 1u
Reaktionsvolumen Gesamt |6 pl
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Dieses Reaktionsgemisch wurde vorsichtig gemischt und fur 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. 2 pl von der Klonierungsreaktion wurde zu den E.Coli
gegeben und leicht gerihrt. Nach einer Inkubation von 20 Minuten auf Eis (4°C)
erfolgt ein Hitzeschock durch 45 Sekunden bei 42 °C im Wasserbad. Nach dem
Hinzugeben von 250 pl SOC Medium wurde das Gefald verschlossen und fur 1
Stunde bei 37°C (Thermomixer), mit 300 Upm inkubiert. Danach wurden 80 pl auf
vorgewarmte (37°C) Ampicillin Agar Platten ausplattiert und fur 24 Stunden im
Brutschrank bei 37°C inkubiert. Von der Platte wurden anschlie3end jeweils 20 Klone
gepickt und in 2,5 ml LB Medium mit Ampicillin gegeben und bei 220 Upm uber
Nacht bei 37°C inkubiert.

2.6.4 Plasmid-Aufreinigung mittels HiSpeed Plasmid Maxi Kit

Es wurden 400 ul aus der Uber Nacht gewachsenen Kultur entnommen und mit 40 pl
Lysis Reagent (Kit) vermischt. Die Probe wurde fir 3-5 Sekunden auf dem Vortexer
geschuttelt und fur 2 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Bindungssaule
wurde in ein 2 ml Tube gestellt. Hierzu wurden 400 pl Kulturldsung gegeben und flr
10 Sekunden zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und 400 ul
Bindungslosung (Binding solution) zum Lysat gegeben. Anschlie3end wurden 780 pl
der Losung auf die Saule geben und fir 20 Sekunden bei 13000 Upm zentrifugiert.
Der Durchlauf wurde dann verworfen. Im Anschluss wurden 700 pl Waschlésung auf
die Saule geben und fur 20 Sekunden bei 13000 Upm zentrifugiert. Das Gleiche
wurde nochmals mit 200 pl Waschlésung und fur 30 Sekunden bei 13000 Upm
wiederholt. Diese Losung wurde erneut fur 20 Sekunden zentrifugiert um die Saule
zu trocknen, anschlieBend wurde die Saule in eine neue Tube gestellt. Im letzten

Schritt wurden 30ul Wasser auf die Saule gegeben und abzentrifugiert.

2.6.5 Herstellung einer Verdinnungsreihe

Das ungeschnittene zirkulare Plasmid wurde durch einen Restriktionsverdau mit
einem spezifischen Enzym in eine linearisierte Form Uberfihrt. Anhand des
linearisierten Plasmids wurde eine PCR mit den Primer durchgefiihrt, die sich an
beiden Enden des Inserts befinden. Gemald Plasmiddesign war dadurch eine
Transkriptlange von 861 Basenpaaren (bp) zu erwarten. Dies konnte in der

Gelelektrophorese bestatigt werden.(Abbildung 6)
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Abbildung 6: Replikate des PCR Transkripts mittels Gelelektrophorese zur

Bestatigung der berechneten Transkriptlange von 861bp.

Anschlie3end wurde eine Verdinnungsreihe aus einer definierten Ausgangsmenge
von Plasmid-DNA-Molekilen hergestellt mit folgender Formel:
((a/(((6.023*10723)/(b*660))/10718))/c)*10"3

a= Anzahl der gewlinschten Molekule in 1 pl (Mittelwert von drei Messungen)
b= Lange des Vektors + Insert in bp

c= Konzentration in ng/ pl

Das Ergebnis entsprach einer gewissen Menge an Plasmid und musste fur eine
Zielkonzentration von 2x 10° Plasmide/ pl mit Wasser auf 1000 pl aufgefillt werden.
Die hergestellte 2x10° Verdiinnungsstufe wurde zunachst gut durchmischt, bevor die

nachste Verdinnungsstufe pipettiert wurde.

Ansatz:

450 pl TER + 50 pl Plasmid aus der nachst héheren Verdinnungsstufe

Verdunnungsreihe:

2x10° > 2x10% > 2x10" > 2x10° > 2x10° > 2x10* > 2x10° > 2x10? > 2x10*
> 2x10°

Die  Uberprifung der Verdinnungsreine erfolgte durch einen PCR-
Standardtestlauf.(Abbildung 9)

2.7 Etablierung der gRT-PCR zur Messung der ABCG2, OCT1, ABCB1 und GUSB

Expression

Zur Eruierung der idealen Bedingungen der gRT-PCR, welche eine Quantifizierung
von GUSB, ABCB1 ABCG2 und OCT1 auf dem LightCycler 480 (Roche) erlauben
soll, wurden mehrere Durchlaufe mit unterschiedlichen Zyklustemperaturen und
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unterschiedlicher  Zyklusdauer  durchgefuhrt. Als  Template wurden 6
Vedunnungsstufen der o.g. Verdinnungsreihe benutzt, welche bei 2 pl Input von
4x10* bis 4x10° erreichten. Die bearbeitete Probe sollte folgende Qualitatskriterien
erfullen:

- Auswertbarkeit von mindestens 4 Verdinnungsstufen

- Bestehen einer Linearitéat

- Auswertbarkeit eines mindestens 4x10%r Standards.

