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2.2.1 Einleitung

Die Regulation von Zellproliferation und Zelltod
erfolgt durch eng miteinander verkniipfte Signal-
wege. Im normalen und ausgereiften, adulten, sich
aber dennoch stindig selbst erneuernden Gewebe
besteht ein dynamisches Gleichgewicht zwischen
Zellproliferation durch mitotische Teilung und Zel-
luntergang durch programmierten Zelltod (Apop-
tose) (Kerr et al. 1972; Meier et al. 2000; Evan u.
Vousden 2001). Beide Phinomene werden durch
komplizierte Regulationssysteme engmaschig kon-
trolliert (Krammer et al. 1994; Daniel 2000). Dies
spiegelt sich auch in der Bedeutung dieser beiden
zellbiologischen Phinomene bei der Entstehung
von benignen (McDonnell et al. 1989) und malig-
nen Tumoren wieder (Tsujimoto et al. 1984; Vaux
et al. 1988; Burns et al. 1991; Yonish-Rouach et al.
1991; Soengas et al. 1999).
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Die ungehemmte Aktivierung von Zellzyklus
aktivierenden Signalwegen erleichtert die Tumor-
entstehung, ebenso wie die Inaktivierung von Zell-
todsignalwegen (Wyllie et al. 1999). Eine onkogene
Kooperation zwischen Zellzyklus- und Apoptose-
deregulation konnte z.B. bei der malignen Trans-
formation durch das c-myc- und das bcl-2-Gen in
transgenen Mdusen gezeigt werden (McDonnell u.
Korsmeyer 1991). Uberexpression von bcl-2 im
B-Zell-Kompartment allein loste eine Hyperplasie
der B-Zell-Regionen in den Lymphgeweben aus.
Die spontane oder transgene Uberexpression des
c-myc-Gens fithrte hingegen zu hochmalignen
B-Zell-Lymphomen. Ebenso foérdert das K-ras-On-
kogen nicht nur Zellwachstum, sondern hemmt
auch Zelltodsignalwege (Adjei 2001).

Alle malignen Tumoren weisen solche Stérun-
gen der Proliferations- und der Zelltodkontrolle
auf (Abb. 2.2.1). Maligne Tumoren sind hdufig ge-
netisch instabil und akkumulieren nach den initia-
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Abb. 2.2.1. Balance von Zellvermehrung und Zelluntergang.
In normalem Gewebe herrscht ein Gleichgewicht zwischen
Zellproliferation und Zelltod. Unerwiinschte Zellen werden
durch Apoptose eliminiert. In malignen Tumoren entsteht
ein Ungleichgewicht: Zellproliferation nimmt zu und Apop-
tose ist gehemmt. In der malignen Progression, z.B. durch
Entstehung von Resistenz gegen zytotoxische Therapien oder
bei Metastasierung, nimmt diese Imbalance weiter zu
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len transformierenden genetischen Ereignissen
weitere, sekundidre genetische Verdnderungen (Ho-
eijmakers 2001). Dies kann zu einem weiteren Ver-
lust der Proliferationskontrolle und noch stédrkerer
Apoptoseresistenz fithren. Solche Verdnderungen
werden im Rahmen der Tumorprogression be-
obachtet, d.h. bei der Entstehung aggressiverer
und therapieresistenter Tumoren (Abb. 2.2.1), z.B.
als Folge einer Chemo- oder Strahlentherapie.
Neuere Daten zeigen, dass die Hemmung von
Zelltod zumeist nicht direkt an der eigentlichen
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malignen Transformation beteiligt ist, sondern nur
das Uberleben der betroffenen Zellen verldngert,
es entsteht ein hyperplastisches Gewebe. Hierdurch
wird allerdings die Akkumulation genetischer Ver-
dnderungen erleichtert, die dann sekundidr zum
Verlust der Proliferationskontrolle fithren. Beide
Phinomene kénnen also nicht isoliert betrachtet
werden, und die beteiligten Signalwege sind auf ei-
ner Vielzahl von Ebenen engmaschig miteinander
verkniipft.

2.2.2 Zellvermehrung

Zellwachstum entsteht durch Progression der Zelle
durch den Zellzyklus (Gillett u. Barnes 1998), der
sich aus 4 definierten, voneinander abgrenzbaren
Phasen zusammensetzt: G;-, S-, G,- und M-Phase.
Das Fortschreiten einer Zelle aus der Go-Ruhepha-
se in die G;-Phase (Gap-Phase 1) des Zellzyklus
und aus der G;-Phase in die S-Phase wird durch
den G;-Restriktionspunkt in der spiten G,-Phase
reguliert (Abb. 2.2.2) (Sherr u. Roberts 1999; Don-
jerkovic u. Scott 2000). Ist dieser Kontrollmecha-
nismus durch physiologische Stimuli, wie z.B.
Wachstumsfaktoren (s. unten) oder Deregulation
von Kontrollgenen (in Tumorzellen), aufgehoben,
geht die Zelle in die S-Phase iiber und beginnt mit
der DNA-Synthese. Ist die S-Phase abgeschlossen,
gelangt die Zelle nach Durchlaufen der G,-Phase,
in der die Segregation der replizierten DNA vor-
bereitet wird, in die M-Phase, die Mitose. Die Zell-
teilung wird im Anschluss beendet und die aus

Mitogene
Abb. 2.2.2. Zellzyklus, mitogene und wachstumshem-  Sjgnale Wachstums-
mende Signale. Wachstumsfordernde, mitogene Sig- < hemmende
nale 16sen den Eintritt ruhender Zellen aus der G- Signale

in die G;-Phase und aus der G- in die S-Phase aus.
Wesentlich ist die Steigerung der Cyclinexpression,
wobei Cycline als Kofaktoren cyclinabhingige Kina-
sen (CDK) aktivieren. Wachstumshemmende Signale
wirken z.B. iiber Steigerung der Expression von
CDK-Inhibitoren (CDKI). Aktive Cyclin-CDK-Kom-
plexe phosphorylieren Mitglieder der Rb-Proteinfa-
milie, die daraufhin ihren hemmenden Einfluss auf
Transkriptionsfaktoren (TF) verlieren. Diese Tran-
skriptionsfaktoren sind zumeist Heterodimere aus TF
und Dimerisierungspartnern (Tx), die erst die DNA-
Bindung und Promotoraktivierung ermdoglichen (z.B.
E2F- und Dp-Proteine, Myc und Max, c-Fos und
c-Jun). Diese TF induzieren die Expression von Ge-
nen, die den Eintritt in die ndchste Zellzyklusphase
vermitteln. CDKI vermitteln Zellzyklusarrest
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der Mitose hervorgegangenen Tochterzellen befin-
den sich nun wieder in der G,-Phase.

Wesentliche Erkenntnisse zur Regulation der
Proliferation wurden in Hefezellen gewonnen, v.a.
der Bierhefe Saccharomyces cervisiae und der Spalt-
hefe Schizosaccharomyces pombe (Kuntzel et al.
1996; Stern u. Nurse 1996; Moser u. Russell 2000).
Defektmutanten fiithrten zur Entdeckung der Cycli-
ne als Motor des Zellzyklus. Die Expression dieser
Proteine oszilliert, und zu bestimmten Phasen des
Zellzyklus werden bestimmte Cycline hoch- oder
herunterreguliert (Hunt 1991). Die Cycline (John-
son u. Walker 1999) regulieren die Enzymaktivitdt
cyclinabhdngiger Kinasen (CDK, s. unten), die {iber
die Phosphorylierung von Substratproteinen das
Fortschreiten der Zelle im Zellzyklus koordinieren
(Hengstschlager et al. 1999; Li u. Blow 2001).

Zudem steuern weitere Gene die Aktivitit dieser
Kinasen und erméglichen hierdurch die Kontrolle
des Fortschreitens der Zelle durch die Phasen des
Zellzyklus. Dies erfolgt an bestimmten Zeitpunk-
ten, die bestimmte Schliisselsignale erfordern, um
ein Fortschreiten im Zellzyklus zu ermdglichen,
und daher als Check- oder auch Restriktionspunk-
te bezeichnet werden (Funk 1999; Johnson u. Wal-
ker 1999). Im engeren Sinn sind Checkpunkte
»Mechanismen, die eine Abhingigkeit zwischen 2
ansonsten biochemisch nicht miteinander vernetz-
ten Regelwerken herstellen®. Die einzelnen Ab-
schnitte des Zellzyklus setzen sich aus einer gan-
zen Reihe solcher, in festgelegter Folge ablaufender
und zeitlich aufeinander abgestimmter Prozesse
zusammen, die letztlich zur Teilung der Zelle in 2
Tochterzellen fithren. Hierbei sind die exakte Ver-
dopplung und Verteilung des Genoms in die bei-
den Tochterzellen zu fordern, um genetische Stabi-
litit zu gewdhrleisten. Solche Checkpunkte, die
mittlerweile in jeder Zellzyklusphase bekannt sind,
gestatten das Fortschreiten der Zelle im Zyklus
nur dann, wenn bestimmte Signalkombinationen
vorliegen. Ist dies nicht der Fall, werden Signalwe-
ge aktiviert, die zu Zellzyklusarrest und Reparatur
oder programmiertem Zelltod, Apoptose, fiihren.

Checkpunktkontrolle muss also v.a. dann statt-
finden, wenn ein nachgeschalteter Vorgang auch
ohne den korrekten Abschluss des vorigen Prozes-
ses beginnen und hierdurch der Zelle irreparablen
Schaden zuftigen konnte. Diese Regelwerke sind in
malignen Tumoren hiufig gestort, was sich in der
Aneuploidie und dem hiufig komplexen Karyotyp
verschiedenster Tumorzellen in Folge genetischer
und chromosomaler Instabilitdt widerspiegelt.

2.2.2.1 Zellzyklusregulation
und der G;-Restriktionspunkt

Mitogene, also wachstumsstimulierende Signale
vermitteln den Eintritt der Zelle aus der Gy-Ruhe-
phase in die G,-Phase und aus der G;- in die Syn-
thesephase (S-Phase), indem sie die Transkription
der G;-Phase-Cycline (D-Typ-Cycline und Cyclin
E) (Johnson u. Walker 1999) auslésen und die ent-
sprechenden cyclinabhéngigen Kinasen aktivieren
(Kasten u. Giordano 1998; Ekholm u. Reed 2000).
Wachstumshemmende Signale hingegen stimulie-
ren die Transkription und die Aktivitdt von Inhibi-
toren der cyclinabhidngigen Kinasen (CDKI, s. un-
ten) und aktivieren hierdurch Checkpunkte wie
den G;-Restriktionspunkt (Abb. 2.2.2).

Die Progression von Sdugerzellen aus der G;- in
die S-Phase ist durch spezifische Verdnderungen
im Genexpressionsprofil gekennzeichnet. Die ers-
ten induzierten Gene sind so genannte Immediate-
early-Gene, deren Transkription wenige Minuten
nach der mitogenen Stimulation beginnt und ihr
Maximum innerhalb der ersten 30-60 min er-
reicht. Immediate-early-Gene sind zumeist Tran-
skriptionsfaktoren, wie z.B. die c¢-fos- und c-jun-
Protoonkogene, die den AP-1-Faktor kodieren. Ih-
re Transkription, also mRNA-Expression, kann
nicht durch Hemmer der Proteinbiosynthese wie
z.B. Cycloheximid blockiert werden, ist durch pra-
formierte, konstitutiv exprimierte Proteine der ent-
sprechenden Signaltransduktionskaskaden vermit-
telt (immediate) und erfolgt daher frith nach Akti-
vierung (early). Eine 2. Klasse von Genen, die der
Delayed-early-Gene, wird 3-6 h nach mitogener
Stimulation exprimiert und durch die Immediate-
early-Faktoren vermittelt. Zu diesen Delayed-early-
Genen gehoren die G;-Cycline (Cyclin D, Cyclin E)
und auch E2F und c-myc. Eine 3. Gengruppe wird
erst spdt in der G,-Phase exprimiert, und diese
Gene sind Vorboten der G;-S-Phasen-Progression,
also des Ubergangs von der G,- in die S-Phase.
Die Expression dieser Gene wird durch c-myc und
Mitglieder der E2F-Familie stimuliert (s. unten)
bzw. durch hypophosphorylierte Rb-Familienmit-
glieder gehemmt.

Neben dem G;-Restriktionspunkt sind zuséitz-
liche Checkpunkte aktiv, die den Fortschritt der
Zelle durch jede der Phasen des Zellzyklus kon-
trollieren. Zellen sind wéhrend des Zellzyklus sehr
empfindlich und kénnen wesentlich leichter irre-
versibel und letal geschddigt werden. Die Check-
punkte werden z.B. nach DNA-Schiddigung durch
Zytostatika oder ionisierende Bestrahlung akti-
viert, wodurch die Zelle nicht nur in der G;-Phase,



sondern auch in der S-, v.a. aber auch in der G,-
und den einzelnen Schritten der M-Phase arretiert
werden kann, um die entstandenen Schiden zu re-
parieren.

Die Progression der Zelle durch den Zellzyklus
wird durch den Rb-Signalweg kontrolliert.

Zellzyklushemmung

durch die Retinoblastom(Rb)-Genfamilie

Die Rb-Familie besteht aus den funktionell und
strukturell nahe verwandten Genen pRb, p107 und
p130 (Grana et al. 1998; Kasten u. Giordano 1998;
Kaelin 1999; Tamrakar et al. 2000; Vidal u. Koff
2000; Classon u. Dyson 2001). Die Inaktivierung
beider pRb-Allele, vorwiegend durch Keimbahn-
mutationen, ist mit der Entstehung von Retino-
blastomen assoziiert. Diese malignen Tumoren der
Netzhaut treten im frithen Kindesalter auf. Das
Spektrum somatischer und hereditdrer Keimbahn-
mutationen ist durch Mutation kleiner Gen-
abschnitte geprégt, die sich durch erhebliche Hete-
rogenitdt auszeichnen und iiber das gesamte Rb-
Gen verteilt gefunden werden. Einige der Mutation
betreffen das Spleifien der mRNA oder fiihren pra-
mature Stoppkodons ein und resultieren in der Ex-
pression trunkierter, verkiirzter und somit funk-
tionsdefekter Proteine bzw. hemmen die Protein-
expression vollstindig. Mit wenigen Ausnahmen
entwickeln von solchen Mutationen betroffene Kin-
der bilaterale, beide Augen betreffende Netzhauttu-
moren. Neben diesen familidar schon im frithen
Kindesalter auftretenden Tumoren wird eine Inak-
tivierung von Rb infolge somatischer Mutationen
oder Deletion des Genlocus in einer Vielzahl von
Tumoren, auch beim Erwachsenen, beobachtet.

Die wachstumskontrollierende Funktion von
Rb-Proteinen beruht auf ihrer Fahigkeit, reversibel
an Transkriptionsfaktoren wie z.B. E2F (s. unten)
zu binden (Johnson u. Schneider-Broussard 1998).
RD ist ein transkriptioneller Repressor, der durch
die Interaktion mit diesen E2F-Transkriptionsfak-
toren spezifisch die Promotoraktivierung Zell-
zyklus regulierender Gene hemmt. Wird Rb durch
die Bindung an E2F an einen Promotor gebunden,
hemmt es ebenfalls umgebende Transkriptionsfak-
toren und blockiert hierdurch die Transkriptions-
maschinerie fiir das betroffene Gen. Dadurch wird
die Transkription Zellzyklus-promovierender Gene
gehemmt, und die Zelle wird im Zellzyklus (in
diesem Fall in der G,-Phase) arretiert.

Die Bindungstasche in Rb (Pocketdomine) fiir
diese Transkriptionsfaktoren préagte den Begriff
»Pocketproteine, der hdufig synonym fiir die Rb-
Proteinfamilie gebraucht wird (Classon u. Dyson
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2001). Die A- und die B-Domine in pRb und sei-
nen Homologen p107 und p130 sind evolutiondr
konserviert und bilden das Repressormotiv der
Bindungstasche, tiber das die Bindung an E2F und
der dominant-negative Effekt auf die Transkription
von S-Phase-Proteinen vermittelt wird.

Die Bindung von pRb an E2F wird durch den
Phosphorylierungsstatus von pRb reguliert (s. un-
ten) (Kaelin 1999; Tamrakar et al. 2000). In seiner
hypophosphorylierten Form inhibiert pRb Tran-
skriptionsfaktoren der E2F/Dp-Familie und verhin-
dert hierdurch die Hochregulation von Genen, die
z.B. fiir die Aktivierung der DNA-Synthese wih-
rend der S-Phase benétigt werden. Um im Zell-
zyklus fortschreiten zu konnen, muss Rb daher
phosphoryliert und hierdurch funktionell inakti-
viert werden.

Das mehrfach phosphorylierte Rb kann nicht
mehr mit E2F-Faktoren interagieren, die nun mit
den Dimerisierungspartnern der Dp-Familie (Ya-
masaki 1999), Dpl-1 und Dpl-2, in Wechselwir-
kung treten und hierdurch biologisch aktive Tran-
skriptionsfaktoren bilden (Johnson u. Schneider-
Broussard 1998; Kaelin 1999). Vergleichbares gilt
tiir die Interaktion von Myc-Proteinen mit dem Di-
merisierungspartner Max (Amati et al. 1992;
1993a,b). Die aus der Bindung an Dp-Proteine re-
sultierende Aktivierung von E2F und Aktivierung
entsprechender S-Phase-spezifischer Genpromoto-
ren 16st die G;-S-Transition aus und aktiviert die
Transkription von Genen, wie z.B. Histonen,
PCNA (proliferating cell nuclear antigen), Thymi-
dylatsynthase, Dihydrofolatreduktase und Ribo-
nukleotidreduktase. Hierdurch wird die Transition
der Zelle aus der spidten G;-Phase in die S-Phase
ermoglicht (s. unten) (Johnson u. Schneider-
Broussard 1998).

Diese Rb-Phosphorylierung wird durch cyclin-
abhingige Kinasen (cyclin-dependent kinases,
CDK) vermittelt (Li u. Blow 2001). Die Aktivitét die-
ser Kinasen wird durch spezifische Kofaktoren, die
Cycline, reguliert, deren Expression in den verschie-
denen Phasen des Zellzyklus rasch ansteigt und
ebenso rasch gegen Ende der jeweiligen Zellzyklus-
phase wieder abfillt, also oszilliert (Abb. 2.2.3).

Die Rolle von Rb in den spiteren Zellzykluspha-
sen ist weniger gut definiert (Grana et al. 1998;
Kasten u. Giordano 1998; Kaelin 1999; Tamrakar et
al. 2000). Sicher ist, dass Rb in der G,-M-Phase
dephosphoryliert wird. Auch in der S-Phase wurde
eine hemmende Wirkung von (dephosphorylier-
tem) Rb auf die DNA-Synthese beschrieben. Rb
bleibt daher iiber die S- und G,-Phase phosphory-
liert, bis es dann gegen Ende der Mitose dephos-
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Abb. 2.2.3. Regulation der Rb-Phosphorylierung. In der
G;-Phase werden Rb-Proteine in 2 Schritten phosphoryliert:
in der frithen G,-Phase durch Cyclin D1, D2 oder D3 und
CDK4 oder CDK6. In der spiten G;-Phase vermittelt der
Cyclin-E-CDK2-Komplex den zweiten Phosphorylierungs-
schritt und 16st hierdurch S-Phase-Progression aus. Die
CDK CDC2 (CDK1) erhilt Rb iiber die S-Phase (CDK-Kofak-
tor Cyclin A) und die G,-Phase (CDK-Kofaktor Cyclin Bl
bzw. B2) hinweg im hyperphosphorylierten Zustand. Mit
Eintritt in die M-Phase wird Cyclin B herunterreguliert und
abgebaut, sodass Rb dann iiber die Rb-Phosphatase PPl
und auch indirekt iiber PTEN dephosphoryliert werden
kann und die Tochterzellen erneut in der G;-Phase sind, bis
der néchste Zellzyklus aktiviert wird. Rb kann auch hypo-
phosphoryliert werden, indem CDK durch den Abbau von
Cyclin-CDK-Komplexen iiber das Proteasom inaktiviert wer-
den, wie z.B. durch den APC-Komplex, der Ubiquitinylie-
rung und Abbau von B-Typ-Cyclinen auslgst

phoryliert wird, und die Zelle hierdurch erneut in
der G,-Phase arretiert ist (Abb. 2.2.3). Rb-Dephos-
phorylierung erfolgt u.a. durch die PP1-Protein-
phosphatase (Tamrakar et al. 2000). Auch fiir die
PTEN-Phosphatase (s. unten, Abschnitt 2.2.3.6
»Storung von Zelltod- und Uberlebenssignalen in
Tumoren®, Unterabschnitt ,Kinasesignalwege und
Apoptoseresistenz: die PTEN-Phosphatase®) wurde
eine, allerdings indirekte Wirkung auf die pRb-
Phosphorylierung beschrieben. Eine Uberexpressi-
on des pten-Tumorsuppressorgens kann die Pro-
liferation von Tumorzellen hemmen und geht mit
einer Dephosphorylierung von pRb einher. Dieser
Effekt wird iiber die PI3- und Akt-Kinase vermit-
telt (vgl. Abschnitt 2.2.3.6 ,Stérung von Zelltod-
und Uberlebenssignalen in Tumoren®, Unter-
abschnitt ,Kinasesignalwege und Apoptoseresis-
tenz: die PTEN-Phosphatase®).

Zellzyklusregulation

durch Cycline und cyclinabhédngige Kinasen

Der Ubergang von einer in die nidchste Phase des
Zellzyklus wird durch cyclinabhédngige Kinasen
(cyclin dependent kinases, CDK) reguliert. Diese
Enzyme bilden einen Komplex mit jeweils spezi-
fischen Kofaktoren, den Cyclinen. Die aktiven Cy-
clin-CDK-Komplexe phosphorylieren Substratpro-
teine, z.B. die Pocketproteine der Rb-Familie (Abb.
2.2.4). Cyclin-CDK-Komplexe regulieren hierdurch
die entscheidenden Kontrollpunkte des Zellzyklus.

Werden ruhende Zellen durch Wachstumsfak-
toren stimuliert, erfolgen die Regulation der initia-
len Schritte der Zellvermehrung und der Eintritt
in die S-Phase durch D-Typ-Cycline (Cyclin D1,
D2 und D3) und ihre katalytischen Partner CDK4
und CDKG6. Solche proliferationsaktivierenden Sig-
nale, z.B. iiber die RAS-Aktivierung und die MAP-
Kinase-Kaskade (Malumbres u. Pellicer 1998) oder
NFxB-Aktivierung, stimulieren die Expression von
Cyclin D1 bzw. dessen beiden Homologen Cyclin
D2 und D3. Die neu gebildeten Cycline binden an
CDK4 und CDK6, wodurch deren Kinaseaktivitit
angeschaltet wird. Diese Cyclin-CDK-Komplexe
vermitteln dann die Phosphorylierung von pRb.

Dieses Prinzip der Aktivierung einer CDK durch
ein spezifisches Cyclin findet sich in allen Zell-
zyklusphasen. So interagiert in der frithen G,-Phase
Cyclin D mit CDK4 und CDK®, gefolgt von Cyclin
E/CDK2 in der spiten G;-Phase, Cyclin A/CDK2 in
der S-Phase, Cyclin A/CDC2 (CDKI1) in der spiten
S-Phase und dem S-G,-Ubergang sowie Cyclin
B/CDC2 (CDK1) in der G,-Phase und dem G,-M-
Ubergang (Abb. 2.2.4). Wihrend in epithelialen Zel-
len vorwiegend DI1-Cyclin funktionell relevant ist,
sind in hdmatopoetischen Zellen besonders D2-
und D3-Cyclin exprimiert (Suzuki et al. 1999).

Die D-Typ-Cycline (Cyclin D1, D2, D3) kontrol-
lieren gemeinsam mit Cyclin E (Keyomarsi u. Her-
liczek 1997) den G;-Restriktionspunkt (Abb. 2.2.3
und 2.2.4). Rb wird durch diese D-Cycline und die
assoziierten Kinasen CDK4/6 phosphoryliert, wo-
durch es zur Hochregulation von Cyclin E kommt,
das wiederum durch Aktivierung von CDK2 einen
2. Rb-Phosphorylierungsschritt in der spiten G;-
Phase auslost (Keyomarsi u. Herliczek 1997; Vidal
u. Koff 2000). CDK2 vermittelt, gemeinsam mit
Cyclin E, nicht nur die Progression in die S-Phase
und den Beginn der DNA-Replikation, sondern
auch die Duplikation des Zentrosoms, den ersten
Schritt zur Verdopplung der Chromosomen.

Die CDK zeigen im Verlauf des Zellzyklus eine
relativ lange Halbwertszeit. Im Gegensatz hierzu
oszillieren die Expressionsspiegel der Cycline in
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Abb. 2.2.4. Regulation der Zellzyklusphasen durch Cycline
und cyclinabhéngige Kinasen (CDK). In jeder der Zell-
zyklusphasen sind spezifische Cycline exprimiert, die mit
spezifischen CDK interagieren und sie hierdurch aktivieren.
Diese CDK phosphorylieren Rb und erméglichen den Fort-
schritt der Zelle durch den Zellzyklus, bis Rb gegen Ende
des Zellzyklus durch Phosphatasen dephosphoryliert wird

den verschiedenen Phasen des Zellzyklus, und die
phasenspezifischen Cycline werden rasch beim
Ubergang in die nichste Phase des Zellzyklus nach
Export aus dem Zellkern in das Zytoplasma ubi-
quitinyliert und tiber das Proteasom abgebaut, be-
gleitet vom Anstieg des Expressionsniveaus des
nédchsten Cyclins. Demzufolge fithrt die Herunter-
regulation der Cyclin-B-Spiegel am Ende der G,-
und Beginn der M-Phase zur Hypophosphorylie-
rung von Rb und ermdglicht somit, im Zusam-
menspiel mit dem APC-Mad-Signalweg und Deak-
tivierung des Anaphasecheckpunkts das Ende des
Zellzyklus nach Abschluss der Mitose (Abb. 2.2.3
und 2.2.4) (Peters 1999).

Inhibitoren der cyclinabhdngigen Kinasen

Die Aktivitdt der CDK wird durch spezifische Inhi-

bitoren negativ reguliert. Diese werden als CDKI

bezeichnet (cyclin-dependent kinase inhibitors).

Bisher konnten 2 Unterfamilien der CDKI identifi-

ziert werden:

1. die CIP/KIP-Familie, die multiple verschiedene
Cyclin-CDK-Komplexe hemmen kann, und

2. die INK4-Familie, die spezifisch CDK4 und
CDK6 hemmt (Abb. 2.2.3).

Die Aktivitdt von CDK2 (assoziiert mit Cyclin E)
kann durch CIP/KIP-CDKI-Proteine gehemmt wer-
den (p21Wef/CiP1 527Xl yund p575P?), Diese CIP/
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und die aus der Mitose hervorgegangenen Tochterzellen
nach Ende der M-Phase erneut in der G,-Phase sind. CDKI
kénnen diese Cyclin-CDK-Komplexe in jeder Zellzykluspha-
se hemmen und Zellzyklusarrest auslosen. Die CDKI der
INK4a-Familie hemmen G;-Phase-Cycline wihrend die
CDKI der KIP-Familie auch S- und G,-Phase Cyclin-CDK-
Komplexe hemmen

=
]
IE

KIP-Faktoren verfligen iiber eine konservierte, ho-
mologe Doméne, die die Bindung und Hemmung
von CDK2 und CDK4 vermittelt. Diese Proteine
wirken stochiometrisch und hemmen bevorzugt
CDK2-Komplexe, obwohl sie in vitro mit allen in
der G;-Phase gebildeten CDK-Komplexen intera-
gieren konnen.

Die INK4-Familie (inhibiert CDK4) besteht aus
4 nahe verwandten Faktoren: p16INK4a, plSINK4b,
p18™%4c und p14™*44 (Roussel 1999). Die INK4-
Familienmitglieder verhindern die Progression aus
der G,-Phase in die S-Phase des Zyklus, indem sie
die Phosphorylierung von Rb verhindern. Dies er-
folgt durch Hemmung der D-Cyclin-abhidngigen
CDK4 und CDK6. Das somit hypophosphorylierte
Rb hemmt wiederum die Aktivitdt von Transkrip-
tionsfaktoren (z.B. E2F) und verhindert hierdurch
die Expression von Cyclin E und weiteren fiir die
S-Phase-Progression benétigten Faktoren (Abb.
2.2.4). Dies erklart auch, warum INK4-CDKI fiir
ihre Wirkung Rb benétigen.

CDC25-Phosphatasen

Die Mitglieder der CDC25-Familie sind Phosphata-
sen und gehdren zu den Delayed-early-Genen nach
Mitogenstimulation. (Das Kiirzel ,,CDC“ stammt
aus der Hefegenetik und steht fiir ,,cell division cy-
cle®). Sie spielen in der Regulation der Progression
durch die verschiedenen Zellzyklusphasen eine
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zentrale Rolle (Nilsson u. Hoffmann 2000; Takiza-
wa u. Morgan 2000; Smits u. Medema 2001; Taylor
u. Stark 2001). CDC25 wurde urspriinglich in der
Spalthefe S. pombe identifiziert, und zwar als
Phosphatase, die CDC2/Cyclin-B-Aktivitét reguliert
und den Eintritt in die Mitose vermittelt. CDC2
wird durch CDC25 an einem evolutiondr konser-
viertem Tyrosinrest (Tyrl5) dephosphoryliert und
hierdurch aktiviert (Millar u. Russell 1992).

Sdugerzellen besitzen 3 CDC25-Homologe,
CDC25A, -B und -C (Nilsson u. Hoffmann 2000).
Diese Phosphatasen konnen CDK in vitro dephos-
phorylieren und sie hierdurch aktivieren. CDC25A
vermag weiterhin, die CDC2-CDK zu aktivieren
und die Bindung des CDKI-p21“P"WAF! kompetitiv
zu blockieren. Die 3 CDC25-Homolge sind wih-
rend den Phasen des Zellzyklus unterschiedlich ex-
primiert.

Nach mitogener Stimulation wird cdc25a als De-
layed-early-Gen in der Mitte der G,-Phase expri-
miert. cdc25b hingegen wird spédter, wihrend der
S-Phase, hochreguliert, wihrend cdc25¢ in der
G,-Phase induziert wird. Neben der Regulation
der cdc25-Aktivitdt durch transkriptionelle Aktivie-
rung der entsprechenden cdc25-Gene werden diese
Phosphatasen auch durch Phosphorylierung post-
translational reguliert. So wird CDC25A durch
CDK2/Cyclin E in der spdten G;-Phase aktiviert
und kann in vitro auch durch Cyclin-B-Komplexe
phosphoryliert werden. Die Inaktivierung von
CDC25A hemmt den Eintritt in die S-Phase, was
zeigt, dass CDC25A fiir die G;-S-Phase-Progression
essenziell ist. CDC25A kann aufgrund dieser Zell-
zyklusprogression vermittelnden Funktion auch
bei der experimentellen malignen Transformation
von Fibroblasten als Onkogen mit RAS kooperieren.

CDC25C hingegen reguliert die Progression der
Zelle aus der G,-Phase heraus. Die Dephosphory-
lierung von CDC2 durch CDC25C aktiviert den
Cyclin-B/CDC2-Komplex und reguliert den Eintritt
der Zelle aus der G,- in die M-Phase (Smits u. Me-
dema 2001). CDC25C spielt somit eine zentrale
Rolle bei der Regulation des S- und des G,-Res-
triktionspunkts, der z.B. nach DNA-Schidigung
bzw. Stérung der DNA-Replikation, z. B. Hemmung
der DNA-Replikationsgabel durch Hydroxyharn-
stoff (Hydroxyurea, HU) aktiviert wird. Durch sol-
che Storungen erfolgt tiber Phosphorylierung die
Aktivierung der CHK1- und CHK2-Kinasen (s. un-
ten), z.T. iiber ATM/ATR-Kinase-abhingige Sig-
nale, wodurch die CDC25C-Phosphatase phospho-
ryliert und somit gehemmt und iiber Bindung an
das 14-3-30-Protein der Ubiquitinylierung und
dem Abbau iiber das Proteasom zugefiihrt wird

(Fu et al. 2000; Tzivion u. Avruch 2001). Letztlich
wird hierdurch die Dephosphorylierung von CDC2
durch CDC25C gehemmt und die CDC2-CDK ver-
bleibt in ihrer inaktiven Form, wodurch ein Arrest
in der G,-Phase (oder in der S-Phase, s.u.) aus-
gelost wird (Coleman u. Dunphy 1994). Die De-
phosphorylierung durch CDC25C hingegen akti-
viert die CDK CDC2, wodurch der Checkpunkt
tiberwunden wird und M-Phase-Progression resul-
tiert. Uber diesen Mechanismus der 14-3-3¢-In-
duktion vermag z.B. p53 (neben seiner Funktion
am Gj-Restriktionspunkt) auch G,-Arrest zu ver-
mitteln (s. unten) (Chan et al. 2000).

Inaktivierung phasenspezifischer Regulatoren

durch das Ubiquitin-Proteasom-System

Die Aktivierung und der Abfall der CDK-Aktivitat
werden durch koordinierte Bildung und Abbau der
Cycline reguliert. Das zeitgerechte Erscheinen und
Verschwinden von Cyclinen ist fiir den korrekten
Ablauf des Zellzyklus und die Wachstumskontrolle
entscheidend: Uberschieflende Aktivitdt, z.B. des
Cyclin-E-CDK2-Komplexes resultiert in vorzeitigem
und unkoordiniertem Beginn der DNA-Synthese
und vermittelt hierdurch genetische Instabilitit.

Der programmierte, zeitgerechte Abbau einer
Vielzahl Zellzyklus regulierender Proteine erfolgt
iiber das Ubiquitin-Proteasom-System. Eine Kaska-
de von Enzymen, die als E1, E2 und E3 bezeichnet
werden, katalysiert die Konjugation von Polymeren
des kleinen Proteins Ubiquitin an die abzubauen-
den Substratproteine. Dieses Polyubiquitinetikett
markiert die Substratproteine fiir die Erkennung
durch das 26S-Proteasom, iiber das sie abgebaut
werden. Die Spezifitit des Ubquitin-Ligase-Systems
wird hauptsédchlich durch die E3-Enzyme gewéhr-
leistet, deren Komplexe mit anderen Faktoren als
Ubiquitinligasen bezeichnet werden.

Als SCF (Skp1-CDC53-F-Box-Protein-Komplexe)
bezeichnete Ubiquitinligasen sind fiir den Beginn
der S-Phase von besonderer Bedeutung. SCF-Kom-
plexe bestehen aus 3 zentralen Untereinheiten, die
mit verschiedenen F-Box-Proteinen interagieren
koénnen. Der Bezeichnung ,,F-Box“ leitet sich aus
einer in Cyclin F (Bai et al. 1994) identifizierten
homologen Domine ab. So bindet das F-Box-Pro-
tein CDC4 (Archipelago/Fbw7) an das Cyclin E
und das Skp2-F-Box-Protein an den CDKI p275P?
(Abb. 2.2.5). Beide Proteine miissen fiir die Bin-
dung an die F-Box-Proteine phosphoryliert sein
(Skowyra et al. 1997). Die Bindung an die F-Box-
Proteine resultiert dann in Ubiquitinylierung und
konsekutivem proteasomalem Abbau (Schwab u.
Tyers 2001; Strohmaier et al. 2001). F-Box-Proteine
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Abb. 2.2.5. Inaktivierung phasenspezifischer Zellzyklusregu-
latoren iiber das Ubiquitin-Proteasom-System. Die cyclin-
abhingige Kinase CDK2 wird in der spiten G;-Phase durch
den Kofaktor Cyclin E aktiviert. Der Cyclin-E-CDK2-Kom-
plex wird durch den Kinaseinhibitor p275"* gehemmt. Ne-
ben der transkriptionellen Aktivierung werden die Expressi-
onsspiegel von Cyclin E und p27<"* {iber Ubiquitinylierung
und Abbau iiber das Proteasom kontrolliert. Der Abbau er-
folgt iiber Ubiquitinligasen (EI, E2, E3), die sich sequenziell
aktivieren, Substratproteine mit Ubiquitin konjugieren und
diese hierdurch fiir den Abbau iiber das 26S-Proteasom mar-
kieren. Der entscheidende Schritt ist die Bindung des Sub-
stratproteins an F-Box-Adapterproteine. Uber die F-Box bin-
det das F-Box-Protein Skp2 phosphoryliertes p27 an den
E3-Ligase-Komplex, der aus den Untereinheiten Skpl, RbxI,
Cull und der E2-Ligase besteht und auch als SCF bezeichnet
wird. Phosphoryliertes Cyclin E hingegen wird durch das
F-Box-Protein CDC4 (Archipelago) erkannt. Wachstumsfak-
toren stimulieren die Expression von Skp2 und Cyclin E und
ermdoglichen hierdurch Abbau von p27, die Aktivierung von
Cyclin E/CDK2 und Eintritt in die S-Phase. Uber CDC4 wird
nach Eintritt in die S-Phase bzw. in ruhenden Zellen Cyclin
E abgebaut. WD40 und LRR sind Proteindoménen, die Sub-
stratproteine binden. Vergleichbare Mechanismen wurden
auch fiir andere Cycline und deren Inhibitoren beschrieben

enthalten eine C-terminale Domine, die das Sub-
stratprotein bindet (WD40-Doméne in CDC4 und
LRR-Doméne in Skp2), sowie ein F-Box-Motiv,
iiber das die Interaktion mit Skpl vermittelt wird.
Skpl wiederum fungiert als Adapterprotein zum
E3-Ligase-Komplex (SCF), der aus den Proteinen
Cul1/CDC53, Rbx (Hrtl/Rocl) sowie der E2-Ubi-
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quitin-Ligase CDC34 besteht (Winston et al. 1999).
In Folge des proteasomalen Abbaus wird der ent-
sprechende Zellzyklusregulator, z.B. Cyclin E, eli-
miniert, und die Zelle kann regelrecht im Zyklus
fortschreiten. Durch phasengerechte Synthese und
koordinierten Abbau iiber die jeweiligen F-Box-
Proteine, Ubiquitinligasen und das Proteasom os-
zilliert die Proteinmenge phasenspezifischer Regu-
latoren wie der Cycline wéihrend des Zellzyklus.

Zellzyklus-G;-S-Transition und S-Phase-Progression
durch E2F und c-myc-Transkriptionsfaktoren

Die E2F-Familie von Transkriptionsfaktoren be-
steht aus 6 Mitgliedern (E2F-1-E2F-6) (Cartwright
et al. 1998; Johnson u. Schneider-Broussard 1998).
Zur Bildung des aktiven Transkriptionsfaktors
wird jedoch, wie auch bei anderen Transkriptions-
taktoren, wie z.B. c-Myc, c-Fos/c-Jun oder NFxB,
ein Dimerisierungspartner bendtigt: die Dpl-Pro-
teine (Abb. 2.2.6) (Yamasaki 1999). Die Rb-Famili-
enmitglieder assoziieren in unterschiedlicher Affi-
nitdt mit diesen E2F-Faktoren (Kasten u. Giordano
1998; Kaelin 1999). PRb bindet hauptsichlich
E2F-1-E2F-4, wohingegen p130 und pl07 bevor-
zugt an E2F-4 und -5 binden. Hypophosphorylie-
rung von Rb fithrt zur Freisetzung und Aktivie-
rung der E2F-Faktoren. Transkriptionelle Zielgene
von E2F sind weitere Zellzyklus regulierende Gene
(Cyclin E, Cyclin A, cdc2, der CDKI p21, das Pro-
toonkogen c-myc) und Faktoren, die im DNA-Me-
tabolismus eine Rolle spielen (Dihydrofolatreduk-
tase, Thymidinkinase, Thymidylatsynthase, usw.)
(Muller et al. 2001). Hierdurch wird die G,;-S-Pro-
gression ausgeldst, also der Ubergang aus der spi-
ten G;- in die S-Phase. Die Akkumulation von
D-Cyclinen wihrend der G,-Phase sequestriert zu-
dem CDK2-Inhibitoren der CIP/KIP-Genfamilie,
wodurch die Wirkung von E2F-abhidngigen Regu-
lationsschritten, z.B. vermittelt durch Cyclin
E/CDK2, verstirkt und die G;-S-Transition erleich-
tert wird.

Myc-Proteine sind Transkriptionsfaktoren, deren
Aktivitdt durch Dimerisierung mit gewebespezi-
fischen Kofaktoren vermittelt wird (Eisenman
2001). Fiir die Regulation hdamatopoetischer Zellen
und deren maligne Transformation ist v.a. das
c-myc-Gen entscheidend (Nesbit et al. 1999). Uber
ein Leucinzippermotiv dimerisiert c-Myc mit dem
im Uberschuss vorliegenden Max-Protein und bil-
det hierdurch das DNA bindende Myc-Max-Hete-
rodimer, das die Transkription S-Phase-spezi-
fischer Gene induziert (Coller et al. 2000), hier-
durch die S-Phase unterhélt und weiter vorantreibt
(Amati et al. 1993). Wie auch im Fall von E2F wird
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die Aktivierung von c¢-myc durch Bindung an
unphosphoryliertes Rb gehemmt (Grana et al
1998; Kaelin 1999). c-myc-Expression wird u.a.
von E2F-Transkriptionsfaktoren induziert und am-
plifiziert die G,-S-Phasen-Transition durch tran-
skriptionelle Aktivierung von S-Phase-Genen, ver-
starkt aber auch die Cyclin-E-Expression im Sinn
einer positiven Riickkopplung (Johnson u. Schnei-
der-Broussard 1998; Muller u. Helin 2000).

Die Expression von c-myc ist bei einer Vielzahl
maligner Tumoren dereguliert (Nesbit et al. 1999).
Dies kann durch Genamplifikation oder, wie im
Fall der hochmalignen Burkitt-Lymphome, bevor-
zugt in Folge einer t(8;14)-Translokation erfolgen,
die das c-myc-Gen unter die Kontrolle des Immun-
globulinschwerkettenenhancers bringt und zu de-
regulierter Expression fithrt (Nesbit et al. 1999).
Eine weitere Ursache fiir erhohte c-myc-Aktivitdt
sind Punktmutationen, die die Bindung des
p107-Rb-Proteins inaktivieren. Ahnlich wie bei
E2F geniigt die Uberexpression von c-myc allein,
um Zellen in die S-Phase zu treiben.

Liegen keine addquaten Aktivierungsbedingun-
gen vor, 16sen E2F und c-myc allerdings nicht die
G;-S-Phasen-Transition, sondern Apoptose aus
(Evan et al. 1992; Muller et al. 2001). Ein Fort-
schreiten im Zellzyklus erfordert daher, dass
gleichzeitig Zelltod hemmende Signale aktiviert
werden, z.B. durch Hemmung des mitochondria-
len Apoptosesignalwegs. Dieses Prinzip der Akti-
vierung von Zelltodsignalwegen schiitzt vor unge-
hemmter Zellproliferation, und zwar v.a. dann,
wenn neben dem mitogenen, Zellzyklus aktivieren-
den Signal, entsprechende Zelltod hemmende Ko-
signale fehlen. Wie im Fall von E2F kann die dere-
gulierte Aktivierung von c¢-myc also Apoptose
auslosen, wenn nicht gleichzeitig die Apoptosesig-
nalkaskade gehemmt wird, z.B. durch hohe Ex-
pression des Apoptose hemmenden Bcl-2 oder Bcl-

S-Phase

Abb. 2.2.6. Regulation der S-Phase Progression
durch E2F. Nach mitogener Stimulation werden Rb-
Proteine in 2 Schritten phosphoryliert. Der erste
Phosphorylierungsschritt wird durch D-Cycline
und CDK4 und CDK6 vermittelt. Der 2. Phosphory-
lierungsschritt erfolgt durch den Cyclin-E-CDK2-
Komplex. Das nun mehrfach phosphorylierte Rb
kann Transkriptionsfaktoren wie E2F nicht mehr
inhibieren und die nun freien E2F-Dp-Heterodi-
mere konnen Promotoraktivierung vermitteln und
Gene aktivieren, die S-Phase-Progression auslsen
(S-Phase-Promotoren)

[F)
(F)

xL oder Inaktivierung des p53-Signalwegs, z.B.
durch p53-Mutation, p14**"-Verlust oder mdm2-
Uberexpression (Sherr u. Weber 2000). Auch die
Deregulation des ras-Signalwegs (s. unten) (Adjei
2001) kann solche antiapoptotischen Kosignale
vermitteln. Eine Reihe von Untersuchungen zeigte,
dass die durch E2F bzw. c-myc induzierte Apopto-
se iiber einen p14"**- und p53-abhingigen Mecha-
nismus vermittelt wird (s. unten) (Weber et al.
2000; Lin u. Lowe 2001).

2.2.2.2 S-Phase und G,-Checkpunkt

Wihrend der S-Phase findet die Replikation der
DNA statt, die durch Checkpunkte in der S-Phase
und nach Abschluss der S-Phase in der G,-Phase
iiberwacht wird (Nigg 2001). Der korrekte Ablauf
der S-Phase ist fiir das Uberleben der Zelle essen-
ziell, was sich auch in der hohen Empfindlichkeit
von S-Phase-Zellen gegeniiber DNA-Schidigung
und Zelltodaktivatoren widerspiegelt. Storungen
der DNA-Replikation durch ionisierende Bestrah-
lung, DNA-Schiddigung und Hemmer der DNA-Re-
plikation, wie z.B. Hydroxyharnstoff (Hydroxyu-
rea, HU), einem Hemmer der Ribonukleotidreduk-
tase und der DNA-Replikationsgabel, aktivieren
den S-Phase-Checkpunkt. Hierdurch wird die wei-
tere DNA-Replikation gehemmt, Reparaturmecha-
nismen werden aktiviert und hierdurch die Repa-
ratur der geschddigten DNA ermdglicht (Rhind u.
Russell 2000). Proliferierende Zellen mit defektem
S-Phase-Checkpunkt sind tiberempfindlich gegen-
tiber Stérungen der DNA-Replikation und sterben
rasch nach Behandlung mit HU oder ionisierender
Strahlung (Lydall u. Weinert 1996).

Eine Schiddigung der DNA und des Replikati-
onsvorgangs aktiviert DNA-Reparaturmechanis-
men (s. dort), die wiederum in engem Zusammen-



Abb. 2.2.7a,b. Regulation von M-Phase-Progression
und G,-Arrest. a Der Komplex aus der CDK CDC2
und Cyclin B vermittelt den Eintritt in die M-Phase
des Zellzyklus. Um biologisch aktiv zu sein, muss
CDC2 dephosphoryliert werden. Ist CDC2 phosphory-
liert, wird der Cyclin-B-CDC2-Komplex iiber das Pro-
teasom abgebaut. Die Kinasen der Wee-Familie, wie
Weel und MikI, phosphorylieren CDC2 und bremsen
hierdurch den Zellzyklus. Die Dephosphorylierung
wird durch die CDC25C-Phosphatase vermittelt. b Ge-
notoxische Schidden z.B. nach Bestrahlung oder che-
mischer DNA-Schiddigung und Hemmung der DNA-
Replikation aktivieren iiber RAD-Proteine wie z.B.
RAD51 und RADY, die ATM- und ATR-Kinasen, die
dann die CHKI- und CHK2-Kinasen phosphorylieren
und hierdurch aktivieren. CHK1 aktiviert die Wee-Ki-
nasen und hemmt hierdurch die M-Phase-Progression
(nicht in der Abbildung hervorgehoben). CHKI und
CHK2 phosphorylieren CDC25C und hemmen hier-
durch die Phosphatase, die im phosphoryliertem Zu-
stand an 14-3-3¢ bindet und nach Ubiquitinylierung
iiber das Proteasom abgebaut wird. Hierdurch wird
die Dephosphorylierung von CDC2 gehemmt und
G,-Arrest ausgelost. ATM und ATR aktivieren zudem
p53 und vermitteln hierdurch einen Anstieg der
14-3-30-Expressionsspiegel, wodurch die CDC25-Inak-
tivierung verstarkt wird. Auch CHKI kann p53 phos-
phorylieren

hang mit Zellzykluscheckpunkten und Apoptose
stehen (Rhind u. Russell 2000). Diese Checkpunkt-
signalwege werden in Folge der DNA-Schidigung
aktiviert, arretieren die Zelle jedoch zumeist nicht
in der S-Phase, sondern erst in der G,-Phase, um
aus dieser Phase heraus und vor Beginn der Mito-
se die Reparatur des genotoxischen Schadens zu
erlauben. Der S-Phase-Checkpunkt und die regu-
lierenden Faktoren stehen daher in engem funktio-
nellem Zusammenhang mit dem G,-Checkpunkt.
Fiir beide Checkpunkte wird hédufig synonym der
Begriff DNA-Schidigungscheckpunkt verwendet.
Hierbei handelt es sich aber um einen funktionell
definierten Begriff, der nicht vollig kongruent mit
den individuellen Zellzykluscheckpunkten ist, da
DNA-Schéddigung Checkpunkte in allen Zellzyklus-
phasen aktivieren kann.

