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1. EINLEITUNG

1.1 Einfihrung

Leuka&mien bilden die haufigste maligne Erkrankumgkindesalter. Sie entstehen durch ma-
ligne Transformation und klonale Expansion hamagtisoher oder lymphatischer Zellen und
deren Akkumulation priméar im blutbildenden Knocherkn Gegebenenfalls kommt es zu
einer Infiltration lymphatischer Gewebe und extrdolkirer Organe sowie zu einer Dissemi-
nation leukamischer Zellen ins Blut.

In Abhéngigkeit vom Krankheitsverlauf unterscheidetn akute und chronische Leukamien,
die immunologisch entsprechend des proliferierendeltklons in einen myeloischen und

einen lymphatischen Typ unterteilt werden.

1.2 Die akute lymphoblastische Leukamie
Die akute lymphoblastische Leuké&mie (ALL) ist gekesichnet durch die Dysregulation
einer lymphatischen Vorlauferzelle der B- oder Th&éhe. In der Folge kommt es zu einem

Reifungsstopp und zu einer unkontrollierten Pradifen des Zellklons.

1.2.1 Epidemiologie

Die ALL bildet mit 25-30% die haufigste maligne Eakkung im Kindesalter und macht etwa

75% aller Leukamien in dieser Altersgruppe &li8ei einer Inzidenz von 31 pro 1 Millionen

Kinder liegt der Erkrankungsgipfel im vierten Lebghr. Zwar kann in 70 — 80% der Falle

ein 5-jahriges ereignisfreies Uberlebgirapability of event-free survivalpEFS) erreicht
5-26

werden; = jedoch entwickeln trotz intensiver Chemotherafebs 30% der Patienten The-

rapieresistenzen und/oder rezidivieféft?"?®

1.2.2 Atiologie

Risikofaktoren fur die Entstehung der ALL scheinenZusammenspiel von Umwelt- sowie
endogenen und genetischen Faktoren zu liegen. Adorhbnexplosionen in Hiroshima und
Nagasaki sowie Reaktorunfalle wie in Tschernobybdmgezeigt, dass das Auftreten von
Leukamien durch radioaktive Strahlung begiinstigider kanrf>>*° Neben therapeutischer
Strahlenbehandlung und diagnostischer Rontgenstrablastung bei Schwanger&r? er-
hoht auch eine Strahlentherapie im Kindesaltertisankungsrisiko fiir Leukamieti*> Die
Entstehung von Leukamien kann zudem durch Pesti2ided andere Chemikalien wie Koh-
lenwasserstoffé’ aber auch durch Viren, beispielsweise das Ep&aim-Virus, gefordert

werden®® Es gibt Hinweise, dass bei beruflicher Benzol-Esifpon der Eltern sowie in In-
5



dustriegebieten ein erhdhtes Leukamierisiko firdéinbesteht? Auch kann der Einsatz von
Zytostatika, insbesondere alkylierender SubstanmehEpipodophyllotoxinen, bei malignen
Erkrankungen im Kindesalter das Risiko, im langstifyen Verlauf an einer Leukamie zu
erkranken, erhoheft:***! Sasco et al. berichten, dass sowohl das Rauchemliiteer wih-
rend der Schwangerschaft als auch der Vater voGdburt (wahrscheinlich durch eine gene-
tische Schadigung von Spermazellen) mit einem e¢emRisiko insbesondere fiir akute Leu-
kamien und Lymphome bei Kindern einherg&hkKinder mit Down-Syndrom sind einem
deutlich gesteigerten Risiko fiir ALL ausgesétZf:

1.2.3 Prognose-Parameter der ALL

Nach dem Protokoll ALL-BFM 2000 der Berlin-FrankfuMinster (BFM)-Gruppe werden
die Patienten in die Risikogruppen SR (Standaidr)siMR (mittleres Risiko) und HR (hohes
Risiko) eingeteilt®®>*° Die Risikostratifizierung richtet sich in ersteinle nach dem Anspre-
chen auf die Chemotherapie. Mittels der Erfassungdpezifischer Rekombinationen in T-
Zell-Rezeptor- und Immunglobulingenen anhand kleadscher DNA-Sonden als Nachweis
einer minimalen Resterkrankungiifimal residual diseasegMRD) kann die Dynamik des
Ansprechens der Leukamie auf die Therapie in dduktionsphase quantitativ beurteilt wer-
den?®>? Ein MRD-positiver Befund liegt bei einem Nachweisn mindestens einer Leuké-
miezelle pro 1000 normaler Zellen 103) vor, wahrend < 18 Leukamiezellen als negativer
MRD-Befund gewertet werden. Ein weiteres Stratfimngsmerkmal bildet das Ansprechen
auf Prednisonprednisone responkeDieses wird durch die Messung von Blasten inipber
ren Blutbild an Tag 8 nach sieben Tagen Prednisompivase und intrathekaler Applikation
von Methotrexat an Tag 1 bestimmt. Wahrend in dedi® ALL-BFM 2000 neben Alter und
Leukozytenzahl bei Diagnose auch die T-Immunologant mehr als Stratifizierungsmerk-
mal gilt, wird diese zur Indikationsstellung vora8imzelltransplantation und Schadelbestrah-
lung weiterhin herangezogen. Von prognostischereBtag ist zudem ein initialer Nachweis
von MRNA der Fusionsgen8CR/ABL MLL/AF4, TEL/AML1 und E2A/PBX mittels
Polymerasekettenreaktiopdlymerase chain reactipiPCR) fur die Beurteilung des Thera-

pieerfolges.

1.2.3.1 Positiv pradiktive Faktoren
Prognostische Faktoren der ALL lassen sich in P#tie-, Krankheits- und Therapie-
assoziierte Faktoren unterteil€nDabei zéhlen zu erstgenannten Faktoren sowoht Atd

Geschlecht als auch die Zugehdrigkeit zu verschiealeethnischen Gruppen. Ein Alter von
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ein bis neun Jahren bei Diagnosestellung, weibéicheschlecht und kaukasische oder asiati-
sche Volkszugehorigkeit gelten als positiv pradiktiFaktoren der ALL. Krankheitsassoziier-
te Faktoren wie eine Leukozytenzahl < 50.000whi(e blood cellsWBC), ein DNA-Index

> 1,16 sowie ein hyperdiploider Chromosomensatz ¥@0 pro Leukamiezelle werden als
prognostisch gunstige Merkmale beschrieben. ZuedieBaktoren gehéren zudem die
Trisomien 4, 10 und 17 sowie der Nachweis des RagiensTEL/AML1%*>* Bezuiglich der
Immunphanotypen der ALL wird die B-Vorlauferzell VB)-ALL mit der besten Prognose
assoziiert. In Hinblick auf die Therapie gilt dea®hweis von < 1000 Blasten/ul Blut an Tag
8 nach sieben Tagen Prednison-Vorphase mit Mettadtiatrathekal an Tag 1 als weiterer
wichtiger positiv pradiktiver Faktor zur Beurteilgiesin vivo Therapieerfolges (gute Pred-
nison-Antwort, prednisone good resporseZudem sprechen auch ein blastenfreier Liquor

sowie ein negativer MRD-Befund (siehe Kapitel 1)2(8 einen glinstigen Krankheitsverlauf.

1.2.3.2 Negativ pradiktive Faktoren

Ein Alter von < 1 Jaht® bzw. > 9 Jahren bei Diagnosestellung sowie maneticGeschlecht
gelten als negative prognostische Faktoren der AL°E°°Krankheitsassoziiert stellen WBC
> 50.000/ul, Infiltration extramedullarer Orgamesbesondere des ZNS, durch leukamische
Zellen sowie hypoploider Chromosomensatz < 45 iasiIn Kriterien einer schlechteren
Prognose dat> Hinsichtlich zytogenetischer Merkmale gilt der Naeis der Fusionsgene
BCR/ABL (chromosomale Translokation t(9:22) (PhiladelpBlromosom)Y;>>>’ MLL/AF4
(Translokation t(4;11)5%°° und E2A/PBX(Translokation t(1;19)3° immunphé&notypisch das
Vorliegen einer T-Zell-ALL als prognostisch ungiigst Faktor?’>*®! Betrachtet man das
Ansprechen auf die Therapie, so ist bei einem Nahwon > 1000 Leukamiezellen/ul Blut
an Tag 8 nach siebentagiger Prednison-VorphaseMuathotrexat intrathekal an Tag 1
(schlechte Prednison-Antwonrednisone poor response® sowie positivem MRD-Befund

(siehe Kapitel 1.2.3) von einer eher schlechteregiffbse auszugehen.

1.2.4 ALL-Rezidive

Trotz stetiger Optimierungen in der ALL-Therapietén bei 20-30% der Patienten Rezidive
aufl02"#828nia im Vergleich zur Ersterkrankung deutlich schieere Langzeitprognose
lasst sich insbesondere durch drei Merkmale béeintei

1. Zeitpunkt des Rezidivs (siehe Tabell&*)
2. Manifestationsort des Rezidif%&®°

3. Immunphanotyp des Rezidivs (T-ALL vs. non-T-AL®)’
7



Das Auftreten von Rezidiven im Rahmen der Remissimuktionstherapie (sehr frihe Rezi-
dive) oder innerhalb von sechs Monaten nach Theeaple (frihe Rezidive) ist bei einem
Langzeitiiberleben von 10 bis 20% mit der schletateBrognose assoziiéft®®**Hingegen
sprechen spate Knochenmark (KM)-Rezidive, welcleeZditspanne von sechs Monaten nach
Therapieabschluss tberschreiten, mit einem Langzsileben von 30-40% flr eine ginstige-

re Prognosé®’*

Tabelle 1: Definition der Zeitpunkte des ALL-Erstidivs (ALL-REZ BFM)

Zeitpunkt nach Erstdiagnose nach Ende der Ersfthegra
spat > 6 Monate

frih > 18 Monate und < 6 Monate

sehr frih < 18 Monate und 6 Monate

* Fir den seltenen Fall, dass das Ende der Ersftie(i.d.R. Ende der vorangegangenen Dauerth@rapie
Monate und die Erstdiagnose < 18 Monate her i&. (@ach Therapieabbruch oder nach B-NHL-Therajist),
der Rezidivzeitpunkt als spét zu definieren.