- Standardfehler <0.1

Das unten beschriebene Protokoll erméglichte eine reproduzierbare konstante
Quantifizierung aller Standards:

1 Rxn (ul)
Primer rev. 1
Primer for. 1
UGD 1
Roche MM 4
Sonden-Mix 0,5
H20 10,5

Die gRT-PCR beinhaltete folgende Laufparameter:
T° time
Denaturierung: 95 10 min

Denaturierung: 95 15s

Annealing: 60 20 s
Elongation: 72 30s
Storage: 40 30s

Schritt 2-4 x 45 Zyklen

Folgende Primer wurden verwendet:

ABCG2 vorwarts: 5-AGTGTTTCAGCCGTGGAA-3
ABCG2 ruckwarts: 5-GCATCTGCCTTTGGCTTCAA-3
OCT1 vorwarts: 5-GATGTACCTGTGGTTCACGG-3
OCT1 ruckwarts: 5-TCATAGTCTTCAGGCTGAGKG-3'
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ABCB1 vorwarts: 5-GTCGGACCACCATTGTGATAG-3
ABCB1 ruckwarts: 5-CATTTCCTGCTGTCTGCATTGTG-3'
GUSB vorwarts: 5-AGAAACGATTGCAGGGTTTCAC-3’
GUSB ruckwarts: 5-CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA-3

Folgende Sonden wurden verwendet:

ABCG2 Sonden:
LC640-TTCCAAGGAAATAAGATGACACTCTGTAGTATCCGC-PH
5-CATCCTCATGGGTAATAAATCAGATAACAGT-FL

OCT1 Sonden:
LC640-TGCAATACAAATGATCTGCCTGGTGAATG-PH
5-GTGTTRGCCGAATGGGAATCACCA-FL

ABCB1 Sonden:
LC640-AGGAAATCATGATGAACTCATGAAAGAGAAAGGC-PH
5-CTGGTTTCGATGATGGAGTCATTGTGGAGA-FL

GUSB Sonden:
LC640-TAGCAGACTTTTCTGGTACTCTTCAGTGAACA-PH
5-TGATCCAGACCCAGATGGTACTGCT-FL

2.8 Messung der BCR-ABL Expression

Die Quantifizierung des BCR-ABL-Transkript-Levels als Mald fur die CML Aktivitat
erfolgt mittels gRT-PCR auf dem LightCyler 1.0/1.5 (Roche). Als Referenzgen wurde
ABL benutzt. Anhand der ABL und BCR-ABL Plasmidstandardreihen erfolgte eine
absolute Quantifizierung. Das Protokoll der qRT-PCR basierte auf einer
voretablierten standardisierten Methodik, die bereits von unserem Institut publiziert
wurde.(Emig et al., 1999; Paschka et al., 2003)

2.9 Statistische Methoden

Die statistische Analyse wurden mittels der SPSS Software (Version 20, IBM)
vorgenommen. Mittels dem Chi-Quadrat Test wurde die Verteilung der

Patientencharakteristika auf Signifikanz geprift. Bei Teilmengen kleiner als 5 wurde
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der exakte Fisher-Test anstelle des Chi-Quadrat Testes eingesetzt. Die Verteilung
der stetigen Variablen, wie z.B. Alter und Expression-Levels, wurden anhand des
Kruskal-Wallis Tests mit einem Konfidenzintervall von 95% errechnet.

Die Generierung von Cutoffs erfolgte mittels Bonferroni Korrektur der mittels
bootstraping generierten p-Werte. Im Rahmen der Bootstrap-Analysen erfolgten
10000 Permutationen (Vergleiche) von verschiedenen Cutoffs. Die minimale
GruppengroRe wurde auf 15% der Gesamtkohorte (n=132) festgelegt. Als Cutoff
wurde der Transkript-Level ausgewahlt der sich am hé&ufigsten als signifikant
herausstellte (p<0.05) im Rahmen der Permutationen. Diese Bootstrap-Analysen
wurden vom Institut fir Biometrie und Statistik der LMU-Minchen durchgefuhrt.
Weiters erfolgten Cutoff-Analysen mittels der weniger stringenteren minimal p-value
Methodik Uber die Charité cutoff finder Software.(Budczies et al., 2012)