Der G,-Checkpunkt kontrolliert den Eintritt der
Zelle in die Mitose nach Abschluss der DNA-Repli-
kation (Abb. 2.2.7) (Russell 1998). Die Expression
von Cyclin B und die Aktivitit der CDK CDC2 sind
kritische Ereignisse fiir den Eintritt der Zelle in die
M-Phase (Smits u. Medema 2001). Die CDC2-CDK
reguliert die G,-M-Transition: In ihrer aktiven Form
ist sie dephosphoryliert (Boddy et al. 1998). Die
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CDC25C-Phosphatase reguliert diesen Checkpunkt,
indem sie die CDC2-CDK dephosphoryliert. Hier-
durch wird die CDC2-CDK aktiv und kann die
G,-M-Progression initiieren. Verbleibt CDC2 hin-
gegen in der phosphorylierten Form, kann die Zelle
diesen Checkpunkt nicht iiberwinden, es kommt
zum Zellzyklusarrest in der G,-Phase.

CDC2 wird durch die Kinasen Weel und Mikl
durch Phosphorylierung am Threonin 14 (T14)
und Tyrosin 15 (Y15) inaktiviert (Rhind u. Russell
2001). Wihrend Weel nukledr lokalisiert ist, wirkt
Mik1 zytoplasmatisch. Diese Kinasen sorgen dafiir,
dass CDC2 phosphoryliert und inaktiviert wird,
und wirken hierdurch proliferationshemmend
(Abb. 2.2.7a). Die nukleir lokalisierte Kinase Weel
phosphoryliert CDC2 an Y15. Die zytoplasmati-
sche Kinase Mytl hingegen phosphoryliert CDC2
sowohl an T14 als auch an Y15. Der CDC2-Cyclin-
B-Komplex wird kontinuierlich vom Kern in das
Zytoplasma und zuriick transportiert (Takizawa u.
Morgan 2000). Dies erkldrt, warum sowohl zyto-
plasmatische als auch nukledre Kinasen CDC2 in-
aktivieren konnen. Eine nukledre Exportsequenz
(NES) verhindert hierbei die Akkumulation des
Cyclin-B-CDC2-Komplexes im Zellkern. Phospho-
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rylierung von CDC2 durch Wee/Myt-Kinasen bzw.
durch CHK-Kinasen (s. unten) fithrt zum Aus-
schluss des Cyclin-B-CDC2-Komplexes aus dem
Kern und Sequestrierung im Zytoplasma (Rhind u.
Russell 2001). Die CDC25C-Phosphatase wandert
ebenfalls zwischen Kern und Zytoplasma hin und
her. Der Transport von CDC25C aus dem Kern
wird dabei durch 14-3-3-Proteine (allerdings nicht
14-3-30) erleichtert (Tzivion u. Avruch 2001). Die
CDC25C-Phosphatase iiberwindet diesen Zell-
zykluscheckpunkt, indem sie CDC2 dephosphory-
liert und den Cyclin-B-CDC2-Komplex aktiviert
(Nilsson u. Hoffmann 2000).

Dieser Checkpunkt wird nach DNA-Schéddigung
durch die Kinasen ATM, ATR (Abraham 2001) und
die CHKI- und die CHK2-Kinase (Boddy et al.
1998) aktiviert und reguliert. DNA-Schddigung ak-
tiviert iiber RAD-Proteine die ATM-Kinase (ATM
steht fiir Ataxia teleangiectatica mutated) bzw. die
verwandte ATR-Kinase (ATM/RAD3 related). ATM
und ATR (und auch RAD3) sind Serin-Threonin-
Kinasen, die Homologie zur Ser-Thr-Kinase PI3-
Kinase aufweisen.

ATM und ATR aktivieren durch Phosphorylie-
rung die Checkpunktkinase CHK2 (CDS1) (Mat-
suoka et al. 2000), wohingegen ATR die CHK1-Ki-
nase reguliert (Liu et al. 2000). Hierdurch wird
CHK2 aktiviert, die CDC25C phosphoryliert und
der CDC25C-Abbau iiber Bindung an das
14-3-3¢-Protein und das Proteasom ausgeldst (San-
chez et al. 1997). CHK1 kann ebenso CDC25C
phosphorylieren, wird aber ATM-unabhingig akti-
viert. Dieser Mechanismus wird, z.B. nach DNA-
Schiddigung, alternativ auch iiber p53 reguliert.
P53 kann neben der Wirkung am G;-Restriktions-
punkt auch G,-Arrest auslosen (Taylor u. Stark
2001). Dies erfolgt iiber transkriptionelle Aktivie-
rung des 14-3-3¢-Proteins, das CDC25C seque-
striert, Export aus dem Zellkern in das Zytoplas-
ma aktiviert und CDC25C der Ubiquitinylierung
und dem Abbau iiber das Proteasom zufiihrt (Fu
et al. 2000). Weiterhin kann p53 CDC2 und Cyclin
Bl transkriptionell reprimieren (Taylor u. Stark
2001). Diese nach DNA-Schidigung aktivierten
Mechanismen fithren somit zur Hemmung der
CDC2-CDK (Abb. 2.2.7b) und tragen zum Aus-
schluss des Cyclin-B-CDC2-Komplexes aus dem
Kern, Sequestrierung im Zytoplasma und Abbau
iiber das Proteasom bei (Peters 1999). Wird CDC2
hingegen addquat durch die CDC25C-Phosphatase
dephosphoryliert, ist diese B-Cyclin-abhéngige Ki-
nase enzymatisch aktiv, wird nicht im Zytoplasma
sequestriert und kann Progression in die M-Phase,
die Mitose, vermitteln.

2.2.2.3 Kontrolle des Mitoseendes
durch den Mad-Signalweg

Der Mitosesignalweg kontrolliert die Segregation
der Schwesterchromatiden, Aufteilung in die Toch-
terzellen, Lage und Wanderung der Chromosomen,
Integritdt der mitotischen Spindel und reguliert
das Ende der Mitose (Russell 1998; Smits u. Mede-
ma 2001). Da diese Regulationsmechanismen evo-
lutiondr hochgradig konserviert sind, konnten in
der Spalthefe S. pombe gewonnene Erkenntnisse
nahezu unverdndert auf die humane Zellteilungs-
regulation {ibertragen werden (Abb. 2.2.8).

Der Abbau Zellzyklus regulierender Proteine
iiber das Ubiquitin-Proteasom-System ist die Basis
fiir das koordinierte Ablaufen und Aufeinanderfol-
gen der Phasen des Zellzyklus. Nach Ausbildung
der mitotischen Spindel am Ende der G,-Phase
des Zellzyklus und Ubergang in die M-Phase wird
der Eintritt der Zelle in die Anaphase durch die
APC/C (Anaphase promovierender Komplex/Cyclo-
som)-E3-Ubiquitin-Ligase ~ kontrolliert  (Peters
1999). Die Regulation dieses Signalwegs wurde im
Hefesystem detailliert analysiert: APC/C leitet die
Anaphase durch Degradierung der Anaphaseinhi-
bitoren Pdsl und Cut2 ein. So setzt die Proteolyse
von Pdsl tiber das Proteasom den Faktor Espl frei
(Rhind u. Russell 1998; Russell 1998). Hierdurch
wird die Proteolyse von Cohesinen vermittelt, also
von den Proteinkomplexen, welche die Schwester-
chromatiden zusammenhalten (Peters 1999; Hirano
2000). Ist durch den proteolytischen Abbau der
Cohesine diese Bindung der Chromatiden aneinan-
der aufgehoben, beginnt die Anaphase, die letzt-
lich zur Aufteilung der duplizierten Chromosomen
in die beiden Tochterzellen fiihrt. Interessant ist
auch, dass G,- und M-Phase-Restriktionspunkt
funktionell miteinander verkniipft sind, da die
CHK1-Kinase Pds-1 phosphoryliert, hierdurch sta-
bilisiert und vor dem Abbau durch APC/C und
CDC20 schiitzt. Somit vermag CHKI neben dem
G,-Arrest auch M-Phase-Arrest zu vermitteln
(Wang et al. 2001).

Ist die Trennung der beiden Kernanteile been-
det, werden mitosespezifische Kinasen aktiviert,
die den Abschluss der Mitose und Zytokinese der
Tochterzellen einleiten (Cerutti u. Simanis 2000;
Hirano 2000). Hierbei spielt die Aktivierung von
Phosphatasen (z.B. CDC14 in der Hefe) eine we-
sentliche Rolle, da hierdurch die Anaphase und
das Ende der Mitose eingeleitet werden. Der Ana-
phasecheckpunkt bestimmt, dass der Zellzyklus in
der M-Phase arretiert wird, falls Chromosomen
falsch ausgerichtet sind und ihre Zentromere nicht



2.2 Zellzyklus und Apoptose

Bub1, 3 = Freie
Mad1 2,3 Kinetochore

APC
Begmn der
- ' > S

Abb. 2.2.8. Mad-Signalweg. Der Eintritt der Zelle aus der
G,-Phase in die Mitose wird durch die Aktivierung des
APC-Proteins (Anaphase promovierender Complex) und die
Inaktivierung von Cyclin B vermittelt. APC wirkt, indem es
den Abbau regulatorischer Proteine iiber Ubiquitinylierung
und Abbau iiber das Proteasom auslost. APC inaktiviert
hierdurch Pdsl. PdsI ist ein Inhibitor von CDC20, Espl und
CDCI4. Fillt die Hemmung durch Pdsl weg, infolge der Se-
questrierung von Pdsl, dann assoziiert CDC20 mit APC.
Dieser Komplex vermittelt den Abbau von Cyclin B iiber das
Proteasom und 16st Eintritt in die Anaphase aus. Der Weg-
fall der Hemmung von Espl aktiviert die Trennung der

mit Kinetochoren des Spindelapparats verbunden
sind (Russell 1998). Dies fiihrt zum Abbau des
CDC20/Slp1-Adapterproteins iiber Bildung eines
Multiproteinkomplexes aus Mad- und Bub-Protei-
nen (Taylor u. McKeon 1997; Elledge 1998). Dieser
Komplex hemmt die Aktivierung von APC/C und
somit den Beginn der Anaphase, es kommt zum
M-Phase-Arrest (Abb. 2.2.8).

Die Ausrichtung der Chromosomen in der Me-
taphasenplatte erfolgt zeitgleich mit dem Beginn
des Abbaus von Cyclin B und der Inaktivierung
von Cyclin-B/CDC2(CDK1)-Komplexen am Ende
der G,- bzw. zu Beginn der M-Phase (Nigg 2001).
Die Aktivierung des Anaphasecheckpunkts korre-
liert demzufolge mit anhaltender Aktivitdt des Cy-
clin-B/CDC2(CDK1)-Komplexes und einem inakti-
ven APC/C-Komplex in der Prometaphase.

Diese Checkpunktkontrolle ist fiir die Biologie
von Tumoren von extremer Relevanz. Die Inakti-
vierung der G,- und M-Phase-Checkpunktkontrol-
le resultiert in hochgradiger chromosomaler Insta-
bilitit und Aneuploidie der Zelle (Kaufmann 1995;
Waldman et al. 1996). Die durch Teilung entste-
henden Tochterzellen zeigen bei Inaktivierung von

Abbau iber
das Proteasom APC

Trennung der
Pim 1 . - Chromatiden

Ende der
Mitose

-p

Schwesterchromatiden in der Anaphase. Der Wegfall der
Hemmung von CDCI4 fithrt zur Dephosphorylierung von
Cdhl, das nun mit APC einen Komplex bilden kann. Dies
gibt das Signal zur Beendigung der Mitose. Die APC-
CDC20- und APC-Cdhl-Komplexe inaktivieren mitotische
B-Typ-Cycline, indem sie deren Ubiquitinylierung und den
Abbau tiber das Proteasom stimulieren. Sind zu Beginn der
Mitose freie Kinetochore vorhanden oder liegt eine ander-
weitige Stérung des Spindelapparats vor, werden Mitose
hemmende Signale aktiviert. Diese werden {iber Bub-Kina-

sen und Mad-Proteine vermittelt, die M-Phase-Zellzyklusar-
rest vermitteln und den M-Phase-Checkpunkt aktivieren

Checkpunktproteinen wie den Bub-Kinasen oder
auch Pdsl dramatische Chromosomenverluste bzw.
-gewinne. Dies ist, zusammen mit Defekten in der
DNA-Strangbruchreparatur, einer der wesentlichen
Griinde fiir die Entstehung chromosomaler Aber-
rationen und Aneuploidie, wie sie durch zytogene-
tische Methoden in der Mehrzahl maligner Tumo-
ren detektiert werden konnen (Skibbens u. Hieter
1998; Hoeijmakers 2001).

2.2.2.4 Zellzyklus und Apoptose

Signale, die die Progression von Zellen im Zell-
zyklus auslosen, aktivieren immer auch Zelltodsig-
nale. Nur durch die Koordination mit Uberlebens-
signalen bzw. beim Vorliegen von Zellzyklus arre-
tierenden Signalen kénnen die normale Zelle bzw.
die Tumorzelle iiberleben (Evan u. Vousden 2001).

Hierdurch wird verstindlich, warum die Uber-
expression von den Zellzyklus stimulierenden
Transkriptionsfaktoren wie E2F-1 und dessen Ho-
mologen (Adams u. Kaelin 1996) oder c-myc (Evan
et al. 1992) oder auch von Cyclin D1 (Bergeron u.
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Yuan 1998) Apoptose auslost. Werden hingegen
gleichzeitig Uberlebenssignale wie z.B. durch Bcl-2
oder Bcl-xL oder andere Apoptosehemmer vermit-
telt, tiberlebt die Zelle das Proliferationssignal,
geht nicht in die Apoptose und schreitet im Zell-
zyklus fort (Cory et al. 1999). Moglicherweise soll
durch die gleichzeitige Aktivierung von Proliferati-
ons- und Zelltodsignalen die akzidentelle Aktivie-
rung der Zellproliferation vermieden werden. Sol-
che fehlerhaft proliferierenden Zellen wiirden dann
iiber Apoptose absterben. Dies erkldrt z.T., warum
Tumoren hidufig Inaktivierungen von Zelltodsig-
nalwegen aufweisen.

Ebenso kann die Aktivierung von Zelltodsig-
nalen im Zellzyklus gehemmt werden, indem die
Zelle in der jeweiligen Zellzyklusphase zum adi-
quaten Zeitpunkt arretiert wird. Zellzyklusinhibi-
toren wie die CDK, v.a. p21CiP/W3f, kénnen daher
antiapoptotische Wirkung zeigen (Waldman et al.
1996). Allerdings kann auch die kontinuierliche
Arretierung von Zellen im Zellzyklus in Phasen
auflerhalb der Gy-G;-Phase Zelltodsignalwege akti-
vieren. Hierdurch wird garantiert, dass nur solche
Zellen {iiberleben, die den Zellzyklus korrekt
durchlaufen haben. Dies erkldrt, warum lang an-
haltender  Zellzyklusarrest an  verschiedenen
Checkpunkten Apoptoseprogramme aktiviert. Dies
gilt insbesondere fiir Zellen in denen gleichzeitig
proliferationsaktivierende und den Zellzyklus arre-
tierende Signale aktiv sind, also divergierende,
konkurrierende Signalwege aktiviert wurden. Dies
konnte erkldren, warum fiir alle CDKI [v.a. pl6
(Sandig et al. 1997), p21 (Kadowaki et al. 1999)
und p27 (Katayose et al. 1997)] nach adenoviralem
Gentransfer (der gleichzeitig auch die DNA-Repli-
kationsmaschinerie der S-Phase aktiviert) eine
Zelltod férdernde Wirkung gezeigt werden konnte.

Die Aktivierung dieser zellzyklusassoziierten
Zelltodsignale wird {iber phasenspezifische Regula-
toren vermittelt. Der gegenwirtige Stand der Er-
kenntnis ist allerdings noch sehr fragmentarisch.

Durch diese strenge Kontrolle von Zellzyklusar-
rest sowie von Apoptose oder Zelliiberleben wird
in normalen Zellen dereguliertes Wachstum ver-
hindert. Die Koordination einer Vielzahl komple-
xer, nachgeschalteter Regulationswege war somit
aus evolutionsgeschichtlicher Sicht die Basis fiir
die Entwicklung komplexer vielzelliger Organis-
men.
p14**FSignalweg
Besonders gut untersucht ist die Regulation des
G;-Restriktionspunkts. Eine Deregulation des
G;-Restriktionspunkts fithrt tiber ras, c-myc und

E2F vermittelte Signale neben der Transkription
von S-Phase-Genen auch zur Induktion des
p14ARFINKL2_proteins (Sherr u. Weber 2000). In
der Maus wird das entsprechende Homolog als
p19AP‘F bezeichnet (Serrano 2000). ARF steht hier-
bei fiir ,alternatives Leseraster (reading frame)
P14*RF ist, neben dem CDKI p16INK4a, das 2. Gen-
produkt des ink4a-Genlocus und wird durch Ver-
wendung eines eigenen Promotors und eines alter-
nativen Exons 1 (Exon 1f) in mRNA translatiert
und gespleifit. Dieses alternative Spleiflen resultiert
bei der Proteintranslation in einem anderen, ver-
schobenen Leseraster des Exons 2 (Abb. 2.2.9).
Durch dieses alternative Leseraster entsteht ein
Protein mit vollig anderer Aminosduresequenz
und Funktion als p16™*** (Serrano 2000; Sherr u.
Weber 2000). Wihrend p16™** vorwiegend Zell-
zyklusarrest vermittelt, induziert p14**F bevorzugt
Apoptose (Abb. 2.2.10).

p14**F bindet an das MDM2-Protein (mdm
steht fiir murine double minute, da das Gen initial
in der Maus entdeckt wurde; das humane mdm?2
wird daher auch als hdm2 bezeichnet). Unter nor-
malen Bedingungen bewirkt MDM2 durch einen
negativen Riickkopplungsmechanismus, dass die
Proteinspiegel von p53 sehr niedrig sind: p53 ist
ein transkriptioneller Aktivator des mdm2-Gens.
Das MDM2-Protein wiederum bindet an p53, be-
wirkt die Ubiquitinylierung und den Abbau von
p53 tiber das Proteasom (Hay u. Meek 2000). Die
p53-Protein-Expression und -Aktivitdt wird somit
tiber diesen Regulationsmechanismus vorwiegend
posttranslational reguliert.

Die Bindung von p14**F an MDM2 destabili-
siert jedoch MDM2, indem es die Ubiquitinylie-
rung und den Abbau von MDM2 iiber das Protea-
som vermittelt (s. unten) (Honda u. Yasuda 1999;

Exon 1§ Exon1a Exon2 Exon 3
—

W p14ARF
[] p16/NKda

Abb. 2.2.9. Intron-Exon-Struktur des ink4a-Gen-Locus. Al-
ternatives Spleiflen und Verwendung von Exons resultiert in
der Expression zweier verschiedener Gene vom selben Gen-
locus. Beide Gene werden hierbei von unabhingigen Pro-
motoren kontrolliert, die in Tumorzellen unterschiedlich in-
aktiviert sein kénnen. Der CDK-Inhibitor p16™*** wird vom
Exon la, Exon 2 und Exon 3 gebildet. Im Gegensatz hierzu
wird das auf Aminosdureebene komplett nichthomologe
p14ARF von Exon 1b, und einem Teil von Exon 2 kodiert.
Exon 2 wird aufgrund des alternativen Spleiflens in einem
verschobenen Leseraster translatiert
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Abb. 2.2.10. p14“*¥/p53-Signalweg. DNA-Schidigung oder
die deregulierte Aktivierung den Zellzyklus férdernder Gene
filhren zur Aktivierung der Expression von pI6™** und von
p14**F. pl16 vermittelt Zellzyklusarrest in der G,-Phase
durch Hemmung von D-Typ-Cyclin-CDK4/6-Komplexen.
P14**F hingegen destabilisiert MDM2 und fordert dessen
Abbau iiber das Proteasom. MDM2 ist ein Inhibitor von p53
und 16st dessen Abbau iiber das Proteasom aus. Da p14**F
MDM?2 inaktiviert, wird wiederum p53 stabilisiert, das nun
nicht mehr tiber MDM2 dem Abbau iiber das Proteasom zu-
gefithrt wird. p53 kann nun seine Wirkung als transkriptio-
neller Aktivator von Zellzyklus hemmenden Genen (z.B.
p21°PWAEL 1 14.3.35) und Apoptose fordernden Genen [z. B.
Bax, APAF-1, PUMA, Noxa, PIG3 (p53-induziertes Gen 3),
p53AIP1 (p53-apoptoseinduzierendes Protein-1), IGF-BP3,
DR5, CD95/Fas] und transkriptioneller Repressor von Uber-
lebensgenen (z.B. bcl-2) entfalten

Sherr u. Weber 2000). Durch die Verminderung
der MDM2-Protein-Menge wird der negative
Riickkopplungssignalweg fiir p53 gehemmt: p53
wird hierdurch stabilisiert und die p53-Protein-Ex-
pression erhoht (Abb. 2.2.11).

C-myc und E2F vermitteln folglich iiber einen
p14**F/MDM2/p53-abhingigen Signalweg Zelltod.
Allerdings wurden mittlerweile auch p53- (Weber
et al. 2000) und p21/p27-unabhingige Signalwege
(Groth et al. 2000) von p14ARF zur Aktivierung
von Zellzyklusarrest beschrieben, sodass wahr-
scheinlich an der p14**"-vermittelten Apoptose
noch weitere, p53-unabhingige Signalwege betei-
ligt sind. Interessant ist in diesem Zusammenhang,
dass p14*®" auch unabhingig von p53 und Bax
den mitochondrialen Apoptosesignalweg aktivieren
kann (Hemmati et al. 2002).

2.2 Zellzyklus und Apoptose

DNA-Schéadigung

!}
DNA-Reparatur
$
ATM
-~

}
? N

Stabilisierung Abbau iiber
Aktivierung das Proteasom
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Zellzyklus- Proliferation,
arrest Uberieben
bzw.
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Abb. 2.2.11. Posttranslationale Regulation von p53. Protein-
spiegel von p53 werden vorwiegend posttranslational regu-
liert. Unter normalen Bedingungen sequestriert MDM2 das
p53-Protein iiber Ubiquitinylierung und Abbau iiber das
Proteasom. p53 iibt hierbei einen negativen Riickkopplungs-
mechanismus aus, da es ein transkriptioneller Aktivator des
mdm2-Gens ist. Wird MDM2 gehemmt, wird die p53-Pro-
teinexpression durch Verlingerung der p53-Halbwertszeit
erhoht. Um biologisch aktiv zu sein und um als Tetramer an
DNA binden zu kénnen, muss p53 zudem durch Phosphory-
lierung aktiviert werden. Die p53-Phosphorylierung kann
durch eine Reihe von Kinasen wie ATM, ATR, CHK1, CHK2
und DNA-PK erfolgen

Weitere Regulatoren

Ein weiterer Mechanismus der zellzyklusspezi-
fischen Regulation von Apoptose wird durch das
antiapoptotisch wirksame Survivin vermittelt. Sur-
vivin ist ein Mitglied der IAP-Familie (inhibitor of
apoptosis protein) und ist in der Lage, Caspasen
als Effektoren der Apoptose zu hemmen. Neben
Survivin (Altieri et al. 1999) zdhlen cIAP2 (IAP1),
cIAP1 (IAP2), XIAP (Deveraux u. Reed 1999),
ILP-2 (Richter et al. 2001), Livin (Kasof u. Gomes
2001) und NAIP sowie die kiirzlich identifizierten
IAP-Proteine MLIAP und Apollon zu dieser Pro-
teinfamilie, die im Gegensatz zu Survivin aller-
dings nicht zellzyklusspezifisch zu wirken schei-
nen. Das Expressionsniveau des Survivinproteins
oszilliert wiahrend des Zellzyklus vergleichbar den
Cyclinen. Unklar ist jedoch noch, ob es sich hier-
bei wirklich um einen zellzyklusspezifischen
Apoptoseschutz handelt oder ob Survivin noch an-
dere Funktionen im Zellzyklus erfiillt. Beschrieben
wurde die Assoziation mit Cyclin B1 und dem zen-
tromerbindenden CEN/P-Protein, sodass eine Zell-
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zyklus regulierende Funktion von Survivin mittler-
weile als gesichert gilt. Der Abbau der IAP-Protei-
ne erfolgt, wie im Fall der Cycline, tiber das Pro-
teasom.

Auch Apoptose férdernde Proteine wirken
moglicherweise zellzyklusabhéngig. Dies wurde
kiirzlich fiir das Apoptose férdernde Bcl-2-Homo-
log Bim gezeigt (O’Connor et al. 1998). Bim ist ein
BH3-only-Protein (s. unten), das sehr wahrschein-
lich als Apoptosesensor des Motordyneinkomple-
xes fungiert (Puthalakath et al. 1999). Bim bindet
an diesen Motorkomplex. Wird es freigesetzt, bin-
det es an den Apoptoseeffektor Bax, aktiviert die-
sen und vermittelt hierdurch die Aktivierung der
mitochondrialen Apoptoseantwort (s. unten) (Har-
ris u. Johnson 2001). Bim konnte also z.B. den
Zelltod nach Stérung des tubuldren Geriists durch
Taxane oder Vincaalkaloide in der Mitose vermit-
teln.

Kontrolle von Zellzyklus und Apoptose durch p53

Das p53-Gen zdhlt zu den am héufigsten inakti-
vierten Genen in malignen Tumoren. Eine Reihe
von Arbeiten zeigte, dass eine solche p53-Inakti-
vierung mit einer schlechteren Prognose der zu-
grunde liegenden Tumorerkrankung einhergehen
kann (Lowe 1995). P53 wird nicht nur transkrip-
tionell, sondern vorwiegend posttranslational regu-
liert (Taylor u. Stark 2001). Die basale Protein-
expression ist gering, wird jedoch durch genotoxi-
sche Schdden (Bestrahlung, Chemotherapie) oder
andere zelluldre Stressfaktoren wie Hypoxie, virale
Infektion oder Onkogenaktivierung (z.B. e2f und
c-myc) erhoht, da diese Vorgdnge, z.B. {iber
p14ARF, das p53-Protein stabilisieren, indem sie
seinen Abbau iiber das Proteasom hemmen und
seine Halbwertszeit verldngern (Abb. 2.2.11). P53
kann sowohl als Transkriptionsfaktor fiir Gene wie
apaf-1, p219P"WAE Bax, PUMA, NOXA, p53-AIPI,
14-3-3, Gadd45, IGF-BP3, PIG usw. (Oda et al.
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2000; Kannan et al. 2001a,b; Nakano u. Wousden
2001) dienen als auch als transkriptioneller Re-
pressor die Expression anderer Gene direkt oder
indirekt reprimieren (z.B. bcl-2, cdc2 und Cyclin
B) (Taylor u. Stark 2001). Beziiglich der p53-ver-
mittelten Effektormechanismen wie Zellzyklusar-
rest oder Aktivierung von Apoptosesignalwegen
existieren deutliche Unterschiede zwischen ver-
schiedenen Zelltypen, wodurch ein Teil der diver-
sen Daten in der Literatur erkldrt werden kann.
Die Inaktivierung von p53-Homologen, wie p63
und p73, ist weniger gut untersucht. Mittlerweile
liegen jedoch eine Reihe von Daten vor, die zeigen,
dass diese Homologen iiber dieselben Effektorme-
chanismen wirken wie p53 und, ebenso wie p53,
durch Deletion der entsprechenden Genregion in
malignen Tumoren inaktiviert werden konnen
(Jost et al. 1997; Kaghad et al. 1997; Osada et al.
1998). Mutationen der p53-homologen Gene schei-
nen jedoch selten zu sein. Kiirzlich wurden aller-
dings neben der Mutation von p53 auch Mutatio-
nen im p53-Homolog p63 (Yamaguchi et al. 2001)
in der Blastenkrise der chronischen myeloischen
Leukdmie (CML) beschrieben. Das Homolog p73
dagegen ist in Tumoren extrem selten mutiert,
wird aber in der Blastenphase der CML in aber-
ranten Spleifivarianten exprimiert (Tschan et al.
2000). Solche N-terminal trunkierten p73 Spleiss-
varianten konnen dominant-negative Wirkung ent-
falten und die Funktion von p53 und p73 hem-
men.

Der p53-vermittelte Zellzyklusarrest und die
Aktivierung von  DNA-Reparaturmechanismen
nach Bestrahlung oder chemischer Mutagenese
ermoglicht es der Zelle, sich von der genotoxi-
schen Schidigung zu erholen und zu iiberleben
(Funk 1999; Zhou u. Elledge 2000). Versagen die
Reparaturmechanismen, iiberwiegen die ebenfalls
von p53 aktivierten Zelltodsignale, und die Zelle
stirbt (Abb. 2.2.12). Experimentelle Daten hierzu

Abb. 2.2.12. Konsequenzen der Inaktivierung von p53
fir die genetische Stabilitit von Zellen. Schematische
Darstellung, wie genetische Instabilitit und héhere Ma-
lignitdt in Tumoren mit Inaktivierung von Apoptosege-
nen entstehen kann. Dies ist am Beispiel von des
p53-Tumorsuppressorgens erldutert, gilt jedoch auch fiir
eine Vielzahl anderer Gene, die Zellzyklusarrest, DNA-
Reparatur und Apoptose regulieren



kamen erstmals von der Gruppe von Vogelstein,
die zeigten, dass der Knockout von p21Cip/Waf
(oder auch von p53, eines der transkriptionellen
Aktivatoren von p21) die Fahigkeit von Tumorzel-
len inaktiviert, nach DNA-Schidigung im Zell-
zyklus bei G;- und G,-M-Restriktionspunkten zu
arretieren (Waldman et al. 1996). Tumorzellen, die
durch gezielten Gen-Knockout von p53 (Bunz et
al. 1998) bzw. p21 (Waldman et al. 1996) oder
14-3-3¢ (Chan et al. 1999) einen G,-Checkpunkt-
defekt aufwiesen, wurden nach DNA-Schidigung
durch Chemotherapie polyploid und starben da-
raufhin tiber Apoptose. P53 kann daher in einer
solchen Situation also auch als den Zelltod hem-
mendes Gen wirken, indem es iiber seine zell-
zyklusarretierende Wirkung Apoptosemechanis-
men hemmt und Reparatur ermdglicht.

Dennoch haben p53-mutierte Tumorzellen auf-
grund ihres Apoptosedefekts einen Selektionsvor-
teil. Ein Teil der malignen Zellen iiberlebt auf-
grund des Apoptosedefekts die zytotoxische Be-
handlung und wird durch die Therapie selektiert
(Griffiths et al. 1997). Klinisch resultiert dies in
einem therapieunempfindlicheren Rezidivtumor.
Prinzipiell gilt ein solcher Selektionsvorteil auch
tiir Tumorzellen, die andere Defekte in Zelltodsig-
nalwe;éen erworben haben, z.B. Inaktivierung von
p14AR (Schmitt et al. 1999) oder auch Bax (Sturm
et al. 1999; Sturm et al. 2001) und Rb (Almasan et
al. 1995) usw.

Neben dem p53-vermittelten G;- und dem
G,-Block im Zellzyklus wurde fiir p53 auch noch
ein postmitotischer Zellzyklusblock beschrieben.
Hierbei handelt es sich am ehesten um denselben
Restriktionspunkt, den p53 auch in der G,-Phase
aktiviert. Der einzige Unterschied ist, dass die Zel-
len vor der Aktivierung des Blocks noch die S-,
G,- und M-Phase durchlaufen haben.

Zelltodsensoren in anderen Zellzyklusphasen

Neben den oben genannten Genen, die v.a. die
Kontrolle des G;-Restriktionspunkts und Zelltod
vermitteln, existieren Apoptose kontrollierende
Checkpunkte auch in anderen Phasen des Zell-
zyklus. Fiir die S-Phase ist bekannt, dass Zellen in
dieser Phase am empfindlichsten fiir DNA-Schadi-
gung sind (Loeb u. Kunkel 1982). Allerdings gibt
es bisher kaum gesicherte Daten dafiir, dass Zellen
direkt aus dieser Phase heraus in die Apoptose ge-
hen. Vielmehr fithrt die Mehrzahl der genotoxi-
schen Noxen zur Aktivierung von Checkpunkten
in der G,- und der M-Phase, die hidufig als
G,-M-Restriktionspunkt zusammengefasst werden
(Ohi u. Gould 1999; Molinari 2000). Neuere Daten,

2.2 Zellzyklus und Apoptose

erneut aus dem experimentellen System in der He-
fe, haben einzelne Signalkomponenten identifiziert
und einen raschen Wissensfortschritt in den letz-
ten Jahren ermdglicht.

Die ATM-, ATR- (Abraham 2001) und DNA-PK-
Proteinkinasen (Kim et al. 1999), die bei DNA-
Schidigung im Rahmen der DNA-Reparatur-
mechanismen aktiviert werden, kénnen iiber eine
Phosphorylierung von CHK2 und die G,-Restrikti-
onspunktkontrolle Zellzyklusarrest und, iiber ei-
nen p53-abhdngigen Signalweg, Zelltod auslosen
(Taylor u. Stark 2001). Die CHK1- und CHK2-Ki-
nase und ihre Substratproteine wurden ebenfalls in
S. pombe identifiziert und funktionell charakteri-
siert.

Der CDKI p21 wiederum kann den Zellzyklus
in der G-, S- und G,-Phase arretieren (Johnson u.
Walker 1999; Taylor u. Stark 2001) und hierdurch
die Progression geschidigter Zellen im Zellzyklus
verhindern (Waldman et al. 1996). Hierdurch er-
moglicht p21 die Reparatur ansonsten fataler Schi-
den. Wird p21 inaktiviert, z.B. durch Verlust von
p53 oder durch genspezifischen Knockout in expe-
rimentellen Systemen, kommt es nach DNA-Scha-
digung zur Entkopplung von S-Phase (also DNA-
Synthese) und Mitose. Ohne sich zu teilen, akku-
mulieren solche Zellen DNA und werden poly-
ploid. Dies wird als Entkopplung von S-Phase und
Mitose bezeichnet. Manche Autoren sprechen in
diesem Zusammenhang auch, nicht ganz korrekt,
von einer mitotischen Katastrophe, die letztlich
zur Apoptose der betroffenen Zelle fiihrt.

Nach Abschluss der G,-Phase beginnt die Mito-
se charakterisiert durch Trennung der Schwester-
chromatiden und Entstehung der beiden Tochter-
zellen (Russell 1998; Hirano 2000). In dieser Phase
erfolgt die Anaphasecheckpunktkontrolle. Die
Chromatiden werden iiber die Kinetochoren an die
mitotische Spindel gekoppelt, die aktiv die Segre-
gation der verdoppelten Chromatiden vermittelt
(Russell 1998; Hirano 2000). Sind Kinetochore un-
besetzt, wird der Mad-Signalweg aktiviert (vgl.
Abb. 2.2.8) (Elledge 1998). Freie Kinetochore re-
krutieren Bub-Kinasen, die die Aktivierung des
APC/C-Komplexes verhindern. Die permanente
Blockade dieser Signalmechanismen und per-
manenter Arrest der Zelle im Anaphasecheck-
punkt, z.B. durch dominant-negative Mutanten
von Signalproteinen wie der Bubl-Kinase, aktiviert
die Apoptosesignalkaskade, und die Zelle stirbt
iiber Apoptose.
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2.2.2.5 DNA-Reparatursignalwege, genetische
und chromosomale Stabilitat

»Spontane“ Schidden des Genoms sind relativ hiu-
fig. So belduft sich die Menge allein an DNA-Ab-
schnitten mit Basenverlust, die ohne duflere Ein-
wirkung durch Strahlung oder Chemikalien entste-
hen, auf etwa 10000 pro Zelle und Tag. Hin-
zukommt eine Vielzahl induzierter DNA-Schiden,
die z.B. durch UV-Exposition (in der Natur oder
im Solarium), durch Aufnahme von Mutagenen in
Nahrungs- und Genussmitteln (z.B. Nitrosamine,
Benzoapyrene) oder bei einer Tumorbehandlung
mit DNA-reaktiven Substanzen gebildet werden.
DNA-Schéddigung kann aber auch durch physiolo-
gische Vorginge entstehen: Lese- und Schreibfehler
bei der DNA-Replikation, Angriff der DNA durch
Nebenprodukte oxidativer Stoffwechselvorginge
oder Fehler im Rahmen der V(D)J-Rekombination
bei der T- und B-Zell-Rezeptor-Reifung in T- und
B-Lymphozyten.

Aktuelle Forschungsergebnisse zeigen, dass die
Reparatur von DNA-Schiden nicht nur die Fak-
toren benoétigt, die direkt an der Reparatur der ge-
schddigten DNA beteiligt sind. Vielmehr ist fiir
den korrekten Ablauf dieser Vorginge die koor-
dinierte Regulation von DNA-Replikation, Zell-
zyklusprogression und auch Zelltod notwendig.
Die Exaktheit der Informationsiibertragung wih-
rend der Zellteilung wird nicht nur von der exak-
ten Replikation der DNA-Stringe bestimmt, son-
dern auch von der Fihigkeit, spontane und indu-
zierte DNA-Schiddigung zu iiberleben und hierbei

Stress durch
Schidigung DMNA-Replikation

b 4 L

Signale, Sensoren

. B

DNA-

Transduktoren
Effektoren
Zellzyklus- DNA-
Arvogt Apoptose  Transkription Reparatur

Abb. 2.2.13. Zellulire Antwort auf genotoxische Schiden.
Schematische Darstellung der Signaltransduktionsebenen,
die zelluldre Antwort auf Schddigung der DNA und der
DNA-Replikation vermitteln, z.B. nach Replikationsfehlern,
Bestrahlung oder chemischer Schidigung

die Ubertragung von Mutationen auf die nachfol-
genden (Zell-)Generationen zu minimieren. Um
dies zu gewidhrleisten, haben Zellen Uber-
wachungsmechanismen entwickelt, die die Struk-
tur des Chromatins und die DNA-Reparatur kon-
trollieren (Hirano 2000). Hierbei handelt es sich
z.T. um die gleichen Checkpunkte, die auch die
Zellzyklusprogression kontrollieren (s. oben) (Rus-
sell 1998; Skibbens u. Hieter 1998; Rhind u. Rus-
sell 2001).

Unter Reparatur im engeren Sinn ist die unmit-
telbare enzymatische Entfernung von DNA-Schi-
den zu verstehen. Im weiteren Sinn umfasst DNA-
Reparatur jedoch den gesamten Vorgang der Er-
kennung und des ,Prozessierens® von Schiden,
der beispielsweise auch die zelluldre Toleranz ge-
geniiber persistierenden DNA-Lédsionen mit ein-
schliefft. DNA-Schddigung und DNA-Reparatur
sind eng mit dem Mechanismus der Entstehung
von Mutationen verbunden, und diese sind wiede-
rum der Ausgangspunkt von somatischen Erkran-
kungen, insbesondere von Tumoren.

DNA-Schéddigungssignalwege bestehen somit aus
Sensoren, Signaltransduktoren und -effektoren
(Abb. 2.2.13). Hierbei handelt es sich um ein eng
miteinander verzahntes Regelwerk einer Vielzahl
von Faktoren, die gemeinsam die Antwort auf die
DNA-Schddigung vermitteln. Direkt oder indirekt
an der Strangreparatur beteiligte Gene wie RAD-
Proteine des 9-1-1-Komplexes (Caspari u. Carr
1999), Mismatch-Reparaturgene wie milhl, msh2
(Kolodner u. Marsischky 1999), sowie an der Dop-
pelstrangbruchreparatur beteiligte Gene wie brcal
usw. wirken hierbei als Sensoren, die wiederum
Transduktoren wie ATM, ATR, NBS1 (Morgan u.
Kastan 1997; Lim et al. 2000; Petrini 2000) rekru-
tieren, um Zielproteine wie RAD51, CHK2 und
p53 zu modifizieren, wodurch dann Zellzyklusar-
rest ausgelost wird.

Zelluldre metabolische Vorginge wie DNA-Re-
plikation und -Transkription konnen somit ohne
Beriicksichtigung von DNA-Reparaturvorgingen
nicht ausreichend verstanden werden. So kann re-
plikative nukleire DNA-Synthese nur fehlerfrei ab-
laufen, wenn die DNA keine Strukturverinderun-
gen enthidlt, die die Replikation blockieren, wie
z.B. nach Bildung von DNA-Addukten durch Zyto-
statika. Die Verbindung von DNA-Reparatur zur
Transkription wird auch dadurch ersichtlich, dass
die DNA-Reparatur transkriptionsgekoppelt er-
folgt: in transkriptionsaktiven Genen und dort im
transkribierten DNA-Strang erfolgt die Reparatur
von replikationsblockierenden DNA-Schdden be-
vorzugt. Umgekehrt wird immer mehr regulato-



risch wirksamen Proteinen eine zusidtzliche Funk-
tion in der DNA-Reparatur zugeschrieben (z.B.
p53, BRCA1 und BRCA2, ATM, NBS1). Ein gutes
Beispiel hierfiir ist p53 (Kastan et al. 1991), wel-
ches neben seiner Funktion als Transkriptions-
aktivator eine Funktion bei der globalen Nukleoti-
dexzisionsreparatur ausiibt. Die ,Brustkrebsgene®
brcal und brca2 (Venkitaraman 2001) sind sehr
wahrscheinlich an der Regulation der DNA-Repa-
ratur und Zytostatikaresistenz auch von Lympho-
men und Leukdmien beteiligt. Dies zeigt, dass DNA-
Reparatur im Zentrum einer Vielzahl von basalen
zelluldren Prozessen mit Auswirkungen auf eine
Reihe sehr relevanter biologischer Endpunkte steht.

Demzufolge war es nicht iiberraschend, dass
DNA-Reparatur und Aktivierung von Zelltodsig-
nalwegen ebenfalls eng miteinander verkniipft
sind. Besonders gut wurde dies mittlerweile fiir
das DNA-Mismatch-Reparaturprotein MSH2 ge-
zeigt. Uberexpression von msh2 und von mlhl in-
duziert Zelltod (Zhang et al. 1999), und die Inakti-
vierung von msh2 fiithrt nicht nur zu genetischer
Instabilitdt durch Inaktivierung des Mismatch-
DNA-Reparatursystems, sondern auch zu erhéhter
Apoptoseresistenz nach DNA-Schiadigung (Wu et
al. 1999). Weiterhin zeigen Mismatch-Reparatur-
defiziente Zellen einen verkiirzten G,-Arrest nach
DNA-Schédigung.

DNA-Reparatur und Tumorentstehung

Das Uberleben komplexer Organismen hingt von
der akkuraten Ubertragung der genetischen Infor-
mation auf die Tochterzellen ab. DNA-Reparaturge-
ne sind fiir die Erhaltung der Integritdt und Stabi-
litit des Genoms verantwortlich. Sie minimieren
Replikationsfehler und komplexe DNA-Rearrange-
ments infolge aberranter Rekombinationen und
entfernen geschddigte DNA-Abschnitte. Mechanis-
men der DNA-Schiddigung und DNA-Reparatur ha-
ben eine herausragende Bedeutung fiir die Zyto-
und Genotoxizitdt, Strahlen- und Zytostatikaresis-
tenz, fir erbliche Stoffwechselstérungen, fiir
Entziindungsprozesse, fiir das Altern und fiir gene-
tische Stabilitit.

Defekte in DNA-Reparatursignalwegen und in
den durch DNA-Schiddigung aktivierten Restrikti-
onspunkten des Zellzyklus sind entscheidend an
der Entstehung maligner Tumoren beteiligt. Dies
konnte mittlerweile fiir eine ganze Reihe verschie-
dener DNA-Reparatursignale gezeigt werden. Die
Beteiligung nicht oder fehlerhaft reparierter DNA-
Schiden in der Kanzerogenese und bei somati-
schen zelluldren Funktionsstorungen wird ein-
drucksvoll durch Reparaturdefektsyndrome belegt.

2.2 Zellzyklus und Apoptose

So werden zunehmend Tumorentititen mit Verdn-
derungen im zelluliren DNA-Reparatursystem ge-
funden, die, wie beispielsweise durch Stérung des
Mismatch-Reparatursystems beim erblichen, nicht
polyposen Kolonkarzinom (hereditary non-poly-
posis colon cancer, HNPCC), mit hoher Frequenz
zur Tumorbildung fithren (Peltomaki 2001) bzw.
zusitzlich mit vorzeitigem Altern (Dyer u. Sinclair
1998) der betroffenen Personen einhergehen [z.B.
Bloom-Werner-Syndrom (Epstein u. Motulsky
1996; Frei u. Gasser 2000; Hickson et al. 2001)].

Weitere Beispiele sind die Gene der Xeroderma-
pigmentosa-Gruppe (XP-Gruppe-Gene), die fiir die
Nukleotidexzisionsreparatur wichtig sind und mit
einem 1000fach erhéhten Risiko von Hauttumoren
verbunden sind. Ebenso konnen Storungen des
Mismatch-Reparatursystems, der Basenexzisions-
reparatur und weiterer Gene der Nukleotidexzisi-
onsreparatur zu genetischer Instabilitét fithren, de-
ren genaue Bedeutung fiir die Tumorgenese noch
nicht hinreichend gekldrt ist. Wesentlich besser
untersucht sind die Bedeutung dieser Stérungen in
Zelllinienmodellen und die Bedeutung fiir die Ent-
stehung von Therapieresistenz und die Selektion
hoéher maligner Tumorzellklone.

In Knockout-Mausmodellen konnte gezeigt wer-
den, dass die Inaktivierung von Mismatch-Repara-
turgenen wie msh2 und msh6 die Entstehung von
T-Zell-Lymphomen fordert (de Wind et al. 1999;
Colussi et al. 2001). Hingegen sind solche Defekte
des Mismatch-Reparatursystems in sporadischen,
nicht familidren hdmatologischen Tumoren selten
(auBer dem Burkitt-Lymphom), werden aber in ei-
nem hohen Prozentsatz der gastrointestinalen Tu-
moren beobachtet (Peltomaki 2001). Die Inaktivie-
rung dieses Reparatursystems verhindert die Kor-
rektur von Lesefehlern des DNA-Polymerasekom-
plexes, und zwar v.a. in Bereichen mit repetitiven
Sequenzen, wie z.B. im Gen des TGF-f-Rezeptors
II, dem Bax,- Caspase-5-, bcl-10- und apaf-1- und
auch dem msh2-Gen (s. unten). Kiirzlich konnte
gezeigt werden, dass Individuen mit Keimbahnmu-
tationen des msh2-Gens und hieraus resultierender
Mismatch-Reparaturdefizienz im frithen Lebens-
alter Typ-1-Neurofibromatose und Lymphome ent-
wickeln (Whiteside et al. 2002).

Ebenso sind Stérungen in der Doppelstrang-
bruchreparatur (s. unten) und den nachgeschalte-
ten Signaltransduktionswegen wie dem ATM-Sig-
nalweg (s. unten) mit erhohter Tumorneigung
bzw., falls es sich um Keimbahnmutationen han-
delt, mit schweren, sich bereits im frithen Kindes-
alter manifestierenden Syndromen, wie z.B. der
Ataxia teleangiectasia usw., assoziiert.
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S-Phase-Checkpunktkontrolle

und DNA-Schadigungscheckpunkt

Die Signalwege, die den DNA-Schidigungscheck-
punkt des Zellzyklus regulieren, sind hochgradig
konserviert zwischen Saccharomyces cervisiae,
Schizosaccharomyces pombe, Drosophila melanogas-
ter, Cenorhabditis elegans und Sdugern. In S. pom-
be spielen die 6 rad-Gene radl, rad3, rad9, radl7,
rad26 und husl eine wichtige Rolle bei der Erken-
nung von Verdnderungen der DNA-Struktur (Cas-
pari u. Carr 1999). Alle dieser 6 rad-Gene werden
fiir die Aktivierung der DNA-Reparaturcheckpunk-
te benétigt (Ivanov u. Haber 1997). Genetische
Untersuchungen in Defektmutanten in Hefen und
Komplementierungsexperimente in solchen Defekt-
mutanten haben gezeigt, dass alle 6 Gene im glei-
chen Signalweg agieren, und DNA-Integritit und
die korrekte Funktion der DNA-Replikationsgabel
kontrollieren (Brondello et al. 1999).

Zellen mit Mutation eines dieser Gene zeigen
eine drastisch erhohte Empfindlichkeit sowohl ge-
geniiber Hemmern der DNA-Replikation, wie z.B.
Hydroxyharnstoff, als auch DNA-Schiddigung, z.B.
in Folge ionisierender Strahlung, und zwar in allen
Phasen des Zellzyklus, besonders aber in der
S-Phase (Larner et al. 1997). Dies deutet darauf
hin, dass diese Gene nicht ausschliefllich in der
S-Phase-Checkpunkt-Kontrolle wirken, sondern
auch in anderen Zellzyklusphasen.

