1. Einleitung

1.1 Die akute lymphoblastische Leukamie (ALL)

Ein Drittel aller malignen Erkrankungen im Kinddsalsind Leukdmien. Diese entstehen durch
die klonale Expansion hamatopoetischer Zellen mikumnulation leukémischer Zellen in
Knochenmark, Blut und lymphatischen Geweben. Beiakeiten lymphoblastischen Leuk&mie
(ALL) findet eine maligne Entartung von Lymphozytéer B- oder T-Zellreihe statt.

1.1.1 Inzidenz und Heilungsrate

Unter leukamieerkrankten Kindern haben 75% eine Atle damit die haufigste maligne
Erkrankung im Kindesalter darstellt (30%). Der erdtrkrankungsgipfel liegt im vierten
Lebensjahr. Die besten derzeit publizierten lartgeeignisfreien Uberlebensraten waren nach 5
Jahren in nicht selektierten Patientenkollektivemszhen 63 und 83%, nach 8 Jahren zwischen
60 * und 76%?2 Die Wahrscheinlichkeiten des Langzeitiiberlebeashn8 Jahren betragen
zwischen 77 und 84%. Obwohl die Heilungsrate fund&r durch Protokolle, die dem
Rezidivrisiko angepasst sind, erheblich verbessarte und wesentliche Erkenntnisse Uber die
molekularen Zusammenhange gewonnen wurden, sirtéredintersuchungen zur Klarung von
Atiologie, Pathogenese und individuellem Therag@grwichtig * * ° Voraussetzung fiir die
risikoadapierte Behandlung von Kindern mit ALL isine optimale individuelle Therapie.
Hierzu werden prognostische Faktoren zur Absch@tzaies Rezidivrisikos bei ALL-
Ersterkrankungen erhoben. Dies ist aufgrund desintechen und molekularbiologischen
Fortschrittes umfangreicher und aufwéndiger gewaralennoch lassen sich Kinder mit ALL
anhand Kklinisch-laborchemischer Eigenschaften zueitpdnkt der Diagnose bestimmten

Risikogruppen zuteilen.

1.1.2 Pradiktive Faktoren der ALL

Die aufgrund morphologischer und immunologischepi$ierung einem Therapieprotokoll und
unterschiedlichen Strategiegruppen zugeordnetererfam mit ALL-Neudiagnosen werden

anhand verschiedener pradiktiver Faktoren beurtBilese haben je nach Immunphénotyp



unterschiedliches Gewicht, erlauben jedoch eineagere Einschatzung des Therapieerfolges
und eignen sich dazu, die Intensitat der Therggstzulegen. Ziel ist es, bei geringstmdglicher
Toxizitat die grof3tmdagliche Heilungsrate zu erreich

Wahrend friher vor allem klinische Parameter wialdazytenzahl, Organgrof3e, Alter bei
Erkrankung sowie der Immunphanotyp der Leukdmierellvichtige Merkmale fir die
Therapieplanung waren, wird heutzutage dem Ansprechuf die Therapie die grofite
Bedeutung beigemessen. Dieses wird u.a. durch delekofarbiologischen Nachweis von
Leukamiezellen unterhalb der morphologischen Naddgvenze Uberpruftniinimal residual
disease MRD). Hierbei werden Leukamiezellen mit molekglanetischen Methoden detektiert
und quantifiziert und so die Dynamik des Anspreshewuf die Therapie wéahrend der
Induktionstherapie verfoldt Der Nachweis von > 10Leukamiezellen gilt als MRD-positives
Ergebnis, ein negativer MRD-Befund liegt bei <*1Deukamiezellen vor. Dieses Kriterium
dient zur zuverlassigeren Erfassung des Rezidkassiund wird zur Therapiestratifizierung
angewandt. Weiter sind genetische Merkmale wieBfi&k/ABL-, TEL/AML1- und die MLL-

Translokation aussagekraftige Marker fur die Belung des Therapieverlaufs.

1.1.2.1 Prognostisch gunstige Faktoren der ALL

Ein Erkrankungsalter zwischen 1 und 9 Jahren, vwokibs Geschlecht und kaukasische oder
asiatische Rasse sind als prognostisch gunstigereakbeschrieben. In gleicher Weise sind eine
Leukozytenzahl < 50 000/mimund eine geringe periphere Blastenzahl, ein DNdein>1,16
und eine Chromosomenzahl > 50 pro leukamischereZalim Zeitpunkt der Diagnose als
gunstige Merkmale bekannt. Als einer der wichtigstBarameter zur Beurteilung des
Ansprechens auf die Therapie wird in der Indukipivase des Therapieprotokolls die Anzahl
peripherer Blasten bestimmt. Sind diese am 8. Tap BBeginn der Prednisongabe geringer als
<108/ul , gilt dies als positiver Pradiktgerédnisone good responsgyte Prednison-Antwort);
als ebenso wichtig fur einen gunstigen Krankheitawé gilt der blastenfreie Liquor.

Von den genetischen Merkmalen ist bei Kindern mit.Arsterkrankung die Trisomie 4 bzw.
10 und die TEL-AML1-Fusion mit einer sehr guten dirose assoziiert. Von den verschiedenen
Immunphanotypen der ALL ist die B-ZgdrecursorALL/pra-B-ALL mit der besten Prognose
verbunden. Zusatzlich ist eine exzellente moleleutasponsg MRD negativ, wie in Abschnitt

1.1.2 beschrieben) ein beglnstigender Faktor.



1.1.2.2 Prognostisch ungunstige Faktoren der ALL

Als prognostisch unglnstige Faktoren gelten voenallein schlechtes Ansprechen auf die
Therapie prednisone poor responsé/IRD positiv) sowie zwei zytogenetische Merkmale:
Translokation t(4;11) mit einer Rekombination deklM5ens auf Chromosom 11923 und das
Philadelphia Chromosom t(9;22). Weitere Kiriteriemee schlechteren Prognose sind der
extramedullare Befall, besonders in ZNS oder/undétiound von den Immunphénotypen der
ALL besonders die T-Zell-ALL.