Kovariaten, die in den univariaten Analysen einen signifikanten Einfluss auf den
moelkularen Ruckfall zeigten, flossen in das Cox Regressionsmodell mit ein.
Ruckfallkurven wurden mittels Kaplan-Meier Diagrammen dargestellt und die
Signifikanz wurde mit dem Log-Rank Test geprift. Eine Zensierung fand zum

Zeitpunkt der letzten Beobachtung statt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Patientencharakteristika

Insgesamt wurden 132 Patientenproben analysiert. Im Vergleich zu anderen
Absetzstudien weisen die Patienten in dieser EURO-SKI Substudie eine
verhaltnismallig lange TKI-Vorbehandlung von im Schnitt 7,6 Jahren sowie eine
Dauer von insgesamt 4,3 Jahren im Remissions-Level MR*? auf. Die
Geschlechterverteilung ist in dieser Kohorte ausgeglichen.(Tabelle 3) Wegen der
hoheren Pravalenz der eld4a2 Patienten (berwiegt deren Anteil auch in der
untersuchten Kohorte. Lediglich 13% der Patienten wurden vor dem Absetzen mit

Nilotinib oder Dasatinib behandelt.

Tabelle 3: Klinische und molekularbiologische Eigenschaften der in der EURO-SKI
Substudie analysierten Patienten.

Patient charactristics (n=132) Value (range)
Median age (range) 62 (27-87)
Gender (%)

Male 52
Female 48
Transcript type n=129 (%)

e13a2 28
el4a2 63
el13a2 & e14a2 9
Median TKI duration (y) 7,6 (3-14)
Median MR? duration in (y) 4,3 (1-13)
Median ABCG2 expression (%) 0,7 (0-4)
Median OCT1 expression (%) 4,1 (0-26)
Mediane ABCB1 expression (%) 70 (18-512)
Median observation time (m) 11 (1-33)
Imatinib Therapie (%) 87
Relapse (%) 46

Mittels Kaplan-Meier Analyse des Absetzerfolges bzw. der therapiefreien Remission.
Insgesamt verblieben 54% der 132 Patienten in TFR. Dieser Prozentsatz ist in
Einklang mit den Ergebnissen der EURO-SKI Gesamtkohorte.(Mahon et al., 2016)
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Abbildung 7: Kaplan-Meier Analyse der therapiefreien Remission.

3.2 Expressions-Level der In- und Effluxkanédlen zum Absetzzeitpunkt (baseline)

Die in Abschnitt 2.7. beschriebene qRT-PCR ergaben fir ABCG2, ABCB1, GUSB
und OCT1 Plasmidstandards jeweils 6 Amplifikationskurven welche als Basis flr die
Berrechnung der Standardreihe dienten. Die Ampifikation der Transkripte fand
hauptsachlich zwischen Zyklus 17 und 35 statt und sind jeweils +/-3 Zyklen

voneienander entfernt im Rahmen der 1:10 Verdinnungsschritten.(Abbildung 8)
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Abbildung 8: Amplifikationskurven der Plasmidstandards fur ABCB1 (A), GUSB (B),
OCT1 (C) und ABCG2 (D) im Rahmen der qRT-PCR auf dem LightCycler 480.

Die unterste Verdiunnungsstufe war bei jedem Lauf fur jeweils alle Gene
guantifizierbar, so dass die LOD (limt of detetection) bei der hohen Assaysensitivitat
bei Weitem noch nicht erreicht wird. Auf Basis der unter Abbildung 8 gezeigten
Amplifikationskurven wurden die Standardreihen fir ABCG2, ABCB1 und OCT1 aus
dem Quotienten mit GUSB als Referenzgen errechnet.(Abbildung 9)
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Abbildung 9: Die hier abgebildete exemplarische Standardreihe fir ABCG2. Die

Plasmidstandards stehen in nahezu perfekter linearer Beziehung zueinander
(R?=0,99).
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Die In- und Effluxkandle waren jeweils bei jedem Patienten quantifizierbar. Die
Verteilung der Koeffizienten basierend auf den Rohdaten sind in Abbildung 10

dargestellt und ersprechen einer Gauld’'schen Normalverteilung.
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Abbildung 10: Verteilung der ABCB1, ABCG2 und OCT1 Transkript-Levels von 132
EURO-SKI Patienten.