Gaynon et al. berichten, dass Patienten mit igelerHodenrezidiv eine deutlich bessere
Wabhrscheinlichkeit des Uberlebens haben als sofdhesoliertem ZNS-Rezidiv. Bei isolier-

tem KM-Rezidiv ist die Prognose noch schlecfier.

Je nach Lokalisation und Zeitpunkt des RezidivsderrPatienten im aktuellen Protokoll der
BFM-Studiengruppe zur Behandlung von Kindern ungedallichen mit einem ALL-Rezidiv
(ALL-REZ BFM) in nachfolgend definierte Strategiegpen (S1 bis S4) eingeteilt (Tabelle
2). Dabei wird bei Strategiegruppe 1 (S1) von eirmeedrigen, bei Strategiegruppe 2 (S2)
von einem intermediaren Rezidivrisiko ausgegangeiinrend Strategiegruppen 3 und 4 (S3,
S4) als Hochrisikogruppen eingestuft werden.

In Hinblick auf die pEFS bestehen deutliche Unteieste sowohl zwischen den einzelnen
Strategiegruppen als auch innerhalb dieser Grudgpaiei lassen sich die meisten Kinder mit
ALL-Rezidiv der Strategiegruppe 2 zuordnen, welahband zusétzlicher klinischer Parame-
ter (Ort und Zeitpunkt des Rezidivs, periphere #&lasahl peripheral blast cellsPBC) und
BCR/ABL:=Positivitat) in die Subgruppen S2A, S2B, S2C ug®d Sinterteilt ist.



Tabelle 2: Definition der Strategiegruppen S1 BiALL-REZ BFM)

Immunphéanotyp non-T-ALL (pré-) T-ALL

Lokalisation EM KM KM EM KM KM
isoliert kombiniert isoliert isoliert kombiniert isoliert

Zeitpunkt

sehr frih S2 S4 S4 S2 S4 S4

frih S2 S2 S3 S2 S4 S4

spat S1 S2 S2 S1 S4 S4

EM = extramedullar KM = Knochenmark

Zur Prognoseeinschatzung wird neben dem Zeitpue&tRezidivs und der PBC der Nach-
weis einer minimalen Resterkrankung (siehe Kafitél3) an Tag 36 der Rezidivtherapie
herangezogen. Ein negativer MRD-Befund ist mit epEFS von 86% assoziiert, wahrend
ein positiver MRD-Befund eine pEFS von 0% zur Fofhge’? Zudem sind die Fusionsgene
BCR/ABL MLL/AF4, MLL/AF9 und MLL/ANL sowie TEL/AML1 bei ALL-Rezidiven von
prognostischer Bedeutung. Der Nachweis der dregemannten ist mit einer schlechteren
Prognose verbundéh.Heilungschancen sind b&CR/ABL-positivem Befund lediglich mit
intensivierter Polychemotherapie zur Remissiongditidna und anschlieRender allogener
Stammzelltransplantation (SZT) zu erwartérim Gegensatz dazu ist der Nachweis von
TEL/AML1Dbei in der Regel gutem Ansprechen auf eine ernébmotherapie mit einer gu-
ten Heilungschance verbund&f>

Eine besondere therapeutische Herausforderung diellbei ALL-Rezidiven im Vergleich
zur Ersterkrankung hohere Resistenz der Leukaneeeglegeniber Glukokortikoiden und
Zytostatika (Anthrazykline, Thiopurine) sowie L-Ampginase ddf’’ Dies erfordert nicht
nur eine Intensivierung der Polychemotherapie, somduch einen vermehrten Einsatz von
SZT, welche mit einer hoheren Rate an Morbiditadl Wortalitat als die konventionelle
Chemotherapie assoziiert sind. In Anbetracht datesbten Prognose bei sehr frihen KM-
Rezidiven ist eine allogene SZT in diesem Falleedmasten von Nutzen. Hingegen kann bei
Patienten mit spaten insbesondere isoliert extraftégcauftretenden Rezidiven mittels allei-

niger Chemotherapie eine Verbesserung der Progrosieht werder®

1.2.5 ALL-Therapie
Im Rahmen der ALL-Therapie kommen sowohl bei Ekstarkungen als auch bei Rezidiven

Kombinationen mehrerer Chemotherapeutika zum Einsddiese beinhalten neben
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Glukokortikoiden und Asparaginase zahlreiche Zytiisa verschiedener Substanzgruppen:
Alkylanzien, Anthrazykline, Vinca-Alkaloide, Fols@antagonisten, Purin- und

Pyrimidinanaloga sowie Etoposid. Nachfolgend sollAinlehnung an das Therapieprotokoll
ALL-REZ 2002 der BFM-Gruppe auf die einzelnen Widdggruppen naher eingegangen

werden.

1.2.5.1 Glukokortikoide

Kennzeichnend fur diese Substanzgruppe ist ihreunsmppressive, antiphlogistische und
ulzerogene Wirkung. Diese resultiert aus der Hengnder Arachidonséure-Freisetzung als
Ausgangssubstanz fur Leukotriene und Prostaglandmiels Blockade des Enzyms

Phospholipase 2. Bei der ALL-Therapie kommen Dexbason und Prednison zum Einsatz.
Erstgenanntes bindet im Vergleich zu anderen Sobsitaaus dieser Gruppe mit héherer Af-
finitdt an Glukokortikoid-Rezeptoren lymphoblastisc Zellen. Folgen sind Komplexbildung,

Translokation in den Zellkern und schlief3lich Apug® der Leuk&miezellen.

1.2.5.2 Asparaginase

Dieses Enzym wird von den Bakterien Escherichiawadl Erwinia chrysanthemi produziert
und katalysiert die Spaltung der Aminosauren Aggparan Asparaginsaure und Ammonium
sowie Glutamin in Glutamat und Ammonium. Ziel istaen lymphoblastischen Leukamiezel-
len durch Asparagin-Depletion im Serum diese féressenzielle Aminosaure zu entziehen.
Daraus resultiert fur Organe mit hoher Protein-Bgaérate wie Leber und Pankreas trotz
maoglicher Asparagin-Synthese in Zellen des mendohihi Korpers ein relativer Mangel an

Asparagin. Asparaginase greift in die S-PhaseZé#zyklus ein.

1.2.5.3 Zytostatika

1.2.5.3.1 Alkylanzien

Wichtige Vertreter dieser Wirkstoffgruppe bilden edi Stickstoff-Lost-Derivate
Cyclophosphamid und Ifosfamid aus der Gruppe deaz@ghosporine. Beide Substanzen
liegen als nahezu unwirksanprodrugs vor, ihre zytostatische Wirkung wird erst durch
Metabolisierung mittels Enzymen der Cytochrom-P&Qppe in der Leber entfaltet. Die
entstehenden Metabolite kbnnen kovalente Verbinenmgit DNA oder Proteinen eingehen.
Es kommt zu Vernetzung und Spaltung von DNA-Stran@geoss-link sowie zu einer Bil-
dung abnormer Basenpaare, letztlich ist eine Hengnalen DNA-Replikation und Transkrip-

tion die Folge.
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Die zytotoxische Wirkung von Cyclophosphamid komimtder S-Phase, diejenige von
Ifosfamid hingegen in der G2-Phase des Zellzyklus Zragen. Acrolein, ein Metabolit von

Cyclophosphamid, wirkt urotoxisch.

1.2.5.3.2 Anthrazykline

Zytotoxische Antibiotika dieser Wirkstoffgruppe wi2aunorubicin und Idarubicin werden
aus Streptomyces-Arten isoliert. lhr Einsatz alsoZgatika beruht auf mehreren Wirkungs-
mechanismen. Interkalation in die doppelstrangig®AD fihrt zum Abbruch der
Nukleinsduresynthese, wahrend durch Inhibition dawyms Topoisomerase Il eine
Entwindung und Trennung der DNA-Strdnge als wiahtioraussetzung fur die DNA-
Replikation sowie die Reparatur von DNA-Strangbeiciehindert wird. Doppelstrangbri-
che kénnen durch in der Leber gebildete aktive Blaite (Semichinonradikale) und zytoto-

xische Superoxide, Wasserstoffperoxid und Hydr@dikale ausgelost werden.

Akute und chronische haufig irreversible Kardiotmtédt mit Kardiomyopathie als limitieren-
de Nebenwirkung fur den Einsatz von Anthrazyklisemd am ehesten auf die Bildung der
genannten Radikale zurtickzufihren, wobei eine Hairos mit der applizierten Gesamtdosis
besteht.

1.2.5.3.3 Vinca-Alkaloide

Die Wirkung der Vinca-Alkaloide (Vincristin, Vindey beruht auf einer Blockade der Mito-
se durch Bindung an Tubulin. Substanzen dieser 3dffgruppe behindern sowohl DNA- als
auch RNA-Synthese.

1.2.5.3.4 Folsaureantagonisten

Als Beispiel sei hier Methotrexat genannt, dasfadmetabolit spezifisch und reversibel das
Enzym Dihydrofolatreduktase inhibiert. Die dadurgéstorte Purinnukleotidsynthese fuhrt
schlie3lich zu einer verminderten Synthese von DINW RNA. Bei Auftreten von Neben-

wirkungen wie Mukositis und Dermatitis sowie Nephrand Hepatotoxizitat kann

Methotrexat durch Tetrahydrofolsdure antagonisierden.

1.2.5.3.5 Purinanaloga
Purinanaloga wie Thioguanin und 6-Mercaptopurind skntimetabolite und werden durch
das Enzym Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferaskiphosphatnukleotide umgewandelt.

