6. Diskussion

Akute lymphoblastische Leukamien sind klinisch ugenetisch heterogene Erkrankungen.
Funktionelle Polymorphismen in Genen, die fur aktiende oder detoxifizierende Enzyme
kodieren, bewirken inter-individuelle Unterschieddie sowohl die Suszeptibilitat von
Leukdmien als auch den Therapieerfolg von Patienteéh Leukdmien beeinflussen. In
zahlreichen Untersuchungen konnte bereits eine zZéatson zwischen dem Risiko, an einer
malignen Erkrankung zu erkranken, und dem Genotyp kremdstoff- oder Medikamenten-
metabolisierenden Enzymen hergestellt werden. Rersodie eine Glutathion S-Transferase
(GST) -T1 null oder GSTM1 null-Variante haben, @éakein erhohtes Leukamierisikd In
diesen Fallen wird ein erhohter oxidativer Stresshématopoetischen Zellen als wichtiger
atiologischer Faktor akuter Leukamien betrachté? Die Relevanz pradisponierender
funktioneller Polymorphismen wird ebenfalls durdk d6here Inzidenz von GSTP1-Isoformen
mit geringerer enzymatischer Aktivitat bei Therapssoziierten (sekundaren) Leukamien
verdeutlicht®’. Die Patienten hatten Zytostatika erhalten, die @8 TP1 metabolisiert werden.

Im Gegensatz hierzu wird dem Cyp 3A4-v-Genotyp (@eiingerer enzymatischer Aktivitat)
eine schiitzende Funktion bei der Behandlung mip&jmphylotoxinen zugeschrieb&h Auch
der Folsdure-Metabolismus scheint bei der ALL-Fs@dsition wichtig zu sein. Polymorphe
Varianten des Methylentetrahydrofolat-ReduktasesG@MTHFR), die eine Verminderung der
Aktivitat bewirken, tiben einen protektiven Effekusa'®. Die hohere Verfuigbarkeit von
Nukleotid-Vorstufen beim Einbau in die DNA wird fdrese protektive Wirkung verantwortlich
gemacht. Es wird angenommen, dass der Einbau vawcilUn die DNA einen wichtigen
Mechanismus proleukamischer Veranderungen in lymngatteen Vorlauferzellen darstellt.
Gleichermal3en erhdhen NQO1-Isoformen mit geringki@ogischer Aktivitat das Risiko, an
einer akuten Leukémie zu erkrankén

Neben der unterschiedlichen Pradisposition an dieekamie zu erkranken, konnte vor allem
bei den polymorphen GST-Varianten ein Zusammenhawischen Therapieerfolg,
Therapieintensitat und Genotyp gefunden werdem.Kiedern mit ALL, die einen GSTM1
nonnull-Genotyp haben und der Hochrisikogruppe (St. Jud®kull) zugeteilt wurden, war das
Rezidivrisiko signifikant erhoht. Dieses Risiko wer durch das simultane Vorliegen eines
Thymidylat-Synthetase 3/3 Genotyps zusatzlich erti6h

Neben Pradisposition und Therapieerfolg von malgigkrankungen wird zunehmend die

Bedeutung der Pharmakogenetik zur Pravention Zatikatbedingter Toxizitat erkannt. Das
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bekannteste Beispiel bilden die Thiopurinmethykfarase (TPMT)-Polymorphismen. Eine
verminderte TPMT-Aktivitdt, die durch verschiederfolymorphismen im TPMT-Gen
verursacht werden kann, kann eine schwere Thiofloxizitat im Knochenmark bewirken. Bei
bekanntem Genotyp ist eine Dosisreduktion fur R&tie mit hetero- und homozygoter Mutation
indiziert. Weitere bei adulten Neoplasien bekanptarmakogenetische Beispiele sind der
Polymorphismus UGT1A1*28 (Irinotecan-Toxizitat) ub®PYD (Fluorouracil-Toxizitat).
Pharmakogenetische Untersuchungen ermdglichendeietifizierung von Individuen, die ein
hohes Toxizitatsrisiko tragen und ein geringes Amcspen auf die Therapie mit
Stardarddosierung von Zytostatika aufweisen. Isalidissertation wurden die Pravalenz, das
Rezidivrisiko und die klinische Relevanz von hetédin Polymorphismen der Enzyme Cyp 3A4
und Cyp 2D6 (Phase 1) sowie von NQO1 (Phase lIKbedern mit ALL-Erstrezidiv (n = 287)
bestimmt. Cyp 3A4 und Cyp 2D6 wurden gewahlt, dazim einen die am haufigsten in der
Leber vorhandene Enzymsysteme darstellen und za®ram an der Metabolisierung von tber
50% der Medikamente beteiligt sind. Alle Kinder wen gemal den Rezidivprotokollen der
BFM-Studiengruppe, ALL-REZ BFM, behandelt. Die Ralyrphismen wurden durch real-time
PCR und Schmelzpunktanalyse durch LightCycler-Teldgie (Cyp 3A4-v, NQO1 464/609)
bzw. PCR-RFLP (Cyp 2D6*3/*4) in KM/Blutproben bestnt.

Die Frequenz von Cyp 3A44vetrug 20 von 230 untersuchten PatientenprobeKibédiern mit
ALL-Erstrezidiv, entsprechend einem Anteil von 8,7%e vergleichende Analyse der SNP von
Kindern mit ALL-Ersterkrankung (n = 75), die in wmer Klinik, Charité, behandelt wurden, und
freiwilligen Gesunden (n = 79) ergab fur den Cyp43Polymorphismus eine Frequenz von 8
von 73 Proben (11%) bei den Patienten mit ALL-Eksnkung und drei von 70 Proben,
entsprechend 4,3%, bei den Gesunden.

Die Frequenz von Cyp 2D6*3 lag bei den Kindern Alifl -Rezidiverkrankung bei 5,2%, bei
Patienten mit ALL-Ersterkrankung bei 6,8% und beiesGhden bei 1,4%. Fir den
Polymorphismus Cyp 2D6*4 errechneten sich fur ALézRliverkrankte eine Haufigkeit von
40,7%, fur Ersterkrankte 45,8% und fir Gesunde%4,2

Die entsprechenden Ergebnisse betrugen fir das méegriNQO1 609 fur ALL-Rezidiv-
Patienten 36,9%, fur Ersterkrankte 36,5% und fusudde 18,9%. Beim Polymorphismus
NQO1 464 schliel3lich zeigte sich bei den Kindern AliL-Rezidiv eine Frequenz von 7,4%,
fur Kinder mit ALL-Ersterkrankung 6,9% und fur frgilige Gesunde 2,3%.