1.1.2.3 Prognostische Faktoren bei ALL-Rezidiven

Von den Kindern mit ALL erleiden trotz risikoadagtier Therapie ungefahr 25-30% ein
Rezidiv. Auch fur die Behandlung dieser Patientarssneine optimale Therapie durchgefiihrt
werden, die sich nach eindeutigen Kriterien richtea es sich bei Rezidiverkrankungen
maoglicherweise um einen Leukamiezellklon mit hohetgtostatikaresistenz handelt, muss die
Behandlungsintensitat hoher sein und erfordert ipéufeine Stammzelltransplantation. Die
Stammzelltransplantation von HLA-passenden Spendistn mit einem noch hoéheren
therapieassoziierten Mortalitats- und Morbidité#i&o behaftet, als die konventionelle
Chemotherapie. Die Indikation fur eine derartigeerEtpieform ist demzufolge nach préazisen
Kriterien sehr eng zu stellen.

Die Therapieoptimierungsprotokolle der BFM-Studiempe (Berlin-Frankfurt-Minster-
Studiengruppe) haben ergeben, dass der Zeitputikt (&. spat), der Ort des Rezidivs (isoliert
Knochenmark vs. Knochenmark kombiniert und isoliesttramedullar) sowie der ALL-
Immunphanotyp (T- vs. non-T-ALL) die wichtigsteriisch prognostischen Marker sifdAus
der Kombination dieser drei prognostischen Merkniaanten vier Strategiegruppen (S1-S4)
definiert werden. Die Strategiegruppe 1 (S1) gié &ruppe mit niedrigem Risiko, die
Strategiegruppe S2 als Gruppe mit intermediarenk®isnd die Strategiegruppen 3 und 4 (S3,
S4) gelten als Hochrisikogruppe.



Tab.1: Einteilung der Strategiegruppen S1 bis S4 der Studie ALL-REZ BFM
(KM=Knochenmark).

Immunphanotyp: non-T |Immunph'anotyp: (pra-)T
Ort extramedullar KM KM extramedullar KM KM
isoliert kombiniert isoliert isoliert kombiniert isolie
Zeitpunkt
sehr frih S2 S4 S4 S2 S4 S4
frih S2 S3 S3 S2 S4 S4
spat S1 S2 S2 S1 S4 S4

Die entsprechende Therapie fihrt bei den meistemdéén mit ALL-Erstrezidiv zu einer
hamatologischen Remission, die Langzeitheilungsohdiegt jedoch nur bei 40%. Hierbei
zeigen sich grof3e Unterschiede nicht nur zwiscleenStrategiegruppen, sondern auch innerhalb
der einzelnen Gruppen, v.a. der Strategiegruppe S2.

Unter Berlcksichtigung der gegenwartig angewandteRisikofaktoren fur die
Therapiestratifizierung liegt das ereignisfreie tibleen (pEFS,probability of event-free
surviva) der Patienten der Standardrisikogruppe S1 beiSpEF75 + .06, bei Patienten der
mittleren Risikogruppe S2 bei pEFS= .38 + .02 uedRatienten Hochrisikogruppe S3 und S4
jeweils pEFS (S3) = .02 + .02 und pEFS (S4) = .0402 (Ereignisfreies Uberleben in
Abhangigkeit von der Strategiegruppe, Studien ALEARBFM 83-90, Stammzelltransplantation
zensiert; Stand 09/01).

Die Strategiegruppe S2 wird, wie schon erwéahntjratymediare Risikogruppe bezeichnet und
stellt die groRte Gruppe bei Kindern mit ALL-Reziddar. Eine weitere Unterteilung der
Patienten erfolgt durch den Zeitpunkt des extrart@édun Rezidivs, die initiale Blastenzahl, die
BCR-ABL-Expression und die molekularesponsgMRD), so dass sie einer Intensivierung der
Chemotherapie mit oder ohne Stammzelltransplamatiogefiihrt werden kdnnen. So ist ein
positiver MRD-Befund, d.h. der molekularbiologiscRachweis von Tumorzellen (siehe auch
Abschnitt 1.1.2) vor dem 3. Therapieelement deR&2kogruppe ein positiver Pradiktor fur ein
Folgerezidiv und fuhrt zur Stratifizierung in eineBehandlungszweig mit obligater
Stammzelltransplantation.

Neben diesen klinischen Parametern sind auch bsadog Merkmale der Leukamiezellen beim
ALL-Rezidiv fur die Prognose entscheidend. So istr dNachweis des BCR-ABL
Fusionstranskripts (Translokation t(9;22)) oder dég23-Aberration (MLL-AF4, MLL-AF9,
MLL-ENL) mit einer schlechten Prognose verbundén wahrend das TEL-AML1



Fusionstranskript (Translokation t(12;21)) fur dRezidivbehandlung als prognostisch ginstig
beurteilt wird®. Kinder mit TEL-AML1 positiver ALL rezidivieren sit und die Leukémiezellen
sind auffallend sensitiv gegeniiber einer erneutbenttherapie”®. Sie haben deshalb eine
signifikant bessere Uberlebenswahrscheinlichkédt,salche mit TEL-AML1 negativen ALL-
Rezidiven™.

Im Falle eines Rezidivs haben hingegen Kinder m@ZRBABL positiver ALL nur eine
Heilungschance mit intensiver Polychemotherapie #oduktion einer Remission und

nachfolgender allogener Stammzelltransplantafion

1.2 Zytostatika in der Leukamiebehandlung

Heutige Therapieprotokolle berticksichtigen im Welsgmen das Ansprechen auf die Therapie
zur Stratifizierung der Patienten in unterschididRisikogruppen. Danach schlief3t sich eine
risikoadaptierte Polychemotherapie an, die Ubeereitangen Zeitraum nach festgelegten
Protokollen in Behandlungszyklen durchgefuhrt wikierfir steht eine aufRerst heterogene
Gruppe von Arzneien zur Verfigung, die vorwiegeptbgtatisch wirken. Zu den fir die ALL-
Behandlung wichtigen Medikamenten gehdren unter e Prednison/Dexamethason
(Steroide), Etoposid (Epipodophyllotoxin), Mercgmian/Cytarabin/Thioguanin  (Purin-
/Pyrimidin-Analoga), Vincristin/Vindesin  (Vinca-Aldoide), Cyclophosphamid/Ifosfamid
(Oxazaphosphorine), Methotrexat (Folsdureantagemist und Daunorubicin/ldarubicin
(Anthracycline).