Zur Hypothesengenerierung erfolgte ein Vergleich der medianen Genexpression zum
baseline-Zeitpunkt. Patienten mit anhaltender TFR sind hier als no relapse
bezeichnet. Die héchste mediane Expression wies das ABCB1 Transkript auf, das
haufig Uber 100% lag, d.h. eine hdéhere Expression als das Referenzgen GUSB
aufwies. Der Effluxkanal ABCG2 zeigte die niedrigste Expression.(Abbildung 11)

Zum Zeitpunkt des Absetzens (baseline) zeigen ABCG2, ABCB1 und OCT1 keine
signifikante differentielle Expression zwischen Relapse- und Remissionspatienten. Es
besteht jedoch ein signifikanter Unterschied in der Expression von OCT1 und ABCB1
zwischen gesunden Probanden und CML-Patienten (p<0.03). ABCBL1 ist bei CML-
Patienten nach langjahriger TKI-Therapie unterexprimiert, wohingegen OCT1 bei

Patienten mit langjahriger Therapie eine Uberexpression im Vergleich zu gesunden
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Probanden aufweist.(Abbildung 11 A-C) Um die Kinetik der In- und Effluxkanéale zu
analysieren, wurde bei einem Anteil der Relapse-Patienten (n=40) die Expression
zum Zeitpunkt des Absetzens mit der Expression zum Zeitpunkt des MMR-Verlustes
(relapse) verglichen. Bei allen drei Kanalen wurde kein signifikant unterschiedlicher

Transkript-Level nachgewiesen.(Abbildung 11 D-F)
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Abbildung 11: Baseline-Expression (A,B,C): Die Transkript-Level von Relapse- und
Remissionspatienten zeigten keinen signifikanten Unterschied. Im Vergleich mit
gesunden Probanden (n=10) zeigte sich jedoch bei ABCBl1 und OCT1 ein
signifikanter Unterschied (p<0.05). Transkript-Level zum Baseline- (n=40) und
Relapse-Zeitpunkt (n=40) (D,E,F): Die Expression der In-und Effluxkanalen

unterschied sich nicht zwischen Absetz- und Relapse-Zeitpunkt.
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3.3 Einfluss der In- und Effluxkanalen auf die therapiefreie Remission

Um die Pradiktivitat der In- und Effluxkanéle in Bezug auf die TFR zu testen, erfolgte
eine Cutoff-Ermittlung. Ziel war die ldentifikation der Patientengruppe mit erhéhtem
Relapse-Risiko. In der Bootstrap-Analyse wurde eine Gruppengrtf3e von mindestens
10% der Kohorte gewahlt. Die Detektion von Cutoffs, die sich von Null unterscheiden,
erfolgte mittels 10.000 Permutationen fur die jeweiligen Gene im Rahmen der
Bootstrap-Analyse. Nur fur ABCG2 konnte ein Trennwert gefunden werden. Als
haufigster ABCG2 Cutoff wurde 4.5%0 gewahlt.(Abbildung 12) Man sieht jedoch einen
doppelten Peak und eher eine breitere Verteilung, woran man erkennen kann, dass
der Cutoff nicht sehr stabil ist. Deshalb musste dieser Trennwert noch in einem Cox

Regressionsmodel getestet werden.
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M =8628 Bandwidth = 0.0015

Abbildung 12: Bootstrap-Analyse zur Ermittlung des besten ABCG2 Cutoffs
(=0,0045). Die y-Axe zeigt wie oft ein gewisser Cutoff ausgesucht wurde im Rahmen
von 10.000 Permutationen.

In der Kaplan-Meier Analyse erlaubte der Effluxkanal ABCG2 fur den 4.5%0 Cutoff
eine Auftrennung in eine Hoch- bzw. Niedrigriskiogruppe im Hinblick auf die TFR.
Patienten mit einem ABCG2/GUSB Transkript-Level Uber 4.5%. (n=93) haben 30
Monate nach Absetzen des TKI eine TFR-Rate von 47%. Patienten mit einer ABCG2
Expression unter oder gleich 4.5%. (n=39) wiesen 30 Monate nach Absetzen des TKI
eine TFR-Rate von 67% (p=0.043) auf.(Abbildung 13)
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Abbildung 13: Risikostratifizierung mittels ABG2 Cutoff zur TFR-Pradiktion (p=0.043).

Auch mittels der weniger stringenten minimal p-value Methode konnte fir ABCB1
und OCT1 kein signifikanter Trennwert eruiert werden (p>0.05, Abbildung 14). Da die
Bildung von Quotienten zwischen Efflux- und Influxkanédlen biologisch sinnvoll

schien, wurden auch folgende Kombinationen getestet:
ABCG2 Quotient/OCT1 Quotient
ABCB1 Quotient/ OCT1 Quotient

(ABCB1 Quotient + ABCG2 Quotient)/OCT1 Quotient

Fur alle Kombinationen konnte kein Cutoff gefunden werden der einen
signifikanteren Einfluss auf die TFR hatte als der alleinige ABCG2 Cutoff.
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Abbildung 14: Risikostratifizierung mittels OCT1 (A) und ABCB1 (B) Cutoff zur TFR-
Pradiktion (p>0.05).