Keine Assoziation wurde zwischen den untersuchtetynforphismen und den klinischen
Merkmalen Geschlecht, Ort des Rezidivs, Leukozyabhbei Diagnosestellung, Strategiegruppe

und dem Risiko, an einer ALL zu erkranken, gefunderese Studie weist eine Verbindung
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zwischen der Variante Cyp 3A4-v und dem Zeitpunks dALL-Rezidivs nach, wobei das
Vorliegen des polymorphen Allels signifikant mihem friheren Rezidivzeitpunkt assoziiert ist.
Im Folgenden werden zuerst die methodischen Aspeidelie Besonderheiten der LightCycler-
Technologie zum Nachweis von SNPs in den genaniMedikamenten-metabolisierenden

Enzymsystemen diskutiert.

6.1 Methodische Aspekte

6.1.1 Besonderheiten der LightCycler-PCR

Die Mdoglichkeit, mit Hilfe der EchtzeiPCR die genetischen Untersuchungen an
Patientenmaterial zu Okonomisieren und gleichzeizg digitalisieren, stellt einen
entscheidenden Vorteil dar. Da sich die Menge deruatersuchenden DNA-Merkmale in
Zukunft mit Sicherheit erh6hen wird, ware selbsieeieine Zeit- und somit Kostenersparnis ein
wesentlicher Vorteil. Doch auch die sofortige Vetharkeit der Ergebnisse in digitaler Form
entspricht den Anforderungen an eine moderne Labgndstik.

Fur die Entwicklung der LightCycler-PCR sind einiBesonderheiten zu beachten, die sich auf
die zu untersuchenden Genabschnitte und deren Bgiamsmus, sowie die entsprechenden

Primer und Sonden bezieht:

- Der signalgebende Energietransfer zwischen detridigierungssonden, ,fluorescence
resonance energy transfer* (FRET) genannt, funkgromur sicher, wenn zwischen den beiden
Oligonukleotide der Abstand kleiner als 5 Nukleet{d-25A) ist.

-Der Schmelzpunkt muss fir die zu untersuchende kiRwiation einen deutlichen
Temperaturunterschied zu dem der Wildtyp-DNA ergebeB. 4-5°C, um eine eindeutige

Differenzierung der Ergebnisse zu erreichen.
-Das annealing-Verhalten der Sonden muss sehr gut sein, um \Jetélein Signal zu

produzieren. Dies kann auch durch den Austauscteksiaer Basen erreicht werden und erfolgte
in Zusammenarbeit mit TIBMOLBIOD **2
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6.1.2 LightCycler-PCR und konventionelle PCR mit REEP im Vergleich

Fur die untersuchten Punktmutationen wurde einavédwtionelle PCR benutzt, die auf
vorhandene Protokolle zurlckgreift. Hiermit konntdie Ergebnisse der LightCycler-PCR
Uberprift werden.

Fur die Polymorphismen Cyp 2D6*3 und Cyp 2D6*4 gelas nicht, eine verlal3liche PCR am
LightCycler zu etablieren. Méglicherweise lieger 8lutationen auf Genabschnitten, die fir das
annealing von Sonden ungeeignet ist (C-/T-Gehalt), oder aberSonden und Primer waren
ungeeignet. Allerdings wurden mehrere Primerpaard systematisch Sonden- und PCR-
Protokoll getestet, ohne eine wesentliche Verbesgeder PCR zu erreichen. Deshalb wurden
die genannten Polymorphismen nur mit der konveetlen PCR und dem anschlielRenden
Enzymverdau als RFLP untersucht. Die ErgebnisselyghtCycler-PCR und konventioneller
PCR mit RFLP stimmten Uberein, so dass der groB8ied€r Proben nur noch am LightCycler
untersucht wurden.

Um die Validitat der Cyp 3A4-Untersuchung zu gevgibten, fur die sich kein RFLP finden
liel3, wurden einige Proben mit wt- und auch mut-DpEk Sequenzierung Uberpruft. Hier lie3en
sich die am LightCycler erstellten Ergebnisse hggd, so dass nur unsichere Ergebnisse
hiermit Gberpraft wurden.

Fur einige der DNA-Proben funktionierte keines Nachweisverfahren, so dass hier von alter
und unbrauchbar gewordener DNA ausgegangen werdess. nfPassend dazu stammte dieses
Material vor allem aus sehr alten Protokollgruppen.

Da sich fur manche DNA-Proben unterschiedliche Bnggse in wiederholten Ansatzen zeigte,
ist eine Anfalligkeit der LightCycler-PCR fir undsres Arbeiten und unsaubere DIs#&nples
durchaus vorhanden. Hierbei ist auch die Platinag-Folymerase zu nennen, die ein zlgiges
Arbeiten auf Eis erforderlich macht. Es scheintssdan manchen Féllen eine zu lange
Verzogerung die Polymerase zu frih aktiviert hatl wlann in der PCR zu unspezifischen
Ergebnissen flhrte.

Zusammenfassend eignet sich die LightCycler-Teduiel hervorragend flrscreening-
Untersuchungen, da sie einen hohen Grad an Okoiesomg und Praktikabilitat verspricht und

den Anforderungen an die digitale Vorhaltung voriddagerecht wird.
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6.1.3 Auswertung der Ergebnisse

Alle Ergebnisse der untersuchten Patienten in Kdlatr ALL-Ersterkrankungs- und -
Rezidiverkrankungsgruppe wurden im Rahmen derssisthen Auswertung bertcksichtigt. Die
unterschiedlichen Patientenzahlen bei einzelnerkivialen ist auf das Nicht-Gelingen einzelner
Versuche zurtckzufiihren, wie oben beschrieben.iiger Statistik erscheinenden kleineren
Patientenzahlen bei verschiedenen Merkmalen, wimunologie, TEL-AML1, BCR-ABL-
Translokation, etc. ergeben sich aus der nichtstéaidigen Ubereinstimmung der fir das
jeweilige Merkmal untersuchten Patienten in derebbank.

Da sich der Schwerpunkt der Untersuchung und dierBez-Datenbank auf Kinder mit ALL-
Rezidiv beziehen, konnten einige Merkmale nicht deh Ergebnissen fur Ersterkrankung in

Zusammenhang gebracht werden.