RADI ist eine potenzielle Exonuklease, die mit
RAD9 und HUSI1 einen stabilen Komplex bildet,
der auch als 9-1-1-Komplex bezeichnet wird (911
ist die Notruftelefonnummer in den USA) (Burte-
low et al. 2001). RAD17 zeigt hingegen nur eine
schwache, transiente Wechselwirkung mit diesem
Komplex. RAD3 und RAD26 bilden ebenfalls einen
stabilen Komplex und RAD3 (jedoch nicht die an-
deren RAD-Proteine) vermittelt RAD26-Phospho-
rylierung nach DNA-Schddigung. Dies hat zur Hy-
pothese gefiihrt, dass der RAD3-RAD26-Komplex
der initiale Sensor der DNA-Schiddigung ist und
die im Signalweg nachgeschalteten RAD-Proteine
sowie Checkpunkt- und Zellzyklusarrest- bzw.
Zelltodsignalwege kontrolliert.

Alle dieser 6 RAD-Proteine werden bendtigt,
um nach DNA-Schiddigung die Checkpunktkinasen
CHK1 und CHK2 (CDS1) zu phosphorylieren und
hierdurch zu aktivieren (vgl. Abb. 2.2.7) (Brondel-
lo et al. 1999). Diese Studien in der Hefe haben
die Grundlage zum Verstindnis der Zellzyklus-
checkpunkt kontrollierenden Signalwege geliefert
(Russell 1998; Caspari u. Carr 1999).

Mittlerweile wurden in Sdugern, bis auf RAD26,
Homologe fiir alle der genannten rad-Gene gefun-

den (Brondello et al. 1999). Das humane RAD9
(hRAD9), RAD1 (hRADI) und RAD17 (hRAD17)
konnen die DNA-Checkpunktkontrolle in Hefede-
fektmutanten teilweise komplementieren. Dies
zeigt eindrucksvoll, wie hochgradig konserviert
dieses archaische Regelwerk ist. Demzufolge bilden
auch hRADY9, hRAD1 und hHUSI1 einen stabilen
9-1-1-Komplex und auch hRAD1 und hRAD9 be-
sitzen Exonukleaseaktivitit. Weiterhin wurde ge-
zeigt, dass der humane 9-1-1-Komplex nach DNA-
Schddigung an das Chromatin bindet, mdoglicher-
weise iiber Bindung an hRAD17 (Rauen et al.
2000). Miuse mit einem Defekt in husl und Cae-
norhabditis-elegans-Mutanten mit defektem radl
(mrt-2) zeigen genetische Instabilitit und erhéhte
Empfindlichkeit = gegeniiber = DNA-Schddigung.
Beziiglich der Kinase RAD3 in S. pombe konnten
bisher 2 verwandte humane Kinasen identifiziert
werden, ATM und ATR (Jeggo et al. 1998). Zellen
mit defektem ATM sind tiberempfindlich gegen io-
nisierende Bestrahlung, aber nicht gegen UV-Licht
und HU. ATM- bzw. ATR-defiziente Zellen zeigen
multiple Defekte der G;-, S- und G,-M-Check-
punktkontrolle (s. unten) (Abraham 2001).

ATM-Signalweg und G,-Restriktionspunkt

Eines der ersten Beispiele fiir die biologische Rele-
vanz der Zellzyklus- und DNA-Reparaturcheck-
punkte beim Menschen war das atm (Ataxia tele-
angiectasia mutated)-Gen (vgl. Abb. 2.2.7, 2.2.11
und 2.2.14). Individuen mit einer biallelischen In-
aktivierung des atm-Gens zeigen Schiddigungen
der Purkinje-Zellen des Kleinhirns, Immundefekte
des T- und B-Zell-Systems und entwickeln in ei-
nem extrem hohen Prozentsatz maligne Tumoren.
Ebenso wurden somatische Mutationen des atm-
Gens mittlerweile bei Malignomen wie z.B. der
B-PLL  (Prolymphozytenleukdmie) beschrieben.
Zellen mit gestortem atm-Gen zeigen Stérungen
der Doppelstrangreparatur (Jeggo et al. 1998), was
wahrscheinlich auch die gestérte V(D)J-Rekom-
bination bei der Bildung der antigenspezifischen
B- und T-Zell-Rezeptoren verursacht und fiir die
Immundefizienz verantwortlich ist. Langlebige Zel-
len wie die Purkinje-Zellen wiederum werden in
Folge der gestérten Reparatur von DNA-Strang-
briichen, z.B. nach oxidativem Stress, geschéddigt.
ATM-Zellen zeigen einen gestérten G;- und G,-Ar-
rest nach DNA-Schéddigung (Kastan u. Lim 2000).
Experimentelle Daten zeigten, dass die Inaktivie-
rung von ATM- und der verwandten ATR-Kinase
(ATR: AT and RAD3 related) mit einer gestorten
Aktivierung des CHK1- und CHK2-Signalwegs am
G,-Restriktionspunkt einhergeht (Matsuoka et al.
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Abb. 2.2.14. DNA-Reparatur von Doppelstrangbriichen.
DNA-Doppelstrangbriiche kénnen iiber homologe Rekom-
bination bzw. nichthomologe Reparaturmechanismen (End-
joining) vermittelt werden. Homologe Reparatur erfolgt iiber
RAD51-abhingige Mechanismen, wohingegen nichthomolo-
ge Reparatur iiber Ku-Proteine vermittelt wird

1998; 2000). ATM und CHK2 vermdgen, p53 zu
phosphorylieren und hierdurch zu stabilisieren
(Abb. 2.2.7 und 2.2.11) (Morgan u. Kastan 1997).
Zellen mit defekter CHK2-Kinase zeigen kon-
sequenterweise, wie ATM-defekte Zellen, einen
Defekt in der G,-Restriktionskontrolle nach Be-
strahlung. Der G,-Arrest nach Bestrahlung wird
hierbei durch anhaltende Inaktivierung der
CDC25C-Phosphatase vermittelt. Hierdurch wird
die Aktivierung des Cyclin-B-CDC2- Komplexes
gestort, der Cyclin-B-CDC2-Komplex aus dem Zell-
kern sequestriert, iiber das Proteasom abgebaut
und die Zelle in G, arretiert.

VDJ-Rekombination, Doppelstrangbruchreparatur

und chromosomale Translokationen

RADS51 wird im Rahmen der Doppelstrangrepara-
tur durch die c-Abl-Kinase aktiviert, die wiederum
durch die ATM-Kinase reguliert wird (Abb. 2.2.15)
(Shaul 2000; Wang 2000). Weiterhin reguliert c-Abl
auch die Aktivitdit von p53 und v.a. auch des
p53-Homologs p73, woriiber die c-Abl-Kinase
Apoptose und Zellzyklusarrest induzieren kann
(Shaul 2000). Neben RADS51 spielt ATM (s. oben)
eine wesentliche Rolle im Rahmen der Signaltrans-
duktion und Vermittlung der zelluldren Antwort in
Folge von DNA-Doppelstrangbriichen.

Beim Nijmegen-breakage-Syndrom (NBS), das
klinisch dem Ataxia-teleangiectasia-Syndrom 4h-
nelt, ist hingegen das nbsI-Gen gest6rt. Das NBS1-
Protein bildet einen Komplex mit hMRE1l und
hRAD50 und vermittelt nichthomologes Endjoi-
ning und homologe Rekombination von Doppel-
strangbriichen bei der DNA-Reparatur. Die enzy-

2.2 Zellzyklus und Apoptose

Abb. 2.2.15. Zentrale Rolle von RAD5I1. RADS5I interagiert
physisch mit einer Vielzahl von DNA-Proteinen, wie den

BRCA-Proteinen, Proteinen der Xeroderma-pigmentosa-
Gruppe, v.a. XRCC3, das weitere Faktoren in den Reparatur-
komplex binden kann. Auch p53, RPA, RAD52 und RAD54
interagieren mit diesem zentralen DNA-Reparaturfaktor

matischen Funktionen der Einzelkomponenten des
Proteinkomplexes sind jedoch nur unzureichend
bekannt, jedoch weifl man, dass MRE11 sowie ver-
mutlich auch RAD50 Exonukleasen sind. Wie Zel-
len mit inaktiviertem ATM oder MREII, zeigen
NBS1-defekte Zellen eine gestorte Doppelstrang-
bruchreparatur. Der Befund, dass ATM NBSI
phosphorylieren und hierdurch zu aktivieren ver-
mag (Lim et al. 2000), unterstiitzt die Vermutung,
dass beide Gene im selben Signalweg zusammen-
arbeiten. Im gleichen Komplex, d.h. zwischen
NBS1, MRE11 und RAD50, konnte auch das brust-
krebsassoziierte BRCA1 nachgewiesen werden, das
ebenfalls durch ATM oder ATR phosphoryliert
wird (Abb. 2.2.14) (Tibbetts et al. 2000).

Der oben erwdhnte RADS50-MRE11-NBS1-Pro-
teinkomplex iibt ebenfalls eine (noch unverstande-
ne) Funktion im Ku-vermittelten nichthomologem
Endjoiningmechanismus aus (Chen et al. 2001).
Hierfiir spricht einerseits die kiirzlich gefundene In-
teraktion des MRE11-Proteins mit Ku70 in Sduger-
zellen und andererseits die Tatsache, dass Mutatio-
nen in den entsprechenden 3 Genen in der Hefe
zu einer ausgepriagten Abnahme der Ku-vermittelten
Doppelstrangbruchreparatur fithren kénnen. Wei-
terhin spielen diese 3 Genprodukte (im Gegensatz
zum Ku-Heterodimer) eine essenzielle Rolle in der
meiotischen Rekombination (Goedecke et al. 1999).

Die Untersuchung von Individuen mit Defekten
in der Doppelstrangbruchreparatur fithrte zur
Identifizierung verschiedener Gene, die bei der
Doppelstrangbruchreparatur eine zentrale Rolle
spielen und von denen xrcc4-xrcc7 am besten cha-
rakterisiert sind. Die entsprechenden Genprodukte
sind das XRCC4-Protein, das mit DNA-Ligase IV
interagiert, und die 3 Komponenten der DNA-ab-
hingigen Proteinkinase (DNA-PK) (Jeggo 1998).
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Letztere bestehen aus der 86 kDa (XRCC5)- und
70 kDa (XRCC6)-Untereinheit des Ku-Heterodi-
mers und der katalytischen Untereinheit der Pro-
teinkinase (DNA-PKgg; XRCC7) (Smider u. Chu
1997). Diese 4 Faktoren sind Hauptbestandteile
der auf nichthomologem Endjoining basierenden
Doppelstrangbruchreparatur in Sdugerzellen. Da-
bei konnte dem Ku70/86-Heterodimer aufgrund
seiner Eigenschaft, sequenzunspezifisch an DNA-
Enden zu binden, die Funktion eines Alignment-
faktors zukommen, der den Bruch zunichst er-
kennt, die DNA-Enden wihrend der nachfolgenden
enzymatischen Modifikationen zusammenhélt und
so den Reparaturkomplex auf der DNA stabilisiert.
Ob sich die Funktion der DNA-PKcg auf Signalpro-
zesse (Zellzyklusarrest, Transkriptionsregulation,
Rekrutierung weiterer ~Reparaturenzyme zum
Bruch) beschrinkt oder ob sie auflerdem direkt
am Reparaturprozess teilnimmt oder Apoptosesig-
nalwege aktiviert, ist noch weitgehend ungeklart.
Weitere  essenzielle Funktionen haben die
xrccd-xrec7-Genprodukte bei der V(D)J-Rekom-
bination und Erhaltung der Telomere (Lieber et al.
1997; Gellert et al. 1999).

Die Reparaturmechanismen der Doppelstrang-
bruchreparatur spielen auch in der Regulation der
V(D)J-Rekombination des Antigenrezeptors von T-
und B-Lymphozyten eine zentrale Rolle. Bei der
V(D)J-Rekombination handelt es sich um ein se-
quenzspezifisches Genrearrangement, das zur Viel-
falt des Antikorper- und T-Zell-Rezeptor-Reser-
voirs beitrdgt. 2 lymphozytenspezifische Proteine,
RAG1 und RAG2, starten diesen Vorgang an Re-
kombinationssignalsequenzen. Der RAGI1-RAG2-
Komplex bindet an diese Signalsequenzen und
fithrt nach Ausbildung einer Haarnadelstruktur zu
einem Doppelstrangbruch an den Signalsequenzen.
RAGI1 trdgt hierbei das aktive Zentrum fiir die
V(D)J-Rekombination, wihrend RAG2 essenziell
fir die Bindung an die Signalsequenz und die
Spaltung der DNA ist. Nach Spaltung und Prozes-
sierung der DNA werden die Doppelstrangbriiche
durch den RAG-Komplex und DNA-Doppelstrang-
bruchreparaturproteine prozessiert und geschlos-
sen. Die Variabilitit im Zusammenfiigen dieser
Strangbriiche tragt zur Diversitit des Antikorper-
repertoires bei (Kim et al. 2000).

Defekte der Doppelstrangbruchreparatur, z.B.
von Komponenten der DNA-PK (DNA-PK, Ku70-
und Ku86-Proteine, s. oben) (Jackson 1997), inak-
tivieren somit auch die V(D)J-Rekombination und
resultieren in lymphozytiren Reifungsstorungen
(Smider u. Chu 1997), da heranreifende T- und
B-Lymphozyten, denen es nicht gelingt, einen un-

reifen Surrogatrezeptor bzw. einen funktionellen
reifen Antigenrezeptor zu bilden, iiber Apoptose
eliminiert werden. Zum Beispiel tragen Mduse mit
schwerem kombiniertem Immundefekt (C.B17
scid/scid) einen Defekt der DNA-PK, der katalyti-
schen Untereinheit der DNA-PK (Jeggo et al. 1996)
und zeigen neben erhohter Empfindlichkeit ge-
geniiber ionisierender Strahlung einen Reifungs-
defekt und fast vollstindiges Fehlen sowohl reifer
T- als auch B-Lymphozyten.

Stérungen dieses Signalwegs scheinen auch fiir
chromosomale Translokationen unter Beteiligung
des T- und B-Zell-Rezeptors in Leukdmien und
Lymphomen von Bedeutung zu sein. Die meisten
lymphatischen Neoplasien werden durch solche
chromosomalen Translokationen zwischen Immun-
globulin- bzw. T-Zell-Rezeptor-Gensegmenten und
zelluldren Protoonkogenen ausgelost. Bei vielen
dieser Ereignisse werden illegitime V(D)J-Rekom-
binationen als Ursache fiir die Translokation ver-
mutet, was kiirzlich fiir LMO,, TAL2 und TALI1 bei
der T-zelluldren akuten lymphoblastischen Leuka-
mie (T-ALL) gezeigt werden konnte. Im Gegensatz
hierzu scheinen Translokationen unter Beteiligung
des bcl-1- (Cyclin D1) und bcl-2-Gens durch einen
Vorgang zu entstehen, bei dem nur der IgH (Im-
munglobulinschwerkettenenhancer)-Strangbruch
durch V(D)J-Rekombination induziert wird.

2.2.2.6 Inaktivierung der Zellzyklusregulation
in Tumoren

c-myc, Deregulation des G;-Restriktionspunkts
und S-Phase-Progression
Maligne Tumoren sind durch Deregulation der
Zellproliferation gekennzeichnet. Es ist daher auch
nicht iiberraschend, dass iiber verschiedenste Ve-
randerungen, die in vielen Fillen noch véllig un-
gekldrt sind, den Zellzyklus aktivierende Gene de-
reguliert werden, die dann den Eintritt aus der G-
in die S-Phase ermoglichen. Neben den Cyclinen
D1, D2 und D3 sind dies v.a. E2F-Homologe und
das c-myc-Gen.

c-myc nimmt hierbei eine besondere Stellung
ein, da es bei hochmalignen B-Zell-Lymphomen
durch Genamplifikation oder auch durch chromo-
somale Translokation dereguliert werden kann. So
sind v.a. Burkitt-Lymphome durch die Deregulati-
on des myc-Onkoproteins gekennzeichnet. In der
Mehrzahl der Burkitt-Lymphome erfolgt dies
durch t(8;14)-Translokation oder anderen Trans-
lokationen, die das c-myc-Gen unter die Kontrolle
von Immunglobulinenhancersequenzen bringen,



die dann die konstitutive Expression des c-myc-
Gens vermitteln. Beschrieben wurden auch Punkt-
mutationen, die die Bindung und Inaktivierung
durch pRb blockieren. Ein weiterer Mechanismus
der myc-Deregulation ist die Genamplifikation, die
bei etwa 10% der hochmalignen B-Zell-Lymphome
nachgewiesen werden kann (Nesbit et al. 1999).
Neben Burkitt-Lymphomen sind solche c-myc-Ak-
tivierungen (und auch andere Burkitt-assoziierte
genetische Verdnderungen) bei Aids-assoziierten
Burkitt-like-Lymphomen nachweisbar. In niedrig-
malignen B-Zell-Lymphomen, akuten und chro-
nischen Leukdmien sind diese Verdnderungen je-
doch eher selten.

Inaktivierung von CDK-Inhibitoren

Storungen von hemmenden Zellzyklusregulatoren

kénnen in nahezu jedem Tumor nachgewiesen

werden: Eine Vielzahl maligner Tumoren zeigt eine

gestorte CDKI-Aktivitdt. Als mogliche Ursachen

der Inaktivierung kommen in Frage:

1. verminderte Expression durch Promotormethy-
lierung,

2. Deletion der entsprechenden Region,

3. Mutation des CDKI,

4. Mutation der entsprechenden CDK und

5. Storung eines Regulators der CDKI-Expression.

Die Bedeutung einer Deregulation der CDKI fiir
die Tumorbiologie ist noch nicht vollstindig ge-
klért. Sicher ist, dass ein Verlust dieser Zellzyklus-
inhibitoren die Deregulation des Zellzyklus ver-

Abb. 2.2.16a-e. Storung des Rb-Signalwegs in Tumoren.
Verschiedene Mechanismen konnen zur Inaktivierung der
Zellzykluskontrolle durch Rb und Inaktivierung des G;-Res-
triktionspunkts fithren. a In nichtmalignen Zellen férdern
CDK-Cyclin-D-Komplexe die Progression aus der G;- in die
S-Phase des Zellzyklus. Dieser Vorgang wird durch CDK-In-
hibitoren, wie z.B. p16™~** und Proteine der Rb-Familie ge-
hemmt. Die folgenden Ereignisse kénnen die Kontrollfunk-
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starkt. Unklar ist jedoch, ob es sich hierbei um
ein priméres Ereignis handelt, das ursdchlich an
der Tumorentstehung beteiligt ist, oder ein sekun-
déres genetisches Ereignis im Rahmen der Tumor-
progression.

Der Verlust solcher CDKI ist hdufig mit einer
schlechten Prognose der Erkrankung verbunden.
Besonders gut untersucht wurde dies im Fall von
pl6 (Siebert et al. 1996; Sturm et al. 2001). Im Ge-
gensatz zu soliden Tumoren, die hdufig eine
pl6-Uberexpression zeigen, ist das Expressions-
niveau von pl6 bei Leukdmien und Lymphomen
eher niedrig. Dennoch konnte fiir Mantelzonenlym-
phome gezeigt werden, dass ein Verlust der entspre-
chenden chromosomalen Region (9p) mit einem
hoheren Proliferationsindex, einer deutlich schlech-
teren Krankheitsprognose bzw. der Transformation
zu hochmalignen Lymphomen assoziiert ist (Pinyol
et al. 1998). Bei der chronischen lymphatischen Leu-
kdmie hingegen spielen p21- und pl6-Expression
anscheinend keine entscheidende Rolle. Allerdings
konnte gezeigt werden, dass der Verlust der p27-Ex-
pression (und eine hohe Cyclin-E-Expression) mit
einer schlechteren Krankheitsprognose einhergehen
(Erlanson u. Landberg 2001). P27 kann auch durch
hohe Cyclin-E-Spiegel iiberwunden werden (wie
auch andere CDKI). Dies kann, neben gesteigerter
transkriptioneller Aktivierung der Genexpression,
auch durch Hemmung des Abbaus erfolgen. Muta-
tionen des F-Box-Proteins CDC4 fithren zu erhéhten
Cyclin-E-Spiegeln, die Wildtyp-p27 iiberwinden
konnen (vgl. Abschnitt 2.2.2.1 ,,Zellzyklusregulation

b1+ b ++ .. b

tion des G;-Restriktionspunkts inaktivieren: b Verlust von
p16™** (oder anderer CDKI wie der CIP/KIP-Familienmit-
glieder p27 oder p219P“aF1) ¢ Uberexpression von Cycli-
nen wie Cyclin DI oder Cyclin E, d die kombinierte Deregu-
lation mehrerer Gene wie Verlust von p16 und deregulierte
Cyclinexpression (woraus ein noch aggressiveres Wachstum
resultieren kann) und e Verlust von Rb

151



152

P. Daniel

und der G;-Restriktionspunkt®, Unterabschnitt
»Zellzyklus-G,-S-Transition und S-Phase-Progressi-
on durch E2F und c-myc-Transkriptionsfaktoren®)
(Moberg et al. 2001). Ebenso spielen der Verlust
von plé (und auch pl5, das in der Nihe des
p16™*_Gens lokalisiert ist) bei der akuten lym-
phoblastischen Leukdmie des Kindesalters keine
entscheidende Rolle.

Hieraus wird auch klar, dass in verschiedenen
Tumoren unterschiedliche Ereignisse den G;-Res-
triktionspunkt deregulieren konnen. Die Defekte
kénnen auf jeder Ebene des Signalwegs auftreten.
Das Resultat ist das Gleiche: Deregulation von
S-Phase-Progression. Hdufig sind diese Defekte al-
ternativ, d.h. es ist entweder pl6 oder Cyclin D1
oder Rb betroffen (Abb. 2.2.16). Allerdings konnen
Tumorzellen auch mehrere Defekte akkumulieren.
Unklar ist jedoch noch, ob solche kombinierten
Defekte nur redundant sind oder synergistisch
wirken und mit einer hoéheren Malignitit und
noch rascherem Wachstum korrelieren.

2.2.3 Zelltodsignalwege

Programmierter Zelltod, Apoptose, wird durch dis-
tinkte Signale und Signalwege reguliert (Abb.
2.2.17). Ein diesen Signalwegen gemeinsames Prin-
zip ist die Ausbildung eines zytosolischen Signal-
transduktionskomplexes (DISC; death-inducing
signaling complex), an den sich die kaskadenartig
verstirkende Aktivierung einander nachgeschalte-
ter apoptoseférdernder Faktoren anschliefit, welche
die Aktivierung exekutierender Enzyme, der Cas-
pasen, vermitteln (Krammer 2000). Dies ist ein
evolutiondr konserviertes Prinzip, das zu solch ar-
chaischen Organismen wie dem Wurm Cenorhab-
ditis elegans und wahrscheinlich noch élteren Or-
ganismen wie Schleimpilzen (Dictyostelium) und
sogar Bakterien zuriickverfolgt werden kann (Da-
niel 2000; Meier et al. 2000).

Die bisher am besten molekular definierten
DISC-Signalwege werden durch Mitochondrien
(Kroemer u. Reed 2000) und die Death-Rezeptoren
der TNF-Rezeptorsuperfamilie vermittelt (Krammer
2000; Daniel et al. 2001). Seit kurzer Zeit gibt es Hin-
weise, dass auch andere Zellkompartimente wie das
endoplasmatische Retikulum (ER) tiber die Aktivie-
rung der Caspase-12 Apoptose induzieren kénnen,
z.B. bei Stressreaktionen des ER im Rahmen dere-
gulierter Entleerung des Kalziumspeichers oder
massiver Akkumulation pathologischer Proteine

(unfolded protein response, UPR) bei Virusinfektio-
nen oder Amyloidprotein beim Morbus Alzheimer.
Allerdings tragen die meisten Menschen (aus-
genommen Schwarzafrikaner) eine die Expression
der Caspase-12 verhindernde Keimbahnmutation.
Neuere Ergebnisse zeigen aber, dass auch Caspase-2
und -8 als Initiatorcaspasen am ER wirken konnen
und ER-Stress-indizierte Apoptose vermitteln.

Die Ausbildung und Aktivierung eines DISC re-
sultiert in der raschen Rekrutierung von Inducer-
caspasen (wie der Caspase-2, -8, -9, -10 oder -12).
Diese Inducercaspasen aktivieren in der Signalkas-
kade nachgeschaltete Effektorcaspasen (Caspase-3,
-6 und -7), die dann die Apoptose exekutieren und
hunderte von regulatorischen Proteinen degradie-
ren sowie andere Proteasesysteme und Endo-
nukleasen aktivieren (Nicholson 1999). Vergleich-
bar den Enzymkaskaden der Blutgerinnung oder
des Komplementsystems wird durch die Aktivie-
rung der Caspasesignalkaskade eine lawinenartige
Verstirkung des initialen Signals erreicht. Hier-
durch wird die irreversible Zerstorung der Zelle
eingeleitet. Die Bildung eines DISC wurde erstmals
fir Death-Rezeptor-vermittelte Apoptose fiir den
CD95/Fas-Rezeptor beschrieben (Kischkel et al.
1995). Durch Rezeptoroligomerisierung durch Bin-
dung des Liganden oder durch agonistische An-
tikorper erfolgt die Bindung von FADD (Fas asso-
ciated death domain)-Adapterproteinen, die wiede-
rum iiber ihre DED (death effector domain) die
Procaspasen-8 bzw. -10 rekrutieren konnen. SOD-
Proteine (silencer of death domain) konnen die
Rekrutierung von FADD hemmen (Jiang et al.
1999). Ebenso konnen FLIP-Proteine die Bindung
(kurze und lange Spleiflvariante, FLIPs, FLIPp)
bzw. die Aktivierung der Procaspase-8 hemmen
(FLIPy) (Tschopp et al. 1999).

Ein vergleichbarer Komplex (nichthomologer)
Signalproteine wurde dann fiir den mitochondrialen
Apoptosesignalweg definiert. Hier wird der DISC
von dem zytosolischen Adapterprotein APAF-1 ge-
bildet, das mitochondriale Kofaktoren (Cytochrom
¢ und ATP) bindet und hierdurch aktiviert wird
(Li et al. 1997). Aktiviertes APAF-1 rekrutiert iiber
die nun zugingliche CARD-Doméne die Procaspa-
se-9, die sowohl im Zytosol lokalisiert ist als auch
aus Mitochondrien freigesetzt wird. Dieser Protein-
komplex aus APAF-1, Cytochrom ¢ und Procaspa-
se-9 sowie ATP, stellt den mitochondrialen DISC
dar, der auch als mitochondriales Apoptosom be-
zeichnet wird. Dieser Komplex kann auch noch wei-
tere CARD-Proteine enthalten, die den Komplex
moglicherweise stabilisieren (wie z.B. ARC: apopto-
sis repressor with a CARD; und CARDY, welches die
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Abb. 2.2.17a-d. Apoptosesignalwege. Das grundlegende
Konzept der Aktivierung und Hemmung der Apoptosesig-
nalkaskade kann evolutionsgeschichtlich bis zu archaischen
Organismen wie dem Nematoden Cenorhabditis elegans (a)
zuriickverfolgt werden. b Der humane Apoptosehemmer
BCL-2 ist ein Homolog des Cenorhabditis-elegans-ced-9-Gens
(Cell-death-Gen-9), das Apoptose férdernde Bax ist ein Ho-
molog von EGL-1, APAF-1 enthilt eine Doméne mit Homo-
logie zu ced-4 und Caspase-3 ist ein Homolog von ced-3.
Die Aktivierung eines Zelltodeffektors wie Bax fiihrt zur Bil-
dung eines Apoptose induzierenden Signalkomplexes (death-
inducing signaling complex, DISC) und zur Aktivierung
von Initiatorcaspasen. ¢ Bak lokalisiert besonders ausgeprigt
auch im endoplasmatischen Retikulum (ER) und kann
dort die Apoptoseinduktion nach ER-Stress vermitteln

Rekrutierung von Caspase-9 zu blockieren vermag),
deren genaue Rolle in diesem Signaltransduktions-
weg aber noch nicht vollig geklart ist.

2.2.3.1 Death-Rezeptoren

Diese in der Plasmamembran lokalisierten Trans-
membranrezeptoren sind durch ihre Primirstruk-
tur repetitiver cysteinreicher extrazelluldrer Domé-
nen charakterisiert, welche die Trimerisierung die-
ser Rezeptoren vermitteln und die Bindung der
ebenfalls trimeren Liganden ermdglichen. Zusitz-
lich enthalten sie im intrazelluldren Teil eine als
Death-Domine (DD) bezeichnete Aminosidurese-
quenz, welche die Bindung von signaltransduzie-
renden Adapterproteinen und die Bildung des
DISC vermittelt (Daniel et al. 2001). Gegenwértig
sind 6 Death-Rezeptoren bekannt:

1. 50 kDa TNF-Rezeptor (TNF-R1),

2. CD95/Fas,

3. TRAIL-Rezeptor DR3,

[z.B. bei UPR (unfolded protein response)]. d Analog hierzu
wird bei Aktivierung von Death-Rezeptoren durch die ent-
sprechenden Liganden ein zytoplasmatischer DISC aus z.B.
dem Adapterprotein FADD und der Procaspase-8 gebildet.
Die Initiatorcaspasen aktivieren Effektorcaspasen, die den
apoptotischen Zelltod exekutieren. Inhibitoren kénnen diese
Signalwege auf jeder Ebene inhibieren; auf der Ebene der
Aktivatoren (z.B. Bcl-2), der Adapter (z.B. Bcl-2, FLIP; und
FLIPs, SOD, CARD-9) bzw. auf der Ebene der Caspasen:
FLIP, und IAP. CED Cenorhabditis elegans death Gen, ER
endoplasmatisches Retikulum, UPR unfolded protein respon-
se, SOD silencer of death domain, FLIPs kurze Spleissvaria-
nte von Fas-linked inhibitory protein, FLIP; lange Spleiss-
variante, FADD Fas-associated death domain, IAP inhibitor
of apoptosis protein, CARD Caspaserekrutierungsdoméne

4. TRAIL-Rezeptor 4,

5. TRAIL-Rezeptor 5 sowie

6. DR6, fiir den noch kein Ligand identifiziert
wurde (Abb. 2.2.18).

So genannte Decoy-Rezeptoren kénnen Liganden
der Death-Rezeptoren binden und sequestrieren,
da es sich entweder um I6sliche Molekiile oder
Rezeptoren ohne funktionelle zytoplasmatische
Death-Dominen handelt. Die biologische Funktion
der Decoy-Rezeptoren fiir die Apoptoseregulation,
v.a. in vivo, und fiir experimentelle Tumortherapien
mit Death-Liganden, wie z.B. TRAIL, ist jedoch
noch vollig ungeklért, insbesondere die Frage, ob
hierdurch Resistenzen gegeniiber diesen Apoptose
induzierenden Liganden ausgelost werden konnen.

Die Bindung der entsprechenden Liganden
(CD95/Fas Ligand) (Suda et al. 1993), TNF (Tumor-
nekrosefaktor) oder TRAIL (Wiley et al. 1995) (TNEF-
related apoptosis inducing ligand) vermittelt die Tri-
merisierung der Death-Rezeptoren (Banner et al.
1993) und erhoht die lokale Konzentration der Re-
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Abb. 2.2.18. Death-Rezeptoren und neutralisierende Decoy-
Rezeptoren. Mitglieder dieser Untergruppe der TNF-Rezep-
tor-Superfamilie sind durch ihre intrazellulire Death-Doméi-
ne (DD) charakterisiert, die als graue Box schematisch dar-
gestellt ist. Die 2-4 Boxen im extrazelluliren Teil symboli-
sieren homologe, cysteinreiche Dominen, die fiir Bindung
der Death-Liganden und Trimerisierung der Rezeptoren ver-

antwortlich sind. Den TRAIL-Decoy-Rezeptoren DcRI und
DcR2 fehlt die intrazellulire Doméne bzw. sie enthalten nur
eine trunkierte, funktionell inaktive DD. Osteoprotegerin
(OPG) und DcR3 werden sezerniert und sind 16sliche, nicht
membranstindige Molekiile. Angegeben sind die jeweiligen
gebrduchlichen Bezeichnungen und deren Synonyme fiir die
verschiedenen Death- und Decoy-Rezeptoren
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Abb. 2.2.19a, b. Aktivierung des mitochondrialen und des De-
ath-Rezeptor-vermittelten Apoptosesignalwegs. a Aktivierung
von Death-Rezeptoren fiihrt zur Bildung eines DISC. Im Fall
des CD95-Fas-Rezeptors fiihrt die Bindung des trimeren Fas-
Liganden an ein Rezeptortrimer zur DISC-Bildung: das FADD-
Adapterprotein wird iiber die Death-Doménen in CD95 und
FADD rekrutiert. Dies stimuliert die Bindung von Procaspa-
se-8 (C8) iiber die Death-Effektor-Doméne (DED) in pro-C8,
wodurch die Aktivierung von pro-C8 zur aktiven Caspase-8 in-

duziert wird. b Der mitochondriale Apoptosesignalweg kann
iiber die Aktivierung von p53, z. B. nach DNA-Schéddigung, ak-
tiviert werden. Uber Bax wird die Freisetzung von Cytochrom
¢ induziert. Dies fiithrt zur Aktivierung des Apaf-1-Adapter-
proteins, wodurch die Rekrutierung von pro-C9 in den Kom-
plex ausgel6st wird. Pro-C9 wird autokatalytisch aktiviert und
die Effektorcaspasesignalkaskade wird aktiviert. DD Death-
Domiéne, DED Death-Effektordomdne, DISC death-inducing
signaling complex, FADD Fas-assoziierte Death-Domine
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Abb. 2.2.20 A, B. Vernetzung von Signalwegen und Amplifi-
kationsschleifen von Apoptosesignalwegen. A Ein wichtiger
Signalweg wird durch Death-Liganden (z.B. CD95-Ligand,
CD95L, FasL) aktiviert. Durch Bindung des Liganden wird
ein membranstindiger Signalkomplex (DISC) gebildet, der
aus CD95L, CD95-Rezeptor, dem Adapterprotein FADD und
der Initiatorcaspase Procaspase-8 besteht, die hierdurch akti-
viert wird. Caspase-8 wiederum spaltet und aktiviert die Ef-
fektorcaspase-3 Dieser Signalweg kann amplifiziert werden
durch (1) Caspase-8-vermittelte Spaltung von Bid bzw. (1')
durch die Caspase-6-vermittelte Spaltung von Caspase-8, die
beide den Caspase-8-Signalweg mit dem mitochondrialen
Apoptosom (mitochondrialer DISC) verkniipfen. B Ein wei-
terer, rezeptorunabhingiger Signalweg wird durch eine Viel-
zahl verschiedener Stimuli aktiviert, wie z.B. Zytostatika,

zeptoren am Ort der Ligandenbindung. Hierdurch
wird auch die Rekrutierung der Adapterproteine
FADD zur DD des Rezeptoroligomers vermittelt
(Kischkel et al. 1995) (Abb. 2.2.19a, 2.2.20; FADD:
Fas associated death domain; im TNF-R1 und
CD95/Fas-Signalweg) bzw. RIP und RAIDD (Abb.
2.2.21; im TNF-R1 Signalweg) (Daniel et al. 2001).
Die geclusterten Rezeptoren rekrutieren iiber diese
Adapterproteine Inducer- bzw. Initiatorprocaspasen,

Apoptose

Bestrahlung, fehlgeschlagene DNA-Reparatur, Ceramid. Die
Aktivierung des Mitochondriums {iber Bax und dessen Ho-
mologe fiihrt zur Bildung und Offnung von Kanilen, die Cy-
tochrom c¢ freisetzen und durch Ausstrom von Ionen, v.a.
auch H*, zum Zusammenbruch des mitochondrialen Mem-
branpotenzials fithren. Cytochrom ¢ und (d)ATP binden an
das zytosolische APAF-1, das daraufhin die Procaspase-9 re-
krutiert und hierdurch das mitochondriale Apoptosom bil-
det. Die Initiatorcaspase Procaspase-9 spaltet sich autokata-
lytisch und die aktive Caspase-9 wiederum spaltet und akti-
viert die Effektorcaspasen-3, -6, und -7. Dieser Signalweg
kann entweder durch die Caspase-6-vermittelte Spaltung von
Caspase-8 (2) oder die Caspase-3-vermittelte Spaltung von
Bid (2') amplifiziert werden. DD Death-Doméne, DED
Death-Effektordomine, CARD Caspaserekrutierungsdoméne

die hierdurch zu den aktiven heterotetrameren Ca-
spasen gespalten und prozessiert werden. Caspase-8
ist die dominante rezeptoraktivierte Caspase und
wird z.B. von den TRAIL-Rezeptoren (DR3, 4 und
5), CD95/Fas und TNF-R1 aktiviert (Muzio et al.
1996). Die der Caspase-8 nahe verwandte Caspase-10
wirkt vorwiegend im TRAIL-Rezeptorweg, kann
aber Caspase-8 auch im CD95-DISC funktionell
komplementieren (Kischkel et al. 2001). Der TNF-R1
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Abb. 2.2.21a-c. Death-Rezeptorsignaltransduktion, BCL-10
und MALT1. a Death-Rezeptoren, eine Untergruppe der TNF-
Rezeptorfamilie, aktivieren die Apoptosesignalkaskade iiber
die Rekrutierung von Inducercaspasen iiber Bindung des
FADD-Adapterproteins an die Death-Doméne (DD). Im Fall
von z.B. CD95/Fas und TRAIL rekrutiert FADD die Procaspa-
se-8 bzw. -10 iiber Interaktion der Death-Effektordomane
(DED) in beiden Molekiilen. Durch die Bindung der Procaspa-
sen in diesen DISC (death-inducing signaling complex) wird
die Downstreamapoptosesignalkaskade aktiviert. b TNF-
und dhnliche Death-Rezeptoren konnen iiber Rekrutierung
von RIP- und RAIDD-Adapterproteinen auch die Procaspase-2
rekrutieren und Apoptose aktivieren. Uber Rekrutierung von
TRAF-Proteinen und Bindung des Adapterproteins FADD
kann auch der Caspase-8-Signalweg von diesen Rezeptoren
aktiviert werden. ¢ TNF-Rezeptoren und andere Rezeptoren
der TNF-Rezeptor-Superfamilie konnen iiber TRAF-Adapter-
proteine und NIK-Kinase die IxB-Kinase (IxBK) aktivieren,
die aus 3 Untereinheiten, g, f5, 7, besteht. IxBK phosphoryliert

kann die Procaspase-2 iiber die RAIDD- und RIP-
Adapterproteine rekrutieren. Der Mechanismus
der proteolytischen Aktivierung dieser Inducerca-
spasen ist nach wie vor unklar, erfolgt aber wahr-
scheinlich, wie im Fall der Procaspase-9, autokataly-
tisch in den multimeren DISC-Komplexen.

2.2.3.2 Mitochondrien und Apoptose

Die Aktivierung des mitochondrialen Apoptosesig-
nalwegs (Abb. 2.2.19b) wird von Bcl-2, Bcl-xL und
andere Apoptose hemmenden Mitglieder der bcl-
2-Gen-Familie kontrolliert und gehemmt (Adams
u. Cory 1998). Im Gegensatz hierzu vermégen Apop-
tose fordernde Mitglieder dieser Genfamilie, wie
z.B. Bax (Oltvai et al. 1993), Bak (Farrow et al. 1995)

Apoptose

NFxB
Aktivierung

IxB und inaktiviert es hierdurch. Dies fiihrt zur Freisetzung
von NFxB aus der inaktivierenden Bindung an IxB. Die dann
biologisch aktiven NFxB-Dimere translozieren in den Kern
und aktivieren die Transkription antiapoptotischer (z.B.
BCL-x, Al) und proliferationsfordernder Gene (z.B. Cyclin
D1). MALT-Lymphome kénnen aufgrund einer t(1;14)-Trans-
lokation das BCL-10 dereguliert exprimieren. BCL-10 kann
durch Interaktion iiber seine CARD-Doméne mit der Pro-
caspase-9 interagieren und diese hemmen. Uber einen dhnli-
chen Mechanismus kann BCL-10 auch mit dem TRAF-Signal-
komplex interagieren und NFkB-Aktivierung auslosen. Uber
Bildung eines Komplexes mit dem physiologischen
MALTI1-Gen kann BCL-10 die IxB-Kinase aktivieren und auch
hierdurch den NFxB-Signalweg stimulieren. MALT1 ist zudem
bei MALT-Lymphomen Ziel einer anderen chromosomalen
Verdnderung, der t(11;18)-Translokation, die zur Expression
eines Fusionsgenprodukts, API2-MALT1, fiihrt. Das API2-Gen
kodiert fiir das cIAP2-Gen, das ebenfalls Caspaseaktivierung
hemmen kann und NFxB-Aktivierung iiber TRAF stimuliert

und Bok (Hsu et al. 1997), direkt Mitochondrien zu
aktivieren. Der Verlust der Bax-Expression ist in den
meisten Tumoren mit der Resistenz gegen zytotoxi-
sche Therapiemodalitdten verbunden (Sturm et al.
1999; Raisova et al. 2000; Bosanquet et al. 2002).
Der Apoptose regulierende Mechanismus der Bcl-
2-Familienmitglieder ist, obwohl bcl-2 als eines der
ersten Gene in dieser Signalkaskade identifiziert
wurde, immer noch nicht vollstindig klar. Als gesi-
chert gilt, dass Bax und dessen Homologe direkt Mi-
tochondrien aktivieren kénnen, die daraufhin Cyto-
chrom ¢ und ATP aus dem Raum zwischen innerer
und duflerer Mitochondrienmembran freisetzen
(Jurgensmeier et al. 1998). Dieser Vorgang kann
durch Bcl-2 gehemmt werden (Yang et al. 1997).
Die Aktivierung der Mitochondrien kann hierbei
in distinkte Aktivierungsschritte unterteilt werden:



1. Die Konformationsinderung im N-Terminus
von Bax 16st die Translokation vom Zytoplasma
und Insertion in die &duflere Mitochondrien-
membran aus. Dort oligomerisiert Bax.

2. Dies fiihrt als ein sehr frithes Ereignis zur Off-
nung von Kanilen und zur Freisetzung von ATP
und Cytochrom c.

3. Die Atmungskette als Energielieferant bleibt ak-
tiv.

4. Erst spdter kommt es durch den Einstrom zyto-
solischer Ionen und H,0 zum Zusammenbre-
chen des mitochondrialen Membranpotenzials,
der mitochondrialen Permeabilititstransition
(A¥m Verlust) mit Anschwellen der Mitochon-
drien und Platzen der dufleren und spiter auch
der inneren Membran.

5. Letztlich kommt es zum Zusammenbrechen der
Atmungskette (Kroemer u. Reed 2000; Martinou
u. Green 2001).

Es ist nach wie vor nicht vollig gekldrt, wie diese
Kanile gebildet werden. Sowohl fiir Bcl-2 als auch
Bax konnte gezeigt werden, dass diese Proteine
nicht nur tiber die BH-Doménen (Bcl-2-Homologie)
dimerisieren, sondern auch oligomerisieren
kénnen, um selbst Kanile zu bilden (Shimizu et al.
2000). Neben dieser Kanalbildung regulieren Bcl-2
und Bax aber auch spannungsabhingige mitochon-
driale Kanile (Shimizu et al. 2000), die in der dufle-
ren Membran durch das VDAC-Protein (voltage de-
pendent anion channel) (Tsujimoto u. Shimizu
2000) und in der inneren Membran durch das ANT-
Protein (Adeninnukleotidtransporter) gebildet wer-
den (Vieira et al. 2000). Die Aktivitdt dieser Kanile
kann durch den peripheren Benzodiazepinrezeptor,
der auch in der duferen mitochondrialen Membran
lokalisiert ist, moduliert werden.

Das nun zytosolische Cytochrom c bindet an
APAF-1, und zwar an dessen WD40-Doméne (Bene-
dict et al. 2000). Gemeinsam mit der Bindung von
ATP bzw. dATP an die CED4-Homologiedomine
von APAF-1 wird hierdurch eine Konformations-
dnderung in APAF-1 ausgelost, wodurch die CARD-
Domine (Caspaserekrutierungsdomine) exponiert
wird. Dies ermdoglicht die Bindung der Procaspase-9
an die APAF-1-CARD-Doméne. Die WD40-Domine
vermittelt auch die Dimerisierung von APAF-1 (Hu
et al. 1998), wodurch mindestens 2 Procaspase-
9-Proteine in engen rdumlichen Kontakt gelangen
und sich autokatalytisch zum biologisch aktiven Ca-
spase-9-Heterotetramer spalten (Srinivasula et al.
1998). Neuere Daten lassen vermuten, dass dieses
mitochondriale Apoptosom durch weitere CARD
enthaltende Proteine zu grofien multimeren Protein-

2.2 Zellzyklus und Apoptose

komplexen assoziiert. Dies erleichtert die Aktivie-

rung der Initiatorcaspase. Die aktive Caspase-9

kann durch limitierte Proteolyse die Effektorcaspa-

sen-3, -6 und -7 aktivieren und hierdurch die Exe-

kution der Apoptose einleiten (Nicholson 1999).
Neben Cytochrom c werden noch weitere Pro-

teine aus den apoptotischen Mitochondrien freige-

setzt, u.a.

1. AIF (apoptosis inducing factor)
AIF weist hohe Homologie zu bakteriellen Fla-
voproteinen auf, transloziert in den Zellkern
und 16st dort eine caspaseunabhingige Spaltung
der genomischen DNA in hochmolekulare Frag-
mente aus (Susin et al. 1999). Die Morphologie
des AIF-induzierten Zelltods &hnelt mehr der
Nekrose. Der Beitrag dieses Faktors zum apop-
totischen Zelltod ist allerdings nach wie vor
nicht vollig geklart.

2. SMAC (second mitochondrial activator of apop-
tosis)/DIABLO
SMAC (Du et al. 2000) hemmt die Aktivitdt der
antiapoptotischen IAP (s. unten) und verstirkt
hierdurch die Exekution der Apoptose.

3. HSP10 (heat shock protein 10 kDa)
HSP10 hat antiapoptotische Funktion und kann
die Aktivierung der Procaspase-9 hemmen (Sa-
mali et al. 1999).

Die Apoptose hemmende Wirkung von Bcl-2 ist
Gegenstand aktueller Diskussionen. Bis vor kur-
zem wurde die hemmende Wirkung von Bcl-2 im
Apoptosom lokalisiert. Grundlage hierfiir war, dass
eine direkte Bindung von Bcl-xL i{iber dessen Bcl-
2-Homologie-Doméne Nr. 4 (BH4) an Ced-4, das
Cenorhabditis-elegans-Homolog von APAF-1 de-
monstriert wurde (Hu et al. 1998). Diese Interakti-
on ist jedoch physikalisch sehr schwach, und mitt-
lerweile konnte durch zellbiologische Untersuchun-
gen gezeigt werden, dass Bcl-2 die Apoptose
térdernde Wirkung von APAF-1 nicht zu blockie-
ren vermag. Als wahrscheinlichstes Modell wird
daher zurzeit favorisiert, dass Bcl-2, Bcl-xL und
deren funktionelle Apoptose hemmenden Homolo-
ge die Wirkung der Apoptosepromotoren Bax, Bak
und Bok inhibieren. Dieser Effekt wird {iber die
physische Interaktion iiber die Bcl-2-Homologie-
Dominen BH1, BH2, v.a. aber auch iiber BH3 ver-
mittelt. APAF-1 hingegen wirkt nachgeschaltet und
iibt seine Caspase aktivierende Funktion erst nach
Freisetzung von Cytochrom c aus.

Die Unterfamilie der BH3-only-Proteine der bcl-
2-Gen-Familie reguliert den Vorgang der Aktivie-
rung des mitochondrialen Signalwegs, indem sie
Apoptose hemmende Proteine wie Bcl-xL und
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Bcl-2 aus der Bindung an Bax verdridngen kénnen
und hierdurch Bax (oder auch Bak) aktivieren.
Solche Wirkungen wurden mittlerweile fiir Bad,
Bim und Bid gezeigt. Diese BH3-only-Proteine
agieren wahrscheinlich als Bindeglieder zwischen
spezifischen Signalkaskaden und der mitochon-
drialen Apoptosesignalkaskade.

2.2.3.3 Endoplasmatisches Retikulum
und Apoptose

Ein erst vor kurzem entdeckter Mechanismus der
Apoptose wird iiber das endoplasmatische Retiku-
lum (ER) aktiviert (Abb. 2.2.17), z.B. durch eine
ER-Stressantwort wie der UPR (unfolded protein
response), die z.B. nach Hemmung des Protein-
exports aus dem ER beobachtet wird (Rao et al.
2001). Dieser Signalweg wird durch die Procaspa-
se-12 vermittelt, die spezifisch mit dem ER assozi-
iert ist. Caspase-12 wird durch ER-Stresssignale
aktiviert, wie z.B. Storungen der Kalziumhomdoos-
tase im ER oder Akkumulation missgefalteter Pro-
teine im ER. Die Mehrzahl der Daten zu Caspa-
se-12 wurde im Maussystem erhoben. Durch eine
Keimbahnmutation konnen die meisten Menschen,
ausgenommen Schwarzafrikaner, jedoch keine Ca-
spase-12 exprimieren. Wahrscheinlich wird diese
Funktion im humanen System durch Caspase-2
und -8 iibernommen. Die Aktivierung dieses Sig-
nalwegs ist unabhdngig von Death-Rezeptor-Sig-
nalen und der mitochondrialen Apoptosesignalkas-
kade. Tunicamycin aktiviert diese Signalkaskade
ebenfalls, da es die Proteinglykosylierung im Gol-
gi-Apparat blockiert und zur Proteinretention im
ER und einer UPR fiihrt. Ebenso 16sen kombinier-
te Hypoxie und Glukoseentzug eine ER-Stressant-
wort mit Induktion der ER-Chaperone Bip/grp78
und grp94 und Aktivierung der Caspase-12 aus.
Dieser Mechanismus ist wahrscheinlich auch aus-
losend fiir den neuronalen Zelltod infolge der
Akkumulation von Amyloidproteinen, z.B. beim
Morbus Alzheimer (Nakagawa et al. 2000).