Deren Einbau in die DNA zieht nicht nur Strangbréickondern auch Abbriiche der DNA-
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Neusynthese nach sich, wobei die zytotoxische Wigkin der G1- und S-Phase des Zellzyk-
lus auftritt. Die durch Substanzen dieser Gruppeslésbare Myelosuppression ist

dosislimitierend.

1.2.5.3.6 Pyrimidinanaloga

Als Beispiel fur die zur Gruppe der Antimetabolgehdrenden Pyrimidinanaloga sei hier
Cytarabin genannt, welches insbesondere in der l@sd’des Zellzyklus zytotoxisch wirkt.
Mittels Phosphorylierung wird es in seine aktiverRdCytosinarabinosidtriphosphat) umge-
wandelt und wahrend der DNA-Replikation anstells dkleotids Cytosintriphosphat als
Jfalsche* Base in die DNA eingebaut. Es kommt zuaBgbrichen, zudem wird die

Pyrimidinsynthese gehemmt.

1.2.5.3.7 Etoposid

Etoposid, ein Derivat des Epipodophyllotoxins aesndMaiapfel (Podophyllum peltatum),
hemmt die Zellteilung in der pramitotischen Ph&ine zytotoxische Wirkung entfaltet es in
der spaten S- oder in der frihen G2-Phase. Durdhkiion von Einzel- und Doppelstrang-
briichen der DNA wird die Zytotoxizitat dieser Swrst zusétzlich verstarkt. Als Inhibitor der

Topoisomerase || hemmt Etoposid die DNA-Reparatur.

Purine und Pyrimidine
Mercaptopurin l
Thioguanin

Ribonukleotide

Methotrexat I

Desoxyribonukleotide

|

Anthrazykline
Epipodophylotoxine| JOMZOWZOWFOWIC
Alkylanzien DNA
VAVAVAVAVAN
BRNA

P

Vinca-Alkaloide| Tubulin

Abbildung 1: Wirkorte von Zytostatika der ALL-Themia in Phasen des Zellzyklus nach Pui é? al.
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1.3 Polymorphismen Arzneimittel-metabolisierender Bzymsysteme

Im Hinblick auf Effektivitdt und Toxizitat der belscebenen Chemotherapeutika im Rahmen
risikoadaptierter Behandlungsprotokolle bei der rapee der ALL zeigen sich bedeutende
interindividuelle Unterschiede. Einen Erklarungsdnsfir diese Wirkungsvariabilitat stellt
die individuell unterschiedliche Metabolisierungnvviedikamenten mit Hilfe Arzneimittel-
metabolisierender Enzymsystenugug-metabolizing systemBMS) dar’®®* Genetische Va-
rianten dieser DMS kommen durch Basenaustauscaemmehtsprechenden kodierenden Gen
zustande. Tritt eine Variante mit einer Haufigkaih mehr als einem Prozent in der Bevdlke-
rung auf, so spricht man von einem Polymorphisnsusy(e nucleotid polymorphisnSNP).

Im Gegensatz dazu werden Allelfrequenzen von witeam Prozent als Mutationen bezeich-

net®

Veranderungen des Substratstoffwechsels werderh daotymorphismen der DMS verur-

sacht. Jene, die mit einer geringeren Aktivierudgroeinem Funktionsverlust des Enzyms
einhergehen, fihren zu einer verlangsamten Elin@natnd somit Akkumulation des jeweili-

gen Substrates. In der Folge kommt es zu verlamg@virkung oder vermehrt auftretenden
unerwunschten Arzneimittelwirkungen, bei Medikaneent deren Wirkung erst nach

Metabolisierung zum Tragen kommprédrug9, gegebenenfalls zum vollstdndigen Wir-
kungsverlust. Phanotypisch werden homozygote Tragieher Polymorphismen als langsa-
me Metabolisierergoor metabolizerPM) von Individuen mit ultra-schnellem Metaboligsn

(ultra-rapid metabolizerUM) infolge einer Genduplikation unterschieden.

1.3.1 Assoziation hereditarer Polymorphismen von DI mit Krebsrisiko

Ein Zusammenhang zwischen hereditaren Polymorpimsiae DMS Cytochrom P450 (CYP)
1A1, Glutathion-S-Transferase (GST), Thiopurin-Mgttansferase (TPMT) und/oder N-
Acetyltransferase (NAT) 2 und dem Entstehungsrisi&o Neoplasien des Gehirns, der Lun-
ge, Harnblase, Cervix und Mamma sowie des Gaststingltraktes und Hals-Nasen-Ohren-

Bereiches ist in verschiedenen Studien beschrialoeden®®11°

Bezuglich des Myelodysplastischen Syndroms (MD&jdn widerspriichliche Untersuchun-
gen vor. So wirdsSTT1in der Studie von Chen et al. mit einem erhdhtddSvRisiko asso-
ziiert *'® wahrend Davies et al. diesen Zusammenhang néstiitigen konnteht’

Im Hinblick auf die Leukamogenese im Kindesalterradem bestimmte Genotypen von
CYP1Al GSTM1 und GSTT1 mit einem erhdhten ALL-Risiko in Zusammenhang

gebrach£'®?° Dabei sind sowohl einzelne als auch die Kombimatizehrerer Polymor-
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phismen mit entsprechend additiver Wirkung von @rgglender Bedeutung fir eine Zunah-

me der ALL- Erkrankungswahrscheinlichkeit.

1.3.2 Phase I-/ll-Enzyme

Je nach Wirkmechanismus lassen sich DMS den Phdmssvl Phase-1I-Enzymen zuordnen.
Die Wirkung erstgenannter, wie beispielsweise derehzyme des CYP 450-Familie, ist
durch Aktivierung von Medikamenten oder Karzinogemeittels Einfihrung einer funktio-
nellen Gruppe am Substrat durch Oxidation, Redoktider Hydrolyse gekennzeichnet. Pha-
se-lI-Enzyme vermdgen anhand von Glukoronidierdaggtylierung, Sulfatierung oder Kon-
jugation von Glutathion hydrophile und damit reefiminierbare Verbindungen herzustel-
len? Als Beispiele seien hier neben Isoenzymen von NAB(Quinon-Oxidoreduktase |
(NQO1), TPMT, Epoxidhydrolase und NAT jene der G&hannt, welche im Rahmen dieser
Arbeit ndher betrachtet werden sollen.

1.4 Glutathion-S-Transferasen

Glutathion-S-Transferasen (GST) sind Phase IlI-Emgymelche durch Konjugation mit
Glutathion die Inaktivierung verschiedener hydrdpground elelektrophiler endo- und exoge-
ner Substrate katalysieréh****°Dazu gehoren u.a. Organophosphate, Epoxide und pol
zyklische Kohlenwasserstofté”***GST sind unmittelbar an dem Metabolismus antileuika
scher Substanzen und deren Metabolite wie AlkymZez.B. Cyclophosphamid), Etoposid,

it 129132 139nd schiitzen vor oxidativem

Doxorubicin, Anthrazykline und Steroide beteil
Stress?*1*° Somit kénnen GST-vermittelte Stoffwechselvorgarsgevohl eine protektive
Wirkung haben als auch zur Entstehung mutagenekaraihogener Substanzen fuhren.
Losliche GST mit dimerer Struktur werden siebensikén zugeordnet: alphea)( mu (u),

pi (n), theta B), zeta {), omega ¢) und sigmad).**

Innerhalb dieser Klassen erfolgt mittels arabisctagnlen die weitere Unterteilung in Unter-

einheiten nach der Reihenfolge ihrer Beschreitdhd® In dieser Arbeit sind GST der p-

sowie deB-Klasse Gegenstand der Untersuchungen.

1.4.1 Polymorphismen der GST
Polymorphismen sind sowohl fur die GST der (STMJ als auch fur jene deéi-Klasse
(GSTT) beschrieben. Dabei ist das Fehlen der Enzyma&ktivin beiden Fallen auf eine

homozygot vererbte Gendeletion (Nullgenotyp) zuriiihren'?®17:120.139.14¢519a der feh-
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lenden Enzymfunktion ist eine Akkumulation kanzemogr Substrate im Korper mit erhoh-

tem Erkrankungsrisiko fur verschiedene Karzinome. (4.4.1.1.4 und 1.4.1.2.4).

1.4.1.1 GSTu

1.4.1.1.1 Gen

Das kodierende Gen fiBSTM1ist auf Chromosom 1p13.3 lokalisié?t:****** Folgende
Allelvarianten sind bisher bekannt: das Wildtypa{leSTM1*]), die GSTMZXDeletion (Null-
genotyp,GSTM1*Q sowieGSTM1*Aund GSTM1*B Letztere unterscheiden sich durch eine
C—G-Substitution an Basenposition 534, welche dentaussh von Lysin durch Asparagin
an Kodon 172 zur Folge h#f139144

1.4.1.1.2 Frequenz
GSTM1*0/*0kommt bei 38-67% der kaukasischen, 33 bis 63%od&siatischen und 22 bis

35% der afrikanischen und afro-amerikanischen Ethror°®>*

1.4.1.1.3 Fremdstoff-Metabolisierung

Die Entgiftung von polyzyklischen aromatischen Kariwasserstoff-Epoxid-Verbindungen,
wie z.B. Metabolite von Benzpyréf! alkylierenden Nitroseharnstoffderivaten, z.B. Bis-
Chlorethyl-Nitrosurea (BCNUY*® und Arylaminen wird durch GSTM1 entscheidend vérmi

telt. Zudem ist GSTM1 an der Metabolisierung vdkyfanzien wie Cyclophosphamid betei-

Iigt.l33,l46-l49

1.4.1.1.4 Assoziation zu Erkrankungen

Epidemiologische Studien zeigen eine Assoziatiors@wenGSTM1*0/*0 und dem Risiko,
an Lungen®®°%113115 arynx- ®* und Harnblasen- bzw. Urothelkarzinonf&i?*>**°haufig
in Kombination mit Zigarettenraucfi®*>°1%Adenokarzinomen des Koloi$*® und Ma-
gens’® malignen Melanomef? und Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bersi¢H zu

erkranken.