6.2 Haufigkeit der Polymorphismen

Mit der konventionellen PCR-RFLP- bzw. der Light@&eAnalyse konnten die
Polymorphismen Cyp 3A4-v, NQO1 464/ 609 und Cyp 2364 von insgesamt 362 Kindern
mit ALL (287 ALL-Erstrezidive; 75 ALL-Ersterkrankigen) sowie von 79 Gesunden
genotypisiert werden. Auffallend ist die hohe Fremp mutierter Allele der Polymorphismen
NQO1 609 und Cyp 2D6*4 sowohl bei ALL-Erstrezidiund —Ersterkrankungspatienten als
auch bei den gesunden Kontrollpatienten, wie betaiter 6. beschrieben.

Aufgeteilt in verschiedene Immunphénotypen ergith gine besondere Haufung von Cyp 3A4-
v und NQOL1 609 bei den T-ALL-Patienten der Rezydiyppe (Cyp 3A4: 18,8%, NQO1 609:
45,7%). Der Polymorphismus Cyp 2D6*4 ist hingegeit 40% bei den Patienten der B-
Vorlauferzell-ALL-Gruppe haufiger vertreten, alsilatienten mit T-ALL (34,5%). Unter
Bertcksichtigung aller Immunphé&notypen ergibt dseh den ALL-Erstrezidivpatienten fur den
Polymorphismus NQO1 609 eine Frequenz von 36,9%C¥ijp 2D6*4 von 40,7% und fur Cyp
3A4-v eine Frequenz von 8,7%.

Auch in der Gruppe der Kinder mit ALL-Ersterkrankurwurde vor allem bei der B-
Vorlauferzell-ALL eine hohe Frequenz des Polymospiis NQO1 609 (43%) und Cyp 2D6*4
(53,3%) gefunden. Eine ahnliche Haufung liel3 siedr im der Gruppe der T-ALL-Patienten
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nicht zeigen. Im Gesamtkollektiv der ALL-Ersterkkéen betragt die Frequenz von NQO1 609
36,5% und von Cyp 2D6*4 45,8%.

Im Vergleich hierzu betragt die Inzidenz des miierNQO1 609- bzw. Cyp 2D6*4-Allels in
der Kontrollgruppe gesunder Probanden 18,9% (hoguwizymutiert: 1,3%) bzw. 34,2%
(homozygot mutiert 2,7%). Die in der Kontrollgrigdetektierten Mutationsfrequenzen fur die
homozygot mutierten Allele stimmen mit Angaben &r dliteraturiiberein’® ® So liegt der
Polymorphismus NQO1 609 bei etwa 39,5% einer kaskhsn Bevoilkerungsgruppe
heterozygot und bei ca. 4,4% (zwischen 1.5% un8%YpP homozygot vor. Dies entspricht fur
das homozygote Vorliegen des Polymorphismus eirll-Arequenz von 0,22-0,45 nach der
Hardy-Weinberg-Verteilung (p2 + 2pg + g2). Entsjwand a3t sich fir den Polymorphismus
Cyp 2D6*4 eine Frequenz fur homozyogte Allele vinwae7,0% (zwischen 5,4% und 8,5%) in
der kaukasischen Bevdlkerung nachweisen.

Im Vergleich zur Kontrollgruppe war der varianteyfoorphismus NQO1 608owohl bei ALL-
Erstrezidiv- als auch bei —Ersterkrankungspatientsignifikant haufiger vorhanden
(Erstrezidive/Kontrollen: p = 0,002; Ersterkrankigntrollen: p = 0,013). Zwischen beiden
ALL-Erkrankungsstadien bestand kein statistischatetschied (p = 0,530). Hiermit bestatigt
sich die bereits in anderen Studien gefundene Aasmz zwischen dem Vorliegen des
Polymorphismus und der Erkrankungswahrscheinli¢Hkieidie ALL °*. Eine Erklarung hierfir
liegt in der Funktion von NQO1 begrindet: es schiite Zelle gegen oxidativen Stress und
stabilisiert dariiber hinaus das TumorsuppressaelPrp53'%% So kann man spekulieren, dass
die verminderte Detoxifizierungskapazitat bei dédek NQO1L-Allel und eine verminderte
Stabilitat von p53 zur Genese einer ALL beisteudfitere Studien sind jedoch nétig, um den
Mechanismus  aufzuklaren. Dass kein Unterschied cheis ALL-Erst- und
Rezidiverkrankungspatienten vorliegt, konnte an klemen Patientenzahl in der Gruppe der
Patienten mit Ersterkrankung liegen. So wurde zwar erhdhtes Erkrankungsrisiko fur
therapieassoziierte myeloische Leukdmien bei Patiemit diesem Polymorphismus festgestellt,
allerdings wird hierbei auf die erhdhte Suszeptddil fir Topoisomerase-lI-Inhibitoren und
Bestrahlungstherapie mit mutagener Wirkung hingsgne Dieser Mechanismus scheint im
Lauf der ALL-Ersterkrankungsbehandlung keine weds#@ Rolle zu spielen und
maoglicherweise bedingen andere Mechanismen eindRe#levor sich z.B. ein myeloischer
Zellklon entwickeln kann.

Fur den Polymorphismus Cyp 2D6*4 wurden keine $ikgmten Unterschiede zwischen den
Patientengruppen gefunden. Die Verteilung des Paoighismus zwischen ALL-Erstrezidiv-

und -Ersterkrankung (p = 0,287) sowie beider Grapjsveils zu den Kontrollpatienten war
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nicht signifikant unterschiedlich (ALL-Erstrezidive Kontrollen: p = 0,158; ALL-
Ersterkrankungen/ Kontrollen: p = 0,094). Dies gple vermutlich die grof3e Anzahl von
Polymorphismen im Cyp 2D6-Gen mit &ul3erst unteestiiuher phanotypischer Wirkung wider.
Zusatzlich werden viele Medikamente durch mehrergyBEsysteme alternativ verstoffwechselt,
so dass ein Defektallel hier keine grof3ere Auswigkauf den Therapieerfolg haben kann. Auch
die erhohte Suszeptibilitat fur Leukamien ist fdresen Polymorphismus bisher nicht

nachgewiesert.