Interessanterweise ist die ER-induzierte Apopto-
se durch Bcl-2 hemmbar. Dieses Protein lokalisiert
nicht nur in die Mitochondrienmembran, sondern
auch in die duflere ER-Membran. Die molekularen
Aktivatoren dieser Stressantwort sind noch unbe-
kannt, obwohl hier wahrscheinlich das Bax-Homo-
log Bak funktionell relevant ist, da es auch am ER
lokalisiert sein kann.

Moglicherweise koénnen Zelltodsignalwege auch
durch andere Organellen oder funktionelle Struk-
turen der Zelle aktiviert werden. Einige Hinweise

deuten darauf hin, dass z.B. DNA-Schidigung iiber
Komponenten des DNA-Reparatursystems nukleédre
Apoptose aktiviert, die zur Aktivierung der Caspa-
se-2 fithrt (Zhou u. Elledge 2000).

2.2.3.4 Vernetzung der Apoptosesignalwege

Analog zur multiplen Verkniipfung von Zellzyklus
und Apoptose bzw. von DNA-Reparatur und Apop-
tose sind die verschiedenen Komponenten der
Apoptosesignalwege funktionell miteinander ver-
webt. Eine Vielzahl verschiedener Signale und
Apoptosesignalwege fithrt zur Aktivierung der mi-
tochondrialen Apoptosesignalkaskade iiber die Ak-
tivierung von Bax (Oltvai et al. 1993) und der Bax-
Homologe Bak (Farrow et al. 1995) und Bok/Mtd
(Hsu et al. 1997). Eine besondere Stellung nehmen
hierbei die BH3-only-Proteine der bcl-2-Gen-Fami-
lie ein. Sie enthalten lediglich die BH3-Domine
und sehr unterschiedliche Prodominen, die, wie
neuere Daten zeigen, iiber Phosphorylierung die
Funktion dieser Proteine regulieren kénnen. Zum
Teil sind diese Proteine gewebespezifisch expri-
miert und wahrscheinlich an der Regulation gewe-
be- und zelltypspezifischer Mechanismen beteiligt.

Das BH3-only-Protein Bad (Yang et al. 1995) ist
ein Bindeglied zum PI3- und dem Akt/PKB-Kina-
se-Signalweg (Alessi et al. 1997) sowie dem RAS-
Signalweg (Scheid u. Duronio 1998). Es interagiert
mit Bcl-xL und inaktiviert es hierdurch funktio-
nell. Bad wird tber die PI3/Akt-Kinasekaskade
phosphoryliert und inaktiviert (Alessi u. Cohen
1998). Hierdurch kann Bcl-xL aus der Bindung an
Bad befreit werden und den mitochondrialen
Apoptosesignalweg hemmen (Zha et al. 1996).

Bim (O’Connor et al. 1998) wiederum koppelt
den Dyneinmotorkomplex an den mitochondrialen
Zelltodsignalweg (Puthalakath et al. 1999) und ist
an der Regulation der immunologischen Homods-
tase und der Verhinderung von Autoimmunitdt
(Bouillet et al. 1999) sowie neuronaler Apoptose
(Putcha et al. 2001) beteiligt. Das BH3-only-Protein
BMF wiederum wird durch den Aktin-Myosin-Mo-
tor-Komplex reguliert (Puthalakath et al. 2001).

Noxa (Oda et al. 2000), Puma (Nakano u. Wous-
den 2001; Yu et al. 2001) und wahrscheinlich auch
Hrk (Inohara et al. 1997) sind dagegen an der
p53-vermittelten Apoptose beteiligt. Weiterhin wer-
den neue Mitglieder der Familie der BH3-only-
Proteine identifiziert.

Bid (Wang et al. 1996) verbindet Death-Rezep-
tor-vermittelte Apoptosesignalwege mit dem mito-
chondrialen Signalweg. Bid nimmt hierbei eine be-



sondere Stellung ein, da es iiber einen Caspase-
8-abhingigen Mechanismus zu tBid (trunkiertes
Bid) gespalten werden kann (Luo et al. 1998). Das
trunkierte Bid kann mit Bax interagieren und Bax
hierdurch aktivieren und dessen Umverteilung
vom Zytoplasma in die &uflere Mitochondrien-
membran induzieren (Desagher et al. 1999) (Abb.
2.2.20). Analog hierzu kann Bid nach Spaltung
durch die Caspase-3 iiber einen positiven Riick-
kopplungsmechanismus die mitochondriale Apop-
tosesignalkaskade amplifizieren (Crompton 2000).
BH3-only-Proteine wirken also proapoptotisch,
indem sie in Bax und dessen Homologen eine Kon-
formationsdnderung auslosen und hierdurch Mito-
chondrienaktivierung und Freisetzung von Cyto-
chrom ¢ vermitteln. Ob dies ein direkter Effekt auf
Bax-Homologe ist oder durch Sequestrierung von
Apoptose hemmenden Bcl-2-Homologen erfolgt
(wie im Fall von Bad) ist im Detail noch ungeklart.
Durch derartige Vernetzungen wird eine Amplifi-
kation der Apoptoseexekution erreicht. Weiterhin
wird das System hierdurch redundant, und mégliche
singuldre Signaldefekte kénnen iiberspielt werden.

2.2.3.5 Exekution des apoptotischen Zelltods

Die Effektorcaspasen aktivieren weitere Proteasesys-
teme wie die der Calpaine und der Cathepsine. Hier-
durch werden eine Vielzahl regulatorischer und
struktureller Proteine inaktiviert, die fiir die Auf-
rechterhaltung der Integritdt und das Uberleben
der Zelle von Bedeutung sind. Hierdurch werden Zy-
toskelett, Kernmembran und andere Strukturen
zerstort. Caspasen aktivieren durch die proteolyti-
sche Spaltung auch antiapoptotische Proteine zu
proapoptotischen Faktoren (Nicholson 1999). Ca-
spase-3 kann Bcl-2 und Bcl-xL zu Molekiilen mit
Bax-dhnlicher Wirkung aktivieren (Cheng et al.
1997). Inhibitoren von Endonukleasen, z.B. DFF45/
ICAD, werden gespalten und die CAD-Endonuklease
wird zur aktiven DNAse (Enari et al. 1998). Diese
DNAsen fragmentieren die genomische DNA in oli-
gonukleosomale, etwa 180 Basenpaare oder deren
Vielfaches messende DNA-Fragmente, die sich im
Agarosegel als so genannte DNA-Leiter nachweisen
lassen (Abb. 2.2.22) (Wyllie 1980; Daniel et al. 1999).
Die Zerstorung der Kernmembran und die Aktivie-
rung von Chromatin spaltenden DNAsen fiihren zur
Kondensation des nukleiren Chromatins (Abb.
2.2.22) und Bildung von Mikronuklei, wie sie z.B.
auch in Zellen, die gegeniiber ionisierender Strah-
lung exponiert waren, nachgewiesen werden
konnen. Die Zerstorung des Zytoskeletts fithrt zur
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Abb. 2.2.22a,b. Chromatinkondensation, Kern- und DNA-
Fragmentierung bei Apoptose. a Apoptotischer Zelltod von
B-Lymphomzellen. Die im Zellkern befindliche DNA (durch
Bindung an Eiweifle des Zellkerns im so genannten Chromatin
organisiert) wird durch das Apoptoseprogramm zerstért und
ist perlschnurartig kondensiert. Der Zellkern in der linken un-
teren Bildecke ist noch nicht apoptotisch und zeigt eine homo-
gene Verteilung des Chromatins. In den Tumorzellen wurde
Apoptose durch Aktivierung eines Rezeptormolekiils auf der
Zelloberfldche (Oberfldchen-IgM) ausgeldst. b Oligonukleoso-
male DNA-Fragmentierung in apoptotischen Thymozyten.
Thymozyten von 4 Wochen alten Balb/c-Mausen wurden in vi-
tro in Zellkulturmedium kultiviert (die Spuren 2, 4, 6, 8 zeigen
eine langsam zunehmende Spontanapoptose in vitro) bzw.
wurden mit Hilfe von 10°° M Dexamethason aktiv in die Apop-
tose getrieben (Spuren 3, 5, 7, 9). Die Zellen wurden hierzu fiir
4h (Spuren 2, 3), 24 h (Spuren 4, 5),48 h (Spuren 6, 7) und 72 h
(Spuren 8, 9) in vitro kultiviert. Nach diesen Zeitpunkten wur-
de aus den Zellen genomische DNA extrahiert und dann im
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Niedermolekulare,
fragmentierte DNA wandert schneller im elektrischen Feld.
Apoptotische Zellen zeigen ein charakteristisches Bandenmus-
ter von DNA-Fragmenten in der Linge von 180 Basenpaaren
(bp) oder dessen Vielfachen. Spur 2 zeigt einen hohen Anteil
genomischer, unfragmentierter DNA im oberen Teil des Gels
und wenig Hintergrundapoptose, in den Spuren 5, 7 und 9
ist nach Apoptoseinduktion sdmtliche DNA fragmentiert,
und 100% der Thymozyten haben das Apoptoseprogramm ak-
tiviert. Die Spuren I und 10 zeigen einen DNA-Groflenstandard
(100 bp und dessen Vielfaches). Kultivierte Thymozyten ster-
ben nach kurzen Zeitrdumen in vitro iiber Wachstumsfak-
torentzug. Dies erkldrt die zunehmende Hintergrundapoptose
in den Kontrollkulturen
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Bildung apoptotischer Korperchen durch Abschnii-
rung von Zellanteilen, die auch Mikronuklei enthal-
ten konnen. Dieser Vorgang wird auch als Zeiose
oder Blebbing bezeichnet. In der Spitphase der
Apoptose kommt es zur Depletion des ATP-Pools
und hierdurch zur Inaktivierung von ATP-abhéngi-
gen Pumpen. Dies fiihrt zur Vakuolisierung von Or-
ganellen, Mitochondrien und ER schwellen an.

Apoptose ist ein aktiver, energieabhingiger Me-
chanismus. Ist der Energiestoffwechsel der apopto-
tischen Zelle vollig zusammengebrochen, geht
demzufolge die typische apoptotische Morphologie
der Zelle in eine Nekrosemorphologie tiber (Marti-
nou u. Green 2001). Im Gegensatz zur Nekrose
bleibt bei der Apoptose jedoch initial die Plasma-
membran erhalten. Allerdings wird die Lipid-
zusammensetzung verdndert. Sphingomyeline wer-
den gespalten und proapoptogene Ceramide gebil-
det, die die Apoptose weiter amplifizieren (Han-
nun u. Luberto 2000). Phosphatidylseringruppen,
die normalerweise durch eine ATP-abhingige Fli-
pase zur Innenseite der Membran sortiert werden,
sind vermehrt auf der Auflenseite der Zelle lokali-
siert und machen sie hierdurch als apoptotische
Zelle kenntlich (Savill u. Fadok 2000). Die von in-
nen heraus degradierte Zelle kann nun von umlie-
genden Phagozyten wie z.B. Gewebemakrophagen
eliminiert werden. Dieser Vorgang erfolgt in vivo
sehr rasch, sodass Apoptose im intakten Gewebe-
verband extrem schwierig nachzuweisen ist. Dies
erkldrt auch, warum Apoptose als zellbiologischer
Mechanismus erst sehr spit erkannt und definiert
wurde. Allerdings kann Apoptose je nach Zell-
und Gewebetyp sehr unterschiedlich erfolgen, und
auch die Morphologie ist somit nicht einheitlich.
Selbst Charakteristika wie Chromatinkondensation
und oligonukleosomale DNA-Fragmentierung sind
nicht obligat. Zudem ist mittlerweile klar, dass es
flieBende Ubergidnge zwischen Apoptose und Nek-
rose geben kann, z.B. beim Zelltod, der durch
TNF ausgelost wird. Besser ist es daher, bei aktiv
ausgelostem Zelltod von programmiertem Zelltod
zu sprechen.

2.2.3.6 Stérung von Zelltod-
und Uberlebenssignalen in Tumoren

Death-Rezeptor-Signalwege

Die Inaktivierung von Death-Rezeptoren und deren
Liganden ist bei malignen Tumoren selten (Rozen-
feld-Granot et al. 2001), tritt jedoch bei einigen we-
nigen Tumorentititen gehduft auf. Patienten mit
Burkitt-Lymphomen akkumulieren z. B. Mutationen

im CD95/Fas-Rezeptor (Gutierrez et al. 1999). Eini-
ge der Patienten mit Canale-Smith-Syndrom zeigen
Mutationen des CD95/Fas-Rezeptors bzw. der nach-
geschalteten Caspase-10 (Nagata 1998). Beim letzte-
ren Ereignis handelt es sich aber eher um einen ge-
netischen Polymorphismus. Infolge der gestérten
Lymphozytenapoptose kommt es zur Auto-
antikorperproduktion durch autoreaktive B-Lym-
phozyten mit resultierenden Lupus-erythematodes-
dhnlichen Symptomen. Leitsymptom sind allerdings
die benignen Lymphome, die durch die massive Ak-
kumulation anergisierter, CD4-negativer, CD8-
schwach-positiver T-Zellen entstehen. In sehr be-
grenztem Umfang zeigen diese Patienten eine fami-
lizre Hdufung maligner Lymphome (Jackson u.
Puck 1999). Die Inaktivierung von Komponenten
des CD95/Fas-Signalwegs durch Mutation scheint
also kein entscheidender genereller Faktor bei der
Entstehung maligner Lymphome zu sein. Solche ge-
netische Verinderungen, wie sie z.B. bei den Bur-
kitt-Lymphomen beobachtet werden, sind also am
ehesten als sekunddre Verdnderung infolge der ge-
netischen Instabilitit dieser Lymphome und Selekti-
on zelltodresistenter Klone zu werten.

Virale Zellzyklusaktivatoren

und Apoptosehemmer in Tumoren

Tumoren konnen nicht nur tiber die Inaktivierung
Apoptose fordernder Faktoren einen Uberlebens-
vorteil erlangen, sondern auch iiber die Uberakti-
vitdit den Zelltod hemmender und proliferati-
onsfordernder Signale. Solche Phédnomene kénnen
in der Mehrzahl der malignen Tumoren gezeigt
werden. Praktisch jede der derzeit bekannten Ebe-
nen der Signaltransduktion ist hiervon betroffen.
Dies ist insbesondere auch fiir die virale Pathoge-
nese von Tumoren relevant, da viele virale Proteine
zur Verlingerung des lytischen Zyklus Apoptose-
mechanismen hemmen oder durch Aktivierung
des Zellzyklus die zellulire DNA-, RNA- und Pro-
teinsynthesemaschinerie zur Expression viraler
Proteine ankurbeln. Diese Proteine wirken daher
als Onkogene in der viralen Tumorgenese, z.B.
beim Zervixkarzinom (humanes Papillomvirus,
HPV), Kaposi-Sarkom (humanes Herpesvirus 8,
HHVS), Burkitt-Lymphom (Epstein-Barr-Virus,
EBV) und einer Reihe weiterer Tumoren.

Eine Enthemmung des Zellzyklus kann durch vi-
rale Zellzyklusaktivatoren wie z.B. das HHVS8-
v-cycD-Gen ausgelost werden, das ein Homolog
des humanen Cyclin D1 ist (Child u. Mann 2001).
Ein vergleichbarer Effekt wird durch Inaktivierung
von Zellzyklusinhibitoren durch virale Proteine er-
reicht, wie z.B. von Rb durch HPV16- und



HPV18-E7-Protein (McMurray et al. 2001) oder
Adenovirus-Ela-Protein (Gallimore u. Turnell 2001)
bzw. SV40-Virus-large-T-Antigen (Pipas u. Levine
2001). Andere virale Proteine inaktivieren z.B. p53
[humanes Papillomvirus HPV16- und HPVI1S8-
E6-Protein (McMurray et al. 2001), Adenovirus-
E1b-55 kDa-Protein (McCormick 2000), SV40-large-
T-Antigen (Pipas u. Levine 2001)] oder hemmen die
Mitochondrienaktivierung aufgrund ihrer Homo-
logie zu Bcl-2 [Adenovirus-Elb- 19 kDa-Protein
(McCormick 2000), Epstein-Barr-Virus-BHRFII-
Protein (Subramanian et al. 1995)] oder (v.a. in
insektenpathogenen Viren gezeigt) Caspaseaktivie-
rung [Kuhpocken-crmA-Protein (cytokine response
modifier A) (Dbaibo u. Hannun 1998), vIAP (Eiben
u. Duckett 1998) und das Baculovirus-p35-Protein,
der zurzeit stirkste bekannte Inhibitor von Caspa-
sen (Clem 2001)].

Death-Rezeptor-vermittelte Apoptose kann durch
Uberaktivitit von zelluldren (c) oder viral kodierten
(v) Adapterproteinblockern gehemmt werden. Hier-
zu zdhlen v.a. die FLIP-Proteine (v-FLIP z.B. in
HHVS8 und Molluscum-contagiosum-Viren) (Djerbi
etal. 1999). Die kurze Spleifivariante des physiologi-
schen c-FLIP (cFLIPg) blockiert die Interaktion der
DED des FADD-Adapterproteins mit der DED der
Procaspase-8 (oder -10) und hemmt hierdurch die
rezeptorvermittelte Caspaseaktivierung. Die lange
Spleif3variante, cFLIPy, hemmt zusétzlich als domi-
nant-negatives Caspasesubstrat die Aktivierung
von Caspase-8 und -10. Virale vFLIP-Proteine wir-
ken ebenfalls auf dieser Ebene des Signalwegs. Die-
ser Schritt der Caspaseaktivierung wird auch durch
das adenovirale E1b-19 kDa-Protein gehemmt, das
an das FADD-Adapterprotein binden kann und hier-
durch die Rekrutierung von Procaspase-8 hemmt
(Perez u. White 1998). Zusitzlich kann das
E1b-19 kDa-Protein auch noch Bcl-2-dhnliche Wir-
kung entfalten (Subramanian et al. 1995) und somit,
wie auch andere virale Apoptoseinhibitoren, auf
multiplen Ebenen des Signalwegs agieren.

Inaktivierung des Rb-
und des p14***-mdm2-p53-Signalwegs

Einer der ersten Apoptose- und Zellzyklusregulato-
ren, der mit Krankheitspathogenese und Therapie-
resistenz in Verbindung gebracht wurde, ist das
p53-Tumorsuppressorgen (Taylor u. Stark 2001).
p53 kann durch Mutation, bevorzugt in den Exo-
nen 5 bis 8 der DNA-Bindungsdomine bzw. durch
Deletion (Chromosom 17p) inaktiviert werden.
Die Inzidenz von Inaktivierungen des p53-Tumor-
suppressorgens ist bei himatologischen Neoplasien
niedrig (Soussi u. Jonveaux 1991). Bei akuten mye-
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loischen und lymphatischen Leukdmien liegt sie
unter 10%, bei der CLL bei etwa 15% und auch
bei hochmalignen B-Zell-Lymphomen nur bei etwa
20%. Allerdings berichteten einige Autoren iiber
hohere Frequenzen der p53-Inaktivierung bei Bur-
kitt-Lymphomen (Ichikawa et al. 1993).

Auch die Richter-Transformation der CLL zu se-
kunddr hochmalignen Lymphomen bzw. maligne
Progression niedrigmaligner B-Zell-Lymphome zu
hochmalignen B-Zell-Lymphomen geht hdufig mit
der Akkumulation von p53-Defekten einher (Catov-
sky 1997). Die Inaktivierung von Apoptosesignalwe-
gen durch Mutationen von CD95/Fas, Bax, p53 oder
Uberexpression von mdm2 oder bcl-2 (s. unten) ist
ein entscheidender Schritt bei der malignen Trans-
formation der Burkitt-Lymphome infolge der Dere-
gulation von c-myc (Gutierrez et al. 1999), da die al-
leinige c-myc-Aktivierung den Eintritt in die S-Pha-
se des Zellzyklus gefolgt von Apoptose auslost.

Die Inaktivierung von p53-Homologen wie p73
(Jost et al. 1997) ist ein seltenes Ereignis. p73 ist
weitaus seltener als p53 inaktiviert und weniger Mu-
tation als vielmehr Deletion des auf 1q gelegenen
Gens wird beobachtet (Irwin u. Kaelin 2001). Dies
ist allerdings ein seltenes Ereignis bei hdmatologi-
schen Neoplasien. Hiufiger wird die Uberexpressi-
on des p53-Inhibitors mdm2 beobachtet. Bei akuten
lymphatischen Leukdmien des Kindesalters und
auch Sarkomen ist die mdm2-Uberexpression mit
einer schlechteren klinischen Prognose (krankheits-
freies Uberleben bis zum 1. Rezidiv) und Zytostati-
karesistenz assoziiert (Zhou et al. 2000).

Wesentlich hiufiger ist das p14**"-Gen betrof-
fen (Eischen et al. 1999). Die Deletion dieses Gen-
locus ist mit einer schlechten Prognose hoch- und
niedrigmaligner =~ B-Zell-Lymphome  assoziiert
(Gronbaek et al. 2000). Im Tiermodell konnte ge-
zeigt werden, dass der Verlust von p16™"* oder
p14**" mit einem schlechteren Therapieanspre-
chen einhergeht, also moglicherweise an der Pro-
gression zum therapieresistenten Tumor beteiligt
ist (Schmitt et al. 1999; Eischen et al. 2001). Die
Bedeutung fiir akute lymphatische Leukdmien und
myeloische Neoplasien ist hingegen noch unklar.
Ebenfalls unbekannt ist, ob die schlechtere kli-
nische Prognose nun durch den Verlust von
p16™5* oder p14*** (oder beiden) ausgelost wird,
da hiufig beide Gene simultan durch Deletion der
entsprechenden Genregion inaktiviert sind. Uber-
expression von MDM2 als Inhibitor von p53 wird
ebenfalls bei einer Vielzahl von Tumoren beobach-
tet und ist z.B. bei der kindlichen ALL mit einer
schlechteren Prognose assoziiert (Zhou et al.
2000). Neben der reinen Uberexpression wurden
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auch Mutationen und Spleifivarianten beschrieben,
die dominant-negativ mit Wildtyp-MDM2 intera-
gieren und MDM2 funktionell inaktivieren kénnen
(Sigalas et al. 1996). Die pathogenetische und
prognostische Relevanz dieser Spleifivarianten ist
jedoch ebenfalls noch ungeklirt.

Neben der Deregulation von CDXK-Inhibitoren
und den Komponenten des p53/p14**F-Signalwegs
werden in einigen Lymphomen auch Stérungen
der Komponenten des Rb-Signalwegs beobachtet.
Der eindrucksvollste Defekt ist hierbei die deregu-
lierte Expression von Cyclin D1 in Mantelzonen-
lymphomen (Donnellan u. Chetty 1998), die
2-10% aller Non-Hodgkin-Lymphome ausmachen.
Bei der Mehrzahl der Patienten kann eine t(11;14)-
Translokation nachgewiesen werden, die das Cyc-
lin-D1(bcl-1/pradl)-Gen unter die deregulierende
Kontrolle des Immunglobulinschwerkettenenhan-
cers bringt. Neben der t(11;14)-Translokation kann
Cyclin D1 auch infolge einer Amplifikation des
Cyclin-D1-Gens iiberexprimiert werden. Im Rah-
men der Progression der Erkrankung kann es zur
Akkumulation zusétzlicher genetischer Schidden
wie Mutation von p53 oder Deletion des ink4a-
Gen-Locus und Verlust von p16™**/p14*** kom-
men, die mit einer aggressiveren Tumorbiologie
einhergehen (Pinyol et al. 1998).

Da die Expression von Cyclin DI in normalen
lymphatischen Zellen selten und schwach ist, ist
der Nachweis von starker Cyclin-D1-Expression in
malignen B-Lymphozyten ein deutlicher Hinweis
auf das Vorliegen eines Mantelzonenlymphoms.
Cyclin-D1-Expression ist ansonsten nur in einigen
wenigen anderen B-Zell-Lymphomen wie der
Haarzellleukdmie nachweisbar, dort jedoch wesent-
lich schwicher, und ist nicht Folge einer t(11;14)-
Translokation.

bcl-2-Gen-Familie und das mitochondriale Apoptosom
Bcl-2-Familienmitglieder konnten mittlerweile als
pathogenetisch und auch prognostisch relevante
Faktoren bei nahezu allen hdmatologischen Neopla-
sien identifiziert werden (Adams et al. 1999). Nahe-
zu alle follikulire Lymphome tragen die t(14;18)-
Translokation, die das bcl-2-Gen mit dem Schwer-
kettenenhancer des Immunglobulingenkomplexes
assoziiert (Bordeleau u. Berinstein 2000). Hierdurch
kommt es zur deregulierten, konstitutiven Expressi-
on des Bcl-2-Proteins (Tsujimoto et al. 1985).

Die Uberexpression von Bcl-2 in B-Lymphozy-
ten in transgenen Miusen allein fiihrt nur zur
B-Zell-Hyperplasie (McDonnell et al. 1989) und
nur in einem geringen Prozentsatz zu malignen
B-Zell-Lymphomen, in denen dann zusitzlich eine

Deregulation von c-myc nachgewiesen werden
kann (McDonnell u. Korsmeyer 1991). Werden je-
doch beide Transgene im B-Zell-Kompartiment
zur Uberexpression gebracht, entwickeln alle
transgenen Mduse hochmaligne B-Zell-Lymphome.
bcl-2 ist somit kein Onkogen im eigentlichen Sinn,
sondern kooperiert bei der Onkogenese mit sol-
chen Genen, die Proliferation deregulieren, fiir
sich allein betrachtet aber in der betroffenen Zelle
Apoptose auslosen wiirden.

Die t(14;18)-Translokation kann auch bei einigen
wenigen hochmalignen B-Zell-Lymphomen und
chronischen lymphatischen Leukdmien (CLL) nach-
gewiesen werden, ist fiir sich genommen aber nicht
mit einer schlechteren klinischen Prognose assozi-
iert. Hingegen ist das Proteinexpressionsniveau, v.a.
bei hochmalignen B-Zell-Lymphomen, mit einem
schlechteren Ansprechen auf aggressive Polychemo-
therapie verbunden. Hohe Proteinexpression von
bcl-2 wird in diesen Tumoren also anscheinend
durch von der t(14;18)-Translokation unabhéngige
Faktoren reguliert (Gascoyne et al. 1997).

Bei der B-CLL wird im Vergleich zu anderen
B-Zell-Lymphomen eine konstitutiv hohe bcl-2-Ex-
pression gefunden (Hanada et al. 1993). Die B-CLL
ist durch niedrige Proliferationsrate verbunden mit
der Akkumulation nicht teilungsaktiver, jedoch
apoptoseresistenter Lymphozyten charakterisiert.
Die hohe Expression von bcl-2, aber auch von des-
sen Homolog mcl-1, kénnte somit ein entscheiden-
der pathogenetischer Faktor sein, und individuelle
Unterschiede im Proteinexpressionsniveau sind mit
einem schlechteren Gesamtiiberleben assoziiert
(Kitada et al. 1998).

Ebenso kann bei einer Vielzahl von Tumoren der
Verlust des proapoptotischen Bax-Proteins nach-
gewiesen werden. Bei einer Vielzahl von Tumoren
geht der Verlust von Bax mit einem schlechteren
Therapieansprechen bzw. einer schlechteren Prog-
nose einher (Wagener et al. 1996; Sturm et al. 1999,
2000, 2001; Prokop et al. 2000; Raisova et al. 2000,
2001; Bosanquet et al. 2002). Die Ursache fiir den
Verlust von Bax ist in den meisten Tumoren noch
ungekldrt, liegt aber wahrscheinlich auf transkrip-
tioneller Ebene, da der Bax-Promotor einen extrem
hohen Gehalt an CpG-Inseln enthilt, die aufgrund
von Promotormethylierung fiir den Bax-Verlust ver-
antwortlich sein konnten. Bax-Mutationen sind hin-
gegen nur bei einem Teil der Patienten fiir den Ex-
pressionsverlust verantwortlich. Bax-Mutationen
werden v.a. bei gastrointestinalen Tumoren (Magen-
und kolorektale Karzinome) mit Defekten des DNA-
Mismatch-Reparatursystems beobachtet (Rampino
et al. 1997), sind aber bei den meisten hdmatologi-



schen Neoplasien extrem selten. Allerdings kénnen
sie bei den klinisch sehr aggressiven Burkitt-Lym-
phomen gehduft nachgewiesen werden (Gutierrez
et al. 1999). Im Gegensatz zum Bax-Expressionsver-
lust ist die pathogenetische und klinische Relevanz
der Bax-Mutation in diesen Tumoren jedoch noch
ungeklart.

Fiir APAF-1 konnte bisher nur ansatzweise eine
pathogenetische Relevanz nachgewiesen werden.
Mutationen von apaf-1 wurden bisher bei Tumoren
mit DNA-Mismatch-Reparaturdefizienz beschrie-
ben, bei denen Frameshift-Mutationen mit Ver-
schiebung des Leserasters gezeigt wurden, fiir die
bisher aber kein Bezug zum Therapieansprechen
bzw. Resistenzverhalten gezeigt werden konnte. Ex-
pressionsunterschiede von apaf-1 korrelieren nicht
mit der klinischen Prognose und Knockout-Miuse
zeigen keine erhohte Tumorinzidenz. Dies macht
die Existenz weiterer, komplementédrer Gene wahr-
scheinlich, die die Funktion von APAF-1 ersetzen
kénnen. In der Tat resultiert der kombinierte Aus-
fall von APAF-1 in Kombination mit gleichzeitiger
Uberexpression von c-myc in einer hohen Rate von
Tumoren im Maussystem (Soengas et al. 1999). In-
teressant ist in diesem Zusammenhang, dass
kiirzlich in Melanomen die Inaktivierung von
APAF-1 durch Promotormethylierung gezeigt wur-
de (Soengas et al. 2001).

Ein kiirzlich klonierter Faktor, SMAC/Diablo,
kann wihrend der Apoptose aus Mitochondrien
freigesetzt werden, IAP inhibieren und wirkt somit
Apoptose fordernd (Srinivasula et al. 2001). Unklar
ist jedoch noch, ob ein SMAC/Diablo-Verlust mit
Therapieresistenz assoziiert ist. Ebenso gibt es bis-
her kaum Hinweise fiir die Beteiligung von Caspa-
sedefekten an der Therapieresistenz von Tumoren.
Die Mutation des Caspase-3-Gens resultiert in der
MCF-7-Mammakarzinomlinie in einer nahezu voll-
stindigen Hemmung der zytostatika- und bestrah-
lungsinduzierten Apoptose (Friedrich et al. 2001).

Kinasesignalwege und Apoptoseresistenz:

die PTEN-Phosphatase

Viele zelluldre oder virale Onkogene sind Kinasen,
die Proliferations- und Antiapoptosesignale vermit-
teln. Die Inaktivierung von Kinasesignalwegen zum
richtigen Zeitpunkt ist daher von entscheidender Be-
deutung fiir die negative Regulation der Zelle und die
Verhinderung der malignen Transformation.

Das pten-Gen (Phosphatase- und Tensinhomo-
log) konnte als ein solcher Tumorsuppressor identi-
fiziert werden und wirkt aufgrund seiner Funktion
als Phosphatase als Kinaseinhibitor (Yamada u. Ara-
ki 2001). Zusitzlich kann es aufgrund seiner Homo-
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logie zu Tensin an fokalen Adhésionspunkten loka-
lisiert und mit Aktinfilamenten assoziiert sein.
Das auf Chromosom 10q23 lokalisierte Gen ist bei
Patienten mit Cowden-Syndrom (familidre Neigung
zu Hamartomen und malignen Tumoren) inakti-
viert, und inaktivierende Mutationen wurden auch
bei soliden Tumoren (verschiedene Karzinome, u.a.
des Gastrointestinaltrakts, der Schilddriise, der
Brust, der Prostata und der Niere sowie ZNS-Tumo-
ren), aber auch malignen Lymphomen beschrieben
(Yamada u. Araki 2001). So zeigt ein Teil der Patien-
ten mit t(14;18)-Translokation zusitzlich eine Dele-
tion von 10g23 in den Tumorzellen. Solche Deletio-
nen konnen bei 5-10% der Patienten mit B-Non-
Hodgkin-Lymphomen nachgewiesen werden, und
zwar eher bei hoher- als bei niedrigmalignen Varia-
nten. Ein geringerer Prozentsatz der Patienten zeigt
inaktivierende Mutationen, die erneut bei Burkitt-
Lymphomen gehiufter auftreten, bei denen auch bi-
allelische Deletionen nachgewiesen wurden. Ein
hoherer Prozentsatz von 10-24% von 10q23-Dele-
tionen wurde kiirzlich bei primér kutanen T-Zell-
Lymphomen beschrieben (Sakai et al. 1998).

Das bevorzugte Substrat von PTEN ist Phospha-
tidylinositol-3,4,5-Triphosphat (PIP3), ein signal-
transduzierender Lipid-Second-Messenger. PIP3
wird durch das Enzym PI3-Kinase gebildet, das
durch andere Kinasesignalwege (vgl. RAS und
BCR-ABL) und Signale von Zelloberfldchenrezep-
toren aktiviert werden kann. PI3-Kinase wiederum
kann die Akt-Kinase (Proteinkinase B, PKB) akti-
vieren, die ebenfalls als Onkogen wirken kann und
die Apoptose hemmt. Durch Verlust von PTEN
konnen diese aktivierenden und Apoptose hem-
menden Signale nicht mehr abgeschaltet werden.

Ahnliche Effekte koénnen durch deregulierte
Uberaktivitit rezeptorabhingiger Signalwege aus-
gelost werden. Hierzu zédhlen z.B. Mutationen in
Wachstumsfaktorrezeptoren (z.B. Flt3-Rezeptor,
M-CSF-Rezeptor, G-CSF-Rezeptor usw.), wie sie
bei akuten myeloischen Leukdmien gehduft be-
obachtet werden. Solche Mutationen kénnen, wie
fiir Flt3-Interne-Tandem-Repeat-Mutationen  ge-
zeigt, mit einer schlechteren Prognose der AML
einhergehen (Whitman et al. 2001).

RAS-Signalweg und das bcr-abl-Fusionsgen

In die gleiche Kategorie wie die aktivierenden Muta-
tionen von Wachstumsfaktorrezeptoren fallen akti-
vierende Mutationen von ras-Genen (K-, H-, N-ras).
Durch diese Mutationen wird der RAS/MAP-Kinase-
Signalweg aktiviert, der {iberwiegend Apoptose
hemmend wirkt und proliferationsaktivierende
Funktionen vermittelt (Roovers u. Assoian 2000).
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Abb. 2.2.23. Multiple Signaltransduktionskaskaden, vermit-
telt durch die MAP-Kinase-Kaskade. Diese Signalkaskaden
lassen sich mehr oder weniger gut in 3 Proteinphosphorylie-
rungskaskaden abgrenzen. Zwischen diesen Kinasesignalwe-
gen herrscht jedoch eine erhebliche Quervernetzung, abhén-
gig vom initialen Stimulus. Pfeile: Hauptrouten der Sig-
naliibertragung. Um die Ubersicht zu erhalten, wurden eine

RAS ist ein an der Plasmamembran lokalisiertes
kleines, monomeres G-Protein, das nach extrazel-
luldren Signalen z.B. iiber Wachstumsfaktor- oder
Zytokinrezeptoren aus dem GDP-gebundenen in-
aktiven in den GTP-gebundenen aktiven Zustand
wechselt. Diese rezeptorabhidngige Aktivierung von
RAS vermittelt die Signaltransduktion extrazelluld-
rer Stimuli und verkniipft diese Signale mit einer
ganzen Reihe von nachgeschalteten Signalkas-
kaden, die unterschiedlichste, zelltypspezifische
Funktionen aktivieren, aber auch eine wesentliche
Rolle bei der Aktivierung von Zellproliferation,
Uberleben und, in einigen Féllen, auch Apoptose
spielen (Abb. 2.2.23).

RAS-vermittelte Signale und der Wechsel vom
GDP- zum GTP-gebundenen Zustand wird durch
Guaninnukleotidaustauschfaktoren  (GEF) und
GTPase aktivierende Proteine (GAP) reguliert. GEF
aktivieren RAS und GAP inaktivieren es. RAS ist
eines der am hidufigsten dereguliert aktivierten
Signalproteine in myeloischen Leukdmien (Beaupre
u. Kurzrock 1999). Der RAS-Signalweg kann durch
aktivierende RAS-Mutationen, Deregulation von

Vielzahl moglicher Interaktionen nicht dargestellt. Resultat
der Signalketten ist die Phosphorylierung nukledrer und zy-
toplasmatischer Signalproteine, die dann den Effekt (Out-
put) in Abhéngigkeit vom initialen aktivierenden Signal (In-
put) vermitteln. TF Transkriptionsfaktor, cPLA2 zytosolische
Phospholipase A2

GEF und GAP konstitutiv aktiviert werden. Ebenso
fiilhren iibergeordnete Signale, z.B. durch Uber-
expression oder aktivierende Mutation von Wachs-
tumsfaktorrezeptoren, zellautonome Produktion
von Zytokinen und kooperierende Onkogene wie
das BCR-ABL-Fusionsgenprodukt zur Deregulation
des RAS-Signalwegs. Diese Ereignisse spielen eine
wesentliche pathogenetische und die Tumorbiolo-
gie und das Therapieansprechen bestimmende
Rolle, indem sie Zelltodmechanismen inaktivieren
und den Zellzykluseintritt und die Zellproliferation
stimulieren. Im Gegensatz zu kolorektalen, Pankre-
as- und Bronchialkarzinomen, in denen hiufig das
K-ras-Gen betroffen ist, ist bei myeloischen Leuka-
mien, Plasmozytom und Plasmazellleukdmie héufi-
ger das N-ras-Gen dereguliert (Rodenhuis 1992;
Corradini et al. 1994).

RAS wird als inaktives Vorldufermolekiil synthe-
tisiert, das posttranslational modifiziert werden
muss, um aktiv zu wirken. Der wichtigste Mecha-
nismus ist hierbei die Prenylierung durch das En-
zym Farnesyltransferase. Mutierte und biologisch
aktive RAS-Proteine liegen in der farnesylierten
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Abb. 2.2.24. Aktivierung von Kinasesignalwegen
durch das BCR-ABL-Fusionsgenprodukt. Das BCR-
ABL-Fusionsprotein ist konstitutiv in bcr-abl-positi-
ven Leukdmien exprimiert und aktiviert RAS,
PI3-Kinase und MAP-Kinase-Signalwege sowie den
Jak-Stat-Signalweg. Dies resultiert in der Aktivie-
rung von Uberlebenssignalwegen und Unabhingig-
keit von exogenen Wachstumsfaktoren, Schutz vor
Apoptose und Aktivierung des Zellzyklus

Form vor. Dieses aktivierte RAS rekrutiert Adap-
terproteine und aktiviert hierdurch nachgeschalte-
te Kinasesignalwege, v.a. die MAP-Kinase-Kaskade
(Abb. 2.2.23) und antiapoptotische Kinasen wie
Akt/PKB- und PI3-Kinase.

RAS fordert die Tumorgenese nicht nur durch
seine proliferationsaktivierende Wirkung, sondern
auch tber die Hemmung von Apoptosesignalwe-
gen. Dies ist bei bcr-abl-positiven Leukdmien be-
sonders eindrucksvoll (Abb. 2.2.24). Das durch die
t(9;22)-Translokation entstehende Fusionsgen und
das resultierende Protein aus dem Gen der c-abl-
Tyrosinkinase auf Chromosom 9 und dem bcr-Gen
auf Chromosom 22 ist in nahezu allen chronischen
myeloischen Leukdmien (CML), héufig bei Patien-
ten mit myelodysplastischem Syndrom (MDS) und
bei etwa 5% der akuten lymphoblastischen Leukd-
mie (ALL) nachweisbar. Das p210-Fusionsprotein
wird vorwiegend bei CML gefunden, wohingegen
bei Patienten mit ALL bevorzugt das p190-Fusi-
onsprodukt entsteht, was auf einen alternativen
Mechanismus der Pathogenese schlieflen ldsst. Die
Biologie beider Fusionsproteine ist jedoch die Glei-
che: die Uberaktivitit der ABL-Tyrosinkinase fiihrt
zur Unabhingigkeit der Zellen von Wachstumsfak-
toren, aktiviert die Zellproliferation und vermittelt
Apoptoseresistenz, z.B. iiber den PI3-Kinase-Akt/
PKB-Kinase-Signalweg (Sawyers 1997). Letzteres
erklirt das auflerordentlich aggressive klinische
Erscheinungsbild und die Therapieresistenz bcr-
abl-positiver akuter Leukdmien.

Das Verstdndnis dieser pathogenetischen Zusam-
menhinge hat zur Entwicklung spezifischer Thera-
peutika gefiihrt: STI-571 (Imatinib), ein spezifischer
Hemmer der c-ABL-Tyrosinkinase, blockiert effek-

Transformation

P 2 N1

Unabhangigkeit von
Wachstumsfaktoren

PI3-Kinase P10

\ Proliferation

Apoptose-
Hemmung

tiv diesen Teil der durch BCR-ABL aktivierten Sig-
nalwege und hemmt das Wachstum und aktiviert
die Apoptose bcr-abl-positiver Leukdmiezellen
(Druker u. Lydon 2000; Mauro u. Druker 2001). Pro-
liferations- und Uberlebenssignale, z.B. iiber den
RAS-Signalweg (Adjei 2001) und die Akt-Kinase
(Stambolic et al. 1999), werden hierdurch abgeschal-
tet. STI-571 hat bereits in den ersten klinischen Stu-
dien eindrucksvolle Effekte gezeigt. Die malignen
Zellen werden im Wachstum gebremst, sterben
spontan oder werden fiir weitere zytotoxische The-
rapien empfindlicher. Ahnliche Effekte konnten
mittlerweile auch fiir Hemmer des RAS-Signalwegs,
wie z.B. Farnesyltransferaseinhibitoren, gezeigt
werden (Crul et al. 2001). Die Hemmung des RAS-
Signalwegs und der damit verbundenen Apoptose-
signalwege vermittelt auch eine erhohte Empfind-
lichkeit der Leukdmiezellen fiir zytotoxische Thera-
pien, wie z.B. Zytostatika (Fang et al. 2000). Aller-
dings sind auch beim Einsatz dieser Substanzen Re-
sistenzentwicklungen beobachtet worden (le Coutre
et al. 2000; Hochhaus et al. 2001).

Wihrend RAS-Mutationen bei bcr-abl-positiven
Leukimien selten sind, kann dennoch bei vielen,
v.a. akuten myeloischen Leukdmien, eine konstitu-
tive Aktivierung des RAS-Signalwegs nachgewie-
sen werden. Hierdurch kommt es zur Aktivierung
weiterer Kinasesignalwege, z.B. iiber die PI3-Kina-
se bzw. Akt/PKB, die dann Apoptosehemmung ver-
mitteln, z.B. {iber Hochregulation von Bcl-2, Bcl-
xL und Inaktivierung von Bad (Abb. 2.2.25).

Die beteiligten Signalnetzwerke sind jedoch kom-
plex. Dies gilt v.a. fiir die MAP-Kinase-Kaskaden
(Abb. 2.2.23). Sowohl fiir JNK- und p38- Stresskina-
se als auch fiir in der Kaskade nachgeschaltete Gene
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Abb. 2.2.25. Mechanismus der Apoptosehemmung durch den
PI3-/Akt-Kinase-Signalweg. Die PI3-Kinase vermittelt Apop-
tosehemmung iiber die Aktivierung der Akt-Kinase (PKB-Ki-
nase). Ein wesentlicher Mechanismus der Apoptosehemmung
durch Akt ist die Phosphorylierung des Bad-Proteins, eines
Apoptose fordernden Bcl-2-Homologs. Phosphoryliertes Bad
bindet an 14-3-3g-Proteine und wird nach Ubiquitinylierung
iiber das Proteasom abgebaut. Durch die Bindung und Seque-
strierung von Bad wird das Apoptose hemmende Bcl-xL-Pro-
tein aus der inaktivierenden Bindung an Bad befreit und kann
nun den mitochondrialen Apoptosesignalweg hemmen

wie den Transkriptionsfaktor JUN als Komponente
des AP-1-Heterodimers oder Cyclin D1 wurden Zell-
tod fordernde und Zelltod hemmende Effekte be-
schrieben. Entscheidend fiir die maligne Transfor-
mation, die durch RAS-Deregulation ausgeldst wird,
sind jedoch weitere genetische Verinderungen, die
mit der Zelltod hemmenden und proliferationssti-
mulierenden Wirkung des RAS-Signalwegs koope-
rieren. Hierzu zdhlt v.a. die Inaktivierung des
p14**¥/p53-Signalwegs, fiir den bereits eine onko-
gene Kooperation mit dem RAS-Signalweg gezeigt
werden konnte (Serrano 2000; Sherr u. Weber 2000).

2.2.4 Einfluss chromosomaler Translokationen
und von Fusionsgenen auf Zellzyklus
und Apoptose

Chromosomale Translokationen kénnen zur deregu-
lierten Aktivierung von Genen fithren, die Apoptose
hemmen und Zellwachstum stimulieren. Einige we-
nige dieser Fusionsgene konnten mittlerweile cha-
rakterisiert werden, wie z.B. das bcr-abl-Fusionsgen
bei der CML (Sawyers 1997) und Sonderformen der
ALL (s. oben) oder Translokationen die zur konsti-
tutiven Expression von bcl-2, c-myc, cIAP2 usw.

tithren. Die t(14;18)-Translokation (Tsujimoto et
al. 1984), die in B-Zell-Lymphomen nachgewiesen
werden kann und zur deregulierten Expression
von bcl-2 fithrt, wurde bereits in den vorangegange-
nen Textabschnitten erldutert. Gleiches gilt fiir die
t(8;14)-Translokation (Hecht u. Aster 2000), die
zur Deregulation von c-myc und somit der deregu-
lierten S-Phase-Progression und Proliferation in
Burkitt-Lymphomen beitragt. Mantelzonenlympho-
me zeichnen sich durch die deregulierte Expression
von Cyclin D1 infolge der t(11;14)-Translokation aus
(Vandenberghe et al. 1991).

Ein hemmender Einfluss auf Zelltodsignalwege
konnte fiir TEL-AML1 (Rubnitz et al. 1999), die hidu-
figste Translokation in kindlichen akuten Leuka-
mien, und andere, die PBX- oder MLL (mixed linea-
ge leukemia)-Gene (Harrison 2001) betreffenden
Translokationen bisher nicht eindeutig nachgewie-
sen werden. Fiir einige andere chromosomalen
Translokationen und die hierdurch in Leukdmien de-
regulierten Genprodukte konnte aber ein hemmen-
der Einfluss auf Zelltodsignalwege gezeigt werden.
Die hidufigsten Translokationsprodukte bei Leuka-
mien sind bei der ALL das bcr-abl-Fusionsgen (Har-
rison 2001), bzw. MLL-AF4, E2A-HLF und PML-
RXR/PZLF-Fusionsgene bei der AML, die alle mit
Apoptoseresistenz und somit hdufig auch mit einer
schlechteren Prognose und Therapieresistenz asso-
ziiert sind (Hayashi 2000). Im Gegensatz zu einigen
Lymphomtypen oder der CML, bei denen bestimmte
Translokationen nahezu pathognomonisch sind, zei-
gen akute Leukdmien jedoch eine hohe Variabilitdt
der beobachteten zytogenetischen Variationen.

2.2.4.1 MLL-AF4

Akute lymphatische Leukdmien mit der t(4;11)-
Translokation und Expression des resultierenden
Fusionsgenprodukts des MLL- und des AF4-Gens
zeichnen sich neben den hohen Leukozytenzahlen
durch einen ausgeprigten extramedulldren Befall
multipler innerer Organe aus. Wahrend die Pro-
liferationsrate und die Verdopplungszeit von MLL-
AF4-positiven Leukdmien keinen signifikanten Un-
terschied zu MLL-AF4-negativen B-Zell-Leukdmien
aufweisen, ist dagegen eine erh6hte Apoptoseresis-
tenz nach Wachstumsfaktorentzug nachweisbar
(Kersey et al. 1998). Dies konnte die Ursache fiir
das extramedulldre Verteilungsmuster der Leukd-
miezellen sein, da diese auch unter ungiinstigen
Mikromilieubedingungen zu iiberleben vermogen.
Die Apoptoseresistenz konnte die schlechte Prog-
nose dieser Leukdmien erkldren. Der molekulare



Mechanismus der Apoptosehemmung ist jedoch
noch unklar.