Die Untersuchungen beziglich eines Zusammenhangstzen Polymorphismen der GST
und MDS sowie akuten Leukamien zeigen widersprihbliErgebnisse. Wahrend Tsabouri et
al. von einem signifikanten Effekt vaBSTM1*0/*0auf das MDS-Risiko ausgehé&tt,konnte

116,152,153 hoch fir die

in anderen Studien eine Assoziation weder @BTM1*0/*0 allein
Kombination ausGSTM1*0/*0 und GSTT1*0/*0als Doppelnullgenotyp® belegt werden.

Haase et al. fanden bei Patienten mit MDS/akuteelomgcher Leukamie (AML) nach
15



Chemo- und/oder Radiotherapie zur Behandlung éife@ama-Karzinoms ein gehauftes Auf-

treten des Doppelnullgenotyp¥.

Fur AML ist im Vergleich zu ALL eine gesteigerte fibession von GST der p-Klasse be-
schriebert®® wobei GSTM1*0/*0bei AML sowohl im Kindesaltet*® als auch bei Erwachse-

157

nen, isoliert oder als Doppelnullgenotyp BISTT1*0/*Q™" einen signifikanten Risikofaktor

darstellt. Im Gegensatz dazu konnte diese Assonriati anderen Studien nicht festgestellt

Werden]:52,154,158—160

Ein im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollgemp gehaduftes Auftreten von
GSTM1*0/*0bei Patienten mit ALL ist mehrfach beschrieben veordwvobei ein damit ver-
bundenes erhohtes Risiko an ALL zu erkranken angemen wird*18119155181ggj glejch-
zeitigem Vorhandensein vaBSTM1*0/*0und CYP1A1m1®? oderCyp1A1*2A*° und/oder
NAT2 * steigt dieses Risiko zusétzlich an. Fir die Koratom ausGSTM1*0/*0 und
GSTP1*Bist ebenfalls ein erhdhtes ALL-Risiko beschrielvesrden’®® Chen et al. fanden
eine signifikant erhdhte Frequenz des Doppelnubtggrs GSTM1*0/*0 / GSTT1*0/*P bei
afro-amerikanischen Kindern mit ALL, jedoch konntdiase Genotypen bei Kaukasiern nicht
mit einem gesteigerten ALL-Risiko in Zusammenhaegrgcht werdef?® Auch in anderen
Studien konnte diese Assoziation nicht nachgewieserden®'”**®1%4|n einer Untersu-
chung an japanischen Kindern zeigte sich eine igedr Frequenz vosSTM1*0/*0 bei
ALL-Patienten im Vergleich zur Kontrollgrupp&® Barnette et al. fanden ein erhéhtes ALL-
Risiko bei Kindern minon-GSTM1*0/*0*®

Hinsichtlich der Heilungschancen bei ALL ka@8TM1*0/*0kann sowohl mit einem redu-

zierten67:168

als auch mit einem erhdhten Rezidivrisiko fur glRezidive (< 30 Monate nach
Therapiebeginn) bei Kombination n@STT1*0/*0als Doppelnullgenotyp® assoziiert sein.
Eine Tendenz zu einem reduziertem Auftreten von -R¢3idiven bei Nachweis von
GSTM1*0/*0konnte von Chen et al. gezeigt werd&hRocha et al. beschreiben ein vermehr-
tes Auftreten von hamatologischen Rezidiven bei ARdtienten mihon-GSTM1*0/*Q wel-
ches bei Anwesenheit der TYMS 3/3-Genotyps nocheggert wird™*® Ein verringertes Re-
zidiv-freies Uberleben von Kindern mit ALL, deredaBten GSTi-positiv sind, ist von Hall

et al. demonstriert wordén?

In anderen Untersuchungen konnte keine Korrelatomischen GSTM1*0/*0 und
Rezidivrisiko**1**bzw. Heilungschancemitcomg **"*20%ej Patienten mit ALL festge-

stellt werden.
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1.4.1.2 GS®

1.4.1.2.1 Gen

Das kodierende Gen fiir GSTTL1 liegt auf Chromosonil22’° Entsprechend GSTM1 wird
das Wildtypallel als GSTT1*1 bezeichnet, die GSTT1Deletion (Nullgenotyp) als
GSTT1*0'8142

1.4.1.2.2 Frequenz

Bei Kaukasiern ist der GenotypSTT1*0/*0mit einer Frequenz von 11 bis 18% deutlich sel-
tener alsGSTM1*0/*0 nachweisbar, wahrend dieser bei der ostasiatisBleenlkerung mit
16 bis 58% und bei Afrikanern und Afro-Amerikanemit 24 bis 38% &ahnliche Frequenzen
wie GSTM1*0/*0zeigt?®*3*

1.4.1.2.3 Fremdstoff-Metabolisierung

GSTT1 katalysiert den Abbau von Halomethanen, MBthylbromid, Dihalomethanen,
1-Butadien, Ethylenoxid und Alkylanziéf: *">Dabei fiihren Veranderungen der DNA vor-
wiegend zu einer Storung der DNA-Replikation unda#iBkription in sich schnell-teilenden,
proliferierenden Zellen. Bei Vorliegen v@aSTT1*0/*0kdnnen die Metabolite dieser muta-
genen und kanzerogenen Substanzen nur eingeschriibolisiert werdet® Hingegen
kann es durch GSTT1-vermittelte Glutathion-Konjugat zur Entstehung toxischer

Metabolite wie z.B. Dichlormethan und —ethan koend{31"

1.4.1.2.4 Assoziation zu Erkrankungen
Auch fiir GSTT1*0/*0ist ein erhohtes Risiko fiir kolorektd®'**Magen-°* Lungen-*° und
Harnblasenkarzinom®;*°1%%ariiber hinaus fiirr Nierenzellkarzinonia Astrozytome'®®

und Oligodendrogliomé&” beschrieben worden.

Bei Patienten mit MDS fand sich im Vergleich zu Geden eine erhdhte Frequenz von
GSTT1*0/*Q wobei von einem erhthten MDS-Erkrankungsrisikegagangen wird:**"°In

anderen Studien konnte diese Assoziation nichtgexstesen werdety>1°817¢

Auch hinsichtlich der AML liegen keine einheitliah&rgebnisse vor. Wahrend ein gesteiger-
ter Nachweis vorGSTT1*0/*Q auch in Kombination mGSTM1*0/*Q bei Erwachsenen mit
AML ™’ sowie ein reduziertes LangzeitiiberleBéhbeschrieben worden sind, kénnte der
Nullgenotyp bei Kindern auch mit einem reduzieeML-Risiko einhergehed® Basu et al.

und Crump et al. fanden keine Assoziation zwisdB&T T1*0/*0und AML-Risiko!>%*>°
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Wie bereits unter Abschnitt 1.4.1.1.4 genannt, kenain gehaduftes Vorkommen von
GSTT1*0/*0 in Kombination mit GSTM1*0/*0 als Doppelnullgenotyp bei afro-
amerikanischen Kindern mit ALL festgestellt werdéheine Assoziation zwischen Doppel-
nullgenotyp**’ bzw. isoliertemGSTT1*0/*0und erhthtem Risiko, an einer ALL zu erkranken,
fand sich jedoch nicht'*"**Im Gegensatz dazu wurde in anderen Studien soginlgerin-
geres®®8als auch ein erhohtes ALL-Risiko ermitt¥if.

Eine Reduktion des Rezidivrisikos von ALL-Patientait GSTT1*0/*0konnte gezeigt wer-
den3*1671%8pje Kombination mit weiteren GST-GenotypeBTM1*0/*0 und GSTP1lan
Kodon 105) verringerte das Risiko zusatzli€h Hingegen war der Doppelnullgenotyp
GSTT1*0/*0 / GSTM1*0/*(Qs.u. 1.4.1.1.4) mit einem deutlich erhohten Ridilr frihe Re-
zidive assoziiert®® Andere Studien ergaben keinen Zusammenhang zwisBezidiv-

risiko 1117120157y Heilungschancemtcomé " *?°und GSTT1*0/*Q
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2. FRAGESTELLUNG

Glutathion-S-Transferasen (GST) nehmen als Frerfiedsttabolisierende Enzyme einen
entscheidenden Einfluss auf die Metabolisierung véwtostatika im Rahmen der
Polychemotherapie von Kindern mit ALL.

Polymorphismen der GST stellen einen pradisponteenFaktor fir die Entstehung ver-
schiedener Neoplasien dar. Wahrend sich die GSkeNg bei Vorliegen eines homozygoten
Genotyps ohne Alleldeletiof5STM1*1/*L GSTT1*1/*]) voll entfalten kann, gehen Wildtyp
(GSTM1*1/*Q GSTT1*1/*Q und Nullgenotyp GSTM1*0/*Q GSTT1*0/*Q mit einer gerin-
geren Aktivierung oder einem Funktionsverlust a@gegiligen Enzyms einher. Eine Akkumu-
lation und langsamere Elimination des entsprechejgostatikums und seiner Metabolite
mit verlangerter Wirkung und/oder gehauften unersatiten Arzneimittelwirkungen sind die
Folge. Handelt es sich uprodrugsmit Wirkungseintritt erst nach Metabolisierung,nkmt
es gegebenenfalls zu einem vollstdndigen Wirkungisste Auf diesem Wege beeinflussen
GST in bedeutendem Mal3e Detoxifizierung und Toaiaiind somit auch die Effektivitat der
Zytostatika.

Durch Genotypisierung der GST bei Diagnosestellkiignte ein wichtiger Schritt in Rich-
tung einer individualisierten Zytostatika-Therap@n ALL-Rezidiven im Kindesalter unter-
nommen werden, um sich dem Ziel einer optimiertehdhdlung mit maximaler Wirksam-
keit bei kleinstmoglicher Toxizitat anzundhern.