6.3 Polymorphismen DMS bei Kindern mit ALL

Trotz sehr guter Ergebnisse bei der BehandlungAldnim Kindesalter, erleiden 20-30% der
Patienten ein Rezidiv. Das Langzeitiberleben di&sedern liegt nur bei 35% und ist somit
wenig zufriedenstellend. Diese Ergebnisse zu verbessern steht weiterhiittelpunkt der
Forschung, sowohl hinsichtlich des individuellerefidpieerfolgs, als auch im Hinblick auf noch
nicht bekannte Mechanismen zur Krankheits- und dRezntstehung.

Derzeit wird eine risikoadaptierte Behandlung miytoroxischen Chemotherapeutika
durchgefuhrt, deren Intensitdit anhand prognostischektoren aus Eigenschaften der
leukamischen Zellen festgelegt ist. Zu diesen Faktgehotren bei der Erstdiagnose der ALL die
Zahl der Leukozyten und periperen Blasten bei Diagstellung, Alter, Geschlecht und die
Prednison-Antwort der leukéamischen Zellen, bei Rezidiven der Immunphénotyp, Zeitpunkt
und Ort des Rezidivs, Ansprechen auf die Therapiehei beiden Erkrankungsstufen spezielle
chromosomale Paramet@f- * 12

In den letzten Jahren zeigte sich immer deutlicdass auch patientenabhangige Eigenschaften
zur Krankheitsentstehung beitragen, z.B. die uokeeslliche Verstoffwechslung von
Karzinogenen. Dieser Mechanismus |43t sich auchdafinterindividuell unterschiedliche
Verstoffwechslung von Arzneimitteln Ubertragen, die@ wechselndem Therapieerfolg und
unterschiedlichem Nebenwirkungsspektrum flihrenisBdesonders die zytotoxische Therapie
von malignen Erkrankungen, wie der ALL, von eineriggen therapeutischen Breite zwischen
Effektivitat, Toxizitat und fehlendem Behandlundsety gepragt. Ein Schlussel hierzu liegt in
pharmakokinetischen und pharmakogenetischen Uhiedn bei der Verstoffwechslung von
Medikamenten. Die Bestimmung von WirkstoffspiegemBlut ist nur eine indirekte Methode,
die Uber die Effektivitdt am Zielort nur begrenaigsagen zulaf3t und nicht fir jedes Pharmakon

maglich ist.
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Pharmakokinetische Studien zu Dosis-Wirkungs-Barzighund Uberleben von Patienten mit
ALL konnten fiir 6-Mercaptopurin (6-MP) und Anthratipe gezeigt werdert’” % Die
beobachteten pharmakokinetischen Unterschiede wvAP 6korrelierten mit genetischen
Polymorphismen der TPMT- Gene, welche zu einer Haten Verteilung der Enzymaktivitat
fuhren. TPMT-variante Homozygote zeigen Storungen6-MP- und 6-Thioguanin (6-TG)-
Metabolismus, die zu schweren, teils lebensbedriodii toxischen Reaktionen fihren kdnnen
109,110.

Hohere AUC-Werte grea under the curve, Flache unter der Kurve) durch veranderten
Metabolismus fir Anthracylin sind assoziiert mitoBerer Hamatotoxizitat, aber auch
Effektivitat bei der Therapie der AME 4

6.3.1 Cyp 3A4 und ALL

Die Frequenz der Allelvariante Cyp 3A4-v, bzw. GA4*1B, schwankt zwischen 3,6 - 9.6% in
der kaukasischen Population und 53 — 67% in dewvaaen Bevolkerung, bei Asiaten wird sie
nicht gefunden®. In dieser Dissertation war die Frequenz des Potphismus in der
Promotorregion von Cyp 3A4 in der Kontrollgrupp&8%, bei ALL-Ersterkrankung 11% und
bei ALL-Erstrezidiv 8,7%. Obwohl bisher keine Aswgdion zwischen dem Cyp 3A4-v-Genotyp
und der Pharmakokinetik seiner Substrate nachgewiesurde, konnte eine Korrelation
zwischen der Expression von Cyp 3A4 und dem Ansmmecauf einzelne Medikamente
gefunden werden. Bei Patientinnen mit Brustkrebselierten niedrige Cyp 3A4-mRNA-Werte
im Tumor mit signifikant besseren Ansprechraten &fcetaxel®. Jedoch konnte keine
signifikante Assoziation zwischen der Cyp 3A4 mREApression und dem Ansprechen auf
Cyclophosphamid und Epirubicin gezeigt werden.

Die Regulation der Cyp 3A4-Expression geschiehwiegend pratranslational, so dass die
MRNA-Expression eine gute Abschatzung der enzyotadis Aktivitat darstellt. Der
Polymorphismus erklart jedoch nicht die gro3e Egpiansvariabilitéat von Cyp 3A4. Wie bereits
beschrieben, ist das Cyp 3A4-v Allel mit einem ggeren Risiko assoziiert, an einer Therapie-
assoziierten Leukamie nach Behandlung des Primarsinmit Epipodophyllotoxinen zu
erkranken®®. Patienten mit Wildtyp-Genotyp weisen eine hoh8ymtheserate von potentiell
DNA-beeintrachtigenden reaktiven Zwischenstufes salche mit Cyp 3A4-v auf. Nach Felix et

al. bewirken die mutierten Allele moglicherweisenesi verminderte Produktion der
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Epipodophyllotoxin-Metaboliten Katechol (2-HydroxXygnol) und Quinone, die eine potenziell
DNA-schadigende Wirkung habéh

Aplenc et al. konnten keine Assoziation zwischen deéyp 3A-Varianten und einem erhohten
Rezidivrisiko von Patienten mit ALL findelt? Jedoch hatten Patienten mit Cyp 3A4-Wildtyp-
Genotyp in der univariaten Analyse ein statistisstgnifikant niedrigeres peripheres
Neuropathie-Risiko. In einer weiteren Studie wukigne Verbindung zwischen dem Risiko
einer Therapie-assoziierter AML und dem Cyp 3A4*@Gnotyp bei Kindern gefunden, die
bereits wegen einer ALL behandelt wurdért*?