Bei der risikoadaptierten Polychemotherapie vonieR&n mit Leukamien wird die
protokollgerechte Behandlung durch interindividuelhterschiedlich starkes Auftreten von
unerwinschten Arzneimittelnebenwirkungen teilwestark eingeschréankt. Jedoch bedeutet die
toxizitatsbedingte Dosisanpassung und die damibhesgehende Abweichung vom Protokoll
moglicherweise ein Nichterreichen des therapeutisthsamen Bereiches und vermindert so
die Effektivitat der Behandlung. Klinische Studieimd Statistiken zeigen eine grof3e
interindividuelle Variabilitat des Heilungserfolgst den gangigen Xenobiotika ** > 8

Eine Erklarung hierfir ist die individuell untersetiliche metabolische Aktivierung und
Entgiftung von potentiellen Karzinogenen und Medieaten durch Arzneimittel-
verstoffwechselnde Enzymsystenwrug-metabolizing-system®MS), die sich auch wahrend
der pranatalen Periode schon erkenneniaft *° . zu diesen Enzymsystemen gehéren vor

allem die Cytochrom P450-Enzyme, die z.B. bei detivierung von Epipodophyllotoxinen und



Oxazaphosphorinen eine Rolle spielen bzw. Glucamde und Vincristin inaktivieren.
Daneben spielen auch die NAD(P)H:Quinon Oxidoreasd&t(NQOZL)die N-Acetyltransferase
(NAT) und die Gluthation-S-Transferasen (GST) eiwichtige Rolle. Die individuell
unterschiedliche metabolische Aktivitat der genannDMS beruht auf ihrer genetischen
Variabilitdt und wird als genetischer Polymorphismaines funktionstragenden Genabschnittes
bezeichnet. Es folgen genauere Ausfihrungen AbdchBi2.

Evans et al. zeigte schon friih einen Weg in dieuBiftkder individualisierten Chemotheragfe
22 Er thematisiert unter der Bezeichnung Pharmakogeni¢ reguldre Bestimmung ganzer
Gruppen von Polymorphismen. So soll zusatzlich 2m déngigen Therapierichtlinien die
genetische Information Zu Arzneimittel-verstoffweemden Enzymsystemen,
Transportproteinen und Arzneimittelrezeptoren denliniker helfen, eine individuell

abgestimmte Therapie durchzufthren.

1.3 Polymorphismen Arzneimittel-verstoffwechselndeEnzymsysteme

1.3.1 Pharmakologie

Die Leber als bedeutendstes Stoffwechselorgan daséhen ist fir den Umsatz kdrpereigener
wie auch zugefuhrter Stoffe verantwortlich. Dafist isie mit vielen verschiedenen
Enzymsystemen ausgestattet, die unter anderemeinfolle als Arzneimittel-Verstoffwechsler
von klinischem Interesse sind. Insbesondere ddiusgides Arzneimittels auf die Funktion des
Enzyms im Sinne einer Induktion oder Inhibition igu beachten. Beispiele sind die
Enzyminduktion durch Barbiturate oder Rifampicin tmschnellerer Biotransformation
zahlreicher Pharmaka und umgekehrt die Inhibitiamrcd Azole und Erythromycin mit
verlangsamtem Abbau vieler Wirkstoffe. Die Anderuteg Enzymaktivitat ist also entweder fiir
die Akkumulation von Pharmaka und dadurch verstarkVirkung und Nebenwirkung
verantwortlich, oder fuhrt zu einer schnellerennitfiation der Wirkstoffe und somit zu
verminderter Wirksamkeit der Medikamente. Neben mersiblen funktionellen Unterschieden
der Enzyme existieren jedoch auch genetisch beslisgtukturelle Unterschiede, die zu

veranderter Medikamentenwirkung fuhren kdnnen.
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1.3.2 Polymorphismen

Im Rahmen der Sequenzierung des menschlichen Gemenden nicht nur krankheitsrelevante
Gene identifiziert, sondern auch Genloci, die fiie éhterindividuellen Unterschiede von
Arzneimittelwirkungen und - nebenwirkungen veranttiich sind.

Ein genetischer Polymorphismus od®ngle nucleotide polymorphisf&NP) bezeichnet die
naturliche genetische Variabilitat durch einen Basstausch im Genom. Ein Polymorphismus
manifestiert sich als monogen vererbtes Merkmals da der Bevoélkerung in einer
Allelhaufigkeit von mehr als einem Prozent vorkomBi einer Allelfrequenz von weniger als
einem Prozent wird von seltenen genetischen Vamrausgegangef®. Polymorphismen
werden in allen Abschnitten des menschlichen Gengefsinden. So sind sie sowohl in
regulatorischen Gensequenzen wie &enntranslated regiong5-UTR) beschrieben, wo sie
Genregulation und Genexpression beeinflussen k§raterauch in den kodierenden Sequenzen
des Genoms. Hier koénnen sie funktionsverdnderndkewjr indem Transportvorgénge,
Bindungsfahigkeit an Zellstrukturen oder Substrdfsiechsel alteriert werded.