Unter diesem Aspekt wurden folgende Fragestellufigenuliert:

1.Wie verhalt sich die Verteilung d&STGenotypen bei Kindern mit ALL-Erstrezidiv im
Vergleich zu Gesunden?

2.Weisen die Inzidenzen dé&STFPolymorphismen zu verschiedenen Erkrankungszeitpan
Unterschiede auf (Erstrezidiv im Vergleich zu Erstankung)?

3.Existieren Korrelationen zwischeBSTPolymorphismen und klinischen Parametern bei
ALL-Erstrezidiv im Kindesalter? (Zeitpunkt, Lokadison, Immunphanotyp, Geschlecht,
Blasten-/Leukozytenzahl)

4 Korreliert das Auftreten voSTPolymorphismen mit der Langzeitheilung von Kindern
mit ALL-Erstrezidiv?

19



3. PATIENTEN, MATERIAL UND METHODEN

3.1 Patienten

Zur Bestimmung von Frequenz und BedeutungGi®FPolymorphismen als Risikofaktor bei
der Pathogenese der ALL und Einflussgréf3e auf dherdpie von ALL-Rezidiven wurden
Proben von 276 Kindern mit ALL (238 Erstrezidiv® Brsterkrankung) und einer Kontroll-
gruppe aus 72 Gesunden untersucht. LeukamischeDR&l aus KM-Aspiraten bzw. DNA
aus Leukozyten von Gesunden wurden zur molekulatgamen Diagnostik herangezogen.
Bei Nachweis eines Polymorphismus wurden die Uantdnsngen zum Vergleich an somati-
schen mononuklearen KM-Zellen zum Zeitpunkt der Rsion durchgefiihrt. Entsprechend
der Therapieoptimierungsstudien der BFM-Gruppe emrdowohl die Kinder mit ALL-
Erstrezidiv (ALL-REZ-BFM 1983-2002) als auch jendt ®LL-Ersterkrankung (ALL-BFM
1981-2000) behandelt. Bei letztgenannten erfolggeAshalyse der Polymorphismen an Pro-
ben aus der Klinik fir Padiatrie mit SchwerpunkkOlogie/Hamatologie, Charité - Universi-
tatsmedizin Berlin, Campus Virchow Klinikum. Probean Patienten mit ALL-Erstrezidiv
wurden der Einrichtung von weiteren Kliniken furdggtrische Onkologie/Hamatologie bun-
desweit zur Diagnostik zugesendet.

Die Kontrollgruppe wurde aus gesunden Labormitaeibeiund Studierenden gebildet, die

bisher weder an einer neoplastischen noch einenduhen Erkrankung gelitten hatten.

Tabelle 3: ALL-Patientenkollektiv bei Kindern mirdrezidiv bzw. Ersterkrankung im Vergleich zur
Kontrollgruppe (ALL-REZ BFM)

Rezidiv Ersterkrankung Kontrollgruppe
BvZ 204 34
Immunphéanotyp
(pré-) T-ALL 34 4
Gesamt 238 38 72
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3.2 Material

3.2.1 Chemikalien

FMC BioProducts, Rockland, ME, USA
MDE, Gel Solution
NuSieve GTG Agarose
SeaKem GTG Agarose

Gibco BRL Life Technologies, Paisley, Schottland
Acrylamid
MgClz

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
BSA

3.2.2 Puffer und Lésungen
Tris-Puffer: 1 M Tris/HCI, pH 7,5

3.2.2.1 DNA-Isolierung
Erythrozytenlysepuffer: 155 mM Ng@I

10 mMMKHCO;3
10 x TEN-Puffer: 200 mM Tris, pH 7,5
25 mM EDTA
300 mM NaCl
Proteinase K: 20 mg/ml
Phenol: 1 kg kalBnes Phenol wird bei 37°C in ca. 1000 ml Aqua

dest. geldst, zur Einstellung des pH von 7,8 niitN, TrisCl
ausgeschuttelt und mit Hydrocholin (1:1000, v/v)setzt.

Chloroform/lsoamylalkohol: 24:1 (v/v)

3.2.2.2 PCR
Perkin Elmer, Branchburg, NJ, USA
Gene Amig 10 x PCR-Puffer

USB, Cleveland, Ohio, USA
10 x PCR-Puffer

Gibco Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland
10 x PCR-Puffer
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3.2.2.3 Elektrophorese
1 x TBE, pH 8,0:

90 mM Tris
90 mM Borsaure
25 mM EDTA
1 x TAE, pH 8,0: 24,2 ¢ Tris-Base (TRIZMA-Ba$8,9%)
5,71 ml Eisessig (100%)
10 mil EDTAO05M
500ml Aqua dest.
1 x Gelladepuffer (OrangeG): 20 % Ficoll
10 mM Tris, pH 7,5
1 mg/ml OrangeG

3.2.3 Enzyme

Perkin Elmer, Branchburg, NJ, USA
AmpliTaq] DNA-Polymerase

Gibco Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland

Platinum Tag DNA-Polymerase
3.2.4 Nukleinsauren

Boehringer Mannheim GmbH, Heidelberg, Deutschland
Deoxynukleosid-Triphosphat-Set

BRL Life Technologies, Inc., Gaithersburg, USA
1 Kb-DNA-Leiter

TIB Molbiol, Berlin, Deutschland

Oligonukleotide (Primer und Sonden)

3.2.5 Nukleinsaureextraktion
Qiagen Inc., Chatsworth, CA, USA

QIAquick DNA Purification System™
3.2.6 Filme

Polaroid Co., Cambridge, Mass., USA

Land Pack Filme Typ 667 (36 DIN)
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3.2.7 Software
Bio-Rad Laboratories, Hercules, Ca, USA

Molecular Analyst® /PC, UV Gel Documentation
Microsoft®

Office Word 2007
Office Excel 2007

SPSS Inc., Chicago, IL, USA
SPSS Statistics, Version 17.0

3.2.8 Gerate
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA

Wide Mini-Sub® Cell (Agarosegelelektrophoresekamenm
Gel Doc 1000™ (Gel-Dokumentationssystem)

Braun Biotech International, Melsungen, Deutschland
Certomat® R/Certomat® H, B. (Schuittelinkubator)

Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland

Centrifuge 5415 C
Biophotometer

Frobel Labor Technik GmbH, Berlin, Deutschland
TFX-20M (UV-Transilluminator)

Perkin-Elmer Life Sciences, Foster City, CA, USA
Sequencer ABI Prism 377

Polaroid, Offenbach/Main, Deutschland
Polaroid CU-5 Nahaufnahme-Kamera

3.3 Methoden
3.3.1 DNA-Isolierung

Mittels Ficoll-Dichtegradienten-Zentrifugation wuma mononukledre Zellen aus den KM-

Proben von Kindern mit ALL und aus Blutproben voasBnden isoliert’>*"* Natives Kno-

chenmark bzw. Blut wurde entsprechend der darihadteinen Zellzahl mit RPMI verdinnt

(meist 1:3, teilbar durch 5). Davon wurden je 5mit 4 ml Ficoll unter- oder tUberschichtet

und Uber 18 Minuten bei 2000 U/min zentrifugierie bnononukledren Zellen wurden vor-
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sichtig abgenommen und mit 10 ml RPMI aufgefiliei B500 U/min wurde Gber zehn Minu-
ten erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde alpgelund das Zellpellet aufgewirbelt. Ins-
gesamt wurde diese Prozedur zweimal wiederholt.cAlref3end wurden die Zellen abge-
nommen und nach Lésung in 1 ml PB®Bidsphate buffered salinphosphatgepufferte Salz-
I6sung)gezahlt. Es folgten Einfrierung in fetalem Kalbetse mit DMSO (Dimethylsulfoxid)
(1:10) bei -80°C und spater Umlagerung in Flusggstoff. Nach der Separation wurden
etwa 1 x 16Zellen zur Isolierung von DNA umgehend mit Lysepuffersetzt.

Vor 1993 wurde DNA nach der Phenol-Chloroform-Mete@xtrahiert®™ Um Erythrozyten
selektiv zur Lyse zu bringen, wurden 3 bis 5 ml Bmenmark mit Erythrozytenlysepuffer
dreifachen Volumens gemischt. Waren diese vollstindrstort, erfolgte die Zentrifugation
der Leukozyten mit 1200 U/min Uber 30 Minuten. Nd&bsuspension des sedimentierten
Leukozytenpellets in 10 ml TEN-Puffer wurden Progsie K (Endkonzentration: 10 pg/ml)
und 1/10 Volumen 20% SDSddium dodecyl sulfatéNatriumdodecylsulfat) hinzugegeben.
AnschlieBend wurde die Probe bei 37°C fur ca. zv&tlinden auf dem Roller-Mixer
inkubiert, wobei sich Zell- und Kernmembran der kezyten auflosten und DNA freigesetzt
wurde. Durch Extraktion mit Phenol und Chloroforseédmylalkohol wurde diese von Zell-
proteinen gereinigt. Dazu wurde die Probe mit jésv&i2 Volumen Phenol und Chloro-
form/Isoamylalkohol versetzt und zehn Minuten geainis Nach Zentrifugation Gber 15 Mi-
nuten bei 5000 U/min wurde der Uberstand in eirteves Gefal? dekantiert. Dieser Vorgang
wurde wiederholt, bis in der Interphase keine Rnetenehr enthalten waren. Zur Reinigung
der Probe von Phenolresten wurde 1/10 Volumen Gfdon/Isoamylalkohol verwendet. In
3 Volumina absolutem Ethanol und 1/10 Volumen 2 Btrilimacetat wurde die DNA prazi-
pitiert, in 70%igem Ethanol gewaschen und je naetvannener DNA-Menge in 300 bis
2000 pl Tris-Puffer gelost.