Die Frequenz aller kodierenden SNP-Allelvarianteas dCyp 3A4 Gens ist in den meisten
untersuchten Populationen niedrig und entsprecheerdien selten Homozygote gefund&n
Geschatzt wird, dass nur 14% der Kaukasier, 10%Jaeaner und 15% der Mexikaner ein Cyp
3A4-Allel mit mindestens einer kodierenden Veranaer besitzen. Bei entsprechend niedrigen
Allelhaufigkeiten ist es besonders schwierig, eiAssoziation zwischen Genotyp und
Pharmakokinetik bzw. -dynamik von Cyp 3A4-Substaberzustellen. Diese wird weiterhin
durch Polymorphismen im Pregnan-X-Rezeptor (PXR)n,Gdessen Proteinprodukt die
Transkription von Cyp 3A4 reguliert, erschwert. E@nfluss des Polymorphismus im PXR-Gen
auf die Cyp 3A4-Expression ist beschrieben. Infdektionellen Untersuchung von Hustert et
al. zeigten mutierte Proteine eine veranderte basatl/oder induzierte Transaktivierung des
Cyp 3A Promotor-Reportergen¥’. Ebenso fanden Koyano et al. in ihren Proteinisoén eine
unterschiedliche Rate an TransaktivierungsredukiioAbhangigkeit des PXR-Aktivators”>.
Die Variabilitdt der Pharmakokinetik und —dynamiwCyp 3A4-Substraten kann zudem durch
die Kopplung zwischen Cyp 3A4- und Cyp 3A5-Polynfosmen beeinflusst werdétf.

In der Genkarte von Cyp 3A#4’ werden eine Vielzahl von Medikamenten angegebienyeh
Cyp 3A4 metabolisiert und in der Behandlung maligkgkrankungen angewandt werden.
Hierzu gehéren unter anderem auch viele zur Bebagdiler ALL im Kindesalter verwendete
Medikamente [Glucocorticoide (Dexamethason, Preunis®® Asparaginase] und Zytostatika
[Anthrazykline (Daunorubicin), Cytarabin, Epipodgtibtoxine (VP16, Teniposid),
Mercaptopurin, Methotrexat, Vincristin]. Nur wenig8tudien untersuchten bisher den
Zusammenhang zwischen individueller Cyp 3A4-Akévitund Therapieerfolg bei malignen
Erkrankungen. Yamamoto et al. zeigten, dass dieefaaelClearance, gemessen an der
Ausscheidung von 6-Beta-Hydroxycortisol, bei Pagenmit Lungenkrebs von der Cyp 3A4-

Aktivitat abhangt™. Auch die lange bekannte Neurotoxizitat von Vistn bei gleichzeitiger
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Verabreichung mit dem Antimykotikum Itraconazolpein potenten Cyp 3A4-Inhibitor, zeigt
den Zusammenhang zwischen Enzymaktivitat und dek(Wg antineoplastischer Arzneith

Der hier untersuchte Polymorphismus Cyp 3A4-v, ARO0G-Mutation imNifedipin specific
response element der Cyp 3A4-Promotorregion, wurde erst in letzé@eit hinsichtlich
Expression, Aktivitat und Verhalten gegentiber Enmnmbitoren und —akzeleratoren untersucht.
Einige in vitro Studien konnten keine Unterschienkeischen dem Wildtyp- und variantem
Isoenzym im Umsatz von Nifedipin, Testosteron umytttomycin finden®> ** Klinische
Studien ergaben allerdings, dass der Polymorphisn@iy® 3A4-v Uberleben und
Krankheitsentstehung von Patienten mit Prostatakamz bzw. sekundaren Leukamien durch
die gestorte Verstoffwechslung von Testosteron Epigpodophyllotoxinen beeinflussen kafth

%, In der Studie von Rebbeck et al. wurden fortgeiehe Formen von metastasiertem
Prostatakrebs mit dem varianten Cyp 3A4-v Alleloagsrt, moglicherweise im Zusammenhang
mit Stérungen des Steroidhormon-Metabolismifs Demgegeniiber wurde der gleiche
Polymorphismus mit einer niedrigeren Rate von sdkwen Leukdmien nach Gabe von
Topoisomerase-II-Inhibitoren in Verbindung gebrathtStereoselektive Faktoren bestimmen
die Metabolisierung ebenso, wie Interaktionen zhaésc verschiedenen Cytochrom P450-
Isoenzymen und anderen Proteif&r® AuRerdem liegen einige Xenobiotika und Zytoseatik
als prodrugs vor und mussen zuerst durch andere Enzyme aktwierden, ehe sie durch Cyp
3A4 metabolisiert werden kénnéh *2°

Wie bereits in der Einleitung (s. Abschnitt 1.2)sgefiihrt, sind Glucocorticoide (Prednison,
Dexamethason), Vincristin, Methotrexat und Cycloggltamid Bestandteile des
Therapieprotokolls der ALL-Erstbehandlung (ALL-BFMhd Cyp 3A4-Substrate. Fir Patienten
der Hochrisikogruppen, sowie Kinder mit ALL-Erstidiz, die nach dem Protokoll ALL-REZ
BFM behandelt werden, sind zuséatzlich die Cyp 3Adbs$rate Ifosfamid und Etoposid wichtig.
Dexamethason beschleunigt den Stoffwechsel von32yp™ >4 und Oxazaphosphorine (CPM,
IFO) verursachen eine Autoinduktion des Cyp 3A4-abelismus™. Die ebenfalls im Protokoll
enthaltene L-Asparaginase blockiert die SyntheseRmteinen®™ **2und reduziert vermutlich
die Menge aller Isoenzyme. Bezogen auf die ALL{&gbaindlung, bewirkt dé?olymorphismus
Cyp 3A4-v einerseits eine geringere initiale Akeiing von CPM, die essenziell zur Erzeugung
der zytotoxisch erst wirksamen Metabolite ist. Amadseits wird die Metabolisierung von
Glucocorticoiden, Vincristin und Methotrexat vergamt, wodurch eine langere Wirkdauer mit
hoherer Toxizitat erreicht wird. In der Summe sohesich die geringere Aktivitat des

Proteinprodukts auf die Dauer der Erstremissiogpostisch ungilinstig auszuwirken.
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6.3.2 Cyp 2D6 und ALL

Das Cytochrom Cyp 2D6 macht etwa 2% aller CytochR¥#B0O-Enzyme aus und ist ebenfalls
am Metabolismus vieler Xenobiotika beteiligt. Beil@% der kaukasischen Population in
Europa und Nordamerika fehlt die Cyp 2D6-Aktivit@iistandig*?®> DasCyp 2D6Gen ist eines
der am besten untersuchten menschlichen Cyp-EnZipireeAnzahl der varianten Allele reicht
von *1 (Wildtyp) bis *51; 26 sind Nullallele und Allele kodieren fur Enzyme mit verminderter
Aktivitat (poor metabolizer, PM). Weiterhin sind Genduplikationen fiir eineradschnelle Cyp
2D6 Metabolisierungektensive metabolizer, EM) verantwortlich. Die haufigsten Allele in der
kaukasischen Bevolkerung sind Cyp 2D6*3, *4, *5 tBd Keine dieser vier Varianten kodiert
fur funktionell aktives Cyp 2D6.