3.4 Testung unabhéangiger Biomarker in  einem  multivariaten  Cox

Regressionsmodell zur Préadiktion der TFR

Zur Auswahl der geeigneten Kovariaten wurde der Multivariatanalyse die
Univariatanalysen vorgeschaltet. Die in Tabelle 4 dargestellten Werte wurden auf
ihren Einfluss auf den Erhalt der TFR im Rahmen der Univariatanalysen getestet. Die
einzigen Parameter, die einen Einfluss auf den TKI Absetzerfolg zu haben scheinen
(p<0.05) sind der ABCG2 Cutoff (p=0.043) und der Transkripttyp (p=0.03) e13a2, im
Gegensatz zu den anderen Transkripttypen (el4a2, el3a2 & elda2, atypische
Transkripte, p210). Es erfolgte auch eine Testung anderer Transkriptkombinationen.
Der kategorielle Vergleich der Transkriptvarianten im einzelnen, ergab keine
Signifikanz. Die hier genannte Kombination war die einzige mit signifikantem Einfluss
auf TFR. Die Transkript Variante el3a2 und ein ABCG2 Level Uber 4.5%0 zeigen ein

bis zu zweifach erhdhtes Relapse-Risiko.(Tabelle 4)
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Univariatanalysen HR 95% CI p

Alter 0.454
Geschlecht 0.515
MR* Dauer 0.441
TKI Dauer 0.281
Transkript (e13a2 vs rest) 1.80 1.06-3.05 0.030
ABCG2 cutoff 1.90 1.01-3.57 0.043

Die Kaplan-Meier Analyse zeigte gleich der univariaten Regressionsanalyse eine
signifikante Risikostratifizierung zwischen den beiden Transkriptgruppen el3a2
versus den restlichen (p=0.03). Die 20-monatige TFR Rate betrug fur Patienten mit
dem el3a2 Transkript (n=36) 41%, wohingegen die restlichen Patienten (n=81) zu
58% in therapiefreier Remission blieben.(Abbildung 15)

Transcript
—rest
h2a2
—t+-rest-censored
—+—b2a2-censored

p=0.029

0.84
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047
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0 5 10 15 20 25 30

Months from discontinuation of TKI

Abbildung 15: Risikostratifizierung anhand der BCR-ABL Transkriptvariante (b2a2 =
el3a2).

Im multivariaten Cox Regressionsmodel bleiben beide Parameter, ABCG2 Cutoff
sowie Transkripttyp, als unabhangige Pradiktoren der therapiefreien Remission
erhalten (p<0.05). Beide Parameter zeigen nach wie vor ein doppeltes Relapse-
Risiko. Zwischen beiden Faktoren besteht jedoch keine Korrelation im Sinne einer
unterschiedlichen Expression von In- bzw Effluxkandlen je Transkriptart
(p>0.05).(Tabelle 4)

Tabelle 4: Multivariates Cox Regressionsmodell basierend auf den signifikanten
Kovariaten der Univariatanalysen: BCR-ABL Transkriptvariante und ABCG2 Cutoff.
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Ergebnisse

Multivariatanalysen HR 95% ClI p
Transkript (el3a2 1.90 1.14-3.30 0.015
VS rest)

ABCG2 cutoff 2.00 1.05-3.70 0.035

Die ROC-Analyse ergab fur den ABCG2 Cutoff eine Sensitivitat von 80% eine
Spezifizitat von nur 37%. Somit ergibt sich eine hohe falsch-positiv-Rate wie in

Abbildung 16 ersichtlich.
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Abbildung 16: Waterfall-Plot auf Basis des ABCG2 Cutoffs zur Veranschaulichung

der mittels ROC-Analyse errechneten Sensitivitat und Spezifizitat.
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DISKUSSION