In Abhangigkeit vom Genotyp bestimmter Transportigiree kann z.B. der Transfer von
Arzneimitteln aus der Blutbahn an den Wirkort efttodb variieren und Wirkung und
Nebenwirkung bei vergleichbarer Plasmakonzentratiterindividuell sehr unterschiedlich sein.
Polymorphismen von Rezeptoren und Ilonenkanalen vaisnittelnde Zellstrukturen der
Arzneimittelwirkung kénnen dazu fuhren, dass treézgleichbarer Arzneimittelkonzentration
am Wirkort keine oder nur eine abgeschwéachte Amaitilwirkung resultiert. Polymorphismen
Arzneimittel-verstoffwechselnder  Enzymsystemedru@-metabolizing  systems DMS)
beeinflussen den Substratstoffwechsel. Polymorpdmsndie zum Funktionsverlust dieser
Enzyme fihren, haben zur Folge, dass Medikamenteselor langsam aus dem Organismus
eliminiert werden kénnen. Dies fuhrt zu ihrer Akkuiation und damit entweder zu verlangerter
Wirksamkeit oder verstarkten Nebenwirkung@nim Fall jener Arzneimittel, die ihre Wirkung
erst als Metabolit entfalten (sogenanptedrug9 kommt es zum Wirkverlust dieser Substanz.
Individuen, die homozygote Trager solcher Polym@mien sind, werden phanotypisch als so
genannte langsame Metabolisiergrodr metabolizer PM) bezeichnet, wahrend eine Gen-
Duplikation zu ultra-schnellem Metabolismus fiihkemn (iltra-rapid metabolizerMm) 2°,

Diese Unterschiede in Pharmakodynamik und Pharmia&tk spielen vor allem bei

Medikamenten mit geringer therapeutischer Breite girol3e Rolle.
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Tab.2: Uberblick tiber Wechselwirkung zwischen Zgtdsa und DMS

Cyp 3A4 Cyp 3A4-mut Cyp2D6  Cyp 2D6-mut NQO1 NQO1-mut
Dexamethason Substrat/ verminderte Induktor fehlende
Induktor Induktion Aktivitat
Idarubicin Inhibitor ~ fehlende
Aktivitat
Doxorubicin Substrat Inhibitor  fehlende
Aktivitat
Vinblastin Substrat verlangsamte Inhibitor  fehlende
Elimination Aktivitat
Vincristin Substrat verlangsamte
Elimination
Cyclophosphamid  Substrat/ verlangsamte
Induktor Aktivierung
Ifosphamid Substrat/ verlangsamte
Induktor Aktivierung
Methotrexat Substrat verlangsamte
Elimination
Docetaxel Substrat verlangsamte
Elimination
Antitumor Quinone aktiviert verlangsamte
(experimentell) prodrugs  Aktivierung

1.3.3 Assoziation von genetischen Polymorphismen diiKrebsrisiko

Zusatzlich werden fir einige Genloci aber auch molsphismen der Arzneimittel-

verstoffwechselnden Enzymsysteme mit Erkrankungsschieinlichkeiten fur Neoplasien in

bestimmten Populationen assoziiert. Die wichtigsieser Enzyme sind die Isoenzyme der
Cytochrom P450-Familie (Cyp), der NAD(P)H-Quinomi@reduktase 1 (NQO1), der N-

Acetyltransferase (NAT), der Thiopurin-Methyltraesise (TPMT), der Glutathion-S-

Transferase (GST) sowie der Epoxidhydrolase. Dayemdren die Cyp P450-Enzyme zu den
Phase-I-Enzymen, die durch Oxidation, Reduktiorr ¢tiedrolyse eine funktionelle Gruppe am
Substrat einfihren, wodurch die Phase-lI-Reakti@mbereitet wird. In dieser erfolgt die

Glucoronidierung, Acetylierung, Sulfatierung oderorfugation von Glutathion, um

wasserlosliche Verbindungen herzustellen, die relainiert werden kénnen. Zu den Phase-II-
Enzymen gehéren NQO1, NAT, TPMT, GST und die Eplyitiolase?’" 23 29 30

Die Untersuchung einzelner Polymorphismen und ihr&orrelation mit
Erkrankungswahrscheinlichkeiten hat sehr untersiiclee Erkenntnisse geliefe!” *> So

ergaben beispielsweise Studien zur Assoziation cheis dem GST-Genotyp, Atiologie und
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Heilungschancen bei Kinder mit ALL-Ersterkrankungem erhohtes Risiko fur ALL bei
bestimmten Genotypen von GSTM1 und Cyp 1R1wahrend ein erhdhtes Risiko fir die
Entwicklung eines myelodysplastischen Syndromstnimtt GSTT1 in Verbindung gebracht
werden konnté'. Jedoch wurde beispielsweise eine Null-Variant&S8TT1-Gen (GSTT1*0/0)
als Risikofaktor fiir Lungenkrebs bei hohem Tabalskon beschriebetf. Ebenso wurde sie mit
einem erhohten Erkrankungsrisiko fiir Harnblaserkieb/erbindung gebracfit.

Fur die Entwicklung von Leukdmien konnten mehrergikefaktoren identifiziert werden, von
denen besonders die Polymorphismen einiger Cytatii450-Enzyme, der NAT und GST eine
Rolle spielen. Aber auch die additive Wirkung voen@arianten und expositionellen Risiken ist
fur die Erkrankungswahrscheinlichkeit entscheidend konnte bereits belegt werd®nin den
vorliegenden Untersuchungen werden PolymorphisntenGytochrom P450 3A4 (Cyp 3A4),
Cyp 2D6 und NAD(P)H-Quinon-Oxidoreduktase untersublie von diesen Genorten kodierten
Enzyme sind fur die Metabolisierung vieler Zytodtat in der Therapie der akuten

lymphoblastischen Leuké&mie im Kindesalter wichtig.

1.4 Cytochrom P450 3A4

1.4.1 Gen, Polymorphismus und Inzidenz

In der menschlichen Leber ist die Cytochrom P450S2¢#familie (Cyp 3A) mit einem Anteil
von 30% das haufigste der Cytochrom P450-EnzymeciDgie werden mehr als 50% der
gebrauchlichsten Medikamente wie Glucocorticoide,akMlide, Antiarrhythmika und
Zytostatika (Epipodophyllotoxine, Vinca-Alkaloid€xazaphosphorine) metabolisiéft 3 37
Die haufigsten Mitglieder dieser Subfamilie sindpC3A4, Cyp 3A5, Cyp 3A7 und Cyp 3A43,
der Uberwiegende Teil der Arzneimittel-Verstoffwslting erfolgt durch Cyp 3A4. Dieses
Isoenzym der Cyp 3A-Familie aktiviert auch Karzieog wie Aflatoxin B1 und wird fur die
individuell unterschiedliche Erkrankungswahrschielkeit an Malignomen mitverantwortlich
gemachf®.