Die Phenol-Chloroform-Extraktion wurde durch die Bdsolation mit Qiagensaulen
(QlAquick DNA Purification System™, Qiagen Inc., &bworth, CA, USA) ersetzt.

Konzentration und Reinheit der DNA wurden mitteistidemessung im Photometer bei einer
Wellenldnge von 260 nm (Absorptionsmaximum von DNAJl 280 nm (bei Verunreinigung
durch Proteine und aromatische Substanzen) bestibabei wurde die DNA gegebenenfalls
auf die gewlnschte Konzentration verdinnt (Verdingstaktor (VF): 1:40). Folgende For-

mel wurde zur Berechnung der DNA-Konzentration aveyedet:

VF x 50 pg/ml x OD der gemessenen Probe [1 OD wiyNA = 50 pg/ml HOJ
(Einheit: pg/ml, OD = optische Dichte, ds = dopp@lsgig)
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3.3.2PCR

Anhand dieser Methode gelingt es durch Nachahmenma/ivo DNA-Replikation eine spe-
zifische DNA-Sequenz innerhalb kiirzester Zeit milénfach zu amplifiziereff***?Folgen-
de Komponenten werden bendtigt:

* einstrangige DNA

* Primer

» dNTP (Desoxyribonukleotidtriphosphate)
* DNA-Polymerase

Bei den Primern handelt es sich um jeweils 15 BisBasen umfassende Oligonukleotide,
welche komplementar zu den Enden der zu amplidngen DNA-Sequenz sind. Die dNTP

dienen als Bausteine fur den zu synthetisierendeA-Bbschnitt.
Die PCR umfasst drei sich zyklisch wiederholenderi@e:

1. DNA-Denaturierung:
Durch Erhitzen auf 92 bis 94°C kommt es zur Sepamg des DNA-Doppelstrangs in seine

Einzelstrange.

2. Annealing:
Die Primer lagern sich an die den zu synthetisgearDNA-Bereich flankierenden Regionen
an und initiieren dadurch die DNA-Synthese.

3. Elongation:
Mittels einer thermostabilen DNA-Polymerase aus dgskterium Thermophilus aquaticus
(Tag-Polymerase) wird in Gegenwart der dNTP vonkER®de der angelagerten Primer ausge-

hend ein zur DNA-Matrize komplementarer DNA-Straygthetisiert.

Mit jedem Zyklus verdoppelt sich idealerweise dehZder synthetisierten DNA-Fragmente,
die DNA-Menge nimmt also exponentiell zu. Die kosmpkentar zu dem urspringlichen
DNA-Strang gebildeten DNA-Abschnitte fungieren dalbederum selber als Matrize fur

den zu synthetisierenden DNA-Bereich.

Zur Genotypisierung der Polymorphismen vB$TM1und GSTT1entsprechend der von
Chen et af® beschriebenen Methode wurde die Multiplex-PCR emegelet. Bei diesem Ver-
fahren liegen in einer PCR-Reaktion gleichzeitighreee Primer-Paare vor. Die Primer
schlieBen den Genabschnitt der DNA ein, der diejeye Mutation iInGSTM: undGSTT1
Gen beinhaltet. Zur internen Kontrolle der Realdlmdingungen und der quantitativen Be-

stimmung der PCR-Produkte wurde ein Oligonukle®sar fur3-Globin verwendet.
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Bei der Genotypisierung vdBSTM1undGSTTlkamen folgende Primer zum Einsatz:

Primer zur Bestimmung des Genotyps @RTM1

Gen Primer Sequenz (55 3) Fragmentlange (bp)
GSTM1 GSTM5B GAA CTC CCT GAA AAG CTAAAGC 215
GSTMla | GTT GGG CTC AAATAT ACG GTG G

bp = Basenpaare

Primer zur Bestimmung des Genotyps W@aTT1

Gen Primer Sequenz (55 3)) Fragmentlange (bp)
GSTT1 GSTT% TTC CTT ACT GGT CCT CACATC TC 480
GSTTla TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA

Primer zur internen DNA-Bestimmung

Gen Primer Sequenz (5% 3) Fragmentlange (bp)
B-Globin Globg-s TTC TGA CAC AACTGT GTT CACTAGC | 175
Glob{3-a TAT TGG TCT CCT TAAACC TGT CTT G

Der modifizierte PCR-Ansatz fur ein Volumen vonBCenthielt folgende Komponenten:

DNA 100 ng 1 pl
PCR-Puffer, 10 x konzentriert 3 ul
dNTP, 2 mM 3 ul
je Primer, 10 pm/pul 0,5 ul
H20 20 ul
Tag-Polymerase, 5 U/ul 0,1 pul

Unter folgenden Bedingungen wurde die PCR durchgefu

Initiale Denaturierung

30 Zyklen a

Annealing
Elongation

Denaturierung

Annealing

letzte Elongation

94° 4 min
62° 1 min
72° 1 min
94° 1 min
62° 1 min
72° 10 min

3.3.3 Quantitative Analyse der PCR-Amplifikate

DNA-Molekile wandern bei der AgarosegelelektropBerentsprechend ihrer Gréfl3e und
Ladung in einem konstanten elektrischen Feld. Naghabe eines Tris-Azetat-EDTA (TAE)-

Puffers wurden die PCR-Amplifikate in die Taschem\V3%igen mit Ethidiumbromid
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(200 pg/l) gefarbten Agarosegelen pipettiert unicche2 V/cm elektrophoretisch aufgetrennt.
Ethidiumbromid interkaliert mit doppelstrangiger BNind fluoresziert bei Licht mit einer
Wellenlange von 256 nm. Die amplifizierten PCR-Rikté werden in Form von Banden
sichtbar und kénnen im Vergleich zu einem interRefierenzgen, in diesem FapeGlobin,
guantifiziert werden. Ein jeweils parallel aufggieaer DNA-Langenmarker (1 Kb-DNA-
Leiter, BRL) ermoglichte eine Orientierung Uber difginge der aufgetrennten DNA-
Fragmente. Zur Bestimmung und Dokumentation deatikeln Konzentration wurden ein Gel-
Dokumentationssystem (Gel Doc 1000™, Bio-Rad Latooies) sowie die Molecular Ana-

lystl] Software eingesetzt.

3.3.4 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung erfolgte computergestiiit der Software SPSS Statistics, Ver-
sion 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) fur Windowsr Uberprifung der Abhangigkeit
zweier Variablen wurde der Chi-Quadrat-Test nacir§tm angewendet. Handelte es sich um
kontinuierliche Parameter, so wurde der zweiseifig@nn-Whitney-U-Test durchgefihrt.
Dabei galt ein Testergebnis bei einer Irrtumswadiasdichkeit von p < 0,05 als statistisch

signifikant, wahrend p > 0,05 als nicht signifiként s.) gewertet wurde.

Ereignisfreies Uberlebereyent-free survivalEFS) und Uberlebenszeguvival, SRV) wur-
den anhand von Life-Table-Analysen nach Kaplan-Meied Box-Plots beurteilt. Letztere
dienen der zusammenfassenden Darstellung von Waeriteer Gruppe, wobei Median,
Quartile und Extremwerte bertcksichtigt werden. Bx stellt den interquartilen Bereich
mit 50% aller Werte, die durch die Box verlauferidaie den Median dar. Die ,Anten-
nen“ umfassen den Bereich vom Rand der Box bis mwmeils hochsten bzw. niedrigsten
Wert. Davon ausgenommen sind ,Ausreil3er”, derentaizs von dem oberen bzw. unteren

Rand der Box 1,5 bis 3 Box-Langen betragt.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Inzidenz derGSTM1- und GSTT1-Polymorphismen

Zur Bestimmung der Inzidenz von Polymorphismen @&TFKlassen M1 und T1 wurden
Proben von insgesamt 276 Kindern mit ALL untersu€rgvon waren 238 Kinder an einem
Erstrezidiv erkrankt, bei 38 Kindern handelte ek sim die Erstdiagnose. Die Kontrollgrup-
pe setzte sich aus 72 Gesunden zusammen. Bei Batieniten mit ALL-Ersterkrankung
(BVZ-ALL: n = 4; T-ALL: n= 2) und funf Gesunden katen die Genotypen nicht bestimmt
werden, weshalb zur Genotypisierung 32 von insges¥8nProben (ALL-Ersterkrankung)
bzw. 67 von 72 Proben (gesunde Kontrollen) zur Mguhg standen. Der Uberwiegende Teil
der Patienten mit ALL-Erstrezidiv litt an einer Bowauferzell (BVZ)-ALL (n = 204)
(85,7%), wahrend bei 34 Kindern (14,3%) eine T-Adiagnostiziert wurde. Auch bei Kin-
dern mit ALL-Ersterkrankung zeigte sich hinsichtlider Immunphé&notypen eine ahnliche
Verteilung (BVZ-ALL: n = 30 (93,75%), T-ALL: n = 26,25%)). Die Inzidenzen der
GSTMZX und GSTT2Polymorphismen bei Kindern mit ALL-Erstrezidiv dimach BVZ- und
T-ALL getrennt aufgefuhrt und tabellarisch klinigchsowie molekulargenetischen Parame-
tern der ALL gegenubergestellt. Die Verteilung deolymorphismen bei BVZ-ALL-
Ersterkrankung nach molekulargenetischen Variabtevie bei der Kontrollgruppe ist jeweils
im Anschluss zusammengefasst. Aufgrund der geridgerahl von Patienten, die erstmalig
an einer T-ALL erkrankt waren (n = 2), wurde aufieDarstellung der entsprechenden Er-
gebnisse verzichtet.