Wahrend Cyp 2D6 am Metabolismus vieler gangiger ikbedente, wie Antiarrhythmika,
Antidepressiva, Antiemetika und Codein beteiligt, ispielt es bei der Verstoffwechslung
zytotoxischer Chemotherapeutika eher eine untedypete Rolle. Eine Verbindung zwischen
Cyp 2D6-Polymorphismus und medikamentos-toxischesbekschaden lasst sich nicht
nachweisen'?. Allerdings konnte eine Assoziation zwischen EMdurinem erhohten
Leukadmieerkrankungsrisiko bei Erwachsenen herdesterden. Sie beruht offenbar auf der
erhdhten metabolischen Aktivierung von Karzinogertes gelang allerdings bisher nicht, diese
Assoziation auch auf Kinder mit ALL zu ibertragérf>

In einigen epidemiologischen Studien wurde die Agg®mn zwischen Cyp 2D6 und der
Haufigkeit von Leukamien und Lymphomen erhoben. @erat al. publizierten, dass der EM-
Typ mit zwei funktionellen Cyp 2D6-Allelen bei em&ruppe von Erwachsenen mit Leukamie
(22 ALL, 13 CLL, 18 AML, 11 CML) haufiger war, als der Kontrollgruppe (n = 128). Es
wurden keine Unterschiede zu den Gruppen der Haoegknd non-Hodgkin-Lymphome (25
bzw. 71 Patienten) festgestefif>. Zusatzlich lasst die gleichzeitig erhohte Inzidevon
homozygoten EM mit Cyp 2D6-Mutation und schnellerefylierern mit NAT2-Mutation einen
synergistischen Effekt beider Genotypen in der Eeoégenese vermuten. Demgegeniber
gelang es Krajinovich et al. zwar, eine erhdhtedezz von Cyp 1A1- und GSTM1-Varianten
bei Kindern mit ALL zu finden, jedoch konnte der F&&notyp von Cyp 2D6 nicht als weiterer
Risikofaktor identifiziert werder?.

Fur Erwachsene konnte eine Assoziation zwischen B&trPhéanotyp von Cyp 2D6 und der
Entwicklung von ALL und AML gefunden werden. Intesanterweise existierte in der

1



untersuchten Patientengruppe ein erhdhtes Erkrgskisiko fur Patienten mit AML, die alter
als 40 Jahre warelf®. Es bleibt abzuwarten, ob der Einfluss der Vadanim Cyp 2D6-
Genlocus auf die Karzinogenese noch genauer defiwerden kann. Auch in dieser Arbeit
gelang kein signifikanter Nachweis eines Einflusges Cyp 2D6*3 oder Cyp 2D6*4 auf die
Erkrankungswahrscheinlichkeit oder den Erkrankuegauf bei Kindern mit ALL-
Ersterkrankung oder -Erstrezidiv. Dieser schwacimiiuss vonCyp 2D6 spiegelt den geringen

Anteil von 2% am Gesamt-Cytochromgehalt des MenseVider.

6.3.3 NQO1 und ALL

Die NAD(P)H-Quinon-Oxidoreduktase (NQO1) ist eirdirzierbares zytoplasmatisches Phase
[I-Enzym, das die 2-Elektronreduktion von Quinorkatalysiert, wodurch deren Beteiligung an
oxidativen Schaden verhindert wird. Quinone sind Benzol- und Flavonoid-haltigen
Substanzen vorhanden, die eine &tiologische RetebanlLeukamien im Kindesalter hab&h
Die zwei beschriebenen Polymorphismen im NQ&en, T464C und C609T, fihren zu den
Aminosaureaustauschen Argl39Trp, bzw. Prol87SerdeBe/arianten beeinflussen die
Enzymfunktion und bedingen eine verminderte bzwhldede Enzymaktivitat. Neben der
Funktion als Radikalfanger durch den Metabolismusn vQuinonen und Vitamin E
verstoffwechselt NQO1 auch Azofarbstoffe, Menadiomed Benzol-Verbindungen. Seine
Expression wird sowohl durch UV-B-Strahlung, alglaécrolein, welches stark toxisch wirkt,
gesteigert und verdeutlicht seine Wirksamkeit atédls€hutz. Die Induktion von NQO1 und
nachfolgende Entgiftung des im Cyp 3A4-Metabolisnrauss CPM bzw. IFO entstehenden
Acrolein, wird durch das Vorliegen der NQO1-Var@amtdeutlich vermindert und verstarkt den
Zellschaden. Bei gleichzeitigem Vorhandensein voyp GA4-v, welches eine langsamere
Aktivierung von CPM mit verminderten Wirkstoffspielgund verkirzter Wirkdauer bedingt,
potenzieren sich die Effekte. Dieser Zusammenhaagnder vorliegenden Untersuchung nicht
signifikant, allerdings war im untersuchten Pagegiut diese Kombination haufig vertreten mit
8 Patienten aus der Rezidiv-Gruppe und drei Patieraus der Gruppe der Kinder mit
Ersterkrankung, bei den Kontrollpatienten liel3 saibse Kombination nicht nachweisen (s.
Abschnitt 5.1.2).