2.2.4.2 E2A-HLF

Das E2A-Gen, das einen basischen Helix-Loop-Helix
(bHLH)-Transkriptionsfaktor auf Chromosom 19
kodiert, ist an 2 in B-Linien-Leukimien beobachte-
ten chromosomalen Translokationen beteiligt:
t(1;19)(q23;p13) und
t(17;19)(p22;q13).

Bei der t(1;19)(q23;p13)-Translokation wird die
C-terminale Region des E2A-Gens, inklusive der
bHLH-DNA bindenden und Dimerisierungsdoma-
ne, durch die DNA bindende Domine des
PBX1-Homdooboxgens auf Chromosom 1 ersetzt.
Bei der t(17;19)(p22;ql3)-Translokation wiederum
wird die gleiche Region des E2A-Gens mit der
DNA bindenden und Dimerisierungsdoméne des
hepatischen Leukdmiefaktor (HLF)-Gens auf Chro-
mosom 17 fusioniert, das zur Familie der basi-
schen Leucinzipper (bZIP)-Transkriptionsfaktoren
gehort. Hierdurch entstehen neue Fusionsgenpro-
dukte, E2A-PBX1 bzw. E2A-HLE Die Expression
dieser chimidren Transkriptionsfaktoren mit verin-
derten strukturellen und funktionellen Eigenschaf-
ten spielt wahrscheinlich in der malignen Trans-
formation dieser Tumorzellen eine wesentliche
Rolle. E2A-HLF-transgene Méiuse mit Expression
des Fusionsgenprodukts im lymphatischen Zell-
kompartment zeigen eine Reifungsstorung der
B-Zell-Reihe und eine erhohte Apoptoserate im
Thymus. In einem hohen Prozentsatz entwickeln
die transgenen Tiere eine T-ALL. Im Menschen
hingegen wird E2A-PBX1 in Prd-B-Zell-Leukdmien
und E2A-HLF bei Pro-B-Leukdmien gefunden.

Wird ein dominant-negativer Inhibitor des
E2A-HLF-Fusionsproteins in Leukdmiezellen mit
t(17;19)-Translokation iiberexprimiert, sterben die-
se Leukdmiezellen rasch iiber Apoptose (Inaba et
al. 1996). Zudem kann die Uberexpression von
E2A-HLF sowohl p53-vermittelte als auch iiber
Wachstumsfaktorentzug ausgeloste Apoptose in
murinen Pro-B-Lymphozyten hemmen (Altura et
al. 1998). E2A-HLF wirkt also weniger iiber Dere-
gulation des Zellzyklus als tiber Hemmung von
Zelltodsignalwegen. In diesem Zusammenhang ist
von Bedeutung, dass die Leucinzipper-DNA-Bin-
dungs- und Dimerisierungsdoméne von HLF hohe
Homologie zur entsprechenden Doméne im Ces-
2-Zelltod-Gen von Cenorhabditis elegans aufweist
(Kersey et al. 1998).

2.2 Zellzyklus und Apoptose

Im Wurm Cenorhabditis elegans wurde eine
Apoptose stimulierende Funktion von Ces-2 ge-
zeigt (Abb. 2.2.26). Ces-2 hemmt hierbei die Akti-
vitdt von Ces-1, das wiederum Apoptose zu hem-
men vermag. Ces-2 ist also ein proapoptotisches
Gen, das seine Wirkung indirekt, entfaltet, und
zwar iber Inhibition des antiapoptotischen Ces-1.

Im Gegensatz zu Ces-2 hemmt jedoch E2A-HLF
Apoptose. Die Hypothese zum Wirkmechanismus
ist daher, dass E2A-HLF ein bisher nicht identifi-
ziertes humanes Ces-2-Homolog kompetitiv ver-
dringt und hierdurch Ces-1 seine antiapoptotische
Wirkung entfalten kann. Als mogliches humanes
Ces-1-Homolog wurde kiirzlich der Zinkfinger-
transkriptionsfaktor SLUG identifiziert, der zur
SNAIL-Familie gehort (Inukai et al. 1999). Das
Drosophilagen SNAIL ist evolutiondr konserviert
und spielt in Drosophila bei der Mesoderment-
wicklung sowie der Entwicklung von ZNS und
Fliigeln eine zentrale Rolle. Fiir die SNAIL- und
SLUG-Gene bei Sdugern wurde zusitzlich eine Be-
teiligung bei der Kanzerogenese und Apoptose-
regulation beschrieben: SLUG wirkt hierbei als
transkriptioneller Repressor und kann durch IL-
3-Entzug vermittelte Apoptose muriner Pro-
B-Lymphozyten hemmen und ist somit funktionell
der Wirkung von Bcl-2 oder Bcl-xL vergleichbar.

Ces-1

verminderte

Aktivitiit Apoptose

Homaol
b , i

o
E2A-HLF

DNA TTACGTAA
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b “hwna  Dbereben
Abb. 2.2.26a, b. Apoptoseregulation durch E2A-HLF. E2F-
HLF wirkt Apoptose hemmend und trégt hierdurch zur Leu-
kimogenese bei. HLF ist ein basischer Leucinzippertran-
skriptionsfaktor, der zum Cenorhabditis-elegans-Apoptose-
gen Ces-2 homolog ist. a Ces-2 wirkt Apoptose férdernd, in-
dem es den Apoptosehemmer Ces-1 inaktiviert. b Der
SNAIL-Transkriptionsfaktor SLUG (ein Zinkfingertranskrip-
tionsfaktor) ist das humane Ces-1-Homolog und vermittelt
die Apoptosehemmung von E2A-HLF. Da E2A-HLF Apoptose
hemmt, Ces-2 jedoch Apoptose fordert, wirkt E2A-HLF ver-
mutlich, indem es ein Ces-2-Homolog aus der DNA-Bindung
verdringt und hierdurch SLUG aktiviert, das dann den Zell-
tod hemmen kann
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2.2.4.3 AML1 und CBF

Wihrend der Myelopoese, also der Bildung der
granulozytdren, monozytiren und thrombozytiren
Zellreihen, sind mehrere Familien von Transkripti-
onsfaktoren aktiv. Hierzu zdhlen AML1 (CBFa)/
CBFf;, C/EBP, Ets, c-MYB, HOC und MZF-1 (Lenny
et al. 1997). Die meisten dieser Transkriptionsfak-
toren sind nicht exklusiv in myeloischen Zellreihen
exprimiert, sondern vielmehr ist ihre koordinierte,
kooperierende Transkription fiir die Expression
von Genen der myeloischen Zellreihen verantwort-
lich.

AML1 auf Chromosom 21q22, auch als Core-
binding-Faktor 2 (CBF2) oder Polyomavirusenhan-
cerbindungsprotein 2B1 (PEBP-2B1) bezeichnet, ist
eines der hiufigsten an chromosomalen Transloka-
tionen von akuten Leukdmien beteiligten Gene
und kann durch verschiedene Translokationen de-
reguliert werden. Das normale AMLI1-Protein bil-
det die a-Untereinheit des heterodimeren Tran-
skriptionsfaktors Core-binding-Faktors (CBF). Die
p-Untereinheit wird durch das CBFf-Gen auf dem
Chromosom 16q22 kodiert. AML-1 ist homolog
zum Drosophilagen runt, und die verwandten
Transkriptionsfaktoren der humanen RUNX-Fami-
lie [AML/CBFa/PEBP2a] sind Schliisselgene der
Myelo- und Osteogenese.

AML1 bindet an und aktiviert die Transkription
von Enhancer-core-Motiven der DNA (TGT/cGGT-
Sequenzen), die in einer Vielzahl von myeloischen
Genpromotoren und lymphatischen Enhancern
vorhanden sind, wie z.B. in den Promotoren fiir
den GM-CSF-Rezeptor, M-CSF-Rezeptor, Myeloper-
oxidase, Neutrophilenelastase, Interleukin-3 und
den T-Zell-Rezeptor.

AML1-ETO und TEL-AML1 wandeln die Funk-
tion von AML1 vom transkriptionellen Aktivator
zum transkriptionellen Repressor (Guidez u. Zelent
2001). Da in Leukidmiezellen meist nur ein Allel von
AMLI betroffen ist, konnten diese Fusionsgenpro-
dukte als dominante Inhibitoren von AMLI1B wir-
ken. AMLI-ETO hemmt auch die transkriptionelle
Aktivierung durch AML2 (CBF-3 oder PEBP-2C)
und des murinen Homologs von AML3 (mAML3,
CBF1 oder PEBP-2A). AML1-ETO ist somit in der
Lage, die durch alle Core-binding-Faktoren (CBF)
vermittelte Transkription zu reprimieren.

Die t(8;21)(q22;q22)-Translokation ist mit dem
M2-Subtyp der FAB-Klassifikation der AML assozi-
iert und fusioniert die ersten 177 Aminosduren von
AML1 inklusive der DNA bindenden Doméne von
AML1 mit ETO (MTGS8), einem Gen mit noch unbe-
kannter Funktion mit Homologie zum Drosophi-

lagen nerv. Dies ist die zweithdufigste chromosoma-
le Storung bei akuten myeloischen Leukdmien
(AML). Eine weitere Translokation, t(3;21), ist bei
De-novo-AML selten und wird héufiger bei sekun-
dédrer AML und wihrend der Blastenkrise der chro-
nischen myeloischen Leukdmie gefunden. Sie fusio-
niert die ersten 5-6 Exons von AML1 mit EVI1, EAP
bzw. MDS1 auf Chromosom 3q26. Eine 3. Transloka-
tion, t(12;21), fusioniert die ersten 333 Aminosdu-
ren von TEL auf Chromosom 12p13, einem Ets-ho-
mologen Gen, mit der nahezu kompletten kodieren-
den Sequenz von AMLIB, dem grofiten Transkript
von AML1. TEL-AML1B wird bei etwa 30% der pé-
diatrischen B-Linien-ALL gefunden und ist somit
die héufigste Translokation der péddiatrischen ALL.
Im Gegensatz zu AMLI-ETO enthdlt TEL-AMLIB
den kompletten C-terminalen Anteil von AML-1B,
inklusive des Kernlokalisationssignals und der
Transaktivierungsdomine. Hiufig ist bei der TEL-
AMLI1-positiven ALL das 2. TEL-Allel inaktiviert,
z.B. durch Deletion und, analog zur t(8;21)-Trans-
lokation der AML, ist die TEL-AML1-Translokation
mit einer besseren Prognose assoziiert. Eine 4. chro-
mosomale Verdnderung, inv(16), wird bei der AML
des M4Eo-Subtyps der FAB-Klassifikation gefun-
den. Sie betrifft das AML1-Gen indirekt, indem sie
CBFf, den heterologen Dimerisierungspartner von
AMLI1B, mit dem Myosinschwerkettengen der glat-
ten Muskulatur (MYH11/SMMHC) fusioniert (Gui-
dez u. Zelent 2001).

Wie CBFS-SMMHC zur Leukdmogenese bei-
trédgt, ist noch unklar. Allerdings hemmt dieses Fu-
sionsgenprodukt die Induktion von p53 nach
strahlen- bzw. chemotherapieinduzierter DNA-
Schidigung, wihrend die Apoptoseinduktion
durch Wachstumsfaktorentzug nicht beeinflusst
wird (Britos-Bray et al. 1998). Die Expression von
Bcl-2, Bcl-xL und Bax wird durch CBFfS-SMMHC
nicht verdndert. Die attenuierte p53-Induktion
konnte somit an der Leukdmogenese und der The-
rapieresistenz dieses Leukdmietyps beteiligt sein.

CCAAT-Enhancer-binding-Protein (C/EBP) ist
ein gewebespezifischer Transkriptionsfaktor fiir
proliferierende myelomonozytdre Zellen, aber auch
fiir Leberzellen und differenzierende Adipozyten.
Wiéhrend der Myelopoese ist die Expression von
C/EBP zeitlich voriibergehend in myelomonozyti-
ren Vorldufern nachweisbar, verschwindet aber
wihrend der granulozytiren Differenzierung.
C/EBP vermittelt eine Aktivierung zellspezifischer
Promotoren, wie z.B. von Zytokinrezeptoren, ins-
besondere der Rezeptoren fiir GM-CSF, G-CSF und
M-CSE, und vermag hierdurch Uberlebenssignale
zu vermitteln. C/EBP kooperiert hierbei mit ande-



ren myeloischen Transkriptionsfaktoren, ein-
schliefflich AML1B und PU.1, bei der Expression
von Genen, die spezifisch fiir die myeloischen Zell-
reihen sind (Nagamura-Inoue et al. 2001).

2.2.4.4 PML-Fusionsgene

Fusionsgenprodukte des PML (Promyelozytenleuka-
mie)-Gens werden bei der akuten Promyeolozyten-
leukdmie (APL) gefunden (Pandolfi 2001). PML ist
nicht nur an der Leukdmogenese beteiligt, sondern
auch an der Regulation von Apoptose. PML erhoht
die Apoptoseinduktion durch Interferone und Zyto-
statika. Das PML-Gen ist typischerweise in diskre-
ten, fleckigen Arealen des Kerns lokalisiert, die als
Kernkorper (nuclear bodies, NB) oder PML-onko-
gene Doménen (POD) bezeichnet werden. Bei der
APL werden das PML- oder das PLZF-Gen, das
ebenfalls in den POD nachgewiesen werden kann,
mit dem RARA-Gen fusioniert, das den Retinolsidu-
rerezeptor a kodiert. PML-RARa hemmt die Apop-
tose von hdmatopoetischen Zellen und wird auch
auflerhalb der POD gefunden. Untersuchungen in
PML-Knockout-Mdusen zeigten, dass das PML-Gen
die Sensitivitit fiir eine Reihe von Apoptosestimuli,
wie z.B. Interferone und DNA-Schidigung, modu-
liert (Wang et al. 1998). Umgekehrt induziert die
Uberexpression von PML demzufolge Apoptose,
was auf die Rolle von PML als Apoptosekontrollgen
hindeutet, wobei p53 an der Apoptoseinduktion
durch PML beteiligt zu sein scheint (Guo et al.
2000). PML-RARa kann mit PML heterodimerisie-
ren und PML hierdurch sequestrieren. Es wird da-
her vermutet, dass PML-RARa die Wachstumshem-
mung durch PML antagonisiert und, durch Stabili-
sierung des Komplexes mit der Histonacetyltrans-
ferase, regulatorische Gene inaktiviert.

2 in der klinischen Behandlung der APL erfolg-
reiche Substanzen, Retinolsiure und Arsentrioxid,
stellen das normale Muster der PML-Expression in
den POD wieder her und induzieren, moglicher-
weise tiber den verstirkten Abbau von PML-Fusi-
onsproteinen, Apoptose in den APL-Zellen (Zhang
et al. 2001).

Arsentrioxid vermittelt auch eine Relokalisation
von PML in die POD (Zhu et al. 1997). Demzufol-
ge konnte die Lokalisation von PML in den POD
fiir die Aktivierung von Zelltodprogrammen von
Bedeutung sein. Ein weiteres Protein, das in den
POD lokalisiert ist, ist das DAXX-Protein, das ur-
spriinglich als CD95/Fas-assoziiertes zytoplasmati-
sches Adapterprotein identifiziert wurde. Obwohl
neuere Daten nicht mehr fiir eine Rolle von DAXX

2.2 Zellzyklus und Apoptose

als Mediator der Death-Rezeptor-vermittelten
Apoptose sprechen, konnte DAXX dennoch an der
PML- und arseninduzierten Apoptose beteiligt sein
(Zhong et al. 2000).

2.2.4.5 NFxB-Signalweg, Uberlebenssignale
und Bcl-10

NFxB wurde erstmals in B-Lymphozyten beschrie-
ben, was auch die Namensgebung erkldrt: nukled-
rer Faktor der die Expression der k-Leichtkette
von Immunglobulinen in B-Lymphozyten vermit-
telt. NFxkB und die Untereinheiten dieses dimeren

MAP-Kinase- z.B. TNF-Rezeptor,

Kaskade ‘ CD40, CD30, etc.
\ l TRAF-Komplex

L 4
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DNA-Bindung, Transkription

N

z.B. Bel-x, Bel-2, A1, IAP z.B. Cyclin D1, c-MYC
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Abb. 2.2.27. Regulation von Proliferation und Apoptose
durch NFxB. NFxB-Aktivierung wird nach einer Vielzahl
von Stimuli, z.B. Aktivierung der MAP-Kinase-Kaskade und
Rezeptoraktivierung (z.B. TNF, CD30, CD40 usw.) beobach-
tet. Uber Adapterproteine bzw. direkte Phosphorylierung
wird die NIK-Kinase aktiviert, die dann wiederum die IxB-
Kinase (3 Untereinheiten IxBa, 5, y) phosphoryliert und ak-
tiviert. Phosphoryliertes IxB ist funktionell inaktiviert und
wird rasch iiber das Proteasom abgebaut. Hierdurch werden
Untereinheiten von NFxkB wie z.B. das p50-Protein aus der
Bindung an IxB befreit und konnen mit anderen Unterein-
heiten dimerisieren. Diese Homo- und Heterodimere aus
Mitgliedern der rel-Familie konnen dann in den Kern trans-
portiert werden und dort an ihre Erkennungs-DNA-Sequen-
zen binden. NFkB-Transkriptionsfaktoren induzieren u.a.
die Expression von Zelltod hemmenden und proliferati-
onsfordernden Genen, sind jedoch auch an einer Vielzahl
weiterer Vorgiange beteiligt, wie z.B. der Expression inflam-
matorischer Zytokine bei Entziindungsreaktionen usw.
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Transkriptionsfaktors gehoren zur rel-Gen-Familie.
B-Zellen sind neben dendritischen Zellen einige
der wenigen bekannten normalen Zellen, die NFxB
konstitutiv als biologisch aktiven Transkriptions-
faktor exprimieren. In nahezu allen anderen Zell-
typen wird NFxB nur bei Bedarf aktiviert (Abb.
2.2.27). Die Aktivitit von NFxB ist induzierbar
und spielt bei der Aktivierung von Abwehrreaktio-
nen und Entziindungsreaktionen eine zentrale Rol-
le. Weiterhin reguliert NFxB proliferationsaktivie-
rende Gene wie c-myc und Cyclin D1 (Karin u.
Delhase 2000), vermittelt aber auch eine Apoptose
hemmende Funktion, die erst in den letzten Jahren
in das Zentrum des wissenschaftlichen Interesses
riickte: Hohe Aktivitdt von NFxB schiitzt Zellen
vor Apoptoseinduktion durch verschiedenste Sti-
muli wie DNA-Schddigung, Wachstumsfaktorent-
zug oder auch Signale iiber Death-Rezeptoren
(Perkins 2000). Die Aktivierung von NFxB wird
durch verschiedene Signaltransduktionskaskaden
vermittelt, die IxB(Inhibitor von NFxB)-Kinasen
aktivieren, und zwar IKKa, IKKf und IKKy, die ei-
nen aktiven Komplex bilden (Karin 1999). Dieser
IKK-Komplex phosphoryliert den zentralen Schal-
ter, der NFxB reguliert: IxB. Die Mitglieder der
IxB-Familie (IxBa und IxBf) regulieren streng die
Aktivitit von NFxB, da die Deregulation der
NFxB-Signalwege fatale Folgen haben kann. Zellen,
die eigentlich iiber Apoptose sterben miissten,
wiirden tiberleben, oder es kdme zur deregulierten
Produktion inflammatorischer Zytokine. Die Phos-
phorylierung von IxB fiihrt zur Ubiquitinylierung
des Proteins und zum raschen Abbau tiiber das
Proteasom. Dies fithrt zur Freisetzung von NFxB
aus der inaktiven, an IxB gebundenen Form und
zur Translokation des aktiven heterodimeren Tran-
skriptionsfaktors aus dem Zytoplasma in den Zell-
kern.

Die IKK-Kinasen werden ebenfalls tiber Phos-
phorylierung reguliert, und zwar durch Mitglieder
der MAPKKK-Familie (mitogenaktivierte Protein-
kinase-Kinase-Kinase) wie NIK (NFxB induzieren-
de Kinase) und MEKKI1. Analog zu anderen Tran-
skriptionsfaktoren wie z.B. AP-1 (FOS/JUN), E2F
(E2F/Dp1) und MYC (MYC/Max), setzt sich NFxB
aus 2 Untereinheiten zusammen, deren Kombina-
tionen zu unterschiedlichen Affinititen von Bin-
dungssequenzen in Promotoren der NFxB Zielgene
fithrt. Dies konnte erkldren, warum ein Transkrip-
tionsfaktor eine derartige Vielfalt verschiedener
biologischer Wirkungen entfalten kann. Diese Un-
tereinheiten bilden die rel-Gen-Familie.

Mittlerweile konnte in vielen Tumorarten eine
Aktivierung des NFxB-Signalwegs nachgewiesen

werden, der an der Therapieresistenz gegen Zyto-
statika oder Bestrahlung beteiligt zu sein scheint
(Rayet u. Gelinas 1999). In einigen Tumoren wie
dem Morbus Hodgkin spielt die deregulierte Akti-
vierung von NFxB mit hoher Wahrscheinlichkeit
sogar eine auslosende, pathogenetische Rolle
(Krappmann et al. 1999). Die Ursachen der NFxB-
Deregulation sind in den meisten Fillen ungeklart.
In einigen Tumoren finden sich aber inaktivieren-
de Mutationen des IxB-Inhibitors oder aktivieren-
de Mutationen vorgeschalteter Aktivatoren, wie der
IxB-Kinase-Komponenten (Rayet u. Gelinas 1999).

Die Moglichkeit, diesen Signalweg therapeutisch
zu beeinflussen, ist in das Zentrum des Interesses
gertickt: Glukokortikoide und Azetylsalizylsdure
konnen Entziindungsreaktionen hemmen, indem
sie diesen Signalweg inhibieren (Yamamoto u.
Gaynor 2001). Die Einfithrung einer IxB-Mutante,
die nicht mehr phosphoryliert werden kann und
hierdurch dominant-negativ den Signalweg und
die NFxB-Aktivierung blockiert (oft als NFxB-Su-
perrepressor bezeichnet) hemmt Uberlebenssignale
in Tumorzellen und erhoht drastisch die Empfind-
lichkeit fiir zytotoxische, apoptoseaktivierende Be-
handlungen. In malignen B-Zellen geniigt in vielen
Modellen allein die Hemmung von NFxB, um
Apoptose auszuldsen.

Die Mechanismen der Apoptosehemmung durch
NFxB sind ebenso vielfdltig wie die Zielgene dieses
pleiotropen Transkriptionsfaktors. Hierzu gehoren
Zytokine und Wachstumsfaktoren, die iber auto-
oder parakrine Schleifen den Zelltod in Tumorzel-
len hemmen konnen (IL-2, IL-6, IL-8, G- und GM-
CSF). Andere Gene, die direkt Apoptosesignalwege
hemmen koénnen, sind die bcl-2-Homologe bcl-x,
Al (Bfl-1) und Mitglieder der IAP-Genfamilie (v.a.
cIAP-1 und -2, jedoch nicht XIAP). Kiirzlich wur-
de auch berichtet, dass Akt/PKB iiber Aktivierung
von IKK (und den resultierenden Abbau von IxB)
NFxB aktivieren kann (Madrid et al. 2000). Dies
wiére ein weiterer moglicher Mechanismus, iiber
den der PI3- und Akt/PKB-Kinase-Signalweg Zell-
tod, z.B. durch Chemotherapie oder Bestrahlung,
in Tumorzellen hemmen kann.

NFxB kann jedoch auch proapoptotisch wirken,
z.B. verstirkt es in Tumorlinienmodellen Apoptose
nach Serumentzug. Weiterhin kann NFxB den
CD95/Fas-Liganden (Kuhnel et al. 2000) sowie die
Zellzyklusregulatoren p53 und c-myc (die beide
proapoptotisch wirken konnen) induzieren (Lee et
al. 1995; Ryan et al. 2000).

NFxB ist auch aufgrund seines Bezugs zum Bcl-
10-Protein und dessen Rolle bei MALT-Lymphomen
(MALT, mucosa associated lymphoid tissue) von In-



teresse. Bcl-10 ist ein Protein mit CARD-Domaine,
das also mit anderen CARD-Proteinen, wie einigen
Caspasen, interagieren kann. MALT-Lymphome
mit t(1;14)(p22;q32)-Translokation tragen einen
Bruchpunkt oberhalb des bcl-10-Gens, der das kom-
plette bcl-10-Gen unter die Kontrolle des Ig-Schwer-
kettenenhancers bringt. Infolge dieser genetischen
Verdnderung {iberexprimieren diese MALT-Lym-
phome bcl-10. Einige Tumoren zeigten weiterhin
verschiedene Mutationen, die zur Trunkierung des
Proteins in oder kurz nach der CARD-Domine
fiilhren. Uber die CARD-Domine kann Bcl-10 mit
TRAF-Faktoren interagieren und dadurch mit der
TNEF-Rezeptor-Signaltransduktion interagieren. Die
trunkierten Bcl-10-Proteine vermdgen dies auch,
und fiir diese Mutanten wurde eine transformieren-
de Wirkung in Rattenfibroblasten gezeigt. Weiterhin
kann Bcl-10 tiber die CARD-Doméne mit der Pro-
caspase-9 interagieren (Abb. 2.2.21). Fiir andere
CARD-Proteine wurde eine dominant-negative,
hemmende Wirkung auf das mitochondriale Apop-
tosom beschrieben, sodass Bcl-10 und die Bcl-
10-Mutanten wahrscheinlich auch mit diesem Apop-
tosesignalweg interferieren.

2.2.4.6 Caspasen, Inhibitorproteine
und API2/MALT1

Die IAP-Familie (IAP: inhibitor of apoptosis pro-
teins) (Ekert et al. 1999; Clem 2001) entfaltet ihre
Wirkung auf mehreren Ebenen: cIAPI, cIAP2,

Abb. 2.2.28a,b. IAP-Proteine und Apoptose. IAP-
Proteine (XIAP, cIAP1, cIAP2, Survivin) hemmen
Apoptose iiber verschiedene Mechanismen. Durch
IAP konnen sowohl rezeptor- als auch mitochon-
drienvermittelte Apoptosewege gehemmt werden.
a Aktivierung des NFxB-Signalwegs iiber Interakti-
on mit dem TRAF-Signaltransduktionskomplex und
Hemmung der Aktivierung spezifischer Effektor-
und Initiatorcaspasen. cIAP2 kann bei MALT-Lym-
phomen als Fusionsprotein mit MALT1 tiberexpri-
miert werden und die Apoptosebereitschaft der
B-Lymphomzellen hemmen. b Die Hemmung von
Caspaseaktivierung wird iiber die BIR-Dominen
vermittelt. BIR baculoviral internal repeat

2.2 Zellzyklus und Apoptose

XIAP, NAIP und Survivin kénnen die Aktivitit
verschiedener Effektorcaspasen hemmen. Dieser
Effekt wird iiber die BIR-Dominen (baculovirus
internal repeats) vermittelt. cIAP1 und cIAP2
verfiigen weiterhin {iber eine Ringfingerdomine,
tiber die sie mit dem TRAF-Signalkomplex von
TNF-Rezeptoren und deren Homologen interagie-
ren konnen (Abb. 2.2.28). Hierdurch wird die
NFxB-Aktivierung durch diese IAP vermittelt. Das
cIAP2-Gen kann durch t(11;18)-Translokation in
MALT-Lymphomen mit dem MALT1-Gen-Locus
fusioniert und dereguliert exprimiert werden
(Dierlamm et al. 1999). Es kénnte somit an der Pa-
thogenese der Erkrankung beteiligt sein. Neben
der t(1;14)-Translokation ist dies die 2. gehiduft
nachweisbare chromosomale Translokation in
MALT-Lymphomen. Wihrend die t(1;14)-Trans-
lokation das komplette bcl-10-Gen unter die Kon-
trolle des Immunglobulinschwerkettenenhancers
bringt und hierdurch tiberexprimiert (Willis et al.
1999), fithrt die t(11;18)-Translokation zur Bildung
eines Fusionsgenprodukts, API2-MALT1. Kiirzlich
wurde gezeigt, dass Bcl-10 und MALT1 einen
Komplex bilden, der NFxB-Aktivierung auslost
(Lucas et al. 2001). Gezeigt wurde, dass Bcl-10 die
Oligomerisierung und Aktivierung der caspase-
dhnlichen Domine in MALT1 aktiviert. Dies fiihrt
zur Aktivierung des IKK-Komplexes, der dann
wiederum die NFxB-Aktivierung vermittelt. Bcl-10
und MALT1 wirken also im gleichen Signalweg,
und beide Translokationen fithren zu einer deregu-
lierten = NFxB-Aktivierung. Fiir die API2-
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MALT1-Translokation konnte mittlerweile auch ei-
ne Bedeutung fiir das Therapieansprechen von Pa-
tienten mit MALT-Lymphom gezeigt werden. Die
Mehrzahl der Patienten in frithen Stadien zeigt ei-
ne Regredienz des Lymphoms, teils bis zur kom-
pletten Remission, nach Eradikation von Helico-
bacter pylori durch Antibiotikabehandlung, also
nach Wegfall des antigenen Stimulus fiir die Lym-
phomzellen. 20-30% der MALT-Lymphome zeigen
jedoch keine derartige Regredienz und sind refrak-
tar fiir die Helicobacter-pylori-Eradikationsbehand-
lung (Liu et al. 2001). In der Mehrzahl dieser era-
dikationsresistenten MALT-Lymphome wurde die
t(11;18, q21;q21)-Translokation = nachgewiesen.
Wabhrscheinlich ist also die Deregulation des anti-
apoptotisch wirkenden NFxB-Signalwegs ursich-
lich an der Therapieresistenz beteiligt.

Das IAP-Homolog Survivin (Clem 2001) wiede-
rum wird wihrend verschiedener Phasen des Zell-
zyklus (S, G,, M) verstirkt exprimiert und intera-
giert mit dem Kinetochor. Ob dies mit einer anti-
apoptotischen Funktion von Survivin korreliert
oder ob es sich hier um einen regulativen Einfluss
auf die Zellproliferation handelt, ist noch weit-
gehend unklar. Zwar wurde in einigen Veroffentli-
chungen eine Hemmung von Apoptose und Caspa-
seaktivierung gezeigt, neuere Daten weisen jedoch
eher auf eine Zellzyklus regulierende Funktion von
Survivin hin, da Survivin mit dem Zentromerpro-
tein CEN/P interagiert und im Zellzyklus mit Cyc-
lin Bl koexprimiert wird (Li et al. 1999). Eine
erh6hte Survivinexpression korreliert mit einer
schlechteren Prognose von Tumorerkrankungen,
u.a. der AML. Fiir andere hdamatologische Neopla-
sien konnte ein solcher Einfluss noch nicht doku-
mentiert werden. Da die Survivinexpression auch
iiber Promotormethylierung reguliert wird, konnte
dies die hohere Expression bei dedifferenzierteren,
aggressiveren, schneller proliferierenden Maligno-
men erklidren. Nach wie vor ist aber unklar, ob es
sich bei Survivin um einen unabhéngigen negati-
ven prognostischen Faktor handelt.

2.2.5 Erkrankung mit gesteigerter Apoptose
2.2.5.1 DNA-Reparaturdefektsyndrome

DNA-Reparaturdefektsyndrome sind Paradebei-
spiele fiir Erkrankungen mit erhohter Apoptosera-
te, die aber dennoch genetisch zu malignen Tumo-
ren disponieren (Zhou u. Elledge 2000). Infolge
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Abb. 2.2.29. Genetische Instabilitdt, erhohte Apoptoserate
und Tumorgenese. Schematische Darstellung, wie genetische
Instabilitdt zu erhohter Proliferation, Apoptose und sekun-
ddren genetischen Schidden fiihrt, die maligne Entartung
begtinstigen

der genetischen Instabilitdt gehen nach DNA-Sché-
digung bzw. Zellnachbildung zur Gewebeerneue-
rung viele Tochterzellen iiber die Aktivierung von
Apoptosesignalen zugrunde. Um dennoch Gewebe-
homdostase zu erzielen, wird die Nachbildung der
untergegangenen Zellen stimuliert. Durch ver-
mehrte Zellteilung im betroffenen Gewebe versucht
der Organismus, den verstirkten Zelluntergang zu
kompensieren. Mutierte Zellen kénnen tiiberleben,
wenn sie keine letalen Schidden erlitten haben. Sol-
che Zellen vermogen weitere sekundére genetische
Schidden zu akkumulieren und tragen ein erhéhtes
Risiko, durch Inaktivierung von Zellzykluscheck-
punkten und Zelltodsignalwegen maligne zu ent-
arten (Abb. 2.2.29). Weiterhin kann dieser Mecha-
nismus, analog zum myelodysplastischen Syndrom
(s. Abschnitt 2.2.5.2 ,Myelodysplastisches Syn-
drom“), in der ungeniigenden Erneuerung von Ge-
weben resultieren, im Extremfall auch in vorzeiti-
ger Alterung, u.U. des gesamten Organismus, mit
resultierender Progerie wie beim Werner- oder
dem Bloom-Syndrom, bei denen die Aktivitit der
ReQ-Helikasen WRN bzw. BLM gestort ist (Dyer
u. Sinclair 1998; Frei u. Gasser 2000). Weitere Bei-
spiele fiir gestorte DNA-Reparatur, erhéhte Apop-
toserate und genetische Veranlagung zur Tumor-
entwicklung sind: Fanconi-Andmie, Xeroderma
pigmentosum, Ataxia teleangiectatica, Nijmegen-
breakage-Syndrom, aber auch Mismatch-Repara-
tursyndrome (Hoeijmakers 2001).



2.2,5.2 Myelodysplastisches Syndrom

Im Gegensatz zur Storung von Zelltodsignalwegen,
wie sie bei der Entstehung von Leukdmien be-
obachtet wird, ist das myelodysplastische Syndrom
(MDS) durch einen initialen Uberschuss von
Apoptose in Vorlduferzellen im Knochenmark ge-
pragt (Abb. 2.2.30) (Parker u. Mufti 2001). MDS
ist keine einheitliche Erkrankung, ist aber durch
Zytopenie der roten, der myelogranulozytdren und
der thrombozytiren Zellelemente im peripheren
Blut gekennzeichnet. Gleichzeitig wird im Kno-
chenmark eine erhohte Zellzahl von Vorlduferzel-
len beobachtet, die aber durch eine erhéhte Apop-
toserate nicht ausreifen und auch nicht in die Peri-
pherie gelangen. Ein weiteres Merkmal dieser Er-
krankung ist die maligne Transformation in akute
myeloische Leukdmien, sodass es sich beim MDS
folglich um eine Pridkanzerose handelt. Eine er-
hohte Apoptoserate wird v.a. bei den frithen MDS-
Stadien beobachtet (Abb. 2.2.30):

refraktire Andmie (RA),

RA mit Ringsideroblasten (RARS; erhohte Ei-

senablagerung infolge des gesteigerten Unter-

gangs roter Vorlduferzellen),

RA mit erhohter Blastenzahl (RAEB; RA mit

weniger als 10% Blasten).

Eine Reihe von Berichten beschrieb eine erhéhte
Expression von proapoptotischen Faktoren wie
CD95/Fas-Ligand und -Rezeptor (Kitagawa et al.
1998), Wildtyp-p53 (Kurotaki et al. 2000) und
c-myc (Rajapaksa et al. 1996) in Knochenmarkzel-
len von Patienten mit MDS. Dies geht mit einer
erhhten Caspaseaktivitit und Zelltod einher. Die
hohe spontane Apoptoserate nimmt jedoch bei
»fortgeschrittenem® MDS-Stadium ab [RAEB in
Transformation (RAEB-t)]. Dem entspricht eine
Abnahme der proapoptotischen Faktoren und eine
zunehmende Expression von Bcl-2 (Abb. 2.2.30).
Eine erhohte Apoptoseresistenz spielt also wahr-
scheinlich bei der malignen Progression zur aku-
ten myeloischen Leukdmie eine entscheidende Rol-
le. Ein weiterer Schritt bei der MDS-Progression
zur AML ist die Verkiirzung der Telomere, die
wahrscheinlich an der Entstehung der genetischen
Instabilitdt beteiligt ist. Dies wird durch die Be-
obachtung unterstiitzt, dass die Telomerverkiir-
zung mit fortgeschrittenem MDS, zytogenetischen
Verdnderungen, erhohter Zahl von Blasten und
leukdmischer Transformation verbunden ist. Wei-
terhin wird im Rahmen der Progression zur AML
die Inaktivierung des CDKI p15™*" beobachtet,
zumeist durch verstirkte Methylierung des Pro-
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Abb. 2.2.30. Apoptose und myelodysplastisches Syndrom
(MDS). Das myelodysplastische Syndrom ist eine Prikanze-
rose, die durch Stérung von Zelltodsignalwegen in einem
hyperplastischen Knochenmark gekennzeichnet ist. Das
MDS ist durch Reifungsstérung von Knochenmarkzellen mit
stark erhShter Apoptoserate bei gleichzeitig gesteigerter Pro-
liferation der Vorlduferzellen gekennzeichnet. Dies erkldrt
die periphere Zytopenie (Andmie, Leuko- und Thrombozy-
topenie) bei gleichzeitig hyperproliferativem Knochenmark.
Wéhrend der malignen Progression zur manifesten akuten
myeloischen Leukdmie werden multiple Apoptosekontroll-
mechanismen und Zellzykluscheckpunkte inaktiviert. Es
kommt zur Herunterregulation von CD95/Fas, c-myc, Hoch-
regulation von Wildtyp-p53 und Verlust von negativen Zell-
zyklusregulatoren, wie z.B. dem CDKI pI 5INKIE sowie zu Te-
lomerverkiirzung und zunehmender genetischer Instabilitét

motors und nicht durch Deletion der entsprechen-
den chromosomalen Region (Teofili et al. 2001).
Die Inaktivierung von p53 durch Mutation ist da-
gegen, wie bei der primdren AML auch, ein selte-
nes Ereignis. Die Inaktivierung von vor- und
nachgeschalteten Effektoren wie p14*%F, p16™**
bzw. Bax tridgt ebenso zur Krankheitspathogenese
und zur schlechten Prognose bei.

Diese sekundéren, aus einem MDS hervorgegan-
genen AML-Formen zeichnen sich zudem durch
komplexe chromosomale Aberrationen aus, die sie
von der primdren AML unterscheiden. Da dieser
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AML-Form primér ein MDS vorausgeht, wurde der
Begriff der sekunddren AML geprégt. Patienten
mit sekunddrer AML zeigen, wahrscheinlich infol-
ge der komplexen genetischen Verdnderungen und
der hieraus resultierenden Apoptoseresistenz, ein
extrem schlechtes Therapieansprechen und eine
entsprechend schlechte klinische Prognose.

2.2.5.3 Virale und bakterielle Infektionen,
Toxine und Entziindung

Neben MDS und DNA-Reparaturdefektsyndromen
ist eine Vielzahl weiterer Erkrankungen durch
erh6hte  Apoptosebereitschaft  gekennzeichnet.
Hierzu zéhlen auch Erkrankungen infolge bakte-
rieller und viraler Infektionen.

Ein Paradebeispiel hierfiir ist das humane Im-
mundefizienzvirus (HIV), das T-Zellen sowohl
iiber das Tat- als auch das gp120-Protein fiir phy-
siologische Apoptosestimuli sensibilisiert (West-
endorp et al. 1995). Vergleichbare Effekte wurden
auch fiir das HTLV-1-Virus-Tax-Protein beschrie-
ben, das ursdchlich an der malignen Transformati-
on von T-Zellen und der Entstehung von adulten
T-Zell-Leukdmien in Endemiegebieten des HTLV-
1-Virus, wie z.B. Jamaika und Japan, beteiligt ist.
Neben seiner deregulierenden Funktion auf z.B.
den NFxB-Signalweg, sensibilisiert Tax, wie auch
HIV-Tat, T-Lymphozyten fiir den aktivierungs-
induzierten Zelltod (activation-induced cell death,
AICD) (Chlichlia et al. 1995). Ob dies fiir die
Krankheitspathogenese oder das Therapieanspre-
chen relevant ist, ist allerdings noch unklar. Neben
HIV und HTLV-1 beeinflusst eine Vielzahl weiterer
Viren spezifische Zelltodsignalwege, um durch
Hemmung von Apoptosesignalen die Virusreplika-
tion zu erleichtern (s. Abschnitt 2.2.3.6 ,Stérung
von Zelltod- und Uberlebenssignalen in Tumoren®
Unterabschnitt ,Virale Zellzyklusaktivatoren und
Apoptosehemmer in Tumoren®).

Bakterielle Infektionen dagegen aktivieren
Apoptosesignale hiufig iiber bakterielle Toxine,
die zum Gewebeuntergang und einer besseren
Ausbreitung der Erreger im Gewebe fithren. Durch
diese Mechanismen und Entziindungsreaktionen,
v.a. bei chronischen Infektionen und dem resultie-
renden Zelluntergang, kommt es, analog zur Situa-
tion bei den DNA-Reparaturdefektsyndromen, zur
gesteigerten, anhaltenden Zellnachbildung und ei-
nem erhohten Entartungsrisiko. Chronische Infek-
tionen der Magenschleimhaut mit Helicobacter py-
lori und die resultierende Entziindungsreaktion
mit anhaltender antigener Stimulation begiinstigen

tiber diesen Weg die Entwicklung von MALT (mu-
cosa associated lymphoid tissue)-B-Zell-Lympho-
men (Isaacson 1999). In frithen Stadien kann diese
lymphoproliferative Erkrankung durch Eradikation
der Infektion und Elimination des antigenen Sti-
mulus mittels Antibiotika geheilt werden. Ist es
durch Fortschreiten der Erkrankung zur Akkumu-
lation sekundidrer genetischer Schdden, wie z.B.
der API2-MLT-Translokation und zur Krankheits-
progression gekommen, geniigt der Entzug des
Proliferationsstimulus nicht mehr, um die Erkran-
kung zu kontrollieren.

2.2.6 Therapieinduzierte Apoptose,
Therapieresistenz von Tumorzellen
und neue Therapieansitze

Nahezu alle nicht chirurgischen Tumortherapien
basieren auf dem Prinzip, Zellzyklusarrest, Senes-
zenz und Apoptose in Tumorzellen auszuldsen.
Hieraus wird verstdndlich, dass die Inaktivierung
zentraler Regulatoren dieser Signalwege mit Thera-
pieresistenz verbunden ist. Jeder der erwidhnten
Signalwege kann zur Resistenzentstehung beitra-
gen, und die Defekte konnen auf jeder Ebene der
Signalwege auftreten (Daniel et al. 2002).

Von besonderer Bedeutung fiir Therapieresis-
tenz sind nach heutigem Erkenntnisstand die fol-
genden Punkte:

1. Storung von Zelltodsignalwegen

Diese koénnen durch den Funktionsverlust Zell-

tod fordernder Gene oder die Uberaktivitit

Zelltod hemmender Signale entstehen.

2. Uberaktivitit von DNA-Reparaturmechanismen

. verstirkte Entgiftung zytotoxischer Substanzen,
z.B. durch Uberexpression von entgiftenden
Pumpenproteinen und metabolischer Entgif-
tungsstoffwechselwege wie z.B. Glutathionkon-
jugation.

w

Die Wertigkeit der einzelnen Signaldefekte ist der-
zeit Gegenstand intensiver Diskussionen.

Wie eine Vielzahl zellbiologischer Untersuchun-
gen in vitro und im Tiermodell zeigte, ist die De-
regulation von Todesrezeptoren und deren Ligan-
den allerdings kein wesentlicher Faktor beim zyto-
statikainduzierten Zelltod und der Entstehung von
Therapieresistenz. So sterben Zellen, in denen
rezeptorvermittelte Apoptosesignale mit Hilfe do-
minant-negativer Signalproteine blockiert wurden
(z.B. dominant-negativem FADD), nach Gabe ver-



schiedenster Zytostatika oder Bestrahlung in ver-
gleichbarem Ausmaf} wie Wildtypzellen (Wieder et
al. 2001).

Von zentraler Bedeutung fiir die Entstehung von
Therapieresistenz ist aber die Inaktivierung des
p53-Signalwegs und der vor- und nachgeschalteten
Regulatoren, also insbesondere von DNA-Repara-
tur, Zellzykluscheckpunktregulatoren und der
nachgeschalteten Apoptosesignalkaskaden (Schmitt
et al. 1999; Sturm et al. 1999, 2001; Gronbaek et al.
2000; Prokop et al. 2000; Sherr u. Weber 2000; Bo-
sanquet et al. 2002; Daniel et al. 2002; Radetzki et
al. 2002).

Ziel gegenwidrtiger neuer Therapieansdtze ist
daher, diese Resistenzmechanismen gezielt zu
durchbrechen bzw. zu umgehen. Die genaue
Kenntnis der molekularen Grundlagen liefert hier-
zu neue, Erfolg versprechende Ansitze. In einigen
dieser Situationen haben solche Erkenntnisse zur
Entwicklung bereits klinisch erfolgreicher, spezi-
fischer Strategien gefiihrt, um den resistenten Pha-
notyp aufzuheben oder zu umgehen.

Einer der am intensivsten untersuchten Ansitze
ist die Hemmung des ATP-abhidngigen ABC-Trans-
porters P-Glykoprotein (Mdr-1), einer der oben ge-
nannten entgiftenden Pumpen, die Zytostatika aus
normalen und malignen Zellen entfernen und
hierdurch entgiften. Da Tumorzellen hiufig solche
Pumpenproteine iiberexprimieren, kann in einzel-
nen Modellsystemen in vitro und im Tiermodell
Zytostatikaresistenz ~ durch ~ pharmakologische
Hemmung der Mdr-1 oder anderer ABC-Transpor-
ter-Pumpen erfolgreich durchbrochen werden (Tan
et al. 2000). Die mit Hemmern dieser Pumpe
durchgefithrten klinischen Studien sind jedoch
erniichternd: Da Mdr-1 auch auf normalen hdma-
topoetischen Zellen exprimiert ist, wird auch eine
Verstirkung der Toxizitdt fiir normale Gewebe,
u.a. der Hamatopoese, beobachtet.

Ein besonders gutes Beispiel fiir den Erfolg ei-
ner solchen gezielten molekularen Behandlungs-
strategie ist aber die Hemmung der Abl-Kinase
durch den Tyrosinkinaseinhibitor STI-571 (Imati-
nib) im Fall der chronischen myeloischen Leuka-
mie (CML) und der bcr-abl-positiven akuten lym-
phatischen Leukidmie (ALL) (Mauro u. Druker
2001). Hierdurch werden Proliferations- und Uber-
lebenssignale, z.B. iiber den RAS-Signalweg und
die Akt-Kinase (s. oben), spezifisch abgeschaltet
(Fang et al. 2000). Die malignen Zellen werden im
Wachstum gebremst, sterben spontan oder werden
fiir weitere zytotoxische Therapien empfindlicher.
Ahnliche Effekte konnten mittlerweile auch fiir
Hemmer des RAS-Signalwegs wie z.B. Farnesyl-

2.2 Zellzyklus und Apoptose

transferaseinhibitoren gezeigt werden (Beaupre u.
Kurzrock 1999). Allerdings sind auch beim Einsatz
dieser Substanzen Resistenzentwicklungen be-
obachtet worden.

Andere Ansitze zielen darauf, Signaldefekte in
Tumoren, z.B. bei der Zellzyklusregulation, spezi-
fisch zu attackieren und hierdurch normale Zellen
vor zytotoxischen Nebenwirkungen zu schiitzen.
Ein Beispiel hierfiir ist der Einsatz von Hemmern
der cyclinabhidngigen Kinasen, z.B. durch den Ki-
naseinhibitor Flavopiridol. Diese Substanz lost
Zellzyklusarrest aus und kann, wie auch STI-571,
tumorspezifisch Apoptose auslosen (Senderowicz
2000).

Andere Strategien zielen auf die Entwicklung
niedermolekularer pharmakologischer Substanzen,
die mit Zelltodsignalwegen interagieren, z.B. mu-
tiertes und hierdurch missgefaltetes p53-Protein in
eine funktionelle Form zuriickfalten (Foster et al.
1999) oder die Hemmung von p53 durch MDM2
durch Blockade der Bindungstaschen aufheben.

Wieder andere Strategien ziehen auf die Inakti-
vierung von bcl-2, z.B. durch Antisenseoligo-
nukleotide, die aktuell bereits in klinischen Studi-
en evaluiert werden, z.B. bei B-Zell-Lymphomen
und dem malignen Melanom (Klasa et al. 2001).

Weitere Therapieansidtze wiederum zielen auf
die direkte Aktivierung des mitochondrialen
Apoptosoms, z.B. durch Substanzen, die an den
peripheren Benzodiazepinrezeptor binden und mi-
tochondriale Permeabilititssteigerung auslésen
(Maaser et al. 2001), oder Peptide mit Sequenzho-
mologie zur BH3-Domine bzw. niedermolekulare
Substanzen, um hierdurch Bax und seine Homolo-
gen aus der Bindung an Bcl-2/Bcl-xL zu befreien
(Polster et al. 2001).