Cyp 3A5 wird v.a. in der Niere exprimiert und ist 85% homolog mit Cyp 3A4, welches auch
in den Enterozyten des Duodenums vorkommt. Cyp BAdie haufigste Isoform in der fetalen
und neonatalen Leber und Cyp 3A4 fehlt, bis etwadam zweiten Lebensjahr Cyp 3A4
uberwiegt. Wahrend der Kindheit scheint die Cyp4d3Xktivitat sogar hoher zu sein, als im
Erwachsenenalter, diese Tatsache konnte bislaagli@s nicht schliissig begriindet werdén
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Die Cyp 3A4-Expression in der Leber hat eine Ul@faghe Variabilitéat, was eine bis zu 20-
fach unterschiedliche Arzneimittel-Clearance fip@A4-Substrate bedeuttt

Die intra- und interindividuell stark variable Réiak von Cyp 3A4 auf soginducers also
Verstarker undinhibitors, d.h. Abschwécher der Enzymaktivitat, ist charagtisch fir
polymorphe Isoenzyme und erklart die grof3e Vielfalbn moglichen und klinisch
entscheidenden Arzneimittel-Wechselwirkungen. Inn déetzten Jahren wurden einige
Polymorphismen im Cyp 3A4-Gen beschrieben. Die igatd Variante Cyp 3A4-v in der
Promoter-Region des Gens iMNifedipin-specific-response elemehat eine Inzidenz bei
Kaukasiern von nur 4-10%, jedoch bei Afro-Amerikan@5-67%*.

Der EinfluR der Polymorphismus auf die Cyp 3A4-Ak#t ist bisher nicht gut untersucht und
die veroffentlichten Ergebnisse sind kontroverseddinag durch methodische Unterschiede und
nicht optimale Substrate zu erklaren s&it* Wahrscheinlichste Folge des Polymorphismus im
Cyp 3A4-Gen ist die Verlangsamung des Stoffwechseish verminderte Enzymquantifit

1.4.2 Genstruktur

Das Gen fir Cyp 3A4, das eine Glucocorticoid-inddzare Nifedipin-Oxidase (Cyp 3) kodiert,
liegt auf Chromosom 7 (7g22.1). Die AllelvarianteypC3A4-v entsteht durch eine -AG
Transition in der Promoter-Region des GenaNiiedipin-specific-response elemdhNSRE) an
Position 290 nach der Transkriptionsinitiationsssquund hat eine Lange von 27 kb mit 13

Exons?*® 47

1.4.3 Medikamentenmetabolisierung und AssoziationuzErkrankungen

Die fur die Behandlung von Leukamien wichtigen ZAgadika der Oxazaphosphorinklasse,
Cyclophosphamid (CPA) und Ifosfamid (IFO), werdendah Cyp 3A4 in wirksame Metabolite
tberfihrt*® und sie verursachen eine Autoinduktion des Cyp -Bkabolismus®’. Diese
Aktivierung wird durch Cyp 3A4-v verlangsamt, sosdaein therapeutischer Wirkspiegel nur
sehr langsam erreicht wird. Auch die zusatzlichddelisierung der Medikamente durch Cyp
2B6 und Cyp 2C kann diese Inhibition offenbar niahsgleicher’.

Es laRt sich zeigen, dass die 4-Hydroxylierung WRA und IFO als erster Schritt der

Aktivierung zu Phosphoramid mustardsor allem durch Cyp 3A4 erfolgt, so dass ein
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Polymorphismus im Isoenzym eine Verlangsamung deakBon bewirkt und reduzierte
Wirkspiegel bedeutet. Zusatzlich soll durch denyRwirphismus die ebenfalls durch Cyp 3A4
sich vollziehende N-Dechlorethylierung gestort sewelche zu inaktiven aber neurotoxischen
Metaboliten fiihrt™:. Der iiberwiegend negative Gesamteffekt des Cyp-BRélymorphismus
entsteht vermutlich durch die Stérung im aktivielem Schritt und der dadurch zu niedrigen

Konzentration zytotoxischer Metabolite.

Cyclophosphamide (CPA)
O O Carboxy-
A
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H CYP2B6 — | phamide phosphamide
/ CYP2C19 .
Cl CYP3A4 CYPam GST | 4-glutathionyl-
CYP2C9 CPA
CYP3A4 | 4-keto-CPA |

[ 1 Phosphoramide |GST
Dechloromethyl-CPA |

Y

mustard
- +
Chloroacetaldehyde Acrolein
_H H
CHCHC{ CH CCq

Abb.1: Chemische Struktur von Cyclophosphamid (Céx#g seine Biotransformation. CPA
wird von Cyp 2B6, Cyp 2C19, Cyp 2C9 and Cyp 3A4b5 der Leber zu 4-
Hydroxycyclophosphamid (4-OH-CPA) abgebaut, dagimem tautomeren Gleichgewicht mit
Aldophosphamid steht. Aldophosphamid wird weiteyedlaut zu dem alkylierenden Metaboliten
Phosphoramide mustard und dem toxischen Nebenpréduglein. In einem zweiten Abbauweg
wird die Dechloroacetylierung von CPA durch Cyp BAdermittelt und resultiert in toxischem
Chloroacetaldehyd. In alternativen Abbauwegen werdelas inaktive 4-Keto-CPA,
Carboxyphosphamid,  Alcophosphamid und  4-Glutatth@BA  erzeugt (ALDH,
Aldehydehydrogenase; ADH, Alkoholdehydrogenase; G&ifathione S-Transferase).