4.1.1GSTM1

4.1.1.1 ALL-Erstrezidive

4.1.1.1.1 BVZ-ALL

Innerhalb des BVZ-ALL-Patientenkollektivs lag bei3,8% (109/204) der Genotyp

GSTM1*0/*Q bei 46,6%non-GSTM1*0/*0vor. Hinsichtlich Geschlecht, Zeitpunkt und Ort
des Rezidivs, Strategiegruppen (SG), Therapieadsene(esponsg Knochenmarktransplan-

tation (KMT), Ereignis undTEL-AML * bzw. BCR-ABL:Positivitat zeigten sich zwischen
diesen beiden Gruppen keine statistisch signifésantnterschiede (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Inzidenz deeSTM1Polymorphismen bei BVZ-ALL- Erstrezidiv (ALL-REZBM)

GSTM1
*0/*0 *1/*0 *x1 Gesamt
Anzahl % Anzahl % Anzahl % Anzahl
Geschlecht m 76 52,8 18 12,5 50 34,7 144
w 33 55 13 21,7 14 23,3 60
Gesamt 109 53,4 31 15,2 64 314 204
Zeitpunkt sehr friih 27 62,8 7 16,3 9 20,9 43
frih 37 56,9 7 10,8 21 32,3 65
spat 45 46,9 17 17,7 34 35,4 96
Gesamt 109 53,4 31 15,2 64 314 204
Ort isol. KM 79 54,9 23 16 42 29,2 144
komb. KM/EM 23 52,3 6 13,6 15 34,1 44
isol. EM 7 43,8 2 12,5 7 43,8 16
Gesamt 109 53,4 31 15,2 64 314 204
Rezidiv 1 109 53,4 31 15,2 64 314 204
Gesamt 109 53,4 31 15,2 64 314 204
SG 1 2 33,3 0 0 4 66,7 6
2 60 50,4 19 16 40 33,6 119
3 22 56,4 5 12,8 12 30,8 39
4 25 62,5 7 17,5 8 20 40
Gesamt 109 53,4 31 15,2 64 31,4 204
Response Resp. 72 52,9 22 16,2 42 30,9 136
Non-Resp. 14 60,9 2 8,7 7 30,4 23
Angabe fehlt 23 51,1 7 15,6 15 33,3 45
Gesamt 109 53,4 31 15,2 64 31,4 204
KMT keine 87 54,7 24 15,1 48 30,2 159
MRD 13 56,5 3 13 7 30,4 23
MMRD 0 0 1 33,3 2 66,7 3
MUD 3 37,5 2 25 3 37,5 8
autolog 6 54,5 1 9,1 4 36,4 11
Gesamt 109 53,4 31 15,2 64 314 204
Ereignis CCR 28 49,1 12 211 17 29,8 57
lost to follow-up 1 100 0 0 0 0 1
Th.-Tod 5 38,5 5 38,5 3 23,1 13
2.Malignom 0 0 0 0 1 100 1
Rezidiv 52 54,7 10 10,5 33 34,7 95
Progression 14 60,9 2 8,7 7 30,4 23
Ind.tod 9 64,3 2 14,3 3 214 14
Gesamt 109 53,4 31 15,2 64 31,4 204
TEL-AML 1 negativ 24 45,3 11 20,8 18 34,0 53
positiv 13 52 2 8 10 40 25
Angabe fehlt 72 57,1 18 14,3 36 28,6 126
Gesamt 109 53,4 31 15,2 64 31,4 204
BCR-ABL negativ 72 51,4 22 15,7 46 32,9 140
positiv 12 57,1 4 19 5 23,8 21
Angabe fehlt 25 58,1 5 11,6 13 30,2 43
Gesamt 109 53,4 31 15,2 64 31,4 204




Tabellenlegende:

Geschlecht: m = mannlich; w = weibllich

Ort: isol./komb. = isoliert/kombiniert; KM/EM = Kochenmark/extramedullar
Response: Resp. = Responder; Non-Resp. = Non-Responder

KMT: MRD = HLA-identischer Familienspender

MMRD = HLA-nicht-identischer Familienspender
MUD = Fremdspender
Ereignis: CCR = komplette 2.Remission; Th.tod = Tpietad; Ind.tod = Induktionstod

4.1.1.1.2 T-ALL

Kinder mit Erstrezidiv einer T-ALL wiesen mit 73,5085/34, siehe Tabelle 6) deutlich hau-
figer GSTM1*0/*0 auf als solche mit BVZ-ALL (53,4%). Bezlglich kisther und moleku-
largenetischer Parameter konnten auch bei der T-Réibe statistisch signifikanten Unter-
schiede zwische@STM1*0/*0 undnon-GSTM1*0/*Ofestgestellt werden (Tabelle 5).

4.1.1.2 ALL-Ersterkrankung und Kontrollgruppe

Der GSTMZPolymorphismus wurde bei 30 Kindern mit BVZ-ALLdferkrankung und 67
Gesunden bestimmt. Dabei wiesen 60% der KindeBMHA-ALL-Ersterkrankung gegenuber
53,4% derjenigen mit —Erstrezidiv den GenoyfTM1*0/*0 auf. Innerhalb der Patienten-
gruppe mifTEL-AML ZXpositiver ALL konnteGSTM1*0/*0bei 66,7% nachgewiesen werden,
unter Kindern miBCR-ABIL-positiver ALL war dieser Genotyp mit 50% vertret&tatistisch
signifikante Korrelationen zwischen Fusionsgeneth @8 TM1*0/*0fanden sich nicht. In der
Kontrollgruppe lag die Inzidenz vo@STM1*0/*0 bei 52,2% (Tabelle 6) und ist somit mit
jener bei BVZ-ALL-Erstrezidiven (53,4%) vergleichba

4.1.2GSTT1

4.1.2.1 ALL-Erstrezidive

4.1.2.1.1 BVZ-ALL

Der GenotypGSTT1*0/*Owar bei 20,6% der Kinder mit Erstrezidiv einer BWL nach-
weisbar. Jungen hatten eine hohere Inzidenz furNldlgenotyp als Madchen (23,6% vs.
13,3%; p = 0,176). Insgesamt zeigten sich hinsahtklinischer und molekulargenetischer
Parameter zwischeBSTT1*0/*0und non-GSTT1*0/*Okeine statistisch signifikanten Unter-
schiede (Tabelle 7).
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Tabelle 5: Inzidenz de6STM1Polymorphismen bei (pra-) T-ALL-Erstrezidiv (ALLEZ BFM)

GSTM1
*0/*0 *1/*0 *1*1 Gesamt
Anzahl % Anzahl % Anzahl % Anzahl
Geschlecht m 22 78,6 4 14,3 2 71 28
w 3 50 2 33,3 1 16,7 6
Gesamt 25 73,5 6 17,6 3 8,8 34
Zeitpunkt sehr frih 16 69,6 4 17,4 3 13 23
frih 6 75 2 25 0 0 8
spat 3 100 0 0 0 0 3
Gesamt 25 73,5 6 17,6 3 8,8 34
Ort isol. KM 14 66,7 5 23,8 2 9,5 21
komb. KM/EM 9 20 1 10 0 0 10
isol. EM 2 66,7 0 0 1 33,3 3
Gesamt 25 73,5 6 17,6 3 8,8 34
Rezidiv 1 25 73,5 6 17,6 3 8,8 34
Gesamt 25 73,5 6 17,6 3 8,8 34
SG 2 2 66,7 0 0 1 33,3 3
4 23 74,2 6 19,4 2 6,5 31
Gesamt 25 73,5 6 17,6 3 8,8 34
Response Resp. 9 64,3 3 21,4 2 14,3 14
Non-Resp. 10 83,3 2 16,7 0 0 12
Angabe fehlt 6 75 1 12,5 1 12,5 8
Gesamt 25 73,5 6 17,6 3 8,8 34
KMT keine 22 75,9 5 17,2 2 6,9 29
MRD 0 0 1 100 0 0 1
MMRD 1 100 0 0 0 0 1
MUD 1 100 0 0 0 0 1
autolog 1 50 0 0 1 50 2
Gesamt 25 735 6 17,6 3 8,8 34
Ereignis CCR 2 100,0 0 0 0 0 2
Rezidiv 10 62,5 3 18,8 3 18,8 16
Progression 10 83,3 2 16,7 0 0 12
Ind.tod 3 75 1 0 0 4
Gesamt 25 73,5 6 17,6 3 8,8 34
TEL-AML 1 negativ 1 100 0 0 0 0 1
positiv 0 0 0 0 0 0 0
Angabe fehlt 24 72,7 6 18,2 3 9,1 33
Gesamt 25 73,5 6 17,6 3 8,8 34
BCR-ABL negativ 15 714 5 23,8 1 4,8 21
positiv 2 100 0 0 0 0 2
Angabe fehlt 8 72,7 1 9,1 2 18,2 11
Gesamt 25 73,5 6 17,6 3 8,8 34
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Tabellenlegende:

Geschlecht: m = mannlich; w = weibllich

Ort: isol./komb. = isoliert/kombiniert; KM/EM = Kochenmark/extramedullar
Response: Resp. = Responder; Non-Resp. = Non-Responder

KMT: MRD = HLA-identischer Familienspender

MMRD = HLA-nicht-identischer Familienspender
MUD = Fremdspender
Ereignis: CCR = komplette 2.Remission; Th.tod = Tpietad; Ind.tod = Induktionstod

4.1.2.1.2 T-ALL

Bei den Patienten mit T-ALL-Erstrezidiv wi€sSTT1*0/*0mit 23,5% eine a&hnliche Haufig-
keit wie bei jenen mit Erstrezidiv einer BVZ-ALL @%6%) auf. Statistisch signifikante Diffe-
renzen zwische®STT1*0/*0undnon-GSTT1*0/*Ckonnten beziiglich des Rezidivzeitpunkts
ermittelt werden. Patienten mit fruihem (87,5%) getr frihem Rezidiv (82,6%) hatten h&u-
figer non-GSTT1*0/*0als GSTT1*0/*0 (p = 0,05). Hingegen wiesen alle Patienten mét sp
tem RezidivGSTT1*0/*0auf. Anndhernd statistische Signifikanz erbrachéeBestimmung
der GSTT2Polymorphismen hinsichtlich der Strategiegrupp&éhrend bei 80,6% der Kin-
der aus der Strategiegrupp@&dn-GSTT1*0/*0zu sehen war, konn8STT1*0/*0in Strate-
giegruppe 2 mit 66,7% deutlich haufiger nachgewieserden (p = 0,065). Fur die weiteren

Variablen konnten keine statistisch signifikantemedschiede gefunden werden (Tabelle 8).