Vergleichbare Ziele werden auch durch genthe-
rapeutische Ansdtze verfolgt, in denen Apoptose
fordernde, wie die proapoptotischen Bcl-2-Homo-
logen Bax, Bak und Bik/Nbk (Radetzki et al. 2002),
Procaspase-3 (Friedrich et al. 2001) und Zellzyklus
hemmende Gene, wie p16, p53 (Daniel et al. 2002),
oder p14ARF (Hemmati et al. 2002) mit Hilfe vira-
ler Gentherapievektoren in Tumorzellen einge-
schleust werden, um diese im Wachstum zu hem-
men bzw. in die Apoptose zu treiben.

Einige dieser Therapiestrategien zeigen bereits
Wirksamkeit in klinischen Phase-I/II-Studien, und
es darf mit Spannung erwartet werden, wann sich
dies in verbesserten Therapiemodalititen fiir Tu-
morpatienten im klinischen Alltag niederschlagen
wird.

Fiir die Entwicklung neuer, selektiver Therapie-
strategien von Tumoren ist das genaue Verstdndnis
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der regulatorischen Zusammenhidnge zwischen
Zellzyklus, Apoptose und DNA-Reparatur Grund-
voraussetzung. Durch die Entschliisselung des hu-
manen Genoms werden sich eine Vielzahl neuer
Zusammenhénge ergeben, die auf rascheren Fort-
schritt nicht nur im Verstdndnis der funktionellen
Zusammenhinge, sondern auch neuer, innovativer
Therapien hoffen lassen.

2.2.7 Ausblick

Der Wissensfortschritt der letzten Jahre hat erste
tief greifende Einblicke in die komplexen Regel-
werke geliefert, die Zellvermehrung, Zelliiberleben
und genetische Stabilitdt regulieren. Diese Er-
kenntnisse haben v.a. eines gelehrt: Die Zusam-
menhidnge sind ungeheuer komplex und werden
durch eine Vielzahl, in ihrer Funktion bislang nur
ansatzweise erkannter Faktoren reguliert. Durch
die Sequenzierung des humanen Genoms wird die
Komplexitdt durch die Identifikation weiterer Re-
gulatoren in der nédchsten Zukunft erst einmal wei-
ter erhoht.

Dennoch besteht Grund zum Optimismus: Erste
wichtige Regelwerke sind in ihren Grundziigen er-
kannt. Durch die Sequenzierung weiterer komplet-
ter Genome von z.B. Cenorhabditis elegans, Hefen
und anderen Organismen und deren funktionelle
Analyse in diesen Modellorganismen werden be-
reits bekannte und auch neue Zusammenhinge
und Mechanismen auf den Menschen leichter zu
tibertragen sein. Gerade die Erkenntnisse aus der
Hefegenetik haben wesentlich zum besseren Ver-
standnis der Zellzyklusregulation und DNA-Repa-
ratur humaner Zellen und deren Stérung in Tumo-
ren beigetragen.

Dies ist die Basis fiir einen vollig neuen For-
schungszweig: der vergleichenden und der funk-
tionellen Genomik, welche die nun geschitzten et-
wa 30000-40000 Gene des humanen Genoms in
das funktionelle Regelwerk der genannten und
auch neuer Signalwege bringen wird. Hierdurch
wird in den nidchsten Jahren ein dramatischer Er-
kenntnisgewinn einsetzen. Dieser Fortschritt wird
uns mit geeigneteren Behandlungsmethoden und
Therapiestrategien ausstatten, um gezielt die Sig-
naldefekte in malignen Tumoren beziiglich der
Zellzyklus- und Apoptoseregulation zur Therapie
dieser Erkrankungen zu nutzen.
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3.3.1 Einleitung

3.3.1.1 Definition und Pathogenese

Die akute myeloische Leukdmie (AML) ist eine
Gruppe von malignen Erkrankungen, die durch
das unkontrollierte Wachstum unreifer hamatolo-
gischer Vorlduferzellen (Blasten) bei gleichzeitiger
Stérung ihrer Differenzierungsfiahigkeit gekenn-
zeichnet sind. Die akuten myeloischen Leukdmien
entstehen in hdmatopoetischen Stamm- oder Vor-
lauferzellen durch genetische Verdnderungen, die
im Lauf des Lebens erworben werden. Einige weni-
ge Erkrankungen konnten auf duflere mutagene
Einfliisse wie Benzol, ionisierende Strahlung oder
Chemotherapeutika zuriickgefithrt werden (Rinsky
et al. 1987; Jablon u. Kato 1970). Bei der Mehrheit
der Patienten ldsst sich jedoch keine spezifische
kausale Exposition nachweisen. Eine Ausnahme
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stellt die Entwicklung einer AML nach Behandlung
mit Epipodophyllotoxinen dar. Der Zusammen-
hang zwischen Therapie und Erkrankung wurde
bei Kindern mit akuter lymphatischer Leukdmie
(ALL), die mit dem Chemotherapeutikum Etoposid
behandelt wurden und nach kurzer Zeit an einer
sekunddren AML erkrankten, eindeutig dokumen-
tiert (Pui et al. 1989). Bei diesen sekundiren Leu-
kdmien finden sich sehr hdufig genetische Verdn-
derungen der chromosomalen Bande 11q23, die
das MLL-Gen involvieren (Thirman et al. 1993).
Genetische Verdnderungen, die eine maligne
Transformation induzieren, konnen unterschiedli-
che Prozesse wie Zellproliferation, Zelltod (Apop-
tose) und Zelldifferenzierung betreffen. Die Uber-
expression von antiapoptotischen Proteinen wie
BCL-2 scheint bei der AML keine wesentliche Be-
deutung zu haben (Okuda et al. 1998, Klampfer et
al. 1996). Bei dieser Erkrankung fiihren v.a. Defek-
te in der Differenzierung und Reifung von mye-
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loischen Zellen zur malignen Transformation.
Durch den defekten Differenzierungs- und Rei-
fungsprozess finden sich bei der AML undifferen-
zierte oder wenig differenzierte Leukdmiezellen,
im Gegensatz zu den differenzierten myeloischen
Zellen bei der chronisch-myeloischen Leukdmie
(CML). Der exakte Mechanismus der Blockierung
der Differenzierung durch leukdmogene Proteine
ist noch nicht bekannt. In experimentellen Studien
konnte jedoch gezeigt werden, dass Fusionsprote-
ine, wie AML1-ETO, die durch Wachstumsfaktoren
induzierte Granulozytendifferenzierung in Zellkul-
turen blockieren kénnen (Westendorf et al. 1998).

Bei ungefihr 60% aller Erwachsenen mit prima-
rer oder de novo AML werden mittels zytogeneti-
scher Analysen verschiedene klonale numerische
und strukturelle Chromosomenaberrationen ge-
funden (Mrézek et al. 2001). Der leukdmische Ka-
ryotyp korreliert hdufig mit den klinischen Ergeb-
nissen, sodass der zytogenetische Befund ein
wichtiger unabhdngiger prognostischer Indikator
fiir das Erreichen einer kompletten Remission, die
Dauer der ersten kompletten Remission und die
Uberlebensdauer ist (Bloomfield et al. 1984). Die
molekulare Analyse der chromosomalen Bruch-
punkte von Translokationen, Inversionen und De-
letionen zeigte, dass die involvierten Gene hiufig
fiir wichtige Regulatoren der Transkription kodie-
ren (Look 1997). Diese Tatsache unterstiitzt die
Ansicht, dass die AML v.a. durch eine Dysregulati-
on der Transkription entsteht. Die durch die ge-
nomischen Rearrangements entstandenen chima-
ren Fusionsgene weisen nur selten eine Verschie-
bung des Leserasters auf und werden als chimire
Fusionsproteine exprimiert, die strukturelle und
funktionelle Domé&nen von beiden Wildtypprote-
inen beinhalten. Diese Fusionsproteine tragen
durch ihre verdnderte Funktion unmittelbar zur
Entstehung der AML bei.

3.3.1.2 Klassifikation und Prognose

Die Klassifikation der AML erfolgt derzeit nach
dem FAB (French-American-British)-System, das
hauptsdchlich auf der morphologischen Charakte-
risierung von Leukdmiezellen basiert. Da sich die
FAB-Subklassen fiir die Beurteilung der Prognose
und die Abschitzung des Therapieerfolgs als nicht
besonders niitzlich erwiesen haben, zieht man nun
auch zytogenetische und molekularbiologische
Verdnderungen fiir die Klassifikation der AML he-
ran. Es ist interessant, dass nur eine einzige FAB-
Subklasse, die akute Promyelozytenleukdmie (FAB

3.3 Akute myeloische Leukdmien

M3), auf molekularer Ebene einer einzelnen Entitit
entspricht, die durch einen genetischen Defekt [die
t(15;17) oder PML-RARA-Translokation] charakte-
risiert ist. Das Verstdndnis der molekularen Patho-
genese, wie auch die Klassifikation der AML nach
molekulargenetischen Kriterien, wurde in den ver-
gangenen Jahren durch Fortschritte bei der Ent-
wicklung zytogenetischer und molekulargeneti-
scher Techniken stark verbessert. Bei etwa 40%
der Patienten mit AML werden mittels zytogeneti-
scher Analysen jedoch nur sporadisch und nicht
klonal auftretende chromosomale Verdnderungen
oder iiberhaupt keine chromosomalen Anomalien
gefunden. Bei den Patienten mit normalem Karyo-
typ konnten in Zukunft neue Techniken mogli-
cherweise dazu beitragen, evtl. vorliegende krypti-
sche Verdnderungen zu identifizieren, die mit den
bisher verfiigharen Methoden nicht erfasst werden
konnen. In den letzten Jahren hat sich gezeigt,
dass die Mehrheit der molekulargenetisch definier-
ten Translokationen und Inversionen in eine limi-
tierte Anzahl an intrazelluliren Signalwegen ein-
miindet. Diese Beobachtung deutet an, dass indivi-
duellen AML-Féllen zwar unterschiedliche geneti-
sche Verdnderungen zugrunde liegen konnen, dass
jedoch nur eine begrenzte Anzahl von funktionel-
len Reaktionsabldufen initiiert wird. Eine neue
Klassifikation der AML aufgrund der betroffenen
funktionellen Reaktionspfade konnte dazu beitra-
gen, homogene Subklassen zu schaffen, die ein
vergleichbares Ansprechen auf Therapie zeigen
und eine bessere Beurteilung der Prognose erlau-
ben.

3.3.1.3 Therapieiiberwachung
und minimale Resterkrankung

Zum Zeitpunkt der Diagnose einer akuten Leuki-
mie besteht die Tumormasse aus ungefihr 10
Leukdmiezellen (Campana u. Coustan-Smith 1996;
Greaves 1997). Durch eine Chemotherapie kann ei-
ne komplette Remission erreicht werden, die als ei-
ne Reduktion der Leukdmiezellen auf weniger als
5% im Knochenmark definiert wird. Das bedeutet,
dass Patienten mit morphologischen Remissionen
noch bis zu 10'° Leukimiezellen in sich tragen
konnten (Abb. 3.3.1). Mit den bis vor kurzem
verfiigbaren Methoden war es nicht moglich, abzu-
kldren, ob Leukdmiezellen nach Konsolidierungs-
therapien komplett verschwinden oder ob sie auf
einem bestimmten Niveau stabil bleiben, bzw. ob
und wie die Leukdmiezellen im Verlauf der Er-
krankung unter dem Einfluss von verschiedenen
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Abb. 3.3.1. Detektion von minimaler Resterkrankung bei
leukdmischen Erkrankungen. Die geschidtzte leukdmische
Masse zum Zeitpunkt der Diagnosestellung, des Erreichens

Therapien und immunologischen Faktoren fluktu-
ieren. Durch Methoden, die eine sensitive Detekti-
on und Quantifizierung von leukdmischen Zellen
erlauben, kann eine Uberwachung des Krankheits-
verlaufs durchgefiihrt werden. Erste klinische Stu-
dien zeigen, dass die serielle Quantifizierung von
residuellen Leukdmiezellen die Unterscheidung
zwischen Patienten, die in kontinuierlicher kom-
pletter Remission bleiben werden, und Patienten,
die mit einer hohen Wahrscheinlichkeit rezidivie-
ren werden, ermdglichen wird.

Zur Erfassung von residuellen Leukdmiezellen
werden mehrere verschiedene Methoden meist in
Kombination angewendet. Diese Methoden bein-
halten die traditionelle zytogenetische Analyse
und die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH)
zur Detektion von klonalen Karyotypverdnderun-
gen, die Multiparameterdurchflusszytometrie zum
Nachweis von aberranten Antigenphdnotypen und
Methoden zur Detektion von molekulargenetischen
Anomalien. Unter den molekularen Methoden ist
die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain
reaction, PCR) die derzeit wichtigste Technik, die
durch die Amplifikation von DNA-Zielsequenzen
(Standard-PCR) die Erfassung von Mutationen,
Strukturdnderungen und Polymorphismen ermég-
licht. Durch eine der PCR vorangehende reverse
Transkription (RT-PCR) konnen auch leukdmische
Fusionstranskripte und andere leukdmieassoziierte
mRNA-Sequenzen detektiert und quantifiziert wer-
den. Der grofite Vorteil der PCR fiir die Uber-
wachung des Krankheitsverlaufs ist die hohe Sensi-
tivitdt (Detektion von leukdmischen Zellen, deren

2

der kompletten morphologischen Remission und der mole-
kularen Remission im Vergleich zur Sensitivitit von unter-
schiedlichen analytischen Methoden

Anteil nur 1/10*-1/10° der Gesamtpopulation aus-
macht). Ein Nachteil der PCR ist die Moglichkeit
der Kontamination von negativen Proben mit Ma-
terial von positiven Proben, die jedoch durch eine
strikte Einhaltung von empfohlenen Vorsichtsmafi-
nahmen (z.B. Raumtrennung) vermieden werden
kann (Kwok u. Higuchi 1989; Lo et al. 1988).

Die exakte Mengenbestimmung der im Aus-
gangsmaterial vorhandenen DNA- oder mRNA-
Molekiile mit einer quantitativen PCR oder RT-
PCR ist technisch sehr aufwindig. Eine effiziente
reverse Transkription von nicht degradierter, in-
takter mRNA und eine reproduzierbare, exponen-
tielle Amplifikation der entsprechenden (oft nur
selten vorkommenden) Zielsequenzen sind eine
wichtige Voraussetzung fiir derartige Analysen.
Neuerdings werden automatisierte PCR-Systeme,
die eine schnelle Bearbeitung von sehr vielen Pro-
ben erlauben, fiir den Nachweis von minimaler
Resterkrankung eingesetzt. Durch die verbesserte
Qualitdtskontrolle (durch interne und externe
Standards) und Reproduzierbarkeit werden eine
bessere Standardisierung zwischen verschiedenen
Laboratorien und damit ein direkter Vergleich der
Methoden und Resultate ermdglicht.



3.3 Akute myeloische Leukdmien

Tabelle 3.3.1. Charakteristika der therapieassoziierten AML nach Alkylantien- und Topoisomerase-II-Inhibitor-Exposition

Préleukdmische Latenzzeit FAB-Typ Chromosomale
Phase Verdnderungen
Alkylierende Substanzen, z.B. ~MDS 4-6 Jahre Keine Priferenz -5/del(5q)
Melphalan -7/del(7q)
Chlorambucil
Cyclophosphamid
Carmustin
Procarbacin
Topoisomerase-II-Inhibitoren, Keine 0,5-3 Jahre Haufig M4,M5 t(11923)
z.B. (21q22)
Etoposid
Actinomycin D
Doxorubicin
Mitoxantron

AML akute myeloische Leukdmie; MDS myelodysplastisches Syndrom; FAB French-American-British classification.

3.3.2 Morphologie und Immunologie der AML

3.3.2.1 Klassifikation

Zur Einteilung der akuten myeloischen Leukdmien
werden verschiedene Kriterien herangezogen, wie
im Folgenden ausgefiihrt:

Atiologie

De novo AML. Die de novo AML entwickelt sich aus
hidmatologischer Gesundheit ohne Hinweis auf eine
vorangegangene Exposition gegeniiber einer poten-
ziell leukdimogenen Noxe.

Sekunddre AML. Die sekundidre AML entwickelt sich
sekundir, entweder
nach vorangegangener Chemo- oder Strahlen-
therapie (therapieassoziiert) oder
nach Einwirkung dokumentiert leukdmogener
Umweltnoxen (z.B. Benzol, organische Losungs-
mittel, arsenhaltige Pestizide) oder
im Anschluss an eine vorbestehende hdmatolo-
gische Erkrankung (myelodysplastisches Syn-
drom, Polycythaemia vera, essenzielle Thrombo-
zythdmie).

Die relativ grofle Streubreite der Héufigkeitsanga-
ben in der Literatur tiber das Vorkommen einer se-
kunddren Leukdmie (10-30% aller AML) (Leone et
al. 1999) signalisiert eine Heterogenitdt in der
Klassifikation. Tatsdchlich ist es im Einzelfall oft
schwierig, zu entscheiden, inwieweit z.B. die Ein-
wirkung einer potenziell leukimogenen Noxe mit
der Entwicklung einer Leukdmie in Verbindung zu
bringen ist. Eindeutig klar sind bis jetzt nur 2 the-

rapieassoziierte Formen der AML charakterisiert

(Tabelle 3.3.1):

1. Die sekunddre AML nach vorangegangener The-
rapie mit alkylierenden Substanzen tritt mit ei-
ner Latenzzeit von 4-6 Jahren, oft nach einem
myelodysplastischen Vorstadium, auf und ist
durch eine schwere Reifungsstérung der Rest-
himatopoese sowie durch chromosomale Verén-
derungen charakterisiert, die v.a. die Chromo-
somen 5 und 7 betreffen (Levine u. Bloomfield
1992; Smith et al. 1996; s. auch Abschnitt 3.3.3
»Klassische und molekulare Zytogenetik der
AMLS);

2. Die sekunddre AML nach vorangegangener Che-
motherapie mit Topoisomerase-II-Inhibitoren
entwickelt sich nach einer Latenzzeit von 0,5-3
Jahren, meist ohne prileukdmisches Vorstadi-
um, ist hdufig monozytir differenziert und zeigt
u.a. genetische Verdnderungen, die das MLL-
Gen in der Chromosomenbande 11q23 betreffen
(Pedersen-Bjergaard et al. 1998b; Smith et al.
1996; s. auch Abschnitt 3.3.4 ,Molekulargeneti-
sche Befunde bei der AML®).

Fiir andere Chemotherapeutika ist der kausale Zu-
sammenhang mit der Entstehung einer AML nicht
so eindeutig feststellbar. Dies begriindet sich z.T.
dadurch, dass die meisten Antitumorchemothera-
pieprotokolle Kombinationen verschiedener Che-
motherapeutika und/oder eine begleitende Strah-
lentherapie beinhalten (Pedersen-Bjergaard u. An-
dersen 1998a). Die leukdmogene Potenz ionisie-
render Strahlung ist seit den Atombombenexplo-
sionen in Hiroshima und Nagasaki bekannt (Kato
et al. 1989). Bei der therapeutischen Anwendung
ionisierender Strahlung hat sich gezeigt, dass nied-
rige Strahlendosen, auf grofle Knochenmarkvolu-
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mina appliziert, schwach, hohe Strahlendosen, auf
kleine Knochenmarkvolumina appliziert, nicht leu-
kimogen wirken diirften (Levine u. Bloomfield
1992). Eine ,Strahlendosis-pro-Knochenmarkvolu-
men“-Beziehung ist allerdings in der Definition
der sekundiren AML nach Radiotherapie nicht
beriicksichtigt, sodass es der individuellen Ein-
schdtzung obliegt, ob z.B. eine nach einer lokalen
Radiotherapie auftretende AML als sekundér klas-
sifiziert wird oder nicht. Inwieweit akute Leukd-
mien als Zweitmalignome tatsdchlich Folgen der
Therapie des Erstmalignoms sind oder auf eine in-
dividuelle genetische Disposition zuriickzufithren
sind, muss ebenfalls offen bleiben (Leone et al.
1999). Ein immunsuppressiver Effekt des Erstmali-
gnoms als Préddisposition fiir die Entstehung eines
Zweitmalignoms wird ebenfalls diskutiert (Kamp-
meier et al. 1994).

Bei etwa 5-10% aller AML ldsst sich die Entwick-
lung aus einem prileukdmischen myelodysplas-
tischen Syndrom (MDS) nachweisen (Leone et al.
1999). MDS sind eine Gruppe von malignen hidma-
tologischen Erkrankungen, die klinisch charakteri-
siert sind durch ihr Auftreten im héheren Lebens-
alter und durch ihre je nach Subtyp variabel aus-
geprdgte Tendenz, in eine AML iiberzugehen (Lay-
ton u. Mufti 1986; s. auch Kapitel 3.2 ,,Myelodysplas-
tische Syndrome®). Hidmatologisch sind MDS cha-
rakterisiert durch eine periphere Zytopenie bei hy-
perzellulirem Knochenmark mit ausgepragten mor-
phologischen Zeichen der Reifungsstérung (Dyspla-
sie) und durch bestimmte chromosomale Ver-
anderungen, die v.a. die Chromosomen 5,7 und 8
betreffen (Heim u. Mitelman 1995). Ahnliche mor-
phologische und zytogenetische Verdnderungen fin-
det man auch bei meist &lteren Patienten mit an-
amnestischer de novo AML, und es wird postuliert,
dass diese de novo AML moglicherweise aus einem
vorher nicht erkannten MDS hervorgegangen und
somit ebenfalls sekundédr entstanden sind (Taylor
et al. 1995). Es wurde daher vorgeschlagen, derarti-
ge AML auch als ,,MDS-related (MDR-AML) zu
klassifizieren (Harris et al. 1999).

Blastzellcharakteristika

FAB-Klassifikation (Tabelle 3.3.2). Die FAB(French,
American, British)-Klassifikation besteht bereits
seit mehr als 20 Jahren, sie wurde seither mehr-
mals erweitert und bildet noch immer die Grund-
lage der Leukdmiediagnostik (Bennett et al. 1976,
1985a,b, 1991). Nach der FAB-Klassifikation liegt
eine AML dann vor, wenn 30% aller kernhaltigen
oder nicht erythropoetischen Zellen im Knochen-

Tabelle 3.3.2. Klassifikation der akuten myeloischen Leuka-
mie nach FAB und WHO

FAB WHO

Definition

(% Blasten im KM) 230  >20

Subklassifikation MO0 Minimal differenzierte AML
M1 AML ohne Ausreifung
M2  AML mit Ausreifung

M3 *

M4  Akute myelomonozytire Leu-
kamie

M4Eo **

M5a,b Akute monozytire Leukdmie
M6  Akute erythrozytire Leukdmie
M7  Akute megakaryozytire Leu-
kdmie
AML mit rekurrenten zytoge-
netischen Anomalien:
AML mit t(8;21)
*Akute Promyelozytenleuka-
mie mit t(15;17)
**AML mit abnormen Eosino-
philen und inv(16)
AML mit 11q23(MLL)-Ano-
malien
AML nach MDS
AML mit Dysplasie der Rest-
hédmatopoese
Therapieassoziierte AML
Alkylantienassoziiert
Topoisomerase-II-Inhibitor-
assoziiert
Akute Basophilenleukdmie
Akute Osteomyelofibrose

FAB French American British; WHO World Health Organiza-
tion; KM Knochenmark; AML akute myeloische Leukdmie;
MDS myelodysplastisches Syndrom.

mark Blasten sind. Die FAB-Klassifikation beruht
in erster Linie auf morphologischen und zytoche-
mischen Blastzellcharakteristika und klassifiziert
die einzelnen AML-Subtypen nach ihrer Liniendif-
ferenzierung. Man unterscheidet demnach 8 AML-
Subtypen: M0-M3 (myeloisch, 4 unterschiedliche
Reifestadien), M4-M5 (monozytir), M6 (erythro-
zytdr) und M7 (megakaryozytir).

MiC-Klassifikation. Die MIC(morphology, immuno-
logy and cytogenetics)-Klassifikation der AML
wurde erstmals 1988 publiziert und bezieht neben
Morphologie und Zytochemie auch immunologi-
sche und zytogenetische Aspekte mit ein (Second
MIC Cooperative Study Group 1988).

WHO-Klassifikation (Tabelle 3.3.2). Vor kurzem wur-
de ein WHO(World Health Organization)-Vor-
schlag zur Neuklassifikation hamatologischer Neo-



plasien publiziert (Harris et al. 1999). Nach diesem
Vorschlag soll die Grenze zwischen MDS und AML
auf 20% Blasten im Knochenmark herabgesetzt
werden. Damit wird verschiedenen Studien Rech-
nung getragen, die gezeigt haben, dass Patienten
mit einem Blastzellgehalt von 20-30% im Kno-
chenmark eine dhnliche Prognose haben wie Pa-
tienten mit einem Blastzellgehalt von mehr als
30%. Die WHO-Klassifikation behilt im Wesentli-
chen die FAB-Subtypen bei, zusitzlich werden al-
lerdings noch folgende, in den letzten Jahren als
eigene Entitdten charakterisierte AML miteinbezo-
gen: AML mit spezifischen Chromosomenverin-
derungen: t(8;21), t(15;17), inv(16), 11g23-Anoma-
lien; AML nach MDS; AML mit Dysplasie der
Resthdmatopoese (morphologisch wie MDS-assozi-
ierte AML) und therapieassoziierte AML (nach Al-
kylantien oder nach Topoisomerase-II-Hemmern).

3.3.2.2
Morphologie/Zytochemie

Fir die morphologische Begutachtung des Kno-

chenmarks stehen prinzipiell 2 Methoden zur

Verfiigung:

1. Zytologie
Die Zytologie hat den Vorteil, dass sich mor-
phologische Zelldetails am besten darstellen las-
sen. Dadurch sind die unterschiedlichen Zellrei-
fungsstadien gut voneinander zu unterscheiden
und auch geringe Mengen an unreifen Zellen zu
identifizieren. Die Zytologie erlaubt allerdings
keine Beurteilung der Knochenmarkarchitektur

Abb. 3.3.2. Akute myeloische Leukdmie:
Knochenmark zeigt <30% Blasten, 2 Blas-
ten zeigen je ein Auer-Stibchen

3.3 Akute myeloische Leukdmien

und ist fiir die Beurteilung hypozelluldrer Kno-
chenmarkaspirate nicht ausreichend.
2. Histologie

Die Histologie vermittelt einen direkten Einblick
in die Knochenmarkstruktur und ist daher fiir
die Erfassung herdformiger Veridnderungen in-
nerhalb der Himatopoese bzw. die Beurteilung
des Knochenmarkstromas geeignet. Fiir die Er-
kennung morphologischer Zelldetails bzw. die
Auffindung geringer Mengen unreifer Zellen ist
die Histologie weniger gut geeignet.

Zytochemische Fdrbungen sind Spezialfirbungen,
die es erlauben, Zellen, die morphologisch nicht
eindeutig klassifizierbar sind, aufgrund ihres spe-
zifischen Anfirbeverhaltens ndher zu charakteri-
sieren. In der AML-Diagnostik spielen folgende zy-
tochemische Férbungen eine Rolle:
Myeloperoxidase (MPO), Sudanschwarz: Darstel-
lung der Granula in myeloisch differenzierten
Zellen
a-Naphthylazetatesterase (ANAE):
monozytenspezifischer Esterase
Periodic-acid-Schiff (PAS): Darstellung intrazel-
luldren Glykogens in Erythroblasten

Darstellung

Bedeutung von Morphologie bzw. Zytochemie
bei der AML

Diagnose

Feststellung, dass eine akute Leukidmie vorliegt.
Die Diagnose einer akuten Leukdmie wird mor-
phologisch aufgrund des Blastzellgehalts im Kno-
chenmark gestellt (Abb. 3.3.2). Neben dem Blast-
zellgehalt wird die noch vorhandene Resthimato-
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poese quantifiziert und hinsichtlich etwaiger Dys-
plasiezeichen beurteilt (Bain 1988). Fiir die Diag-
nose einer akuten Leukdmie ist die Knochenmark-
zytologie zumeist ausreichend, vorausgesetzt, das
Aspirat enthilt genug Zellen.

Differenzierung zwischen AML und akuter lym-
phatischer Leukdmie (ALL). Etwa 85% aller akuten
myeloischen Leukdmien kénnen aufgrund morpho-
logischer und zytochemischer Blastzellcharakteris-
tika diagnostiziert werden (Bain 1988). Tabelle 3.3.3
zeigt die wichtigsten morphologischen und zyto-
chemischen Unterscheidungsmerkmale zwischen
AML und ALL. Einzig der Nachweis von Auer-Stéb-
chen (bei etwa 50% aller AML auffindbar) ist fiir die
myeloische Differenzierung eines Blasten beweisend
(Abb. 3.3.2), alle tibrigen Unterscheidungsmerkmale
sind fakultativ. Zytochemisch beweisend fiir die
myeloische Differenzierung einer Blastzellpopulati-
on ist der Nachweis der spezifischen Granula mittels
MPO- oder Sudanschwarzfirbung (Bain 1988) (Abb.
3.3.3). Je reifer eine Myeloblastenpopulation ist, um-
so stdrker ist ihr zytochemisches Anfirbeverhalten,
wihrend unreife Myeloblasten oft nur eine minima-
le Reaktivitit zeigen.

Subklassifikation nach FAB. Die FAB-Subtypen
sind, von wenigen Ausnahmen abgesehen, mor-
phologisch und zytochemisch definiert (Bain

1988). Auch fiir die FAB-Subklassifikation ist die
Knochenmarkzytologie zumeist ausreichend, so-
fern die Zellularitdt des Aspirats eine suffiziente
Beurteilung erlaubt.

Tabelle 3.3.3. Morphologische und zytochemische Unter-
scheidungsmerkmale zwischen AML und ALL

Blasten AML ALL

Grofle Variabel Meist klein

Auer-Stibchen Beweisend Keine

Zytoplasma- Héufig Selten

granula

Zytoplasmasaum  Variabel breit Eher schmal

Kernchromatin Feinnetzig Feinkornig-
schollig

Nukleolen Héufig 1 Selten mehrere

oder mehrere

MPO, Sudan- Positiv Negativ

schwarz

ANAE Positiv Negativ

Resthidmato- Héufig Ohne

poese dysplastisch Dysplasie

AML akute myeloische Leukdmie; ALL akute lymphatische
Leukdmie; MPO Myeloperoxydase; ANAE a-Naphthylazetat-
esterase.

1. MO (minimal differenzierte AML)

Die Blasten sind morphologisch nicht von Lym-
phoblasten zu unterscheiden, zytochemisch sind
<3% der Blasten MPO- oder sudanschwarzposi-
tiv. Dieser Subtyp ist daher morphologisch und
zytochemisch nicht als myeloische Leukidmie zu
Kklassifizieren, die Diagnose kann nur elektro-
nenmikroskopisch (Darstellung der MPO-Gra-
nula) oder immunologisch (Nachweis der Ex-
pression von myeloischen Zellantigenen bei
gleichzeitiger Abwesenheit lymphatischer Diffe-
renzierungsantigene) gestellt werden.

r
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Abb. 3.3.3. Akute myeloische Leukdmie.
Die Blastzellgranula stellen sich in der zy-
tochemischen Myeloperoxydase(MPO)-
Farbung positiv dar



2. M1 (Myeloblastenleukdmie ohne Ausreifung)

>90% aller nicht erythropoetischen Zellen
(NEZ) sind Blasten, nur <10% aller NEZ reifen
iiber das Blastzellstadium hinaus aus; die Blas-
ten konnen evtl. leicht granuliert sein und Auer-
Stabchen zeigen; >3% der Blasten sind MPO-
oder sudanschwarzpositiv; die monozytire
Komponente betrdgt <10% der NEZ.

. M2 (Myeloblastenleukdmie mit granulozytérer
Ausreifung)

>30% und <90% der NEZ sind Blasten; diese
sind hdufig granuliert und zeigen oft Auer-Stib-
chen; >10% der NEZ reifen iiber das Blastzell-
stadium hinaus aus (Promyelozyten bis Granu-
lozyten); die monozytire Komponente betrdgt
<20% der NEZ; selten besteht eine begleitende
Eosinophilie (M2Eo) oder Basophilie (M2Baso);
zytochemisch sind (meist deutlich) mehr als 3%
aller Blasten MPO- oder sudanschwarzpositiv.

4. M3 (Promyelozytenleukdmie)

Hypergranuldre (klassische) Form

Die leukdmischen Zellen imponieren als ex-
trem abnorme Promyelozyten; sie zeigen ei-
nen relativ breiten Zytoplasmasaum, der meist
dicht gepackt ist mit groben, rot-violetten
Granula; hdufig finden sich Auer-Stdbchen,
oft mehrere in einer Zelle, typisch ist das Vor-
kommen so genannter ,faggot cells, die mul-
tiple Auer-Stibchen (,wie gebiindeltes Rei-
sig“) enthalten; die Zellkerne sind oft auffillig
nierenformig, zweigelappt oder gefaltet, wegen
der starken Granuladichte allerdings auch oft
nicht einsehbar; zytochemisch sind die Zellen
durchwegs stark MPO- oder sudanschwarz-
positiv.

Mikrogranulédre (variante) Form

Diese seltene Variante hat mit der klassischen
Form in erster Linie die charakteristische
Kernform gemeinsam; eine starke Zytoplas-
magranulierung ist meist nur in wenigen Zel-
len erkennbar; typisch ist auch bei der mikro-
granuldren Form das vereinzelte Vorkommen
von ,faggot cells, deren Nachweis die Diag-
nose erleichtert; auch die Zellen der mikro-
granuldren Variante sind MPO- und sudan-
schwarzpositiv.

5. M4 (myelomonozytire Leukdmie)

Dieser AML-Subtyp zeigt sowohl eine granulo-
zytire als auch eine monozytire Differenzie-
rung; die granulozytire Komponente (Nachweis
morphologisch und zytochemisch) muss >20%
aller NEZ im Knochenmark ausmachen; der
Nachweis der monozytdren Komponente ist de-
finiert durch:

3.3 Akute myeloische Leukdmien

a) morphologisch 220% monozytire Komponen-
te im Knochenmark und monozytire Kom-
ponente im peripheren Blut >5x10°/1 oder

b) >20% monozytire Komponente im Knochen-
mark, konfirmiert durch positive ANAE-Re-
aktivitit oder eine erhéhte Lysozymkonzen-
tration in Serum oder Urin (Lysozym ist ein
Produkt maligner Monozyten) oder

¢) Knochenmarkmorphologie wie M2, aber mo-
nozytdre Komponente im Blut >5x 10°/1, kon-
firmiert durch positive ANAE-Reaktivitdt
oder erhohten Serum- oder Urinlysozymspie-
gel

M4 mit Eosinophilie (M4Eo): Diese Sonderform

ist charakterisiert durch eine begleitende Ver-

mehrung von atypischen Eosinophilen im Kno-
chenmark, die neben eosinophilen Granula auch
grofle basophile Granula zeigen.

. M5 (Monoblastenleukdmie)

>80% aller NEZ sind monozytdr differenziert
(Monozyten, Promonozyten, Monoblasten). Die
M5 wird weiter unterteilt in M5a (akute mono-
blastische Leukdmie) und M5b (akute mono-
zytdre Leukdmie). Bei der M5a sind mindestens
80% aller monozytiren Zellen im Knochenmark
Monoblasten. Diese sind grofle Zellen mit brei-
tem, hdufig vakuolisiertem, manchmal auch gra-
nuliertem Zytoplasmasaum. Die Kernform ist
entweder rund/oval oder angedeutet konvolu-
tiert, das Kernchromatin meist sehr feinretiku-
lar. Bei der M5b sind weniger als 80% aller mo-
nozytiren Zellen Blasten.

M4/M5 mit Erythrophagozytose: Diese Sonder-
form ist morphologisch charakterisiert durch
grofle, monoblastire Zellen mit multiplen Va-
kuolen, die Erythrophagozytose zeigen. Zyto-
chemisch sind diese Zellen sowohl myeloisch
als auch monozytir differenziert.

. M6 (Erythroleukdmie)

>50% aller kernhaltigen Knochenmarkzellen
sind morphologisch erkennbar erythrozytir dif-
ferenziert und >30% der nicht erythrozytéren
Knochenmarkzellen sind Blasten. Die erythro-
poetischen Zellen sind meist deutlich atypisch
(mehrkernig, Kernformanomalien, Zytoplasma-
vakuolen, basophile Tiipfelung, evtl. megaloblas-
tdr). Die Blasten der nicht erythrozytiren Kom-
ponente sind meist typische Myeloblasten und
zeigen z.T. Auer-Stdbchen (myeloblastdre Varia-
nte). Neben dieser eindeutig definierten Form
der M6 gibt es selten akute Leukdmien, die
morphologisch undifferenziert erscheinen und
deren erythrozytire Differenzierung nur immu-
nologisch bewiesen werden kann (erythroblasti-
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re Variante). Die Blasten dieser Leukdmien zei-
gen morphologisch meist tief blaue Zytoplasma-
sdume, z.T. mit ,ohrenartigen“ Ausstiilpungen,
und in der PAS-Fiarbung ein charakteristisches,
grofitropfiges Anfarbeverhalten.

8. M7 (Megakaryoblastenleukdmie)
Die M7 ist der seltenste FAB-Subtyp, 230% aller
NEZ sind Blasten. Diese sind morphologisch oft
polymorph, als Hinweise fiir megakaryozytdre
Differenzierung koénnen sich abnorme, plitt-
chendhnliche Zytoplasmaausstiilpungen bzw.
-abschniirungen finden. Die M7 geht typischer-
weise mit einer Knochenmarkfibrose einher, das
Knochenmarkaspirat ist daher oft zellarm. Die
Diagnose wird immunologisch (Nachweis mega-
karyozytdrer Differenzierungsantigene), bei ex-
tremer Zellarmut im Aspirat histologisch (Nach-
weis der Begleitfibrose) gestellt.

Therapie. Der morphologische AML-Subtyp spielt
aufler fiir die M3 keine Rolle bei der Wahl der In-
duktionstherapie. Die AML-M3 stellt insofern eine
Ausnahme dar, als die Leukdmiezellen durch all-
trans-Retinsdure (ATRA) zur Ausreifung gebracht
werden koénnen und ATRA daher ein wesentlicher
Faktor der Induktionstherapie ist (Chen et al.
1995; Kanamaru et al. 1995).

Verlaufskontrolle

Remissionsstatus. Der Remissionsstatus nach In-
duktionstherapie bei AML ist fiir die meisten Leu-
kdmien nach wie vor morphologisch definiert. Ei-
ne komplette hdmatologische Remission (CHR)
liegt im Knochenmark dann vor, wenn bei norma-
ler Zellularitit der Blastzellgehalt <5% betrigt
(Cheson et al. 1990) und Regeneration eintritt.

Minimale Resterkrankung. CHR bedeutet nicht
unbedingt komplette Tumorfreiheit, Patienten in
CHR konnen trotz unauffilliger Knochenmark-
morphologie noch eine Tumormasse bis zu 10"
Leukdmiezellen haben (Campana u. Pui 1995). Um
residuale Leukdmiezellen als solche erkennen zu
konnen, ist es notwendig, in den wenigen morpho-
logisch erkennbaren Blasten leukdmiespezifische
Charakteristika wiederzufinden. Die Blastzellmor-
phologie ist hierfiir nicht geeignet. Das einzige
morphologische Unterscheidungsmerkmal zwi-
schen ,benignen“ und ,malignen“ Blasten sind
Auer-Stibchen, die beweisend fiir Malignitdt sind
(Cheson et al. 1990). Diese Unterscheidungsmog-
lichkeit ist allerdings kaum von praktischem Inte-
resse, da nur etwa 50% aller AML Auer-Stibchen
zeigen, die Auer-Stibchen selbst im Vollbild der

Leukdmie meist nur in wenigen Blasten nachweis-
bar sind und daher die Wahrscheinlichkeit, bei ei-
ner Blastzellfrequenz von <5% Auer-Stibchen zu
finden, sehr gering ist.

Prognose. Die Blastzellmorphologie ist fiir die
Prognose der AML nur insofern relevant, als be-
stimmte FAB-Subtypen mit speziellen, prognos-
tisch bedeutsamen Chromosomenverdnderungen
assoziiert sind. Die FAB-Subtypen M2, M3 und
M4Eo sind mit den prognostisch giinstigen Ano-
malien t(8;21), t(15;17) und inv(16) assoziiert.
AML mit auffallender Dysplasie der Resthdmato-
poese sind hdufig mit den prognostisch ungiins-
tigen numerischen und/oder strukturellen Anoma-
lien der Chromosomen 3, 5 und 7 vergesellschaftet
(s. Abschnitt 3.3.3 ,Klassische und molekulare Zy-
togenetik der AML®).

Zukunft. Die Morphologie wird vermutlich auch in
Zukunft die Basis fiir die Leukdmiediagnostik blei-
ben. Die Zytochemie ist zwar nach wie vor Be-
standteil der FAB-Subklassifikation, hat allerdings
im Zeitalter der immunologischen Zellcharakteri-
sierung an diagnostischer Bedeutung verloren.

Angiogenese. Eine neue Bedeutung in der AML-
Diagnostik kénnte in Zukunft dem Knochenmark-
stroma zukommen. Der Einfluss der Angiogenese
auf das Wachstum solider Tumoren ist bereits
etabliert (Folkman et al. 1989). Mittlerweile gibt es
auch erste Daten, die zeigen, dass Patienten mit
AML eine signifikant hohere Mikrogefafidichte im
Knochenmark haben als gesunde Personen (Hus-
song et al. 2000; Padro et al. 2000). Sollte sich die
Angiogenese auch bei der AML als pathogeneti-
scher Faktor erweisen, wire die entsprechende
Konsequenz die Einbindung antiangiogenetischer
Substanzen in die Leukdmietherapie.

Genetische Einzelzellanalyse. In jlingster Zeit wur-
den Methoden entwickelt, mit Hilfe derer einzelne
Zellen aus zytologischen Prédparaten ,heraus-
gepickt® werden kénnen, um sie in der Folge mo-
lekularbiologisch weiter zu untersuchen (Beltinger
u. Debatin 1998; Zhang et al. 1997). Fiir AML mit
spezifischen molekularen Verdnderungen wire ein
selektives ,Blastenausschneiden® mit konsekutiver
molekularer Analyse als Detektionsmethode fiir
minimale Resterkrankung geeignet.



3.3.2.3 Immunologie

Das Prinzip der immunologischen Leukozytentypi-
sierung beruht darauf, dass membranstdndige oder
intrazelluldre Antigene mittels spezifischer mono-
klonaler Antikérper (mAk) dargestellt werden. Zur
Vereinfachung der Nomenklatur wurden mAk, die
dasselbe Antigen (jedoch nicht unbedingt dasselbe
Epitop) erkennen, so genannten Differenzierungs-
clustern (CD: cluster of differentiation) zugeordnet
und fortlaufend nummeriert. Mittlerweile hat sich
die CD-Nomenklatur insofern gedndert, als mit
»CD“ nunmehr das Zellantigen bezeichnet wird,
wédhrend der entsprechende, das Antigen erken-
nende mAk ,anti-CD“ benannt wird. Bis jetzt wur-
den auf insgesamt 7 ,International Workshops on
Human Leucocyte Differentiation  Antigens
(HLDA)“ insgesamt 247 unterschiedliche CD-Anti-
gene definiert.
An Techniken fiir die immunologische Leukozy-
tentypisierung stehen 2 Methoden zur Verfiigung:
1. Immunenzymtechnik
Anwendung
Die Immunenzymtechnik kann am Schnitt-
bzw. Ausstrichpridparat angewendet werden.
Prinzip
Der primédre mAk bindet entsprechend seiner
Spezifitit an Zellen, die das spezifische Anti-
gen exprimieren; die Bindung des Erstan-
tikorpers wird letztlich durch Zugabe eines
Antikérpers sichtbar gemacht, der mit einem
Enzym (z.B. alkalische Phosphatase, Peroxida-
se) gekoppelt ist, das eine entsprechende zyto-
chemische Firbung katalysiert.
Beurteilung
Die Auswertung erfolgt im Lichtmikroskop.

2. Immunfluoreszenztechnik
Anwendung
Diese Technik kommt an Zellsuspensionen
zum Einsatz.
Prinzip
Bei der indirekten Immunfluoreszenz reagiert
das Zellantigen in einem ersten Reaktions-
schritt mit einem spezifischen, unmarkierten
mAKk; durch Zugabe eines fluoreszenzmarkier-
ten, gegen den Primérantikorper gerichteten
Sekundirantikérpers wird die initiale Anti-
gen-mAKk-Bindung sichtbar gemacht. Bei der
direkten Immunfluoreszenz ist der spezifische
Primdrantikorper direkt mit einem Fluores-
zenzfarbstoff gekoppelt; die direkte Methode
erlaubt durch Kombination unterschiedlich
fluorochromierter Antikorper die gleichzeitige
Darstellung von bis zu 4 verschiedenen Anti-
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Abb. 3.3.4. FACS-Analyse einer AML (Doppelfirbung): Der
Grofiteil der gefirbten Zellen exprimiert sowohl das Vorldu-
ferzellantigen CD34 (Fluoreszenzintensitdt auf der x-Achse)
als auch das myeloische Zellantigen CD 13 (Fluoreszenz-
intensitét auf der y-Achse)

genen auf ein und derselben Zelle (Mehrfar-
benfluoreszenz).

Beurteilung

Die Auswertung erfolgt entweder im Immun-
fluoreszenzmikroskop oder mittels Durch-
flusszytometer (fluorescence activated cell sor-
ter, FACS). Bei der mikroskopischen Beurtei-
lung wird der Prozentsatz der fluoreszieren-
den Zellen (1- bis 2-Farben-Fluoreszenz) er-
mittelt und gleichzeitig die Zellmorphologie
mittels Phasenkontrastobjektiv beurteilt. Bei
der durchflusszytometrischen Methode wer-
den die Zellen durch ihr Verhalten im Laser-
licht charakterisiert. Das Streulichtverhalten
der Zellen gibt Aufschluss iiber deren Grofle
und Granularitit, das Fluoreszenzverhalten
(bis zu 4-Farben-Fluoreszenz) iiber deren An-
tigenexpression (Abb. 3.3.4). Die Methode er-
laubt eine exakte Quantifizierung positiver
Zellen sowie eine Quantifizierung der Fluores-
zenzintensitét.

Bedeutung der immunologischen Methoden
bei der Diagnostik der AM

Diagnose

Differenzierung zwischen AML und ALL. Die Im-
munphinotypisierung ist ein wesentlicher Be-
standteil der initialen Leukdmiediagnostik, da sie
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in mehr als 99% der Fille eine Liniendifferenzie-
rung der Blasten erlaubt (Paietta 1995; Taylor et al.
1996). Dies geschieht durch den Nachweis linien-
spezifischer membranstdndiger (m) bzw. intrazyto-
plasmatischer (cy) Antigene. Den cy-Antigenen
kommt bei der Diagnostik akuter Leukdmien be-
sondere Bedeutung zu, da sehr unreife Zellen das
entsprechende Antigen moglicherweise nur im Zy-
toplasma und noch nicht auf der Zelloberflidche
exprimieren. Die wichtigsten diagnostischen cy-
Antigene sind Myeloperoxidase (MPO) in mye-
loischen Blasten, cy-CD22 und cy-CD79a in lym-
phatischen Blasten der B-Zell-Reihe und cy-CD3
in Blasten der T-Zell-Reihe. Wichtige m-Antigene
zur Differenzierung akuter Leukdmien sind CD13,
CD33, CD65s, CD15, CD14 fiir die myeloische Rei-
he, CD19, CD10, CD20, CD24 fiir die B-Zell-Reihe
und CD3, CD2, CD5, CD7 fiir die T-Zell-Reihe
(Bene et al. 1995; Catovsky et al. 1991). Neben die-
sen linienassoziierten Antigenen exprimieren Leu-
kdmiezellen auch vorlduferzellassoziierte Antigene,
die den Reifegrad einer Blastzellpopulation charak-
terisieren, z.B. CD10, CD34, CD117, HLA-DR, ter-
minale Deoxyribonukleotidyltransferase (TdT).
Die Antigene CD10 und CDI117 haben insofern
auch eine Linien-determinierende Bedeutung, als
CD10 nahezu ausschliefllich von lymphatischen
(vornehmlich B-) Blasten exprimiert wird, wih-
rend CD117 fast nur bei myeloischen Leukdmien
nachweisbar ist (Bene et al. 1998).