Viele Mechanismen der therapiefreien Remission in der CML sind aktuell noch
unbekannt. Erste in-vivo und in-vitro-Daten lassen vermuten, dass das Immunsystem
einen entscheidenden Einfluss hat. Jedoch gilt es bei der Analyse der TFR alle
Mechanismen in Betracht zu ziehen, die auch eine Rolle in der CML Resistenz und
Progression spielen, nicht zuletzt da diese Mechanismen auch dem Schutz der
leukdmischen Stammzellniche dienen. In dieser Untersuchung wird zum ersten Mal
der Einfluss der Pharmakogenetik mit einer sensitiven, absoluten
Quantifizierungsmethode analysiert. Die In-und Effluxkandle OCT1, ABCB1 und
ABCG2, bekannt fur ihre Interaktionen mit Dasatinib, Nilotinib und Imatinib, wurden
im Rahmen der EURO-SKI Substudie auf ihre Pradiktivitat im Hinblick auf den Erhalt
der TFR zum Zeitpunkt des TKI Absetzens getestet.
Bei Patienten in tiefer molekularer Remission (DMR) sind im peripheren Blut BCR-
ABL positive Zellen kaum noch nachweisbar. Es ist daher davon auszugehen, dass
die Expressionsanalysen an gesunden, hauptséachlich BCR-ABL negativen
Leukozyten durchgefuhrt wurden. Demnach galt es zu testen, ob eine konstitutive,
d.h. eine bereits veranlagte (,germline‘) Uber- oder Unterexpression der In- und
Effluxkanédlen bei den Patienten vorliegt, die Aufschluss auf den spéateren
Absetzerfolgt gibt. In diesem Zusammenhang soll diese Arbeit als Basis zur weiteren
Hypothesengenerierung dienen.
Im direkten Vergleich zwischen Relapse- und Remissionspatienten konnte keine
unterschiedliche Expression der In- und Effluxkanéle eruiert werden. Unter Einbezug
der TFR-Dauer konnten wir jedoch fur das ABCG2 Gen einen Trennwert finden, der
eine Risikostratifizierung in zwei Gruppen erlaubte. Eine ABCG2 Uberexpression
(>4.5%0) fihrt zu einem zweifach erhohtem Relapse-Risiko. Dies scheint insofern
logisch, da eine hohere Expression von Effluxkandlen zu einer geringeren
intrazellularen Exposition mit Imatinib fihrt. Die Mehrheit der experimentellen Studien
zu diesem Thema ergaben jedoch, dass es sich bei Imatinib um einen Inhibitor von
ABCG2 handelt und nicht um ein Substrat. Zum jetzigen Zeitpunkt ist anhand der
kontradiktorischen Datenlage nicht auszuschlie3en, dass es sich bei Imatinib nicht
auch um ein Substrat von ABCG2 handelt.(Eadie et al., 2014) In-vitro-Experimente
zu der Fragestellung wurden unterschiedlich durchgefuihrt und beriicksichtigen auch
nicht SNPs (single nucleotide polymorphisms). In einer kirzlich publizierten
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Metaanalyse wurde nachgewiesen, dass insbesondere der C421A Polymorphismus
des ABCG2 Gens signifikant mit dem Erreichen einer MMR korreliert.(Jiang et al.,
2017) Dieser SNP fuhrt zu einer reduzierten Expression von ABCG2 auf
Proteinebene, zum einen durch eine erhdhte Proteininstabilitdt, zum anderen durch
eine erhohte miRNA-Blockade der Proteintranslation. Eine unterschiedliche
Expression auf mMRNA Ebene wurde nicht nachgewiesen. Diese Erkenntnisse weisen
auf die Notwendigkeit hin, die Préadiktivitat der einzelnen Kanale fur TFR auch im
Kontext von Germline-SNPs zu analysieren.

Der Vergleich der Transkript-Levels bei gesunden Probanden mit CML-Patienten
zeigte in unserer Untersuchung eine signifikant unterschiedliche Expression fur
ABCB1 und OCT1, jedoch nicht fir ABCG2. Dieser Expressionsunterschied fur
ABCB1 und OCT1 wurde hier an einer Patientenkohorte mit einer medianen TKI
Therapiedauer von 7.6 Jahren das erste Mal nachgewiesen. Bisherige Analysen der
MRNA Kinetik von In- und Effluxkanalen basieren entweder auf in vitro Experimenten
oder Ubersteigen bei der vorangegangenen TKI-Therapiedauer nicht ein Jahr.(Eadie
et al., 2017; Galimberti et al., 2005; Gromicho et al., 2011) Es ist allgemein bekannt,
dass eine Exposition der Zellen mit Xenobiotika zu einer Hochregulierung der ABCB1
Expression fuhrt. Auch hier scheint die hohere Expression von ABCB1 fur das
Uberleben gesunder Leukozyten bei CML-Patienten unter jahrelanger TKI Exposition
von Vorteil zu sein.

Uber die Kinetik der OCT1 Expression gibt es zur Zeit keine validen Daten. Die
Pradiktivitat der OCT1 mRNA Expression in Bezug auf das molekulare Ansprechen
ist bislang noch umstritten. Es gibt zu diesem Influx-Transporter jedoch in vitro-
Daten, die annehmen lassen, dass die BCR-ABL Expression keinen Einfluss auf die
Funktionalitat oder Expression von OCT1 hat.(Engler et al., 2011) In unserer Studie
sehen wir eine Abnahme der OCT1 Expression nach langjahriger TKI Therapie,
welche vermutlich in der gleichen Logik wie bei ABCB1, fir Leukozyten durch eine
erniedrigte intrazellulare TKI Konzentration einen Uberlebensvorteil darstellen.