NQOL1 katalysiert auch die Aktivierung von Prokaogenen, wie heterozyklischen Aminen und
nitroaromatischen Molekilen, die im Zigarettenrauh finden sind, und wird durch diese

induziert. Der NQO1 609-Polymorphismus, der mit eeinreduzierten bis fehlenden
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Enzymaktivitat einhergeht, wurde entsprechend mmiéra verringertem Erkrankungsrisiko far
Lungenkrebs assoziieft

Eine weitere wichtige Funktion besteht in der Eittigig von Benzol und seinen Metaboliten, die
stark hamatotoxisch und leukédmogen sind. Interéssaeise konnte bei homozygoten
Merkmalstragern keine, bei Heterozygoten nur eieeminderte Induktion von NQO1 im
Knochenmark durch Hydroquinone erreicht werdensZeklart die signifikante Zunahme der
Erkrankungswahrscheinlichkeit von AML und MDS beibAitern mit Benzolvergiftung, die
homozygot fiir NQO1-609 waréh

In einigen Studien wurde die Auswirkung des NQOIlyRorphismus durch die
Beeintrachtigung der detoxifizierenden Wirkung WQO1 auf eine erhdhte Suszeptibilitat, an
einer Leukdmie zu erkranken, untersucht. Trotz geevi Diskrepanzen in der Literatur wurde
eine signifikante Assoziation zwischen NQO1-Polypimsmus und ALL im Kindesalter in
mehreren Studien repliziert. Alle Studien untersehden Einfluss des Polymorphismus NQO1
609 in Populationen europaischer Herkunft, nur amgersuchten auch die Variante NQO1 464.
Eine Verbindung zwischen dem Allel NQO1 609 und débi-Risiko scheint besonders bei
Sauglingsleukdmien mit MLL-Genrekombinationen debtlzu sein. Gleichwohl wurde auch
eine ahnliche Korrelation bei ALL im S&uglings- ukshdesalter ohne MLL-Fusion gefunden.
So berichten Wiemels et al., dass das NQO1 609-siimifikant mit ALL im Kindesalter mit
MLL-Fusion assoziiert ist>. Die Studie von Larson et al. zeigte, dass digjeaz desselben
Allels signifikant bei Therapie-assoziierter AML tmVVeranderungen von Chromosom 5
und/oder 7 erhoht war, aber nicht bei denen mitarmaérter Translokation, klonalen
Abnormalitaten oder normalen Karyotyp®nAuch Smith et al. fanden eine signifikant hhere
Inzidenz des NQO1-Polymorphismus bei Erwachseneh aei novo ALL und AML.
Insbesondere Patienten mit Translokationen [t(D)5uhd t(8;21)] sowie Inversionen [inv(16)]
oder (partieller) Deletion von Chromosom 5 und éip#en eine reduzierte oder fehlende NQO1-
Aktivitat °°. Diesen Erkenntnissen steht eine Studie von Blated. gegeniiber, die weder eine
Assoziation zwischen NQO1-609 und der Entwickluhgrapieassoziierter AML nach ALL-
Therapie herstellen konnte, noch einen ZusammenlzangMLL-Translokation bei diesen
Patienten®”. Auch das Risiko fir Erwachsene, an einer ALL zkranken steigt mit dem
Vorliegen der NQO1 609-Mutatiofi 1%

Sekundare Leukdmien nach Therapieprotokollen mikyliakenden Substanzen und
Radiotherapie gehen mit Verlust oder Deletion vdmothosom 5 und/oder 7 einher, wahrend
sekundéare Leukadmien nach Therapie mit Topoisoméldehibitoren durch balancierte

Translokationen charakterisiert sind, wie die Mldder AML1-Rekombination. Erstere zeigen
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eine ahnlich Haufung der NQO1 609-Mutation, wie aireh flr Arbeiter mit Benzolvergiftung
gefunden wurde. Besonders Homozygote, deren Enzyaktiv ist, scheinen fir die
leukdmogene Wirkung der Chemotherapeutika vulnémbsein®™ 1.

Kinder mit ALL oder AML, die das MLL-Fusionsgen gan, haben eine signifikant erhthte
Inzidenz von NQO1-Mutationen im Vergleich zu Kindemit ALL und TEL/AML1-Fusion
(Translokation t(12;21)) oder Hyperdiploidie. Diesklart sich durch die Tatsache, dass
Substanzen, die mit der Topoisomerase-ll spaltd@oenplexe bilden, eine MLL-Fusion
induzieren koénnen. Wenn nun zusatzlich der Abbaesati Substanzen durch die NQO1-
Mutation verzdgert ist, ergibt sich zwangslaufigeeerhohte Inzidenz von Leukdmien mit MLL-
Fusion und gleichzeitigen NQO1-Polymorphismen. Bienfalls durch CYP3A4 erfolgende
Metabolisierung von Epipodophyllotoxinen kann im tkéuleib und ersten Lebensjahr nur eine
untergeordnete Rolle spielen, da erst spater CYHBA#élevanten Konzentrationen exprimiert
wird. Zu den infrage kommenden Substanzen, die rsclay der Geburt eine MLL-Fusion
induzieren kénnten, gehoéren Flavonoide, Benzol, liiigrweise auch Pestizide, Marihuana,
Alkohol oder Benzindampfe, obwohl bei letzeren bistkeine Untersuchung Uber den
Zusammenhang zur MLL-Fusion existiéft

In diesem Zusammenhang wird das NQO1 609-Allel &astschlie3lich genannt, jedoch haben
Wiemels et al. auch die Bedeutung von NQO1 464rsntht, ohne eine relevante Assoziation
zu den genannten Zusammenhangen zu erkennen. DmreAuschlielen daraus, dass die
Mutation keinen relevanten Einfluss auf die Enzytivitiat besitzt®2. Die Bedeutung des Allels
NQOL1 464 beim Menschen bleibt weiterhin wenig wsueht.

Auch im Rahmen dieser Dissertation war der NQO1-Bé6{§morphismus weder bei Kindern
mit einer ALL-Ersterkrankung, noch bei Kindern mneiner Rezidiv-ALL mit einem der
untersuchten Merkmale signifikant assoziiert. Allags scheinen Kinder mit BVZ-ALL, die
den Polymorphismus NQO1 464 tragen, zum Zeitpurgkt Ersterkrankung jinger zu sein.
Weiterhin zeigt sich eine Tendenz fur Patienten N@O1 464-Allel zu groRerer Blastenzahl
zum Zeitpunkt der Diagnose, als flur Patienten netndwildtyp-Allel. Fir die Patienten mit
BVZ-ALL, die beide Polymorphismen NQO1 609 und NQ@BY4 gleichzeitig tragen, ergibt sich
eine tendenziell kirzere Remissionsdauer, diesdedabrreichen jedoch keine statistische
Signifikanz. Auch fur die untersuchten Rezidivpaten ergibt sich fir keines der Merkmale

bezogen auf den NQO1-Polymorphismus ein signifiabinterschied.