(Nach Rodriguez-Antona C.,Ingelman-Sundberg?M.

Dexamethason, ein weiteres Substrat des Enzymsehlbesigt die Metabolisierung von CPA
durch Cyp 3A4°% > %> 58 Es wurde gezeigt, dass Dexamethason in einemzeitigen
Mechanismus Cyp 3A4 mRNA induziert. In einem erst&chritt mit niedrigen
Wirkstoffkonzentrationen (weniger als mikromolarerentration) kontrolliert die Aktivierung
des Glucocorticoid-Rezeptors die Expression von PRegnane X receptprund CAR

(constitutive activated receptorflie in einer Liganden-abhangigen Reaktion die Gyal-
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Transkription induzieren. Das Vorliegen hoher Widifspiegel (im supramikromolaren
Bereich) induziert durch Dexamethason eine PXRsAdtung. In der Leber kontrollieren
Glucocorticoide die Expression von PXR und CAR, fdiledie basale Expression von Cyp 3A4
verantwortlich sind. In Gegenwart von Induktorennv@yp 3A4 werden beide Rezeptoren
zusatzlich aktiviert und steigern so die Cyp 3A%tession®.

Fur die Behandlung der ALL bedeutet dieser Mechmauss dass entscheidende Medikamente
eine verringerte Wirksamkeit durch Induktion von pCy3A4 haben>’. Durch den
Polymorphismus in der Promoter-Region des Gens yadibch eine verminderte Induktion
gefundenVincristin, ein Chemotherapeutikum der Gruppe dercd-Alkaloide, wird durch Cyp
3A4 O-demethyliert®. Vermutlich wird durch den Polymorphismus und diégaus resultierende
Strukturdnderung im Enzym die Elimination verlangtaso dass sich die Nebenwirkungen
verstarken. Diese Annahme wurde allerdings bistodt Wlurch Studien bestéatigt.

In diesem Zusammenhang ist die steigende Toxigitéich eine vermindertelearancevon
Docetaxel, einem Chemotherapeutikum in der Behawgdhkon fortgeschrittenem Brust- und
Lungenkrebs, durch eine verminderte Cyp3A4-Aktivita erwahnen, die durch deHG-N-
Methyllerythromycin-Atemtest gemessen werden kdbie. Cyp 3A4-Aktivitat ist hierbei die
signifikanteste unabhangige Variable zur VorhersdgreDocetaxetlearance™.

Epidemiologische Studien lieBen zum Einen vermutiEss Cyp 3A4-v mit einem erhdhten
Risiko fiir die Entwicklung von Prostata-Karzinombei Afro-Amerikanern assoziiert igP.
Zum Anderen wird der Polymorphismus mit der Entwicly von Therapie-assoziierten
Leukamien in Verbindung gebracht, die nach Behargllumit Cyp 3A4-metabolisierten
Chemotherapeutika entstand®nIn beiden Fallen wird angenommen, dass das \ariatel
die Cyp 3A-Expression verringert und dadurch desff®echsel von Testosteron, bzw. den der
Chemotherapeutika vermindert oder stort. Allerdingsde die Assoziation zwischen Cyp 3A4-
v und Therapie-assoziierter Leukamie in einer amleBtudie widerlegf? und auch die
funktionelle Bedeutung des Polymorphismus zur Eckiung von Brust- oder Eierstockkrebs
konnte nicht reproduziert werd&h Mit letzter Sicherheit IaRt sich also ein direlnfluss des
Polymorphismus auf die Stoffwechselaktivitat bishieht belegen.

Zusatzlich identifizierte Mutationen in der Prommoggion konnten nicht mit einem Einfluss auf

den Stoffwechsel assoziiert werdén
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1.5 Cytochrom P450 2D6

1.5.1 Gen, Polymorphismus und Inzidenz

Ein weiteres Beispiel eines polymorphen Enzymslast Cytochrom P450 2D6, bei dem mehr
als 50 Polymorphismen bekannt sind. Davon sind estehs 15 dafir verantwortlich, dass Cyp
2D6 nicht exprimiert wird. Polymorphismen, die wadarte Proteinprodukte erzeugen,
resultieren in verlangsamter oder abwesender Stoffgelaktivitéat, die heterogen in den
Populationen verteilt i€P ¢ 679889 g0 zeigen zum Beispiel 1% Araber, 5-8% Kaukasiet
bis zu 30% Orientalen den Phanotyp langsamer Mbsadrer (poor metabolizerPM), der die
Homozygotie fur ein Defektallel odetompouneHeterozygotie mit zwei unterschiedlichen
Nullallelen reflektiert.

Andererseits haben bis zu 29% Athiopier durch Gealifikation einen ultraschnellen
Verstoffwechslungsphanotygxtensive metabolizersEM oderultrarapid metabolizersUM).
Heterozygote Alleltrager weisen einen intermedidkégtabolismus ifitermediate-metabolism
IM) auf. Die Haufigkeit der einzelnen Polymorphismieann sehr unterschiedlich sein. So sind
die Polymorphismen Cyp 2D6*3 und Cyp 2D6*4 die hgsten Allele bei Kaukasiern, aber sehr
selten bei Afrikanern und Chinesen, bei denen @$*27, respektive Cyp 2D6*10 den grofiten
Stellenwert haben. Es ist bemerkenswert, dass resNerd-Sud-Geféalle mit abnehmender

Haufigkeit von PM in Europa gibf.

1.5.2 Genstruktur

Das kodierende Gen fur Cyp 2D6 ist auf dem Chrommo22g13.1 gelegen, besteht aus 8 Exons
mit einer Gesamtlange von 9432 bp und wird auchhalmaner Debrisoquin 4-Hydroxylase
(CYP2D) locus bezeichnét. Zwei der vielen bekannten Isoformen von Cyp 2D&den im
Folgenden charakterisiert und im Rahmen der Anlogiérsucht.
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Abb.2: Schematische Darstellung der Proteinstruktum Cyp 2D6.
(Nach Rowland, P., Blaney F.E., Smyth M.G. efl.