Leukdmische Blasten kdnnen eine aberrante An-
tigenexpression zeigen, d.h. gleichzeitig mye-
loische und lymphatische Antigene exprimieren.
Selten lassen sich auch 2 separate, unterschiedlich
differenzierte Blastzellpopulationen nachweisen.
Die ,,European Group for the Immunological Cha-

Tabelle 3.3.4. Punktesystem fiir die immunologische Linien-
differenzierung der akuten Leukdmie (EGIL 1998)

Punkte  Myeloisch B-lymphatisch T-lymphatisch
2 Anti-MPO CD79%a CD3
cy-IgM Anti-TCRa/f}
cy-CD22 Anti-TCRy/0
1 CD13 CD19 CD2
CD33 CD10 CD5
CD65s CD20 CD8
CD117 CD10
0,5 CD14 TdT TdT
CD15 CD24 CD7
CD64 CDla

EGIL European Group for the Immunological Characteriza-
tion of Leukemias; MPO Myeloperoxydase; cy intrazytoplas-
matisch; TCR T-Zell-Rezeptor.

racterization of Leukemias“ (EGIL) hat einen Score
erarbeitet, der eine Klassifikation der heterogenen
Gruppe dieser nicht ,rein“ differenzierten Leuka-
mien ermdglicht (Bene et al. 1995). Nach diesem
Score wird die Expression eines Antigens nach
dem Grad seiner Linienspezifitit durch ein Punk-
tesystem (0,5-2 Punkte) gewichtet (Tabelle 3.3.4).
Je nach erreichter Punktezahl unterscheidet man:
Biphdnotypische akute Leukdmien (BAL): je-
weils >2 Punkte fiir myeloische und lymphati-
sche Differenzierung
AML mit Koexpression lymphatischer Antigene
(Ly*AML): >2 Punkte fiir myeloische und <2
Punkte fiir lymphatische Differenzierung
ALL mit Koexpression myeloischer Antigene
(My*ALL): >2 Punkte fiir lymphatische und <2
Punkte fiir myeloische Differenzierung

Die Literaturangaben beziiglich der Haufigkeiten
dieser Leukdmieformen variieren in Abhdngigkeit
von den verwendeten immunologischen Methoden,
den eingesetzten mAk und dem untersuchten Pa-
tientenkollektiv (Kinder oder Erwachsene). Etwa
10-25% aller AML zeigen eine Koexpression
T-lymphatischer Antigene, wihrend die Koexpres-
sion B-lymphatischer Antigene eher selten (<10%)
ist (Drexler et al. 1993). Die Héufigkeit der BAL
betrdgt bis zu 8% aller neu diagnostizierten aku-
ten Leukdmien (Legrand et al. 1998).

Bei <1% aller akuten Leukdmien ldsst sich kei-
ne Liniendifferenzierung nachweisen. Diese Leuki-
mien exprimieren ausschliellich Vorlduferzellanti-
gene und werden als akute undifferenzierte Leukd-
mien (AUL) bezeichnet.

Subklassifikation nach FAB. Die immunologische
Blastzelltypisierung ist fiir die Diagnose der FAB-
Subtypen M0 und M7 notwendig, die mit morpho-
logischen und zytochemischen Methoden nicht zu
erkennen sind.

MO

Nachweis mindestens eines myeloischen Anti-

gens bei Negativitdt fiir linienspezifische lym-

phatische Antigene

M7

Nachweis der Expression plédttchenassoziierter

Antigene (CD41, CD61)

Fir die Klassifikation der iibrigen FAB-Subtypen
spielt die Blastzellimmunologie keine Rolle. Ver-
schiedene FAB-Subtypen sind zwar mit der Ex-
pression bestimmter Antigene assoziiert (z.B. M2:
CD19+; hypergranuldre M3: HLA-DR-, CD34-; M3
variant: CD2+; M4, M5b: CD14+, CD15+, CD65s+;
M4Eo: CD2+), eine direkte Korrelation zwischen



Blastzellphdnotyp und FAB-Typ gibt es allerdings
nicht (Exner et al. 2000; Hurwitz et al. 1992; Khali-
di et al. 1998; Paietta et al. 1993).

Therapie. Der immunologische Nachweis der Lini-
endifferenzierung (myeloisch/lymphatisch) ist fiir
die Auswahl der Induktionstherapie essenziell. In-
nerhalb der AML hat der Blastzellphdnotyp keiner-
lei Einfluss auf die Therapieentscheidung.

Verlaufskontrolle. Wihrend das Expressionsverhal-
ten der verschiedenen Antigene innerhalb der nor-
malen Hidmatopoese genau reguliert ist, zeigen
Leukdmiezellen hiufig aberrante Antigenkombina-
tionen. Diese immunologischen Anomalien der
Leukdmiezellen bieten sich fiir den Nachweis mini-
maler Resterkrankung bei Patienten in morpholo-
gischer CHR an. Aberrante Antigenkombinationen
bei AML sind z.B. die Koexpression lymphatischer
Antigene oder eine asynchrone Antigenexpression
(gleichzeitige Expression von unreifen und reifen
Markern, die innerhalb der normalen Hidmatopoe-
se nur in unterschiedlichen Entwicklungsstadien
nachweisbar sind) (Campana u. Coustan-Smith
1999; Wormann et al. 1993). Voraussetzung fiir die
eindeutige Identifizierung immunologisch abnor-
mer residualer Leukdmiezellen ist die exakte Cha-
rakterisierung der leukdmischen Blasten zum Di-
agnosezeitpunkt mittels durchflusszytometrischer
Mehrfarbenfluoreszenzanalyse. Die Nachweisgrenze
dieser Methode fiir die Wiederauffindung residua-
ler Leukimiezellen liegt bei 1 in 10* Zellen (Cam-
pana u. Pui 1995). Einige Studien konnten zeigen,
dass der immunologische Nachweis phénotypisch
abnormer Zellen bei Patienten mit AML in CHR
mit einer hoheren Rezidivrate vergesellschaftet war
(San Miguel et al. 1997; Venditti et al. 2000). Der
Nachweis minimaler Resterkrankung mittels
Durchflusszytometrie hat allerdings auch einige Li-
mitationen. Falsch-positive Ergebnisse kénnen sich
ergeben, wenn geringe Mengen gesunder hdmato-
poetischer Zellen atypische, leukdmieassoziierte
Antigenkombinationen exprimieren bzw. wenn es
zu unspezifischer Antikérperbindung an nicht leu-
kdmischen Zellen kommt (Campana u. Pui 1995).
Falsch-negative Ergebnisse ergeben sich dann,
wenn abnorme Antigenkombinationen nicht von
allen Zellen der leukdmischen Population expri-
miert werden oder wenn die Leukdmiezellen im
Lauf der Erkrankung ihre Antigenexpression ver-
dndern (lineage switch) (Campana u. Pui 1995).
Therapeutische Konsequenzen werden derzeit aus
dem immunologischen Nachweis residualer Leuka-
miezellen nicht empfohlen. Ein Ansatz, die Spezifi-
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tit der Methode zu verbessern, ist der Nachweis
spezifischer genetischer Verdnderungen (z.B.
durch Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung, FISH)
in nach ihrem abnormen Markerprofil mittels Zell-
sorter angereicherten Zellen (Engel et al. 1997).

Prognose. Obwohl bisher zahlreiche Studien iiber
die prognostische Bedeutung der immunologi-
schen Blastzelltypisierung bei AML publiziert wur-
den, blieben die Schlussfolgerungen iiber den
prognostischen Stellenwert verschiedener immuno-
logischer Phénotypen oder einzelner Antigene
kontrovers (Paietta et al. 1996). Dies liegt z.T. da-
ran, dass bestimmte, in Univarianzanalysen als
prognostisch bedeutsam eingestufte Marker mit
anderen prognostischen Charakteristika wie z.B.
Chromosomenanomalien [z.B. CD2 und t(15;17)/
inv(16); CD19 und t(8;21)] oder der Expression
von Chemotherapieresistenzgenen (z.B. CD34/CD7
und P-Glykoprotein) assoziiert sind (Lamy et al.
1994; Miwa et al. 1993; Willman 1999) und in Mul-
tivarianzanalysen daher keine eigenstidndige prog-
nostische Relevanz finden. Ein weiterer Grund
liegt vermutlich in der Heterogenitit der ange-
wandten immunologischen Methoden, der Vielfalt
der verwendeten mAk und der arbitrdren Grenz-
ziehung zwischen positiver und negativer Blastzell-
reaktivitdt (Paietta et al. 1996). Im Unterschied zu
den genetischen Untersuchungen kommt der Blast-
zellimmunologie bei der AML daher bis jetzt keine
prognostische Bedeutung von therapeutischer Re-
levanz zu.

Zukunft

Angiogenese. Die Immunologie konnte ein wichti-
ger Faktor bei der Beurteilung der Angiogenese
werden. Durch immunenzymatische Darstellung
endothelialer Zellstrukturen (z.B. Von-Willebrand-
Faktor, Thrombomodulin) konnen Mikrogefifle
am Schnittprdparat dargestellt werden (Hussong et
al. 2000; Padro et al. 2000).

In-situ-Kombination von Immunphinotypisierung
und FISH. Mit Hilfe neuer, automatisierter Mikro-
skopiermethoden ist es moglich, in zytologischen
Pridparaten geringe Mengen von Tumorzellen
durch immunologische Darstellung tumorspezi-
tischer Zellantigene aufzufinden (Ambros et al
2001). Der Vorteil dieser Methode gegeniiber der
Multiparameter-Durchfluss-Zytometrie ist der, dass
die aufgefundenen suspekten Zellen direkt in situ
mittels FISH hinsichtlich leukdmiespezifischer zy-
togenetischer Aberrationen weiter untersucht wer-
den konnen. Die sensitive kombinierte Anwendung
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von in situ-Immunologie und FISH kénnte fiir das
Monitoring von AML mit zytogenetischen Anoma-
lien Bedeutung gewinnen.

Therapeutischer Einsatz monoklonaler Antikor-
per. Das CD33-Antigen ist ein myelomonozytires
Antigen, das innerhalb der normalen Hidmatopoe-
se von Vorlduferzellen, nicht jedoch von pluri-
potenten Stammzellen exprimiert wird. Da das
CD33-Antigen auch von der iiberwiegenden Mehr-
heit aller AML exprimiert wird, bietet sich dieses
Antigen als Target fiir eine gezielte antileuka-
mische Therapie an. Prinzip dieser Behandlung ist
die Applikation eines Konjugats aus einem Anti-
CD33-Antikdrper und einem Zellgift (Calicheami-
cin, CMA-676), das selektiv die Leukidmiezellen
auffinden und abt6ten soll (Bernstein 2000). Erste
klinische Studien bei Patienten mit refraktdrer und
rezidivierter AML haben gezeigt, dass das Anti-
CD33-Calicheamicin-Konjugat gut vertrdglich ist
und bei einigen Patienten eine Elimination der
leukdmischen Blasten, nicht aber der normalen
Himatopoese bewirkte (Sievers et al. 1999).

3.3.3 Klassische und molekulare Zytogenetik
der akuten myeloischen Leukdmien

3.3.3.1 Einleitung

Die zytogenetische Analyse mittels klassischer,
konventioneller =~ Chromosomenbénderung und
Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung ist ein etablier-
tes Verfahren in der Leukdmiediagnostik und auch
zur Vorhersage des Krankheitsverlaufs und des
Ansprechens auf die Therapie geeignet. Es werden

Tabelle 3.3.5. Chromosomenanomalien bei Leukdmien

Primidre Anomalien Sekundidre Anomalien

Treten zuerst auf Treten nach primdren
Chromosomenanomalien auf

Fiir Krankheitsentstehung
und histologischen Subtyp
(mit)verantwortlich

Mit Aggravierung des
Krankheitsverlaufs, auch mit
Resistentwerden gegeniiber
Therapien assoziiert

Meist balancierte Trans- Hiufig Verlust/Zugewinn
lokationen, Inversionen von Chromosomenstiicken

[z.B. t(8;21), inv(3)] [z.B. +8,del(9q), -7,del(17p)]

Aktivierung von Onkogenen Verlust von Tumorsuppress-
(z.B. ETO/AMLI; orgenen (z.B. TP53)
PML/RARA)

primére von sekunddren Chromosomenanomalien
unterschieden: Die primédren Anomalien treten zu-
erst auf, sind fiir die Krankheitsentstehung und
den histologischen Subtyp (mit)verantwortlich; es
handelt sich meist um balancierte Translokationen
oder Inversionen, die zu einer Aktivierung von
Onkogenen fithren (Tabelle 3.3.5). Die spiter im
Krankheitsverlauf entstehenden sekunddren Chro-
mosomenanomalien sind mit der Aggravierung
des Krankheitsverlaufs, aber auch mit der Ent-
wicklung von Resistenzen gegeniiber Therapien as-
soziiert. Hdufig werden als sekundire Chromoso-
menanomalien Verluste und Zugewinne von Chro-
mosomenstiicken und damit der Verlust von Tu-
morsuppressorgenen beobachtet (Tabelle 3.3.5).

Eine Reihe von Studien hat die Rolle primérer
Chromosomenanomalien fiir die Diagnose und
Prognose der akuten myeloischen Leukdmie deut-
lich gemacht. Zu den prognostisch eher giinstigen
zytogenetischen Kategorien zéhlen die Transloka-
tionen t(8;21) und t(15;17), sowie die perizentri-
sche Inversion 16. Ungiinstige zytogenetische Pa-
rameter sind z.B. das Fehlen des gesamten Chro-
mosoms 5 und/oder 7 oder der langen Arme die-
ser Chromosomen sowie 3q- und 11q23-Anoma-
lien und komplex aberrante Karyotypen (Heim u.
Mitelman 1995; Grimwade et al. 1998; Rowley
2000; Slovak et al. 2000).

Neue Anomalien werden - auch dank des kom-
binierten Einsatzes klassischer Chromosomenbén-
derungs- und molekularzytogenetischer Methoden
- aufgedeckt. Der molekulare Hintergrund einiger
spezifischer Anomalien ist noch unklar. Wenig ist
tiber die Bedeutung der sekunddren Chromoso-
menanomalien und ihre Auslgsungsmechanismen,
involvierte Gene und ihre klinische Wertigkeit be-
kannt.

Verschiedene Einsatzbereiche der Zytogenetik
und die Relevanz der Befunde bei der akuten mye-
loischen Leukdmie werden im Folgenden an Bei-
spielen besprochen und diskutiert.

3.3.3.2 Relevanz zytogenetischer Befunde
bei der AML

Nachweis spezifischer Chromosomenanomalien

zur Stiitzung der Verdachtsdiagnose AML

Beim Verdacht auf das Vorliegen einer akuten
myeloischen Leukdmie (AML) stiitzt der Nachweis
spezifischer klonaler Chromosomenanomalien die
Verdachtsdiagnose und kann Hinweise auf den
Subtyp geben:



Abb. 3.3.5a, b. ARMS, a partielle Karyotypen und
schematische Darstellung der Chromosomen eines
nahezu tetraploiden alveoldren Rhabdomyosar-
koms (ARMS) mit einem Isochromosom der lan-
gen Arme von Chromosom 1 - i(1)(q10) (Pfeil) -
und einer Translokation zwischen den langen Ar-
men der Chromosomen 2 und 13 -
t(2;13)(q35;q14) (Pfeilkopfe), b FISH mit Painting-
sonden fiir die Chromosomen 2 (rot) und 13
(griin) an einer nahezu tetraploiden ARMS-Zelle,
Pfeile Derivativchromosomen 2 - der(2), Dreiecke
Derivativchromosomen 13 - der(13)
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Findet sich im Knochenmark des Patienten eine
fir die AML spezifische Translokation, wie z.B.
t(8;21)(q22;q22) oder t(6;9)(p23;q34), die parazen-
trische Inversion inv(3)(q21q26), eine Monosomie
5 oder 7 bzw. eine Trisomie 8, wird dadurch die
mittels morphologischer und immunologischer
Analysen gestellte Diagnose bestétigt. Werden fiir
die AML uncharakteristische, jedoch fiir andere
maligne Erkrankungen sehr spezifische Chromoso-
menanomalien nachgewiesen, vermag der zytoge-
netische Befund oftmals hilfreiche diagnostische
Hinweise zu geben. Zum Beispiel fithrte die Auf-
deckung einer fiir das alveolire Rhabdomyosar-
kom (ARMS) charakteristischen Translokation
t(2;13)(q35;q14) (Abb. 3.3.5) im Knochenmark ei-
ner Patientin, bei der der Verdacht auf eine AML
bestand, zu einer - seitens der Pathologen besté-
tigten — Diagnose eines ARMS, das das Knochen-
mark infiltriert hatte (Stindl et al. 1998).

Diagnose bestimmter Subtypen der AML

mittels Zytogenetik

Die akute Promyelozytenleukdmie (FAB-Subtyp
M3) zeichnet sich in etwa 95% der Fille durch ei-
ne Translokation t(15;17)(q22;q21) aus; die Trans-
lokation t(8;21) tritt vorwiegend bei der akuten
Myeloblastenleukdmie mit Ausreifung (FAB-Subtyp
M2) auf (Tabelle 3.3.6). Somit kénnen einerseits
mittels der Chromosomenanalyse einzelne AML-
Subtypen diagnostiziert werden, andererseits neue
Korrelationen zwischen histologischem Subtyp
und spezifischer Chromosomenanomalie geschaf-
fen werden.
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Prognostische Bedeutung spezifischer Chromosomen-
anomalien bei der AML

Bestimmte Karyotypabweichungen haben sich als
unabhingige Prognosefaktoren bei der AML er-
wiesen:

Die Translokationen t(8;21) und t(15;17) und
die Inversion eines Chromosoms 16 - inv(16)
(p13q22) - sind mit einer relativ guten Prognose
vergesellschaftet, wahrend partielle oder totale Mo-
nosomien 5 oder 7, die meisten Rearrangements,
die die Bande 11q23 betreffen, und komplexe
Chromosomenanomalien mit einer besonders
schlechten Prognose einhergehen (Tabelle 3.3.6).
In jiingster Zeit wurden Vervielfachungen (Ampli-
fikationen) von Genen, wie MLL, c¢cMYC und
AMLI, in Form von ,double minutes, Ringen
oder homogen oder heterogen anfirbbaren trans-
lozierten Segmenten, ebenfalls als Indikatoren fiir
einen aggressiven Krankheitsverlauf entdeckt (Fo-
natsch et al. 2001; Rimsza et al. 2000; Streubel et
al. 2000). Bestimmte Strukturaberrationen, in die
der lange Arm von Chromosom 3 involviert ist,
sind mit einer auflerordentlich schlechten Prog-
nose assoziiert. Anhand dieser Rearrangements
sollen hier Moglichkeiten der molekularzytogeneti-
schen Diagnostik veranschaulicht werden:

Sowohl die inv(3)(q21q26) (Abb. 3.3.6) als auch
die t(3;3)(q21;q26) und die t(1;3)(p36;q21) betreffen
die gleiche, etwa 100 kb grofie Bruchpunktregion in
der Chromosomenbande 3q21. Weder die Bildung
eines Fusionstranskripts noch die Uberexpression
eines Onkogens wurden bisher konsistent als Folge
dieser Aberrationen gefunden. Somit ist ein auf

5
; 4
]
12
11
18
Abb. 3.3.6. Giemsa-Banden-Karyogramm
- einer Knochenmarkzelle einer Patientin mit
l akuter myeloischer Leukdmie und parazentri-
X X scher Inversion in einem Chromosom 3 -

inv(3)(q21q26)
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Tabelle 3.3.6. Primidre Chromosomenanomalien bei der AML

Typ der Involvierte Gene FAB-Subtyp, klinische Charakteristika Prognose
Chromosomenanomalie
t(1;3)(p36;q921) MELL; ? M1, M4, MDS-Vorphase Ungiinstig
der(1)t(1;7)(q10;p10) ? M4, MDS-Vorphase Ungiinstig
t(1;11)(q21;923) % MLL M4, M5 Ungiinstig
inv(3)(q21q26), t(3;3)(q21;q26) % EVI1 Alle FAB-Subtypen aufier M3, Ungiinstig
MDS-Vorphase
(3;5)(q25.1;q34) MLF1; NPM Alle FAB-Subtypen, MDS-Vorphase Ungiinstig
1(3;21)(q265q22) EVI1/EAP/MDSI1; Alle FAB-Subtypen aufler M3, Mutagen-  Ungiinstig
AMLL1 exposition (z.B. Topoisomerase-II-Blocker)
+4(+dmin) 2 (cMYC) M2, M4 Ungiinstig
-5/del(5q) ? Alle FAB-Subtypen, Mutagenexposition ~ Ungiinstig
1(6;9)(p23;q34) DEK; CAN M2, M4, MDS-Vorphase Ungiinstig
t(6;11)(q27;q23) AF6; MLL M4, M5 Ungiinstig
t(7;11)(p15;p15) HOXA9; NUP98 M2 Ungiinstig
-7/del(7q) ? Alle FAB-Subtypen, Mutagenexposition ~ Ungiinstig
+8 ? M2, M4, M5, MDS-Vorphase Intermediir
t(8;16)(p11;p13) MOZ; CBP M5 (M5b), Erythrophagozytose Ungiinstig
1(8;21)(q22;q22) ETO; AML1 M2 Giinstig
+9 ? M2, M4, M5 2
t(9;11)(p21~22;q23) AF9; MLL M5 (Mb5a) Intermedidr
del(9q) ? Alle FAB-Subtypen Intermediér/
ungiinstig
1(9;22)(q34;q11) ABL; BCR M1, M2 Ungiinstig
t(10;11)(p13;q14) AF10; CALM MO, M1, M5 Ungiinstig
t(10;11)(p12;q23) % MLL M5 Ungiinstig
+11 MLL? M1, M2, M4 ? Ungiinstig
t(11;17)(q23;q21) MLL; AF17 M3 ?
t(11;17)(q23;921) PLZF; RARA M3v ?
t(11;17)(q23;q25) MLL; MSF M2, M4, M5 Ungiinstig
t(11;19)(q23;p13.1) MLL; ELL M4, M5, ML-Phénotyp® Ungiinstig
t(11;19)(q23;p13.3) MLL; ENL M4, M5, ML-Phénotyp Ungiinstig
t/del(11q23) MLL M5 (M5a), ML-Phénotyp® Ungiinstig
t/del(12p) ETV6/TEL Alle FAB-Subtypen, Mutagenexposition  Intermediér/
ungiinstig
+13 ? Alle FAB-Subtypen Ungiinstig
+14 ? ? 4
t(15;17)(q22;q21) PML; RARA M3, M3v Glinstig
inv(16)(p13q22),t(16;16)(p13;q22) MYH11; CBFB M4eo Glinstig
t(16;21)(p11;q22) FUS; ERG Alle FAB-Subtypen ?
i(17)(q10), del(17p) TP53? Alle FAB-Subtypen, MDS-Vorphase Ungiinstig
del(20q) § Alle FAB-Subtypen Ungiinstig
+21 ? Alle FAB-Subtypen Giinstig/intermedidr
-X,-Y ? Alle FAB-Subtypen Intermediér
Normalkaryotyp Alle FAB-Subtypen Intermedidr

* ML-Phénotyp: myeloische und lymphatische Merkmale vorhanden. Zusammengestellt aus: Heim u. Mitelman (1995), Grim-

wade et al. (1998), Slovak et al. (2000), eigene Beobachtungen.

der Polymerasekettenreaktion basierender Test zur
molekularen Diagnostik dieser Anomalien beim
derzeitigen Wissensstand nicht moglich. Als Alter-
native wurde daher eine Fluoreszenz-in situ-Hybri-
disierungsmethode zum Nachweis der inv(3), t(3;3)
und t(1;3) in Interphasezellkernen etabliert. PAC-
Klone (d.h. Klone, die grofle Stiicke genomischer
DNA enthalten), direkt zentromerisch und telome-
risch der Bruchpunktregion, werden mit 2 verschie-
denen Fluoreszenzfarbstoffen - rot und griin - mar-

kiert. In normalen Zellen liegen die beiden Signale
eng nebeneinander, sind also kolokalisiert, wenn
aber ein 3q21-Rearrangement vorliegt, werden die
dem aberranten Chromosom entsprechenden roten
und griinen Signale voneinander getrennt (Abb.
3.3.7; Wieser et al. 2001). So kann ein 3q21-Rearran-
gement nicht nur in effizienter Weise nachgewiesen
werden, sondern auch der Prozentsatz der Zellen,
die dieses tragen, festgestellt werden - ein bei der
Verlaufskontrolle besonders niitzlicher Umstand.
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Abb. 3.3.7A-C. Interphase-Fluoreszenz-in situ-Hybridisie-
rung zum Nachweis von 3q21-Rearrangements, A Sonden zen-
tromerisch (CEN) und telomerisch (TEL) der Bruchpunkt-
region (breakpoint cluster region, BCR) werden mit rotem
bzw. griinem Fluoreszenzfarbstoff markiert, B in normalen
Metaphasechromosomen bzw. Interphasen kolokalisieren das
rote und das griine Signal; bei Vorliegen einer 3q21-Aberrati-
on [im Bild: inv(3)(q21q26)] werden sie voneinander getrennt
(schematische Darstellung), C fluoreszenzmikroskopische Dar-
stellung von Interphasekernen ohne und mit 3q21-Rearrange-
ment

Ahnliche Nachweismethoden wurden bereits fiir
eine Vielzahl wiederkehrender Chromosomenaber-
rationen etabliert.

AML-Patienten mit einem Normalkaryotyp im
Knochenmark, einer Trisomie 8, einem Stiickver-
lust (Deletion) im langen Arm eines Chromosoms
9, einer t(9;11)(p21~22;q23) und anderen Chromo-
somenanomalien diirften eine intermediire Prog-
nose haben (Tabelle 3.3.6).

Prognostische Signifikanz
von sekunddren Karyotypveranderungen
Neben spezifischen primidren Chromosomenano-
malien treten bei Leukdmien hiufig zusitzliche se-
kundire Karyotypverdnderungen auf, die ebenfalls
von prognostischer Signifikanz sein kénnen:

Die klinische Relevanz von sekundidren Chro-
mosomenanomalien ist derzeit noch unklar, wie

an der Translokation t(8;21)(q22;q22) demonstriert
wird. Die t(8;21) ist mit einer Inzidenz von 6-12%
eine der hdufigsten strukturellen Chromosomena-
nomalien bei der AML. Bis zu 80% der Patienten
mit t(8;21) weisen zusitzliche Chromosomenano-
malien auf, besonders hdufig den Verlust eines Ge-
schlechtschromosoms. Wéhrend einige Arbeits-
gruppen fanden, dass diese sekundire Anomalie
die giinstige Prognose der 8;21-Translokation nicht
zu beeintrichtigen scheint, erwies sich in anderen
Arbeiten der Verlust von Geschlechtschromosomen
als den Krankheitsverlauf ungiinstig beeinflussend
(Rege et al. 2000). Auch wurde die partielle Deleti-
on des langen Arms eines Chromosoms 9 in einer
Studie als ungiinstiger prognostischer Faktor iden-
tifiziert. Patienten mit zusétzlicher del(9q) zeigten
eine signifikant kiirzere mediane Uberlebensdauer
als die Patienten mit nur t(8;21) oder t(8;21) und
Geschlechtschromosomenverlust (Schoch et al.
1996; Abb. 3.3.8). Im Gegensatz dazu wiesen Grim-
wade et al. (1998) in ihren im Rahmen des Medi-
cal Research Council (MRC) AML 10 Trial durch-
gefiihrten Untersuchungen nach, dass ein 9q-Ver-
lust die giinstige Prognose der t(8;21) nicht beein-
trachtigt. Eine andere englische Gruppe (Rege et
al. 2000) zeigte ebenfalls, dass Deletionen und
Translokationen des langen Arms von Chromosom
9 keine ungiinstige Auswirkung auf die Uber-
lebenszeit haben. Die prognostische Signifikanz
der, qualitativ und quantitativ unterschiedlichen,
9g-Anomalien wird, z.B. mittels molekulargeneti-
scher Techniken, genauer zu priifen sein.

Etwa 15-20% aller AML-Patienten weisen einen
mehrere numerische und strukturelle Chromoso-
menanomalien umfassenden, komplex aberranten
Karyotyp im Knochenmark auf. Oftmals sind 5q-,
Chromosom 7- und/oder 3q-Anomalien die primé-
ren Karyotypverdnderungen. Komplex aberrante
Chromosomensidtze sind meist nur unter Einsatz
verschiedener = molekularzytogenetischer — Tech-
niken, zusitzlich zur klassischen Chromosomen-
bianderungsanalyse, zu kldren. Eine orientierende
Ubersicht und die Identifizierung von mittels
Chromosomenbénderung nicht erkannten Aberra-
tionen gelingt bei komplex aberranten Karyotypen
hdufig mit der Vielfarbenfluoreszenz-in situ-Hybri-
disierung  (Multicolor- oder  Multiplex-FISH,
M-FISH) (Abb. 3.3.9) oder der SKY-Technik
(spectral karyotype imaging). Chromosomale Im-
balancen, Stiickverluste und -zugewinne werden,
wenn sie ein bestimmtes Ausmafl haben, mittels
vergleichender Genomhybridisierung (comparative
genomic hybridization, CGH) erfasst. Eine genaue-
re Charakterisierung, v.a. von strukturellen Chro-
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Abb. 3.3.9. M-FISH-Karyogramm einer Knochenmarkzelle einer Patientin mit AML und komplex aberrantem Karyotyp

mosomenverdnderungen, gelingt mittels FISH mit
DNA-Sonden fiir einzelne Gene, Chromosomen-
bereiche wie Zentromeren und Telomeren, Chro-
mosomenarme oder ganze Chromosomen (Pain-
tingsonden). In Zukunft ist aus der Kombination

klassischer Chromosomenbidnderung und moleku-
larzytogenetischer Analysen zu erwarten, dass
Hinweise auf Gesetzmifligkeiten des Auftretens be-
stimmter komplexer Chromosomenaberrationen
gewonnen werden.
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Zytogenetischer Befund und Therapieplanung

Therapiemodalititen konnen unter Beriicksichti-
gung des zytogenetischen Befunds gewéhlt werden.
Die Rolle desselben bei der Wahl der Therapie ist
besonders eindrucksvoll an der akuten Promyelo-
zytenleukdmie (APL) mit Translokation t(15;17) zu
demonstrieren. Diese Translokation, deren Nach-
weis mit konventionellen Badnderungstechniken
oftmals Schwierigkeiten bereitet, da ungefdhr
gleich grofle und &hnlich gebinderte Chromoso-
mensegmente zwischen den langen Armen der
Chromosomen 15 und 17 ausgetauscht werden,
kann leicht mittels FISH mit Paintingsonden, die

Abb. 3.3.10. a Giemsa-Banden-Karyo-
gramm einer Patientin mit akuter Pro-
myelozytenleukdmie und Translokation
t(15;17)(q22;q21) sowie einer Translokati-
on zwischen dem langen Arm eines Chro-
mosoms 7 und dem kurzen Arm eines
Chromosoms 10 als sekundire Chromoso-
menanomalie, b FISH mit Paintingsonden
fiir die Chromosomen 15 (griin) und 17
(rot) an einer Knochenmarkzelle eines Pa-
tienten mit AML M3, langstieliger Pfeil
Derivativchromosom der(15), kurzstieliger
Pfeil Derivativchromosom der(17)

das gesamte Chromosom markieren, erkannt wer-
den (Abb. 3.3.10).

Wie im Abschnitt 3.3.5 ,Therapiestrategien bei
akuten myeloischen Leukdmien“ ndher erldutert,
wird seit einigen Jahren eine spezifische Therapie-
form mit all-trans-Retinsdure (ATRA) in Kombina-
tion mit Anthrazyklinen eingesetzt. Die Retinsdure
bewirkt die terminale Differenzierung der Promye-
lozyten in reife Granulozyten, die altern und ab-
sterben. Das Ansprechen auf die Therapie kann in
Verlaufskontrollen {iberpriift werden, indem die
Persistenz des spezifischen Rearrangements zwi-
schen den Chromosomen 15 und 17 mittels Poly-



merasekettenreaktion (Abschnitt 3.3.4 ,,Molekular-
genetische Befunde bei der AML"), aber auch mit-
tels FISH an Metaphasen und Interphasen unter-
sucht wird. Dies leitet zum néchsten Abschnitt der
zu besprechenden Einsatzmoglichkeiten der klassi-
schen und molekularen Zytogenetik bei der AML-
Diagnostik tiber.

Uberpriifung des Ansprechens auf die Therapie
mittels zytogenetischer Untersuchung
Das Ansprechen auf die Therapie kann mit Hilfe
einer Chromosomenuntersuchung durch Beobach-
tung des Verschwindens bzw. Persistierens des
chromosomal abnormen Klons iiberpriift werden:
Da als Folge der Therapie die Ausbeute an Zel-
len in Teilung (Mitosezellen in Metaphase) gering
sein kann, empfiehlt sich die Untersuchung von
ungeteilten Zellen (Interphasen) — bei der APL un-
ter Einsatz von Cosmidsonden, die die Gene PML
(aus der Chromosomenbande 15q22) und RARA
(aus der Chromosomenbande 17q21) enthalten. In
Zellen ohne 15;17-Translokation sind je 2 rote
PML- und griine RARA-Signale zu erkennen, wih-
rend in Interphasen mit der 15;17-Translokation
eine Kolokalisation eines roten und eines griinen
Signals das Rearrangement deutlich macht (Abb.
3.3.11). Das Prinzip dieses Tests ist also - auf-
grund der anderen Wahl der Sonden - genau um-
gekehrt, wie bei dem oben beschriebenen Test fiir
3q21-Aberrationen. Allerdings erhebt sich die Fra-
ge, ob der Nachweis des PML-RARA-Rearrange-
ments in Interphasen, also in sich nicht teilenden
Zellen, eine Aussage iiber das Ansprechen auf die

Abb. 3.3.11. FISH an einer Interphasezelle
mit Cosmidsonden fiir die Gene PML
(15922 griin) und RARA (17921 rot). Ne-
ben einem griinen und einem roten Signal
ist ein gelbes Fusionssignal erkennbar

3.3 Akute myeloische Leukdmien

Therapie zulédsst, da es sich bei den Zellen in In-
terphase um ausgereifte, alternde und absterbende
Zellen handeln konnte.

Chromosomenanalyse zur Remissionsiiberwachung
und Friiherkennung von Rezidiven

Zytogenetische ~Analysen dienen der Remis-
sionstiberwachung und kénnen zur Fritherkennung
von Rezidiven beitragen:

Der Nachweis des Wiederauftauchens von be-
reits bei der Erstdiagnose vorhandenen Chromoso-
menanomalien oder neuen oder zusétzlichen Aber-
rationen kann den klinischen Befund eines Rezi-
divs stiitzen. Patienten mit einer parazentrischen
Inversion im langen Arm eines Chromosoms 3, al-
so einer Chromosomenanomalie, die mit einer du-
ferst ungiinstigen Prognose vergesellschaftet ist,
konnen nach mehreren Zyklen Induktionstherapie
eine komplette hdmatologische Remission errei-
chen. Zytogenetisch ist jedoch die parazentrische
Inversion 3 in den meisten Féllen permanent im
Knochenmark nachweisbar. Ein Rezidiv kann sich
auch zytogenetisch durch das Auftreten von se-
kunddren Chromosomenanomalien in Form z.B.
einer dizentrischen Translokation zwischen den

kurzen Armen der Chromosomen 7 und 12
ankiindigen (Abb. 3.3.12). Zu diskutieren ist, dass
zusitzliche Chromosomenanomalien, die ein Rezi-
div auszeichnen, méglicherweise durch die Thera-
pie mitinduziert werden.
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Entstehungsmechanismen
von Chromosomenanomalien

Aus dem zytogenetischen Befund kénnen hiufig
Riickschliisse auf Entstehungsmechanismen von
Chromosomenanomalien gezogen werden:
Pedersen-Bjergaard u. Rowley (1994) haben fest-
gestellt, dass in sekundidren akuten myeloischen
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Abb. 3.3.12. a Giemsa-Banden-Karyo-
gramm einer Knochenmarkzelle einer Pa-
tientin mit AML und inv(3). Als sekundi-
re Chromosomenanomalie ist ein dizen-
trisches Chromosom dic(7;12) zu beob-
achten. b FISH mit Paintingsonden fiir
die Chromosomen 7 (rot) und 12 (griin)
an einer Knochenmarkzelle derselben Pa-
tientin. Neben je einem normalen Chro-
mosom 7 und 12 ist das dizentrische
Chromosom, bestehend aus jeweils den
langen Armen der Chromosomen 7 und
12, zu erkennen. ¢ FISH mit einer Zentro-
mersonde fiir Chromosom 3 (rot) sowie
einer YAC-Sonde, die das EVII-Gen
(griin) enthdlt, an einer Knochenmarkzel-
le eines Patienten mit inv(3). Im inver-
tierten Chromosom 3 liegt ein gesplittetes
EVII-Signal vor

Leukdmien (sAML) nach Behandlung mit alkylie-
renden Zytostatika eher unbalancierte Chromoso-
menanomalien, z.B. Deletionen, in vivo auftreten,
wihrend nach Behandlung mit Topoisomerase-II-
Blockern, wie z.B. Etoposid, aber auch Anthra-
zyklinen, eher balancierte Anomalien, z.B. Trans-
lokationen, zu beobachten sind, oftmals dieselben



Abb. 3.3.12¢

wie bei der de novo AML. Besonders hdufig ldsst
sich nach Topoisomerase-II-Blocker-Behandlung
eine Involvierung der Chromosomenbande 11q23
nachweisen (s. auch Abschnitte 3.3.2 ,,Morphologie
und Immunologie der AMLY, 3.3.4 ,Molekulargene-
tische Befunde bei der AMLY, und 3.3.5 ,,Therapie-
strategien bei akuten myeloischen Leukdmien®).
Der Verlust von Teilen des langen Arms von Chro-
mosom 5 und/oder 7 oder eines gesamten Chro-
mosoms 5 und/oder 7 bzw. des kurzen Arms von
Chromosom 12 wird hiufig im Gefolge der Thera-
pie mit alkylierenden Substanzen beobachtet.

Chromosomale Rearrangements als Basis fiir die
Isolierung und Charakterisierung relevanter Gene

Die Identifizierung und Klonierung der Gene BCR
und ABL bei der Philadelphia-Translokation
t(9;22)(q34;q11), der Gene PML und RARA bei der
akuten Promyelozytenleukdmie mit 15;17-Translo-
kation, des MLL-Gens bei verschiedenen 11q23-
Anomalien und vieler anderer, bei der AML von
Rearrangements betroffener Gene haben ihren
Ausgang von der Kenntnis spezifischer Chromoso-
menbruchpunkte genommen, die den charakteris-
tischen Translokationen bzw. Inversionen zugrun-
de liegen (s. Abschnitt 3.3.4 ,Molekulargenetische
Befunde bei der AML).

Allerdings ist noch eine Reihe von chromoso-
malen Strukturanomalien beziiglich der Gene, die
darin involviert sind, unaufgeklért, z.B. die para-
zentrische Inversion inv(3). Auch von den etwa 40

3.3 Akute myeloische Leukdmien

Translokationspartnern des in 11q23 lokalisierten
MLL-Gens wurden erst etwa die Hélfte identifiziert
und kloniert. Welche Rolle Gene beim Zugewinn
oder Verlust ganzer Chromosomen spielen, z.B.
bei den Trisomien 8 oder 11 bzw. den Mono-
somien 5 und 7, ist ebenfalls noch weitgehend un-
bekannt (Lai et al. 2001).

3.3.3.3 Resiimee

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Bedeu-
tung des zytogenetischen Befunds bei akuten mye-
loischen Leukdmien mit Zunahme der Datenfiille
wichst und dass verbindlichere Aussagen, z.B.
tiber den Krankheitsverlauf, moglich werden. Pa-
rallel dazu haben intensivierte Bemiithungen, thera-
peutische Ansitze zu kreieren, die direkt auf den
genetischen Defekt abzielen, Friichte gezeitigt, wie
am Beispiel der Translokation 15;17 bei der akuten
Promyelozytenleukdmie zu demonstrieren ist, die
auf ATRA-Therapie anspricht. Solche therapeuti-
schen Modalititen basieren auf zytogenetischen
und, in Konsequenz, molekulargenetischen Er-
kenntnissen. Zukiinftige Aufgabe der Zytogenetik
wird daher sein, durch die Entwicklung und den
Einsatz verfeinerter Methoden den Einblick in Me-
chanismen der malignen Transformation und Me-
tastasierung zu erweitern und damit auch einen
Beitrag zur Bekdmpfung der akuten myeloischen
Leukdmien zu leisten.
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3.3.4 Molekulargenetische Befunde
bei der AML

3.4.4.1 Translokationen und Inversionen
mit Beteiligung des Core-binding-Faktors
(CBF): t(8;21)(q22;q22), inv(16)(p13q22),
t(16;16)(p13;922)

Der Core-binding-Faktor (CBF) ist ein heterodime-
rer Transkriptionsfaktor, der bei der Aktivierung
der Transkription von vielen Genen von Bedeutung
ist. Einige dieser Gene (Interleukin-3, Myeloperoxi-
dase, GM-CSE, M-CSF-Rezeptor und T-Zell-Rezep-
tor-Enhancer) spielen in der Hidmatopoese eine
wichtige Rolle. Beide Komponenten des heterodi-
meren CBF-Transkriptionskomplexes, CBFa (Syno-
nym: AML1) und CBFf konnen in chromosomale
Translokationen bzw. eine Inversion involviert
sein, die mit einer AML assoziiert sind.

AML1-ETO
Die Translokation (8;21) ist eine der hiufigsten
genetischen Verdnderungen bei der AML und wird
bei ungefihr 15% der erwachsenen Patienten
gefunden (Heim u. Mitelman 1995). Als Folge
dieser Translokation kommt es zur Fusion des
AMLI(CBFa)-Gens von Chromosom 21q22 mit
dem ETO(eight twenty-one)-Gen von Chromosom
8q22 (Nucifora et al. 1993a,b; Gao et al. 1991;
Miyoshi et al. 1991). Das AML1-ETO-Fusionspro-
tein ist ein dominanter Inhibitor der Aktivierung
der Transkription durch das AML1/CBFa-Wildtyp-
protein (Abb. 3.3.13) (Meyers et al. 1993, 1995).
Die Analyse von AMLI-ETO-,knock-in“-Mdu-
sen lieferte Hinweise fiir die dominant-negative In-
hibierung der normalen AMLI-Funktion durch
das AML1-ETO-Fusionsprotein. Die heterozygoten
Miuse (sie besitzen ein AMLI-ETO-Allel und ein
AMLI-Wildtypallel) zeigten genau den gleichen
Phinotyp wie die amll-/-M4use; d.h. die Regula-
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tion der normalen hdmatopoetischen Entwicklung
durch AML1 wurde von dem AMLI-ETO-Allel do-
minant unterdriickt.

Durch die AMLI-ETO-Translokation entsteht
meist eine spezielle Form der Leukdmie, eine akute
Myeloblastenleukdmie mit Ausreifung, AML M2.
Diese Leukdmien reagieren gut auf konventionelle
Chemotherapien mit Hochdosis-Zytosin-Arabi-
nosid (HD-Ara-C) und sind durch hohe Remis-
sionsraten und lang andauerndes krankheitsfreies
Uberleben charakterisiert. Das Fusionstranskript
AMLI-ETO kann in den Patienten bis zu 10 Jahre
nach Erreichen der kompletten hdmatologischen
und zytogenetischen Remission sowohl nach Che-
motherapie als auch nach autologer Knochenmark-
transplantation nachgewiesen werden. (Chang et
al. 1993; Dowing et al. 1993; Guerrasio et al. 1995;
Jurlander et al. 1997; Kozu et al. 1993; Kusec et al.
1994; Nucifora et al. 1993a,b; Saunders et al.
1994).

CBFS-MYH11

Sowohl die inv(16)(pl13q22) als auch die
t(16516)(p13;q22) fithren zur Fusion der Core-bin-
ding-Faktorff(CBFf)-Untereinheit in der Chromo-
somenbande 16q22 mit dem Smooth-muscle-myo-
sin-heavy-chain(SMMHC, MYHI1)-Gen in der
Chromosomenbande 16p13. CBFf ist der heterodi-
mere Partner von AMLI1; beide zusammen bilden
den Transkriptionsfaktor CBE Der Bruchpunkt im
CBEFf-Gen liegt hochkonserviert in einer Domine,
die fiir die Interaktion mit AMLI1/CBFa wichtig ist.
Der Mechanismus der malignen Transformation
durch CBFf-MYHII ist noch nicht vollstindig be-
kannt. Das CBFf-MYHI1-,knock-in“-Mausmodell
zeigt denselben Phédnotyp wie amll-/- und AMLI-
ETO-,knock-in“ Miuse und unterstiitzt damit die
Hypothese, dass das CBFS-MYHI11-Fusionsprotein
ebenfalls ein dominanter Inhibitor des CBF-Tran-
skriptionsfaktors ist (Castilla et al. 1996; Sasaki et
al. 1996; Wang et al. 1996 a,b).

Abb. 3.3.13. Core-binding-Faktor. Der normale Core-
binding-Faktor (CBF) besteht aus 2 Untereinheiten,
CBFa (AML1) und CBFf. Beide Komponenten
konnen in chromosomale Anomalien involviert sein.
Bei der t(8;21), die v.a. bei der AML M2 gefunden
wird, fusioniert das AMLI-Gen (Chromosomenbande
21q22) mit dem ETO-Gen (Chromosomenbande
8q22). Bei der inv(16), die bei der AML M4Eo be-
obachtet wird, fusioniert das CBFf-Gen (Chromoso-
menbande 16q22) mit dem Smooth-muscle-myosin-
heavy-chain(MYHI11)-Gen (Chromosomenbande
16p13)



Klassifikation und Prognose

Patienten mit AML und t(8;21)(q22;q22) werden in
ungefidhr 90% als FAB M2 und in etwa 6% der Fil-
le als FAB M1 subklassifiziert (Heim u. Mitelman
1995). Diese Translokation wird héufiger bei
jiingeren (unter 60 Jahren) als bei dlteren Patienten
gefunden (Dastugue et al. 1995). Extramedulldre
Ansammlungen von Leukdmiezellen (v.a. paraspi-
nal) zum Zeitpunkt der Diagnose stellen einen
schlechten Prognosefaktor dar (Byrd et al. 1997).
Es wurde berichtet, dass Patienten mit t(8;21)
(922;q22) und Leukdmiezellen, die das NK-Zell-
bzw. Stammzellantigen CD56 exprimieren, eine
signifikant kiirzere Remissionsdauer aufweisen als
Patienten ohne CD56-Expression (Baer et al. 1997).

Patienten mit AML und inv(16)(p13q22) oder
t(16;16)(p13;q22) prasentieren sich meist als akute
myelomonozytire Leukdmie mit dysplastischer Eo-
sinophilie - FAB M4Eo. Eine Assoziation mit an-
deren Subtypen (meist FAB M4 und M2), dem
myelodysplastischen Syndrom und der Blastenkri-
se der CML wurde jedoch ebenfalls beschrieben
(Le Beau et al. 1983). inv(16)(p13g22) und t(16;16)
(p13;q22) sind oft mit hohen initialen Leukozyten-
zahlen, Lymphadenopathie, Hepatomegalie und
ZNS(Zentralnervensystem)-Befall im Rezidiv asso-
ziiert.

Bei CBF-assoziierten Leukdmien werden die
hochste Remissionsrate (ungefihr 90%) und das
lingste krankheitsfreie Uberleben nach 5 Jahren
(ungefihr 50%) von allen de novo AML erreicht.
Die guten Ergebnisse bei Patienten mit CBF-Gen-
Rearrangements werden auf eine erhdhte Sensitivi-
tdit der Leukdmiezellen gegeniiber Zytosin-Arabi-
nosid (Ara-C) zuriickgefiihrt, das in Kombination
mit Anthrazyklinen das Grundgeriist der AML-
Therapie darstellt (s. Abschnitt 3.3.5 ,Therapie-
strategien bei akuten myeloischen Leukdmien®).

Molekulare Diagnostik

Die genomischen Bruchpunkte des AMLI- (Intron
5) und des ETO-Gens liegen bei allen bisher unter-
suchten Patienten in den gleichen Introns, sodass
mit der RT-PCR nur ein einziges AMLI-ETO-Fusi-
onstranskript detektiert werden kann. Da RT-PCR-
Analysen gezeigt haben, dass AMLI-ETO-Fusions-
transkripte auch bei Patienten mit Langzeitremis-
sion, sowohl nach konventioneller Chemotherapie
als auch nach autologer und allogener Knochen-
marktransplantation, vorhanden sind, ist nur mit-
tels quantitativer RT-PCR das Ausmaf3 der Restleu-
kdmie festzustellen und die Kinetik der Erkran-
kung einzuschdtzen. Etwa 2-4 Monate vor einem
Rezidiv ist in der Regel ein Anstieg der AMLI-
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ETO-Fusionstranskripte zu beobachten. Patienten
mit einem drohenden Rezidiv kénnen mit quanti-
tativer RT-PCR frith identifiziert und einer thera-
peutischen Intervention zugefiihrt werden (Mar-
cucci et al. 1998; Tobal et al. 2000).