Im Gegensatz zu OCT1 und ABCB1, zeigt ABCG2 keine signifikant unterschiedliche
Expression im Vergleich zu gesunden Probanden. Jedoch konnte bereits in vitro
nachgewiesen werden, dass die ABCG2 Expression, im Gegensatz zu den anderen
Kanalen, durch BCR-ABL beeinflusst wird. Die Ergebnisse unserer Untersuchung
lassen den Schluss zu, dass die ABCG2 Proteinexpression an der der Zellmembran
Uber die PI3K-Aktivitat indirekt durch BCR-ABL reguliert wird. Da Imatinib BCR-ABL
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inaktiviert und somit auch die PI3K-Aktivitat reduziert, wurde in K562 Zellen eine
Abnahme der ABCG2 Aktivitat auf Proteinebene bei unveranderter RNA Expression
nachgewiesen.(Huang et al., 2014) In der Tat zeigt die ABCG2 Expression von
gesunden Probanden keinen Unterschied im Vergleich zu CML Patienten in DMR
nach langjahriger Imatinib-Therapie. Dennoch wurde mit der hier etablierten
sensitiven Quantifizierungsmethode eine Risikostratifizierung fir die TFR auf mRNA-
Ebene entwickelt. Aus pathophysiologischer Sicht stellt ABCG2 einen potentiellen
Surrgatmarker fir BCR-ABL dar. Aus unserer Sicht sollte als nachster Schritt die
ABCG2 Proteinexpression und -—aktivitat in Korrelation mit der Dauer der TFR
analysieren werden.

Im Rahmen der Multivariatanalysen zeigte sich ein Uberraschend starker Einfluss der
BCR-ABL-Transkriptvarianten auf den Erhalt der TFR. Patienten mit der el3a2
Variante haben eine signifikant schlechtere Prognose fir den Verbleib in TFR. Aus
unserer Untersuchung ging hervor, dass sich die Transkriptvarianten einerseits im
Differentialblutbild unterscheiden und el3a2 eine kumulativ niedrigere MMR-Rate
zeigte.(Hanfstein et al., 2014) Letzteres ist jedoch am ehesten auf die bessere PCR-
Effizienz des kurzen el3a2 Transkriptes zurtickzufihren. Es wurde mittels sensitiven
Methoden nachgewiesen, dass die schlechtere PCR Effizienz bei der langeren
elda2 Variante zu einer Unterschatzung des molekularen Ansprechens fiihrt.(Gniot
et al., 2017) Dies lie3e jedoch erwarten, dass das eld4a2 Transkript therapeutisch
benachteiligt werden wirde und so zu einer schlechteren TFR fiihren musste. Dies
ist jedoch nicht der Fall. Somit kann die Hypothese, dass el3a2 und el4a2
unterschiedliche biologische CML-Entitaten darstellen, durchaus mdglich sein.

In dieser Studie wurden fast ausschlie3lich CML Patienten mit langjahriger Imatinib-
Therapie eingeschlossen. Die unterschiedlichen Wechselwirkungen zwischen den 3
genannten Kandlen und den TKI der 2. und 3. Generation missen in weiteren
Untersuchung validiert werden.

Um zukinftig zu vermeiden, dass die Halfte der Patienten in DMR nach TKI
Absetzen das molekulare Ansprechen verliert, ist die Identifizierung verlasslicher
Pradiktoren notwendig. Diese Pradiktoren sollten idealerweise auch Hinweise auf
eine Therapieumstellung geben, um eine TFR zu erméglichen.

Die BCR-ABL Transkriptvariante und ABCG2 haben als Einzelparameter eine zu
niedrige Sensitivitdt und Spezifizitat, um getrennt als Marker zu dienen. Im Rahmen
der multifaktoriellen Genese der TFR, werden Gensignaturen in der Zukunft
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hdchstwahrscheinlich als Pradiktor eine Rolle spielen. Die Suche nach neuen
Biomarkern bzw. potentiellen BCR-ABL-Surrogatmarkern wird zukinftige CML
Forschungsinitiativen entscheidend pragen. ABCG2 und die Transkriptvariante
el3a2 konnen vielversprechende Biomarker fur ein zuklnftiges molekulares TFR-

Screening von CML Patienten sein.
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4 ZUSAMMENFASSUNG