1.5.3 Cyp 2D6*4

Der Polymorphismus Cyp 2D6*4 reprasentiert einer®@®RA-Austausch an der 5'/8licing
site zwischen drittem Intron und viertem ExoDieser splicingDefekt flihrt zu einem Exon-
skipping (Auslassen von Exon 4) mit konsekutiver Leserastaschiebung und Transkription
eines verkdrzten und inaktiven Proteins. Heterowygélleltrager haben eine reduzierte
Enzymaktivitdt und Homozygote odeompouneHeterozygote keine Aktivitat des Enzyms. Die
Allelfrequenz dieses Polymorphismus liegt insgedaenietwa 20% der Kaukasier, unter den PM
betragt sie 65%.
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1.5.4 Cyp 2D6*3

Der Polymorphismus Cyp 2D6*3 entsteht durch eineeBdeletion von A an Position 2637 in
Exon 5, die zu einer Leserasterverschiebung fluthet, die Expression verhindert und zu
reduzierter, bzw. in homozygoter Form, zu fehlenBazymfunktion fiihrt. Die Allelfrequenz
dieses Polymorphismus betragt bei Kaukasiern nyrnvb¥ allen PM etwa 4%.

1.5.5 Medikamentenmetabolisierung und AssoziationuzErkrankungen

Das Cytochrom Cyp 2D6, das etwa 2% aller Cytochré™50-Enzyme ausmacht,
verstoffwechselt mehr als 20% der gebrauchlichsMadikamente wie Antidepressiva
(Amitriptylin),  Antiarrhythmika (Metoprolol, Flecaid), selektive-SerotoniReuptake
Inhibitoren  (Fluoxetin), Neuroleptika (Perazin, biaéridol) sowie Tamoxifen und
Cumarinderivate. Bei langsamen Metabolisierern de Elimination der betroffenen
Arzneistoffe erheblich eingeschrankt und es komuntkumulation des Wirkstoffes und daraus
resultierend zu Nebenwirkungen.

Besonders die fur die Chemotherapie bei ALL verveded Zytostatika Doxorubicin, Idarubicin
und Vinblastin sind als Inhibitoren von Cyp 2D6 hekt 3. Hingegen gilt Dexamethason als
Enzyminduktor von Cyp 2D6.

Es existieren Hinweise dafir, dass das Enzym sovewhlder Aktivierung, als auch der
Entgiftung von Karzinogenen beteiligt ist. Der Huss der genetischen Polymorphismen von
Cyp 2D6 auf die Entwicklung von Neoplasien versdbiger Art ist noch nicht vollsténdig
geklart. So konnte beispielsweise kein Zusammenhangwischen der
Erkankungswahrscheinlichkeit fir Bronchialkrebs wedanderter Cyp 2D6-Aktivitat hergestellt
werden’®. Andererseits zeigte eine Untersuchung von Silvestal. die protektive Rolle des
PM-Phanotyp von Cyp 2D6 in der Entwicklung von hepallularem Karzinom bei Hepatitis C-
Patienten” und in einer tierexperimentellen Untersuchung \eueine reduzierte Cyp 2D6-
Aktivitat bei Tieren mit Nitrosamin-induzierten Tamen des Osophagus festgestelitBeides
scheint ein Hinweis auf die Rolle des Cytochroms der Aktivierung von Karzinogenen

verschiedener Art zu sein.
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1.6 NAD(P)H-Quinon-Oxidoreduktase 1

1.6.1 Gen, Polymorphismus und Inzidenz

Die NAD(P)H-Quinon-Oxidoreduktase 1 (NQO1) wurdéitfer auch DT-Diaphorase (DTD)
genannt. Sie ist ein Protein, das ein dimeres RAdenin-Dinukleotid (FAD) enthélt und als 2-
Elektronen-Reduktase Quinone, Azofarbstoffe undragiuppen reduziert. Dabei fungieren
entweder NADH oder NADPH als Elektronen-Donor. NQ&dnvertiert Quinone zu relativ
stabilen Hydroquinonen, die dann konjugiert undgasshieden werden koénnen. Auf diese
Weise wird die Bildung reaktiver freier Radikalerhi@dert und die Zelle vor oxidativem
Schaden geschiitZf. Zudem ist die NQO1-Expression durch oxidativere€t induzierbar.
Dennoch fungiert NQO1 nicht nur als Schutzmechaunssmier Zelle, sondern reduziert auch
prakarzinogene Verbindungen, wie zum Beispiel logigdlische Amine, und ist von Bedeutung
bei der Karzinogenesé

NQOL1 wird vor allem in menschlichen Epithelien uBddothelien exprimiert, kommt jedoch
auch in vielen soliden Tumoren vor. NQ®dock-outMause zeigten eine erhdhte Anfalligkeit
fir Benzopyren- und 7,12-Dimethylbenzanthrazen-iietten Hautkreb$®. AuRerdem scheint
NQO1 das Tumorsuppressorgen p53 zu stabilisierém.hDhe NQO1-Expression in einigen
Tumoren ist fur die Neuentwicklung spezieller Chémeoapeutika, die alsrodrugvom NQO1-
Enzym aktiviert werden, von Bedeutung. Hierzu zablinitrobenzamin CB1954, das
insbesondere baiValker-knock-ouRatten, aber auch in humanen Zelllinien eine hAhgé-
Tumor-Selektivitat zeigf®. Fur einige Zytostatika, sogenanmetitumor quinoneserfolgt die
Bioaktivierung durch eine zwei-Elektronen-Reduktmit NQOL1 als aktivierendem Enzym. Ein
Beispiel hierfur ist die Bioaktivierung von RH1 $2diaziridinyl-3-(hydroxymethyl)-6-methyl-
1,4-benzoquinone), einer Substanz, die derzeihas@-1-Studien untersucht witd

Es findet sich auch hier eine unterschiedliche I&k#guenz in verschiedenen Populationen. So
haben 16% der Kaukasier das Allel fir NQO1 609 b#tddas Allel fir NQO1 464, wohingegen
Chinesen 49% und 4 % der jeweiligen Allele aufwef€e®.
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1.6.2 Genstruktur