Folgende Aspekte mussen fur eine generelle Sdblgssung beachtet werden: Bei der

Auswertung der Assoziationsanalysen missen beideOINEBolymorphismen und die
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verschiedenen Frequenzen in unterschiedlichen Biiguuén berticksichtigt werden. Die genaue
Analyse zeigt, dass nur fur die NQO1 609-Variante é\ssoziation zwischen ALL und MLL-

Rekombination besteht. Zum besseren VerstandnisBegsags der entsprechenden NQO1-
Aktivitat in der Leuk&mogenese ist es erforderlideren Mechanismus weiter aufzuklaren.
Ebenso ist die weitere Spezifizierung der Expositton Quinon-enthaltenden Substanzen und

von Umwelteinfliissen auf die NQO1l-assoziierte LenikaSuszeptibilitdt mit und ohne MLL-

Rekombination unabdingbar.
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7. Zusammenfassung

Akute lymphoblastische Leuka&mien sind klinisch ugenetisch heterogene Erkrankungen.
Funktionelle Polymorphismen in Genen, die fur aktiende oder detoxifizierende Enzyme
kodieren, bewirken inter-individuelle Unterschieddie sowohl die Suszeptibilitat von
Leukdmien als auch den Therapieerfolg von Patiemieheuk&mien beeinflussen.

Diese Arbeit analysiert die Relevanz der Polymaptan Cyp 3A4-v, Cyp 2D6*3, Cyp 2D6*4,
NQO1 464 und NQO1 609. Fur die Polymorphismen CHg-8, NQO1 464 und NQO1 609
konnte die Etablierung einer Echtzeit-PCR mit demghtCycler realisiert werden. Diese
Okonomisierung der Methodik reprasentiert einen sehdidenden Fortschritt in  der
Durchfiihrung von Screening-Untersuchungen fur gie@&wgentengruppen. Die Polymorphismen
Cyp 2D6*3 und Cyp 2D6*4 wurden mit Hilfe der kontemellen PCR mit
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus untersud¢hsgesamt wurden 287 Kinder mit
Erstrezidiv einer ALL, sowie 75 Kinder mit ALL-Eestkrankung und 79 Kontrollpatienten flr
alle funf Polymorphismen analysiert.

Bei 11% der Kinder mit ALL-Ersterkrankung konnter deenotyp Cyp 3A4-v nachgewiesen
werden. Es zeigte sich keinerlei Zusammenhang heisc Cyp 3A4-v-Status und
Immunphanotyp, Leukozytenzahl oder Anzahl peripheBéasten bei Patienten mit ALL-
Erstdiagnose. Um den Einfluss des Cyp 3A4-Genosils den Heilungserfolg beim ALL-
Erstrezidiv zu priafen, wurden bei der statistischAoswertung bekannte signifikante
Prognosefaktoren beriicksichtigt * Die getrennte Analyse nach ALL-Immunphé&notyp (fon
bzw. T) zum Zeitpunkt des Erstrezidivs ergab in d&ruppe der non-T-ALL-
Erstrezidivpatienten eine statistisch signifikaitesoziation zwischen dem Polymorphismus
Cyp 3A4-v und dem Zeitpunkt des Rezidivs (p = 0)0Dle héhere Préavalenz der Variante Cyp
3A4-v in der Gruppe mit (sehr) frihem Rezidiv (bZAezidiv wahrend der Erhaltungstherapie)
lasst der damit einhergehenden geringeren katelhis Aktivitat von Cyp 3A4 in der
Aktivierung und Verstoffwechslung von in der ALL#Ebehandlung angewandten
Medikamenten eine besondere Bedeutung zukommenUERierschied im Langzeitiberleben
liel3 sich fur diesen Polymorphismus nicht bestimife= 0,2088).

Der Polymorphismus NQO1 609 war bei Patienten nhit-£&rsterkrankung und ALL-Rezidiv
signifikant haufiger vorhanden, als bei den Konpatienten (p = 0,002 bzw. 0,013). Dies
bestatigt den Zusammenhang zwischen dem Vorhandedss Polymorphismus und erhohter
Erkrankungswahrscheinlichkeit fir ALL. Fir den Ralyrphismus NQO1 464 konnte diese

Assoziation nicht bestéatigt werden. In Bezug aufn dérankheitsverlauf waren keine

82



signifikanten Ergebnisse zu ermitteln, das Langbetleben wird nicht durch das

Vorhandensein der Polymorphismen beeinflusst.

Fur den Polymorphismus Cyp 2D6*4 wurden keine s$ikgmten Unterschiede gefunden. Die
Verteilung des Polymorphismus zwischen ALL-Erstiéz und -Ersterkrankung (p = 0,287)
sowie beider Gruppen jeweils zu den Kontrollpagentvar nicht signifikant unterschiedlich
(ALL-Erstrezidive/ Kontrollen: p = 0,158; ALL-Ersterankungen/ Kontrollen: p = 0,094). Dies
spiegelt vermutlich die grol3e Anzahl von Polymospen im Cyp 2D6-Gen mit aul3erst
unterschiedlicher phanotypischer Wirkung wider. Big untersuchten Polymorphismen Cyp
2D6*3 und Cyp 2D6*4 konnte kein signifikanter Euls auf den Erkrankungsverlauf dargestellt
werden.

Um die Bedeutung der Ergebnisse in den klinischesathmenhang einzuordnen, missen sie
mit dem Behandlungsverlauf der Patienten korrelientden. Im Rahmen der protokollgerechten
Behandlung der ALL-Rezidivpatienten ergaben sictersthiedliche Nebenwirkungen, die zum
Teil den Behandlungsverlauf beeinflussten. DieseiZitdtsdaten wurden nicht mit den
vorliegenden Zahlen korreliert, da sie zum Zeitgud&r Analyse zum Teil nicht vollstandig
waren. Erst die Zusammenschau der Polymorphismeiseigse mit den klinischen Daten kann
eine endgultige Aussage zur klinischen Relevanzleg. Dennoch wird die zunehmende
Bedeutung genetischer Unterschiede in Krankhegssiming, individuellem Krankheitsverlauf
und unterschiedlichem Therapieansprechen durcle didseit deutlich.

Die Zukunft der optimalen Behandlung schwerer Eiktangen liegt in der individualisierten
Therapie. Diese sollte sowohl die genetische Attssig der Patienten, als auch die molekularen

Details im Krankheitsmechanismus berlcksichtigen.

Martina Mogl!
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