In kiirzlich publizierten Studien konnte gezeigt werden, dass bei CML-Patienten mit
tiefem molekularem Ansprechen ein Absetzversuch der Tyrosinkinase Inhibitor (TKI)-
Therapie unter bestimmten Voraussetzungen als sicher eingestuft werden kann. Als
Pradiktoren fur eine therapiefreie Remission gelten die vorherige Dauer der Therapie
und die Dauer des tiefen molekularen Ansprechens. Alter, BCR-ABL Transkript-
Level, Geschlecht und Risko-Scores hingegen scheinen keinen Einfluss auf die TFR
zu haben. Daruber hinaus scheint das Immunsystem eine Ubergeordnete Rolle zu
spielen, da die Anzahl von NK-Zellen und CD86+ dendritischen Zellen signifikant mit
dem Erhalt der TFR korrelieren. Bislang wurde jedoch der Einfluss der
Pharmakogenetik auf die TFR noch nicht analysiert. Die In- und Effluxkanale ABCG2,
ABCB1 und OCT1 sind bekannt fir ihre Rolle in der CML Progression bzw.
Resistenzentwicklung. In dieser Arbeit wurde anhand des ABCG2/ABCB1/OCT1-
Transkript-Levels getestet, ob eine konstitutionelle Disposition fir eine TFR bei CML
Patienten besteht.
In unserer Kohorte haben 132 CML Patienten den TKI (davon 87% mit Imatinib in
Erstlinientherapie) im Rahmen der EURO-SKI abgesetzt. Zum Zeitpunkt des
Absetzens wurde die Expression von ABCG2, ABCB1 und OCT1 anhand absoluter
Quantifizierung mittels Plasmidstandards (Referenzgen: GUSB) an Leukozyten-RNA
aus dem peripheren Blut gemessen. Mittels der minimal p-value Methode und nach
Bonferroni-Adjustierung wurden jeweils die signifikanten Cutoffs eruiert. Im Rahmen
eines multivariaten Cox Regressionsmodel wurden die einzelnen Variablen auf ihre
Unabhéangigkeit beziglich der TFR Pradiktivitat hin getestet. Als Relapse wurde der
Zeitpunkt des MMR Verlustes definiert.
Die teilnehmenden 132 CML Patienten wiesen in dieser Substudie eine TFR-Rate
von 54% nach TKI-Absetzen auf. Die Cutoff-Analysen ergaben nur fur den
Effluxkanal ABCG2 eine signifikante Risikostratifizierung. Bei Patienten mit einem
ABCG2/GUSB Transkript-Level uUber 4.5%0 (n=93) verbleiben 30 Monate nach
Absetzen des TKI 47% in TFR. Bei Patienten mit einer ABCG2 Expression unter oder
gleich 4.5%0 (n=39) betragt die TFR-Rate 30 Monate nach Absetzen des TKI 67%
(p=0.043). ABCB1 und OCT1 zeigen, im Gegensatz zu ABCG2, eine signifikant
differentielle Transkriptexpression im Vergleich zu gesunden Probanden. ABCG2 war
das einzige Transporter-Gen das in den Multivariatanalysen als unabhangiger
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Pradiktor verblieb. Im Cox Regressionsmodel hatten Patienten mit einem ABCG2
Cutoff Uber 4.5%0 ein zweifach erhdhtes Relapse-Risiko. Ein weiterer unabhangiger
Pradiktor in der Multivariatanalyse, war die Transkriptvariante el3a2, welche auch
eine signifikante Risikostratifizierung in Bezug auf Relapse erlaubte (p=0.015). Die
el3a2 Transkriptvariante zeigte wie ABCG2 ein zweifach erhohtes Relapse-Risiko
(HR 1.90 versus 2.00, CI 1.05-3.70 versus 1.14-3.30).

Die Suche nach neuen Biomarkern bzw. potentiellen BCR-ABL-Surrogatmarkern wird
zukunftige CML Forschungsinitiativen entscheidend préagen. ABCG2 und die
Transkriptvariante el3a2 kénnen vielversprechende Biomarker fir ein zukinftiges

molekulares TFR-Screening von CML Patienten sein.
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Diese Arbeit stellt ein Subprojekt der EURO-SKI Studie (Principal Investiagtor: Prof.
Dr. S. Saul3ele) dar. Ein Teil der klinischen Daten basiert auf der Studiendatenbank
(INSERM, Poitiers, Frankreich). Die Daten der molekularen Verlaufskontrollen der
BCR-ABL Transkript-Levels wurden aus der Datenbank des ,Mannheimer
Exzellenzzentrums fur CML* erhoben. Als Assistenzarzt und Subinvestigator dieser
Studie erfolgten folgende Eigenleistungen in Zusammenarbeit mit der Studiengruppe:
Verwaltung der Studiendaten in der Datenbank, Betreuung der Studienpatienten,
Bearbeitung der Patientenproben, Interpretation und Auswertung der molekularen
Befunde, Erhebung der Patientendaten.

Meine weiteren Eigenleistungen im Rahmen der experimentellen Durchfiihrung
dieses Projektes sind folgende: Hypothesengenerierung und Erstellung des
Projektkonzeptes, Plasmiddesign, Plasmidklonierung, Herstellung der Plasmid-
Standards, Primerdesign, Etablierung der gRT-PCR und statistische Auswertung
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