Wie Cyp 2D6 ist NQO1 ebenfalls ein polymorphes Engzliegt auf Chromosom 16 (16g22.1)
und besteht aus etwa 20 kb mit sechs Exons. Bistrden zwei Punktmutationen
charakterisiert: das NQO1*2-Allel (NQO1*2/NQO1 60@prasentiert einen C609T Austausch
in der cDNA, wodurch eine Prol87Ser Substitutiondigd wird; das NQO1*3-Allel
(NQO1*3/NQO1 464) ist eine T464C Transition, die &inen Argl39Trp Austausch kodiert.
NQO1 609 ist viel haufigefzwischen 2 und 20% Homozygote) als NQO1 464 (5% de
Kaukasier® und hat groRen Einfluss auf den Phanotyp, dd Pibteinexpression. Das durch
NQO1 609 kodierte Protein hat eine reduzierte asahe Aktivitat und wird rasch durch das
Ubiquitin-Proteasomensystem abgebaut. Dadurch aeigéen, die fir NQO1 609 homozygote
Allele tragen, keine nachweisbare NQO1-Aktivftht

Abb.3: Schematische Reprasentation der Proteikatrudes NQO1-Dimers. Das gebundene
FAD wird an einer der beiden Bindungsstellen gezeig
(Nach Faig M., Bianchet M.A., Talalay P. et%).
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1.6.3 Medikamentenmetabolisierung und AssoziationuzErkrankungen

Dexamethason supprimiert zusammen mit dem Cortiepé&btor die Genexpression von NQOL1
in vitro und in vivo ®. Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Tatsach@ssl das Enzym
Medikamentenvorstufen, sogenanp@drugs aktivieren kann, wie schon in Abschnitt 1.6.1
ausgefuhrt. Hierzu modifiziert das Enzym die Bingsstelle und erlaubt so die Bindung
chemisch unterschiedlich strukturierter Molek¥le

Polymorphismen von NQO1 wurden besonders bei Ranahé Krebserkrankungen assoziiert.
Wildtypgenotyp und mutiertes Allel kénnen entwegentektiv wirken®, oder ein Risikofaktor
fur die Entwicklung einer Neoplasie seiff. Dies reflektiert die physiologisch sehr
unterschiedliche Funktion des Enzyms. NQOL1 ist assentiell fir die Detoxifizierung von
Benzol-Verbindungen. Menschen mit niedrigem odateledem Metabolismus haben ein hohes
Risiko fur hamatologische Erkrankungen wie aplabésAnamie oder Leukamie nach Benzol-
Vergiftung ' % Dieses Risiko wurde auch fir Kinder mit reduzertEnzymaktivitat
beschrieben. So haben insbesondere Kinder mit 8i@€1 C465T Transition und MLL-AF4-
Fusionsgen ein hohes Risiko fiir die EntwicklungeeiLL °*. Aber NQO1 609 ist auch
assoziiert mit einem erhohten Risiko fir de novo#td@mien mit MLL-Translokation bei
Neugeborenen und Kindefr ® Ein &hnliches Risiko durch eine verminderte NCEzym-
Aktivitat wurde fir Kinder ohne MLL-Translokatior*, Patienten mit Therapie-assoziierter

Leukamie®® und akuter Leukamie bei Erwachsenen nachgewi®sen
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2. Fragestellung der Arbeit

Die Arzneimittel-verstoffwechselnden Enzyme (DMS)pC3A4, Cyp 2D6, und NQO1 spielen
eine entscheidende Rolle in der Metabolisierundhtiger Medikamente, die in der Therapie von
Kindern mit ALL, bzw. ALL-Rezidiv verwendet werdenZu diesen z&hlen die
Oxazaphosphorine (Cyclophosphamid, Ifosfamid), \dieca-Alkaloide (Vincristin, Vindesin)
und die Epipodophyllotoxine (Etoposid).

Genetische Polymorphismen dieser DMS beeinflusgsm Stoffwechsel und die Wirksamkeit
der Medikamente. Dies betrifft sowohl die fur emijledikamente bendtigten Aktivierungs-, als
auch Detoxifizierungsprozesse. In der Summe konsienso den Therapieerfolg und die
Toxizitat der Behandlung beeinflussen.

Trotzdem ist der Schritt zur individualisierten Taygie noch nicht vollzogen, was unter anderem
an der noch sehr aufwandigen Untersuchung der pstigoh relevanten Faktoren, der noch
nicht eindeutigen Zuordnung vieler Ergebnisse, aieh an der ethisch nicht einwandfrei
geklarten Einstellung zur Aufschlisselung genegscinformationen am Patienten liegt.
Trotzdem ist gerade wegen der schwierigen Balamdschen geringstmoéglicher Toxizitat und
maximaler Wirksamkeit der Therapie neoplastischeardakungen die Individualisierung zur
Optimierung von Heilungschance und Langzeitiberab®estritten.

Auf dieser Grundlage wurden die folgenden Ziele uirdgestellungen fur die vorliegende

Arbeit formuliert:

1) L&Rt sich die Untersuchung der Polymorphismemp Gp4-v, Cyp 2D6*3, Cyp 2D6*4,
NQO1*2 und NQO1*3 durch den LightCycler etabliererd damit 6konomisieren?

2) Unterscheidet sich die Inzidenz von Polymorpleisnder DMS bei Kindern mit ALL
signifikant von denen der Normalpopulation?

3) Differiert die Pravalenz der Polymorphismen ausehiedenen ALL-Erkrankungszeitpunkten

(Rezidiv und Ersterkrankung)?

4) Korreliert das Auftreten der Polymorphismen rkiinischen und molekulargenetischen

Daten?
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5) Korreliert das Auftreten der Polymorphismen der Langzeitheilung der Kinder mit ALL-

Rezidiv?

6) Konnen die Ergebnisse zu einer Individualisigrder Therapie beitragen?
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