Bei Patienten mit inv(16) oder t(16;16) finden
sich auf molekularer Ebene sehr heterogene CBFf-
MYHI11-Fusionstranskripte. Diese Heterogenitit
entsteht durch variable genomische Bruchpunkte
in den betroffenen Genen CBFf und MYHII und
durch alternatives Spleiflen der mRNA-Vorstufen.
Der Typ ,,A“ des CBFf-MYHI1-Fusionstranskripts
(Fusion von Nukleotid 495 der CBFf-mRNA und
Nukleotid 1921 der MYHI1-mRNA) wird bei mehr
als 80% der Patienten mit inv(16) oder t(16;16) ge-
funden. Zumindest 7 weitere Varianten (Typ B-H)
wurden bisher beschrieben; sie machen aber in
der Summe weniger als 20% der Fille aus (Claxton
et al. 1994; Liu et al. 1995; van der Reijden et al.
1995). Es ist derzeit noch nicht geklért, ob die ver-
schiedenen Fusionstranskripte eine unterschiedli-
che biologische oder klinische Bedeutung haben.

3.3.4.2 Translokationen mit Beteiligung
des Retinsdaurerezeptora(RARA)-Gens:
t(15;17)(q22;921)

Die akute Promyelozytenleukimie (APL) oder
AML FAB M3 gehort zu den am besten charakteri-
sierten klinisch-genetischen Entitdten und wird bei
ungefihr 5-8% der Fille mit AML diagnostiziert.
Der APL-Phdnotyp (sowohl die hyper- als auch
die mikrogranuldire Form der AML M3) ist mit
chromosomalen Translokationen assoziiert, die das
RARA-Gen in der Chromosomenbande 17q21 in-
volvieren. In fast allen Fdllen der APL ist die Ursa-
che eine t(15;17)(q22;q21), die zur Fusion des
RARA-Gens mit dem PML-Gen fiihrt (Kakizuka et
al. 1991, de Thé et al. 1990, 1991). In seltenen Fil-
len findet man eine Fusion des RARA-Gens mit
dem PLZF-Gen (in der Chromosomenbande 11q23
lokalisiert) (Chen et al. 1994), dem NPM-Gen
(5931) (Corey et al. 1994) oder mit dem NUMA-
Gen (11q13). Die APL ist bisher eine der wenigen
neoplastischen Erkrankungen, die mit einem The-
rapeutikum, das direkt gegen den kausalen geneti-
schen Defekt gerichtet ist, erfolgreich behandelt
werden kann. Die APL war einst durch eine sehr
hohe Frithmortalitdtsrate und eine sehr bescheide-
ne Rate an Langzeitremissionen (ungefihr 30%)
charakterisiert. Die derzeitige hohe Rate an Lang-
zeitremissionen (ungefihr 70-80%) ist auf die
krankheitskausale Therapie mit all-trans-Retinsdu-
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re (ATRA) zuriickzufiihren, die eine Differenzie-
rung der APL-Zellen induziert (Huang et al. 1998;
Fenaux et al. 1992; Warrell et al. 1994; Tallman et
al. 1997).

Molekulare Pathogenese

RARA ist ein bei der Transkription aktives Pro-
tein, das eine DNA bindende Zinkfingerdomine
und eine Liganden-bindende Doméne fiir die In-
teraktion mit Retinsdurederivaten besitzt. Das
PML-Protein enthdlt ebenfalls Zinkfingerdomédnen
und spielt in der Regulation von Zellzyklus und
Apoptose eine Rolle. Es ist in spezifischen nukled-
ren Strukturen, den Kernkorperchen oder ,,pods®
(PML oncogenic domains), lokalisiert, die durch
eine Antikoérperfirbung nachgewiesen werden
konnen. Bei der APL wird durch die Fusion von
PML mit RARA die Struktur dieser Kernkorper-
chen verédndert, sodass sie als nukledre ,speckles®
erscheinen (Dyck et al. 1994).

PML-RARA bildet einen Komplex mit dem nu-
kledren Korepressor (NCoR) und Histondeazetylase
(HDAC) und unterdriickt die Transkription von
RARA-Zielgenen (Abb. 3.3.14) (Grignani et al. 1998;
He et al. 1998; Lin et al. 1998). Im Gegensatz zum
normalen RARA-Protein wird die Wechselwirkung
von PML-RARA mit NCoR und HDAC bei physiolo-
gischen Konzentrationen von Retinsdure nicht auf-
gehoben. PML-RARA bleibt an die Promotorregion
der Zielgene gebunden und funktioniert als Repres-
sor der Transkription. Bei pharmakologischen Kon-
zentrationen von Retinsdure wird die Bindung des
PML-RARA an den nukledren Korepressor gelost.
PML-RARA kann nun den nukledren Koaktivator-
Histonazetylase-Komplex binden und ein Aktivator

der Transkription werden. Die Ursache fiir die feste-
re Bindung des nukledren Korepressors an PML-
RARA ist noch nicht bekannt. Es ist jedoch vorstell-
bar, dass der PML-Anteil des Fusionsproteins die In-
teraktion zwischen RARA und dem nukledren Kore-
pressor stabilisiert. Die Bindung des nukleédren Ko-
repressors an PLZF-RARA kann durch Retinsdure
nicht geldst werden. Es zeigte sich, dass in der ami-
noterminalen POX-Domine (Pox-Virus und Zink-
tinger) des PLZF-Proteins eine 2. Bindungsstelle
fiir den nukledren Korepressor existiert, die durch
Retinsdure nicht beeinflusst wird. Diese Bindungs-
stelle ist fir die starke Inhibierung der Transkripti-
on durch PLZF verantwortlich.

Klassifikation und Prognose

Die Identifikation der APL ist fiir Therapie und

Prognose in zweierlei Hinsicht bedeutend.

1. Diese Form der Leukdmie ist ein medizinischer
Notfall, und bis zu 10% der Patienten verstar-
ben frither sogar bei optimaler Therapie rasch,
z.T. aufgrund der schweren Gerinnungsstérun-
gen, die mit dieser Erkrankung assoziiert sind.

2. Die optimale Behandlungsstrategie, die auch die
Kontrolle der lebensbedrohenden Koagulopathie
erlaubt, beinhaltet die zusdtzliche Verabreichung
von ATRA zur Chemotherapie und unterschei-
det sich somit von der Behandlung anderer
AML-Subtypen.

Die morphologische Diagnostik scheint bei den
meisten Patienten mit der hypergranuldren Varian-
te der APL zuverldssig zu sein. Die mikrogranulére
Variante der APL kann morphologisch nicht sicher
identifiziert werden, da sie hdufig nur schwer von
der akuten Myeloblastenleukdmie mit Ausreifung

Abb. 3.3.14. PML-RARA, assoziiert
mit dem nukledren Korepressor
(NCoR) und Histondeazetylase
(HDAC), blockiert dadurch die
RARA-mediierte Transkription
und Differenzierung. Pharmakolo-
gische Konzentrationen von all-
trans-Retinsdure (ATRA) 16sen die
Bindung an den NCoR-HDAC-
Komplex. Im Gegensatz dazu re-

krutiert PLZF-RARA einen 2.
NCoR-HDAC-Komplex, der durch
ATRA nicht gelost werden kann



(M2) und der akuten myelomonozytidren Leukdmie
(M4) zu unterscheiden ist. ATRA induziert die Dif-
ferenzierung und Ausreifung nur in Leukdmiezel-
len, die das PML-RARA-Fusionsprotein exprimie-
ren. Die mikrogranuldre Variante der APL spricht
ebenso wie die hypergranuldre Variante gut auf ei-
ne Therapie mit ATRA an. Im Gegensatz dazu zei-
gen Leukdmiezellen, die morphologisch einer APL
entsprechen, jedoch variante Fusionsproteine wie
PLZE-RARA exprimieren, kein Ansprechen auf ei-
ne Therapie mit ATRA.

Molekulare Diagnostik

Das RARA-Gen, in der Chromosomenbande 17q21

lokalisiert, bricht konstant im 2. Intron, wiahrend

das PML-Gen, das in 15q22 liegt, 3 unterschiedli-
che genomische Bruchpunktregionen besitzt:

1. Briiche im PML-Intron 3 fiithren zu einem PML-
Exon-3-RARA-Exon-3-Fusionstranskript (bcr3-
oder ,,S“/,,short“-Form).

2. Briiche im PML-Intron 6 fithren zu einem PML-
Exon-6-RARA-Exon-3-Fusionstranskript (bcrl-
oder ,,L“/,,long“-Form).

3. Briiche im PML-Exon 6 fithren zu einem PML-
Exon-6-RARA-Exon-3-Fusionstranskript, in dem
jedoch ein Teil des PML-Exons 6 fehlt (bcr2-
oder ,,V“/,variant“-Form).

Diese unterschiedlichen PML-RARA-Isoformen
konnen durch eine RT-PCR sehr prizise und sen-
sitiv (107%) nachgewiesen werden (Huang et al.
1993; Miller et al. 1993; Warrell et al. 1993, 1994).
Die RT-PCR kann daher zur Detektion von mini-
maler Resterkrankung eingesetzt werden. Die Iso-
lierung von qualitativ hochwertiger RNA, eine effi-
ziente reverse Transkription und die Kontrolle des
eingesetzten Materials durch Amplifikation eines
Kontrollgens sind Grundvoraussetzungen fiir die
Analyse der minimalen Resterkrankung.

3.3.4.3 Translokationen mit Beteiligung
des MLL-Gens

Strukturelle Verinderungen der chromosomalen
Bande 11q23 werden bei akuten Leukdmien sehr
hdufig beobachtet. Durch Klonierung der Bruch-
punktregionen konnte das MLL-Gen identifiziert
werden, das mit bis zu 40 verschiedenen chromo-
somalen Partnern in reziproke Translokationen in-
volviert sein kann (Thirman et al. 1993). Der Na-
me MLL steht fiir ,,myeloid-lymphoid leukemia“
oder ,mixed lineage leukemia“, da strukturelle
Verdanderungen dieses Gens sowohl bei der ALL

3.3 Akute myeloische Leukdmien

(5% der Erwachsenen, 50-60% der Kinder unter 1
Jahr) als auch bei der de novo AML (5%), bei der
sekunddren AML nach Behandlung mit Topoiso-
merase-II-Inhibitoren (>85%) und bei biphéno-
typischen Leukdmien zu finden sind. Andere Be-
zeichnungen fiir dieses Gen lauten ALLI, da das
Gen erstmals bei einem Patienten mit ALL identi-
fiziert wurde, oder HRX bzw. HTRX aufgrund der
starken Homologien zum Drosophila-Trithoraxgen.

Molekulare Pathogenese

MLL kodiert fiir ein 3972 Aminosduren langes
Protein, das eine grole Ahnlichkeit mit dem kom-
plexen Drosophila-Trithoraxprotein aufweist. Die-
ses Protein reguliert die Transkription von Homo-
tpdeloboxgenen (Antennapedia- und Bithoraxkom-
plex), die fiir die Anordnung der embryonalen
Segmente entlang der antero-posterioren Achse
entsprechend dem Grundbauplan des Embryos
und somit fiir die normale Entwicklung von Dro-
sophila verantwortlich sind (Breen et al. 1991,
1993; Lewis 1978; Mazo et al. 1990; Sedkov 1994).
Die normale Funktion des humanen MLL-Proteins
ist noch wenig bekannt. Es ist jedoch anzuneh-
men, dass das humane MLL-Protein, dhnlich wie
das Drosophila-Trithoraxprotein, ein Regulator der
homdotischen Genexpression ist (Kennison 1993).
Die Homdoboxgene wurden im Verlauf der Evolu-
tion konserviert und sind von Drosophila bis zu
den Wirbeltieren (hier als HOX-Gene bezeichnet)
fast identisch. Versuche mit transgenen Midusen
zeigten die grofle Bedeutung des MLL-Gens fiir
die Regulation der homdotischen Gene und in der
Folge fiir die Sdugetierentwicklung. MLL-defiziente
homozygote (mll-/-) Méuse starben bereits wih-
rend der Embryonalentwicklung, heterozygote
(mll+/-) Mé4use zeigten Defekte bei der axialen
Skelettentwicklung und in der Hdmatopoese (Yu et
al. 1995). In MLL-/-Knockout-Zellen konnte die
Blockierung der hamatopoetischen Differenzierung
auch in vitro nachgewiesen werden (Fidanza et al.
1996). Das aminoterminale Ende des MLL-Proteins
enthilt ein ,,AT-hook“-Motiv, das die Bindung des
MLL-Proteins an die kleine Furche der DNA
ermoglicht (Reeves u. Nissen 1992). Nahe dem
aminoterminalen Ende befindet sich eine Region
mit Homologie zur regulatorischen Doméne von
DNA-Methyltransferasen (Ma et al. 1993). Die
funktionelle Rolle dieser Region ist noch nicht be-
kannt, sie konnte jedoch bei der Erkennung der
Chromatinstruktur von Bedeutung sein. Das C-ter-
minale Ende von MLL enthélt die wihrend der
Evolution stark konservierte SET-Domine. Diese
interagiert mit Proteinen, die wiederum an der
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Abb. 3.3.16. Das MLL-Gen bricht in einer 8,5 kb grofien
Bruchpunktregion, die die Exons 5-11 umspannt. Durch ei-
ne Southern Blot-Analyse mit einer 0,74 kb groflen cDNA-
Gensonde konnen alle MLL-Anomalien detektiert werden

ATP-abhdngigen Modifizierung des Chromatins
beteiligt sind (Rozenblatt-Rosen et al. 1998).

Es sind derzeit etwa 30-40 Gene bzw. Chromo-
somenbanden bekannt, die an Translokationen mit
dem MLL-Gen beteiligt sein konnen. Diese Part-
nergene kodieren hiufig fiir sehr unterschiedliche
Proteine (Abb. 3.3.15). Die Translokationen des
MLL-Gens fithren zu Fusionen im Leseraster und
damit zur Expression von Fusionsproteinen. Ob-
wohl das MLL-Gen sehr grof3 ist, ereignen sich alle
Briiche in einer nur 8,5kb groflen Bruchpunkt-
region, die die Exons 5-11 umspannt (Abb. 3.3.16).
Die Fusion des 5'-Endes von MLL mit dem 3’-Ende
des Partnergens fithrt zur Entstehung des leuka-
mogenen Fusionsproteins (Domer et al. 1993,
Rowley 1992). Diese Fusionsproteine enthalten nur
das AT-hook-Motiv und das DNA-Methyltransfera-
se-Motiv von MLL gekoppelt an den jeweiligen Fu-
sionspartner. Es ist noch unklar, ob die unter-
schiedlichen MLL-Fusionsproteine die hdmatopoe-
tischen Zellen durch einen gemeinsamen Mecha-
nismus, wie etwa durch den Bruch des MLL-Pro-

COOH

Abb. 3.3.15. MLL-Fusionsprotein. Bei Trans-
lokationen mit Beteiligung des MLL-Gens wird
ein MLL-Fusionsprotein exprimiert, das aus
dem N-terminalen Anteil des MLL-Wildtyppro-
teins und dem C-terminalen Anteil eines Part-
nerproteins besteht

teins und den Verlust der SET-Domine, transfor-
mieren oder ob die unterschiedlichen Fusionspart-
ner mit ihren funktionellen Motiven ebenfalls zur
Leukdmogenese beitragen.

Klassifikation und Prognose

Trotz der Variabilitit der chromosomalen Partner
zeigen die leukdmischen Zellen von Patienten mit
AML und MLL-Anomalien meist eine monozytire
Differenzierung und werden als FAB M4 oder M5
subklassifiziert (Bower et al. 1994). Auch Fille mit
partieller Duplikation des MLL-Gens wurden be-
schrieben - diese werden iiblicherweise als MI
oder M2 diagnostiziert. Akute Leukdmien mit
MLL-Rearrangements exprimieren hédufig sowohl
myeloische als auch lymphatische Antigene (Thir-
man et al. 1993).

Patienten mit Anomalien des MLL-Gens zeigen
oft einen aggressiven Krankheitsverlauf. Das Auf-
treten eines MLL-Rearrangements wird generell
mit einer schlechten Prognose in Zusammenhang
gebracht. Die bei der de novo AML des Erwachse-
nen erhobenen Daten sind allerdings nicht einheit-
lich. Eine Studie von Kindern mit AML zeigte,
dass Patienten mit einer t(9;11)(p22;q23) eine sig-
nifikant bessere Prognose haben als Patienten mit
Translokation zwischen 11923 und anderen Part-
nerchromosomen (Martinez-Climent et al. 1995).
In einer dhnlichen Studie konnte auch fiir erwach-
sene Patienten mit primdrer AML und t(9;11)
(p22;q23) ein giinstigerer klinischer Verlauf als fiir
Patienten mit anderen 11q23-Translokationen ge-
funden werden (Mitterbauer et al. 1999; Mrozek et
al. 1997). Es sollte erwidhnt werden, dass die Pa-
tienten dieser Studie sowohl als Induktions- als
auch als Konsolidierungstherapie hochdosiertes
Zytosin-Arabinosid erhielten. Bei Bestdtigung die-
ser Ergebnisse durch prospektive Studien konnten
derartige Chemotherapieprotokolle die Therapie
der Wahl fiir Erwachsene mit primdrer AML und



t(9;11)(p22;q23) werden. Fiir Patienten mit ande-
ren MLL-Translokationen, die bei einer Behand-
lung mit konventioneller Chemotherapie eine
schlechte Prognose haben, sollten eine allogene
Stammzelltransplantation in erster kompletter Re-
mission oder alternative therapeutische Ansitze in
Betracht gezogen werden.

Molekulare Diagnostik

Durch eine Southern Blot-Analyse mit einer
cDNA-Gensonde, die die gesamte MLL-Bruch-
punktregion von Exon 5-11 umspannt, kénnen alle
MLL-Anomalien identifiziert werden, die auf
Translokationen beruhen. Die Southern Blot-Ana-
lyse ist daher eine ideale Screeningmethode; sie
liefert jedoch keine Informationen {iber die betei-
ligten Fusionspartner. Durch eine RT-PCR mit spe-
zifischen Oligonukleotidprimern fiir das MLL- und
das Partnergen ist es moglich, spezifische Fusions-
transkripte zu amplifizieren und zu detektieren.
Die hohe Sensitivitdit der RT-PCR erlaubt die Be-
obachtung der Dynamik des leukdmischen Klons
im Verlauf der Erkrankung. Bei Patienten mit
MLL-AF9-positiver AML scheint eine schnelle Re-
duktion der leukdmischen Zellen unter die Nach-
weisgrenze der RT-PCR eine Voraussetzung fiir
Langzeitremissionen zu sein und sollte daher als
therapeutisches Ziel angestrebt werden (Mitterbau-
er et al. 1999). Verlaufsuntersuchungen bei Patien-
ten mit MLL-AF6-positiver AML zeigten, dass die-
se Patienten zwar hdufig eine morphologische Re-
mission, jedoch nur selten eine molekulare Remis-
sion erreichen und generell eine sehr schlechte
Prognose haben (Mitterbauer et al. 2000a,b).

3.3.4.4 Resiimee

Eine Subklassifikation der AML, die auf den kau-
salen genetischen Verdnderungen beruht, ermog-
licht eine exaktere Einteilung in prognostisch ein-
heitliche Gruppen als die bisher verwendete FAB-
Subklassifikation, die sich v.a. auf morphologische
Kriterien bezieht. Durch das Verstehen der mole-
kularen Pathogenese wird es in Zukunft mdoglich
sein, fiir funktionell definierte Subgruppen der
AML Therapien zu entwickeln, die direkt in den
Prozess der Leukdmogenese eingreifen. Durch die
Verabreichung dieser optimierten krankheitsspezi-
fischen Therapien erhofft man sich in Subgruppen
mit derzeit schlechter Prognose eine deutliche Ver-
besserung der klinischen Resultate.

Der Nachweis von minimaler Resterkrankung
mit hochsensitiven Methoden hat in Abhdngigkeit
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von der zugrunde liegenden genetischen Verdn-
derung eine jeweils unterschiedliche Bedeutung
und sollte immer im Zusammenhang mit den kli-
nischen Daten kritisch interpretiert werden. Durch
die Quantifizierung der minimalen Resterkran-
kung wird es moglich sein, Patienten mit hohem
Rezidivrisiko von Patienten in Langzeitremission
zu unterscheiden und eine an den individuellen
Krankheitsverlauf optimal angepasste Therapie zu
verabreichen.

3.3.4.5 Zukunft der molekularen Diagnostik

Die Forderung nach neuen diagnostischen Werk-
zeugen, die die gleichzeitige Analyse vieler Gene
ermoglichen, hat die Entwicklung der DNA-Chip-
technologie in den letzten Jahren rasch voran-
getrieben. Neben der Detektion von Pathogenen
ermoglicht diese Technologie die Feststellung von
Unterschieden in den Expressionsmustern von Ge-
nen in unterschiedlichen Zellpopulationen sowie
die Analyse der Expression krankheitsrelevanter
Gene bei Patienten im Vergleich zu gesunden Per-
sonen.

Zurzeit werden 2 unterschiedliche Techniken fiir
die Untersuchung der Genexpression eingesetzt:

Oligonukleotidmikroarrays und

cDNA-Mikroarrays.

Beide Technologien beruhen auf der Messung von
Fluorochromen. Durch gleichzeitige Hybridisie-
rung von 2 mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstof-
fen markierten Proben konnen eine bessere Nor-
malisierung und Vergleichbarkeit von z.B. 2 Zell-
populationen erzielt werden. Die matrixbasierte,
vergleichende Genombhybridisierung (matrix com-
parative genome hybridisation, Matrix-CGH) er-
laubt den Nachweis von Zugewinn bzw. Verlust
von Nukleinsdurematerial in komplexen Gemi-
schen mit einer bisher nicht gekannten hohen
Auflgsung. Im Unterschied zur chromosomalen
CGH, die aufgrund der hohen technischen Anfor-
derungen nur in Forschungslabors angewendet
wird, ist zu erwarten, dass die DNA-Mikroarray-
technologie, die sich hervorragend automatisieren
lasst, Einzug in die diagnostische Routine finden
wird.

Man kann davon ausgehen, dass in absehbarer
Zeit verschiedene Matrixchips fiir unterschiedliche
Anwendungen verfiigbar sein werden. Vorstellbar
sind z.B. ein Chip mit dem gesamten Genom in
Fragmenten von 100 kb Linge sowie Chips fiir be-
stimmte Fragestellungen, wie z.B. die Zuordnung
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eines Patienten zu einer bestimmten Tumorklasse
(AML vs. ALL). Mit dem Genomchip widren Gen-
amplifikationen und -deletionen nicht nur sofort
feststellbar, sondern die Genomregionen, die an
der Amplifikation bzw. Deletion beteiligt sind,
konnten rasch genau zugeordnet werden. Diese
Chiptechnologie wird in der Zukunft ein ideales
Werkzeug zum Screenen von Mikrodeletionen dar-
stellen und speziell in Fillen mit unklarem Chro-
mosomenbédnderungsmuster zu eindeutigen Resul-
taten beitragen. Dariiber hinaus erdffnet die Chip-
technologie die Mdglichkeit fiir ein umfangreiches
Studium von Genexpressionsprofilen. Wie bereits
erwdhnt, ist die Entstehung der akuten mye-
loischen Leukdmie (AML) wesentlich durch eine
Dysregulation von Genen, die in der normalen
Entwicklung der Myelopoese eine wichtige Rolle
spielen, bedingt. Wéhrend die beteiligten Tran-
skriptionsfaktoren z.T. bereits identifiziert werden
konnten, befindet sich die Erforschung der dys-
regulierten Gene erst am Anfang. Die Mikroarray-
technologie bietet sich zur Untersuchung der Gen-
expression bei Leukdmien an (Lockhart et al. 1996;
Schena et al. 1996).

Mit Hilfe der Methode konnten bereits neue Er-
kenntnisse iiber die biologischen Mechanismen,
die fiir die Entstehung der Leukidmien relevant
sind, gewonnen werden (Tamayo et al. 1999).
Dariiber hinaus zeigten Golub et al. (1999), dass
mit Hilfe der Mikroarrayanalyse Patientenproben
zum Zeitpunkt der Diagnose sehr zuverldssig einer
Klasse, die auf dem Genexpressionsmuster basiert,
zugeordnet werden konnen. Bisher erfolgt die
Klassenzuordnung, wie im ersten Teil des Beitrags
ausgefiihrt, aufgrund des morphologischen Er-
scheinungsbilds der Tumorzellen. Obwohl die mor-
phologische Zuordnung in der Regel recht zuver-
lassig ist, gibt es doch Berichte, dass Tumor-
erkrankungen mit dhnlichem histopathologischem
Erscheinungsbild unterschiedlich verlaufen kon-
nen.

Die Zuordnung von Patientenproben zu moleku-
lar definierten Subgruppen wird eine genauere
Einschdtzung der Prognose der leukdmischen Er-
krankungen und in der Folge die Verabreichung
von optimalen, krankheitsspezifischen Therapien
ermoglichen.

3.3.5 Therapiestrategien
bei akuten myeloischen Leukdmien

3.3.5.1 Einleitung

Die Therapie der akuten myeloischen Leukdmie
(AML) besteht aus der Induktionstherapie und der
Konsolidierungstherapie. Bei manchen Subtypen,
z.B. M 3, ist zusdtzlich eine Erhaltungstherapie er-
forderlich (Burnett 1999; Estey et al. 1997; Fenaux
et al. 1999; Mayer et al. 1994; Mrozek et al. 1997). Zy-
togenetische und molekulargenetische Befunde
spielen in allen Phasen der Behandlung eine bedeu-
tende Rolle bei Therapieentscheidungen. Sie ergén-
zen einander, indem der pritherapeutische zytoge-
netische Befund der wahrscheinlich wichtigste
prognostische Faktor ist, der eine bedeutende Rolle
bei der Wahl der Konsolidierungstherapie spielt,
z.B. fiir die Entscheidung zur Stammzelltransplan-
tation (stem cell transplantation, SCT) in erster
kompletter Remission (CR) oder die Art der Che-
motherapie [bei t(15;17) und t(8;21)] (Slovak et al.
2000; Mandelli et al. 1997). In dieser Rolle ist die Zy-
togenetik der Molekularbiologie iiberlegen, da sie
bei jedem Patienten ein aussagekriftiges Ergebnis
liefert und chromosomale Verinderungen auf-
decken kann, die (bisher) mit molekularen Metho-
den nicht erfassbar sind. Die Molekularbiologie
spielt hier nur eine erginzende Rolle, indem bei et-
wa 5-10% der Patienten molekulare Verdnderungen
aufgedeckt werden, die zytogenetisch nicht erfasst
werden konnen (Langabeer et al. 1997; Mitterbauer
et al. 1998, 2000a,b). Die Domidne der Molekular-
biologie ist das Monitoring der ,,minimal residual
leukemia“ (MRL), dessen Ergebnisse Therapiestra-
tegien wahrend der Behandlung entscheidend mo-
difizieren konnen (Jéger et al. 1996; Liu 1999). Etwa
40-50% aller akuten myeloischen Leukdmien sind
durch einen spezifischen Marker mittels Polymera-
sekettenreaktion erfassbar (Pallisgaard et al. 1998).

3.3.5.2 Remissions-Induktionstherapie

Das Ziel der Induktionstherapie besteht darin, die
Leukdmiezellmasse so weit (etwa 2-3 log) zu redu-
zieren, dass sich die normale Hdmatopoese regene-
rieren kann. Fiir die Wahl der Induktionstherapie
ist es essenziell, zu entscheiden, ob eine akute Pro-
myelozytenleukdmie (APL, FAB M3) oder ein an-
derer Subtyp der AML (M1, 2, 4-7) vorliegt, da
sich die Therapiestrategien deutlich voneinander
unterscheiden.



Tabelle 3.3.7. Leukdmien mit molekularer Remission (MR)

Transkript AML-Typ Héamato- MR Voraus-
logische sagewert
CR fiir CCR
PML/RARA M3 >90% >90% Ja
AMLI/ETO M2 >90%? >20% Fraglich
CBFB/MYHI11 M4Eo >90% >50% Ja
MLL/AF9 M5 >50% <70% Ja?
MLL/AF6 Verschie- >70% 20% Ja?
dene
MLL/AF10 Verschie- ? ? Ja®
dene
BCR/ABL Verschie- <70% <20% ?
dene

* Noch zu wenige Daten fiir definitive Aussage (Mitterbauer
et al. 1999, 2000).

Therapie der Promyelozytenleukdamie

Bei der Promyelozytenleukdmie besteht die Thera-
pie in der Kombination von all-trans-Retinsdure
(ATRA) und Chemotherapie (Fenaux et al. 1997).
ATRA (ein Vitamin-A-Derivat) fithrt zur Inaktivie-
rung des fiir die Promyelozytenleukdmie charakte-
ristischen PML/RARA-Fusionsproteins und damit
zur Differenzierung (Chen et al. 1995). Vorausset-
zung fiir die Wirksamkeit von ATRA ist das Vor-
liegen der t(15;17)-Translokation bzw. des PML/
RARA-Rearrangements, wihrend die (seltene) M3
mit einer t(11;17) bzw. dem PZLFI/RARA-Rear-
rangement ATRA-refraktdr ist (Chen et al. 1995).
ATRA wird in einer Dosis von 45 mg/sqm tdglich
oral bis zum Eintreten der Remission verabreicht.
Monotherapie mit ATRA kann zwar hdmatologi-
sche Remissionen induzieren, es lassen sich jedoch
in der Regel keine molekularen Remissionen errei-
chen (Fenaux et al. 1997, 2000). Allerdings konnte
kiirzlich gezeigt werden, dass durch lang dauernde
i.v. Verabreichung von liposomalem ATRA auch
molekulare Remissionen erzielt werden konnen
(Estey et al. 1999).

Eine optimale Wirksamkeit ist nur dann zu er-
warten, wenn ATRA mit einer Chemotherapie
kombiniert wird. Als Chemotherapie wird entwe-
der das auch bei anderen AML-Subtypen verwen-
dete 3+7-Schema (s. unten; Fenaux et al. 1999)
oder ein Anthrazyklin als Monotherapie (AIDA-
Protokoll) verwendet (Mandelli et al. 1997). Mit
beiden Schemata werden mehr als 90% hamatolo-
gische und molekulare CR erzielt (Tabelle 3.3.7).
Prognostische Faktoren fiir das Erreichen einer CR
sind Alter und Leukozytenzahl. Hauptkomplikatio-
nen sind neben Infektionen das Auftreten des so
genannten Retinoidsyndroms (Tallmann et al
2000).
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Induktionstherapie bei anderen AML-Subtypen

Bei diesen Patienten besteht die Standardindukti-
onstherapie in der Kombination eines Anthrazyklins
mit Zytosin-Arabinosid (Ara-C). Das klassische
Schema besteht aus 45 mg/sqm Daunorubicin Tag
1-3 und einer Dauerinfusion von Ara-C, 100 mg/
sqm Tag 1-7 (Biichner et al. 1999; Estey 1997). Es
wurden zahlreiche Modifikationen dieses Protokolls
erprobt, ohne dass eine eindeutige Uberlegenheit ei-
ner dieser Modifikationen bewiesen werden konnte.
Mit der Induktionstherapie kann im Durchschnitt
bei 2/3 der Patienten eine CR erzielt werden. Die
wichtigsten prognostischen Faktoren fiir das Errei-
chen einer CR sind Zytogenetik, Alter, Performance-
status und Leukozytenzahl (Slovak et al. 2000). Die
Haupttoxizitét ist die Knochenmarkdepression. Die
schwere, lang andauernde Neutropenie fiihrt bei fast
allen Patienten zu Infektionen, die bei etwa 5% der
Patienten unter 60 Jahren und bei 15% der Patienten
iiber 60 Jahren zum Tod fiihrt.

Die Induktionstherapie bei sekundédren Leuki-
mien unterscheidet sich im Prinzip nicht von der
bei de novo AML. Die Erfolgsrate ist jedoch deut-
lich geringer (etwa 50%). Vorangehendes MDS
und Zytogenetik sind die wichtigsten prognosti-
schen Faktoren (Estey 2000; Ganser et al. 2000;
Qosterveld u. deWitte 2000).

3.3.5.3 Postremissionstherapie
(Konsolidierungstherapie)

Die Konsolidierungstherapie wird bei Patienten
verabreicht, die eine hdmatologische CR erreicht
haben, mit dem Ziel, die Leukimiezellzahl weiter
zu reduzieren, sodass (bisher unbekannte) korper-
eigene Mechanismen ein Wiederwachstum des
Leukdmiezellklons verhindern konnen. Die Kon-
solidierungstherapie kann in einer konventionellen
Chemotherapie, einer Hochdosistherapie mit nach-
folgender allogener oder autologer Stammzelltrans-
plantation (SCT) oder allogener SCT nach redu-
zierter Konditionierung (nichtmyeloablative SCT)
bestehen. Bei APL scheint eine Erhaltungstherapie
mit ATRA bessere Ergebnisse zu bringen (Fenaux
et al. 1999; Laczika et al. 2000). Der therapeutische
Algorithmus ist sehr komplex und héngt von einer
Reihe von Faktoren, wie primdren Risikofaktoren
fiir Rezidiv (Karyotyp, Alter, Leukozytenzahl), An-
sprechen auf die Induktionstherapie (1, 2 oder 3
Zyklen bis zur CR) (Estey 2000) sowie der Verfiig-
barkeit eines Familien- oder Fremdspenders ab.
Bei Anwendung moderner Konsolidierungsche-
motherapien (Mayer et al. 1994) betrdgt das
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krankheitsfreie Uberleben (disease-free survival,
DES) nach 5 Jahren etwa 40%. Die Therapie mit
hoch dosiertem Ara-C (HiDAC) ist besonders bei
den so genannten Core-binding-Faktor(CBF)-Leu-
kdmien mit CBFf/MYHII- und AMLI/ETO-Rear-
rangements wirksam (Liu et al. 1993; Bloomfield
et al. 1998; Byrd et al. 1999; Strout et al. 1999). Zu-
sdtzliche autologe SCT nach intensiverer Konsoli-
dierungschemotherapie verbessert das DFS und
das Gesamtiiberleben (overall survival, OS) (Bur-
nett 1999; Slovak et al. 2000). Bei allogener SCT in
erster CR ist eine Heilungsrate von 50-60% zu er-
zielen (Greinix et al. 1996). Die hochsten Heilungs-
raten sind bei Promyelozytenleukdmie erreichbar
(etwa 70%) (Mandelli et al. 1997; Sanz et al. 2000).
Die Heilungsrate bei sekunddren Leukdmien ist bei
Verabreichung einer Konsolidierungschemothera-
pie sehr gering (<10%). Mit allogener SCT ldsst
sich ein 5-Jahres-DFS von 25-30% (Michallet et al.
2000) erzielen.

3.3.5.4 Molekulare Remission (MR)

Eine molekulare Remission liegt vor, wenn mit ei-
ner sensitiven PCR-Methode keine leukdmiespezi-
fischen Transkripte im Knochenmark und periphe-
ren Blut mehr nachweisbar sind. Es gibt derzeit
keine exakte Definition der MR. In der Praxis
spricht man dann von einer MR, wenn weniger als
eine Leukdmiezelle unter 10*~ Zellen nachweisbar
ist. Der Begriff der MR ist nur bei etwa 40-50%
der AML anwendbar, bei denen ein leukdmiespezi-
fisches Transkript mit der PCR erfassbar ist (Pal-
lisgaard et al. 1998). Diese Leukdmien sind in Ta-
belle 3.3.7 zusammengefasst. Dariiber hinaus gibt
es unspezifischere, aber allgemeingiiltigere Para-
meter, die moglicherweise fiir das Monitoring von

Wert sind, z.B. das Wilms-Tumor-Suppressorgen,

WTI (Schmid et al. 1997).

Mit Ausnahme der M3 sind die Daten tiber die
Inzidenz, den Zeitpunkt und die prognostische Be-
deutung von molekularen Remissionen noch limi-
tiert. Einige Schlussfolgerungen lassen sich schon
jetzt ziehen.

1. Eine h@matologische Remission ist eine unab-
dingbare Voraussetzung fiir eine molekulare Re-
mission (Laczika et al. 1994; Mandelli et al.
1997; LoCoco et al. 1999).

2. Eine MR kann gleichzeitig mit der hdmatologi-
schen CR eintreten, tritt aber meist erst wih-
rend oder sogar nach Ende der Konsolidierung
ein. Ob die Schnelligkeit des Erreichens einer
MR prognostische Bedeutung hat, ist noch nicht

hinreichend evaluiert (Hebert et al. 1994; Laczi-
ka et al. 1998; Marcucci et al. 1997; Martin et al.
2000).

3. Mit Ausnahme von AMLI/ETO (Kusec et al.
1994) diirfte das Nichterreichen einer MR ein
ungiinstiger prognostischer Faktor sein. Eine
hohe Rezidivrate bei fehlender molekularer Re-
mission wurde fiir PML/RARA, CBFf/MYHII,
MLL/AF9 und MLL/AF6 nachgewiesen (Claxton
et al. 1994; Costello et al. 1997; LoCoco et al.
1999; Martinelli et al. 2000; Mitterbauer et al.
1999, 2000 a,b; Poirel et al. 1995). Allerdings ist
noch nicht gesichert, dass das Nichterreichen
einer MR unweigerlich ein Rezidiv zur Folge hat.

4. Das Erreichen einer MR diirfte bei den meisten
Leukdmietypen ein giinstiger prognostischer
Faktor sein, stellt allerdings keine Garantie fiir
eine Langzeitremission dar. Auch Patienten mit
MR konnen molekular und spéter hdmatolo-
gisch rezidivieren (Korninger et al. 1994).

5. PCR-Negativitit kann im peripheren Blut und
Knochenmark gleichzeitig eintreten, hdufig geht
die PCR-Negativitit im Blut der im Knochen-
mark voraus (Laczika et al. 1994).

Infolge der limitierten Anzahl von molekular be-
obachteten Patienten sind aber noch viele Phédno-
mene ungeklidrt. Es scheint, dass bei PML/RARA
und MLL/AF6 die meisten Patienten, die eine hi-
matologische Remission erreichten, auch eine MR
erzielen, wihrend dies bei CBFS/MYHI11 und noch
mehr bei AMLI/ETO nicht der Fall zu sein scheint.
Bei einem CBFf/MYHII-Rearrangement tritt die
MR hiufig Monate (5-9) nach Erreichen der hi-
matologischen CR ein, manchmal erst Monate
nach Ende der Konsolidierungstherapie. In den
letztgenannten Fillen diirfte es sinnvoll sein, quan-
titative PCR-Methoden, wie kompetitive PCR oder
real-time-PCR, zum Monitoring einzusetzen
(Evans et al. 1997; Laczika et al. 1998; Krauter et
al. 1999; Marcucci et al. 1998, 1999; Tobal et al.
2000; Wattjes et al. 2000).

Die therapeutischen Konsequenzen bei Errei-
chen oder Nichterreichen einer molekularen Re-
mission sind noch nicht durch prospektive Studien
gesichert. Aus den bisherigen Daten lassen sich je-
doch folgende vorldufige Schliisse ziehen: Patien-
ten mit M3 in MR nach Konsolidierungstherapie
sind keine Kandidaten fiir eine allogene und wahr-
scheinlich auch nicht fiir eine autologe SCT, da sie
mit Chemotherapie allein eine ausgezeichnete
Prognose haben. Umgekehrt sind Patienten ohne
MR nach Konsolidierungstherapie sichere Kan-
didaten fiir eine allogene SCT (Geschwister oder



unverwandt), je nach Alter, nach Hochdosisthera-
pie oder reduzierter Konditionierung (nicht mye-
loablative SCT) (Giralt et al. 1999). Eine autologe
SCT ohne MR diirfte nicht effektiv sein (Meloni et
al. 1997). Die gleichen Schlussfolgerungen kénnten
fiir Patienten mit MLL/AF9- und MLL/AF6-Rear-
rangement zutreffen, allerdings ist die Zahl der Be-
obachtungen noch sehr klein. Bei CBFf ist die Be-
urteilung viel schwieriger, da MR noch nach mehr
als 9 Monaten eintreten konnen.

Die quantitative PCR (kompetitive oder real-
time-PCR) konnte insofern eine bessere Beurtei-
lung erlauben, als die Kinetik der minimalen Rest-
erkrankung schon wihrend und unmittelbar nach
der Konsolidierungstherapie erfasst werden kann,
und daher Therapieentscheidungen frither und mit
groflerer Sicherheit getroffen werden konnen.

3.3.5.5 Monitoring der MRL bei Patienten in MR

Auch Patienten, die eine MR erreicht haben, haben
noch ein substanzielles Risiko fiir ein Wiederauf-
treten der Erkrankung (Rezidiv). Das Monitoring
soll bewirken, dass eine Zunahme des leuki-
mischen Klons frithzeitig erkannt wird und thera-
peutische Mafinahmen eingeleitet werden konnen,
bevor ein himatologisches Rezidiv entsteht. Dies
ist deshalb méglich, weil das molekulare Rezidiv
dem hdmatologischen Wochen bis Monate voraus-
geht (Laczika et al. 1994). Man geht davon aus,
dass eine Chemotherapie bei molekularem Rezidiv
wirksamer und weniger riskant ist als erst im ha-
matologischen Rezidiv. Obwohl dies logisch er-
scheint und durch verschiedene Einzelbeobachtun-
gen gestiitzt wird, gibt es keine Studien, die dies
eindeutig belegen. Eine Beobachtung, die in die-
sem Sinn interpretiert werden kann, ist, dass beim
molekularen Rezidiv der M3 mit ATRA allein wie-
der molekulare Remissionen erzielbar sind, was
beim hdmatologischen Rezidiv nicht der Fall ist.
LoCoco et al. (1999) konnten zeigen, dass eine
Zweitremission bei 12 von 14 Patienten (86%) er-
zielt werden konnte, die im molekularen Rezidiv
nach dem AIDA-Protokoll behandelt wurden. 7
dieser 12 Patienten erreichten bereits nach ATRA-
Monotherapie eine MR. Dies ist im Vergleich zu
Patienten, die im hédmatologischen Rezidiv behan-
delt wurden, sehr viel. Das 2-Jahres-Uberleben be-
trigt bei Therapie des molekularen Rezidivs 92%,
bei Therapie des hidmatologischen Rezidivs nur
44%. Beim molekularen Rezidiv nach allogener
Knochenmarktransplantation kann durch Redukti-
on der Immunsuppression mit oder ohne Verabrei-
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chung von DLI (donor lymphocyte infusion) wie-
der eine MR erzielt werden (Elmaagacli et al. 1998;
Laczika et al. 1998).

Eine Reihe von Fragen, das molekulare Monito-
ring betreffend, sind aber noch unbeantwortet. Die
bisher erhobenen Daten erlauben keine Schliisse
iiber die Dynamik des Wachsens des leukdmischen
Klons bei einzelnen Leukdmietypen. Es gibt Hin-
weise darauf, dass Unterschiede in der Wachstums-
schnelligkeit bei verschiedenen Leukdmieformen
oder beim gleichen Leukdmietyp bei verschiede-
nen Patienten bestehen, z.B. in Abhidngigkeit vom
Zeitpunkt des Rezidivs. Diese Fragen werden erst
durch systematische Anwendung der quantitativen
PCR zu beantworten sein. Ferner ist ungekldrt,
welche Sensitivitdt die semiquantitative PCR idea-
lerweise haben sollte. Ist sie zu insensitiv, wird die
Diagnose des molekularen Rezidivs zu spit ge-
stellt, bei zu hoher Sensitivitit sind falsch-positive
Befunde zu erwarten. Durch viele Einzelbeobach-
tungen ist gesichert, dass das molekulare Rezidiv
im Knochenmark frither erkennbar ist. Infolge die-
ser vielen Unsicherheiten ist es schwierig, eine op-
timale Monitoringstrategie zu definieren. Eine
mogliche Strategie, die wir derzeit verfolgen, ist
das Monitoring der PCR im peripheren Blut (PB)
monatlich und im Knochenmark alle 3 Monate
wihrend der ersten 2 Jahre nach CR. Bei einem
positiven Befund im PB wird die Untersuchung so-
fort wiederholt und eine Knochenmarkunter-
suchung durchgefiihrt. Ein molekulares Rezidiv
wird dann angenommen, wenn mindestens 2 posi-
tive Befunde im PB und/oder Knochenmark erho-
ben werden.

3.3.5.6 Rezidivtherapie

Es gibt nur wenige die Rezidivtherapie betreffende
randomisierte Studien, sondern meist nur Kohor-
tenstudien. Fast alle Studien beziehen sich auf hi-
matologische Rezidive, wihrend es nur wenige Da-
ten, vorwiegend bei APL, iiber die Therapie des
molekularen Rezidivs gibt.

Fiir die Therapie des hdmatologischen Rezidivs
wurden verschiedene Protokolle verwendet, wie
das 3+7-Protokoll in einer der Varianten, hoch-
dosiertes Ara-C kombiniert mit Anthrazyklinen,
Mitoxantron, AMSA, Topotecan oder Fludarabin
und andere Zytostatikakombinationen (Estey
2000). Beim Rezidiv der M3 ist Arsentrioxid eine
wirkungsvolle Therapie. Eine Erfolg versprechende
Rezidivtherapie (und spiter vielleicht auch Pri-
mirtherapie) ist ein neues Zytostatikum, kom-
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biniert mit einem Anti-CD33-Antikorper (CMA
676, Myelotarg). Aus allen Studien geht hervor,
dass die Wahrscheinlichkeit einer CR umso gréfer
ist, je linger die Erstremission dauerte (Thalham-
mer et al. 1996). Bei Friihrezidiven (<6-9 Mona-
ten) ist die Remissionsrate niedrig, bei Rezidiven
nach einer Remissionsdauer von >12 Monaten
gleich gut wie bei der Ersttherapie. Neben der
Erstremissionsdauer sind Karyotyp und Alter
wichtige prognostische Faktoren. Patienten, die
nach Rezidivtherapie eine komplette oder gute
Teilremission erreichen, sind Kandidaten fiir eine
allogene Stammzelltransplantation (nach Hoch-
dosistherapie oder reduzierter Konditionierung).
Bei frithem Rezidiv konnte die allogene SCT auch
ohne vorherige Chemotherapie durchgefiihrt wer-
den. Bei Patienten in zweiter kompletter Remission
ist auch eine autologe SCT eine Option. Die Remis-
sionsraten betragen bei alleiniger Chemotherapie
60%, die mittlere Remissionsdauer 6-7 Monate
(Stoiser et al. 2000). Diese Angaben sind Mittel-
werte verschiedener, meist kleiner Serien und
nicht das Ergebnis randomisierter Studien.

Uber die Therapie bei molekularem Rezidiv gibt
es wenige Daten. Wéihrend man frither gezdgert
hat, Patienten mit molekularem Rezidiv, aber noch
in hdmatologischer Remission zu behandeln, meh-
ren sich die Daten, dass ein eindeutiges molekula-
res Rezidiv (wie oben definiert) praktisch immer
vom hidmatologischen Rezidiv gefolgt wird und da-
her eine Indikation fiir eine Rezidivtherapie dar-

Molekulare
Remission
Wait and Ev. autologe
Watch, SCT
Keine allo-
gene SCT
Molekulares
Rezidiv
allogene Chemotherapie
SCT
Molekulare Keine mole-
Remission kulare Remission

| |

Autologe Experimentelle
SCT Therapie

Abb. 3.3.17. Potenzieller therapeutischer Algorithmus bei
Leukdmien, die einem molekularen Monitoring unterzogen
werden konnen

stellt. Relativ am besten studiert sind die Verhilt-
nisse bei der M3, wo gezeigt werden konnte, dass
Patienten, die nach Therapie des Rezidivs mit
ATRA und Chemotherapie eine molekulare Remis-
sion erreichen, mit autologer SCT eine ausgezeich-
nete Prognose haben (Meloni et al. 1997). Fiir an-
dere Formen der AML existieren nur wenige Daten
tiber die Beeinflussung des molekularen Rezidivs
durch Chemotherapie oder SCT. Ein potenzieller
therapeutischer Algorithmus ist in Abb. 3.3.17 dar-
gestellt.

3.3.5.7 Zukunftsperspektiven

Wihrend der Nachweis zytogenetischer Verdn-
derungen vor Therapiebeginn schon jetzt als obligat
gilt, wird in Kiirze das molekulare Monitoring eine
obligate Begleitmafinahme wihrend der Therapie
und damit eine wichtige Grundlage fiir Therapie-
entscheidungen sein. Die Kombination von semi-
quantitativer und quantitativer PCR wird die Inter-
pretation wesentlich erleichtern. Dies gilt auch fiir
die Reinheit von autologen Stammzellpréparaten.
Es ist zu erwarten, dass mit molekulargenetischen
Methoden bei Patienten mit normalem zytogeneti-
schem Befund Genverdnderungen gefunden werden
kénnen, die prognostisch relevant sind und viel-
leicht auch Hinweise auf die Wirksamkeit spezi-
fischer Therapien geben (wie bei APL oder den
CBF-Leukdmien). Die Analyse der Genexpression
bei verschiedenen Leukdmietypen wird wahrschein-
lich die Entwicklung von spezifischen ,designer
drugs“ erméglichen. Der Einsatz dieser neuen Sub-
stanzen wird aber den Nachweis der Expression von
bestimmten Genen bzw. Proteinen erfordern. Es ist
zu erwarten, dass nur die Kombination verschiede-
ner, bei einer bestimmten Leukdmieform wirksamer
Substanzen die Heilungsrate erhéhen wird.
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