Tabelle 6: Inzidenz voeSTMXPolymorphismen bei Kindern mit BVZ-ALL-Ersterkramkg und in
der Kontrollgruppe (67 Gesunde) (ALL-REZ BFM)

GSTM1
*0/*0 *1/*0 *x1 Gesamt
Anzahl % Anzahl % Anzahl % Anzahl
Immunologie BvVZ 18 60 5 16,7 7 23,3 30
TEL-AML1 negativ 8 57,1 2 14,3 4 28,6 14
positiv 6 66,7 1 11,1 2 22,2 9
Gesamt 14 60,9 3 13 6 26,1 23
BCR-ABL negativ 14 58,3 4 16,7 6 25 24
positiv 2 1 25 1 25 4
Gesamt 16 57,1 5 17,9 7 25 28
Kontrollgruppe 35 52,2 8 11,9 24 35,8 67

4.1.2.2 ALL-Ersterkrankung und Kontrollgruppe

Die Inzidenz vonGSTT1*0/*0nahm bei Patienten mit BVZ-ALL-Ersterkrankung undder
gesunden Kontrollgruppe ahnliche Werte an (23,3% 20,9%, Tabelle 9) und entsprach
damit ndherungsweise dem Auftreten V@8TT1*0/*0 bei Erstrezidiven von BVZ- und T-

ALL (20,6% und 23,5%; siehe Tabelle 7 und Tabg)le
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Tabelle 7: Inzidenz deeSTT1Polymorphismen bei BVZ-ALL-Erstrezidiv (ALL-REZ BW)

GSTT1
*0/*0 *1/*0 *x1 Gesamt
Anzahl % Anzahl % Anzahl % Anzahl
Geschlecht m 34 23,6 30 20,8 80 55,6 144
w 8 13,3 11 18,3 41 68,3 60
Gesamt 42 20,6 41 20,1 121 59,3 204
Zeitpunkt sehr friih 7 16,3 14 32,6 22 51,2 43
frih 11 16,9 11 16,9 43 66,2 65
spat 24 25 16 16,7 56 58,3 96
Gesamt 42 20,6 41 20,1 121 59,3 204
Ort isol. KM 29 20,1 33 22,9 82 56,9 144
komb. KM/EM 9 20,5 15,9 28 63,6 44
isol. EM 4 25 1 6,3 11 68,8 16
Gesamt 42 20,6 41 20,1 121 59,3 204
Rezidiv 1 42 20,6 41 20,1 121 59,3 204
Gesamt 42 20,6 41 20,1 121 59,3 204
SG 1 1 16,7 0 0 5 83,3 6
2 29 24,4 19 16 71 59,7 119
3 6 15,4 8 20,5 25 64,1 39
4 6 15 14 35 20 50 40
Gesamt 42 20,6 41 20,1 121 59,3 204
Response Resp. 30 22,1 26 19,1 80 58,8 136
Non-Resp. 2 8,7 8 34,8 13 56,5 23
Angabe fehlt 10 22,2 7 15,6 28 62,2 45
Gesamt 42 20,6 41 20,1 121 59,3 204
KMT keine 32 20,1 31 19,5 96 60,4 159
MRD 3 13,0 21,7 15 65,2 23
MMRD 1 33,3 1 33,3 1 33,3 3
MUD 4 50 2 25 2 25 8
autolog 2 18,2 2 18,2 7 63,6 11
Gesamt 42 20,6 41 20,1 121 59,3 204
Ereignis CCR 14 24,6 9 15,8 34 59,6 57
lost to follow-up 0O 0 0 0 1 100 1
Th.-Tod 3 23,1 3 23,1 53,8 13
2.Malignom 0 0 0 0 1 100 1
Rezidiv 22 23,2 18 18,9 55 57,9 95
Progression 2 8,7 8 34,8 13 56,5 23
Ind.tod 1 7,1 3 21,4 10 71,4 14
Gesamt 42 20,6 41 20,1 121 59,3 204
TEL-AML 1 negativ 9 17 12 22,6 32 60,4 53
positiv 8 32 5 20 12 48 25
Angabe fehlt 25 19,8 24 19 77 61,1 126
Gesamt 42 20,6 41 20,1 121 59,3 204
BCR-ABL negativ 29 20,7 24 17,1 87 62,1 140
positiv 3 14,3 5 23,8 13 61,9 21
Angabe fehlt 10 23,3 12 27,9 21 48,8 43
Gesamt 42 20,6 41 20,1 121 59,3 204




Tabellenlegende:

Geschlecht: m = mannlich; w = weibllich

Ort: isol./komb. = isoliert/kombiniert; KM/EM = Kochenmark/extramedullar
Response: Resp. = Responder; Non-Resp. = Non-Responder

KMT: MRD = HLA-identischer Familienspender

MMRD = HLA-nicht-identischer Familienspender
MUD = Fremdspender
Ereignis: CCR = komplette 2.Remission; Th.tod = Tpietad; Ind.tod = Induktionstod

4.1.3GSTM1/GSTT1

4.1.3.1 ALL-Erstrezidive

4.1.3.1.1 BVZ-ALL

Ein Doppelnullgenotyp@STM1*0/*0 / GSTT1*0/*D lag bei 13,2% (27/204) der Patienten
mit Erstrezidiv einer BVZ-ALL vor. Keines der Allelwar bei 23% (47/204) deletiert (Tabel-
le 10). Statistisch signifikante Unterschiede wanater Berticksichtigung der Genotypen von
GSTM1und GSTT1zwischen den einzelnen Genkonstellationen beziuidimischer (Ge-
schlecht, Zeitpunkt und Ort des Rezidivs, SG, ResppKMT, Ereignis) und molekulargene-
tischer VariablenTEL-AML %} bzw.BCR-ABL:Positivitat) nicht nachweisbar.

4.1.3.1.2 T-ALL

Kinder mit T-ALL-Erstrezidiv hatten in 17,6% (6/34¢)nen Doppelnullgenotyp, 5,9% (2/34)
wiesen keine Deletion auf (Tabelle 11). Die stett$te Analyse ergab auch in dieser Patien-
tengruppe keine signifikanten Differenzen zwiscliem mdglichen Genkombinationen der
GSTMZ und GSTT2Polymorphismen hinsichtlich der unter 4.1.3.1.hayeten klinischen

und molekulargenetischen Parameter.

4.1.3.2 ALL-Ersterkrankung und Kontrollgruppe

Eine Kombination au&STM1*0/*0und GSTT1*0/*0fand sich bei 10% der Kinder, die zum
ersten Mal an einer BVZ-ALL erkrankt waren, und b8i4% der gesunden Kontrollen, wéh-
rend bei 16,7% bzw. 22,4% keines der Allele detetiar (Tabelle 12 und Tabelle 13). Somit
war die Inzidenz des Doppelnullgenotyps bei BVZ-AELstrezidiv (13,2%) etwas hoéher als
bei —Ersterkrankungen, im Vergleich zu den gesuriflentrollen jedoch nahezu identisch.
Statistisch signifikante Unterschiede zwischen derschiedenen Kombinationen aus
GSTMZX und GSTT1Genotypen lieBen sich im Hinblick auf Geschle&sitpunkt und Ort
des Rezidivs, SG, Response, KMT, Ereignis Uikd.-AML * bzw. BCR-ABL:-Positivitat in
der Patientengruppe nicht ermitteln.
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Tabelle 8: Inzidenz deeSTT1Polymorphismen bei (pra-) T-ALL-Erstrezidiv (ALLEZ BFM)

GSTT1
*0/*0 *1/*0 *1*1 Gesamt
Anzahl % Anzahl % Anzahl % Anzahl
Geschlecht m 8 28,6 4 14,3 16 57,1 28
w 0 0 2 33,3 4 66,7 6
Gesamt 8 23,5 6 17,6 20 58,8 34
Zeitpunkt ! sehr friih 4 17,4 6 26,1 13 56,5 23
frih 1 12,5 0 0 7 87,5 8
spat 3 100 0 0 0 0 3
Gesamt 8 23,5 6 17,6 20 58,8 34
Ort isol. KM 5 23,8 2 9,5 14 66,7 21
komb. KM/EM 1 10 4 40 5 50 10
Isol. EM 2 66,7 0 0 1 33,3 3
Gesamt 8 23,5 6 17,6 20 58,8 34
Rezidiv 1 8 23,5 6 17,6 20 58,8 34
Gesamt 8 23,5 6 17,6 20 58,8 34
SG 2 2 2 66,7 0 0 1 33,3 3
4 6 19,4 6 19,4 19 61,3 31
Gesamt 8 23,5 6 17,6 20 58,8 34
Response Resp. 2 14,3 4 28,6 8 57,1 14
Non-Resp. 3 25 1 8,3 8 66,7 12
Angabe fehlt 3 37,5 1 12,5 4 50 8
Gesamt 8 23,5 6 17,6 20 58,8 34
KMT keine 7 241 5 17,2 17 58,6 29
MRD 0 0 0 0 1 100 1
MMRD 0 0 1 100 0 0 1
MUD 0 0 0 0 1 100 1
autolog 1 50 0 0 1 50 2
Gesamt 8 23,5 6 17,6 20 58,8 34
Ereignis CCR 1 50 1 50 0 0 2
Rezidiv 4 25 3 18,8 9 56,3 16
Progression 3 25 1 8,3 8 66,7 12
Ind.tod 0 0 1 25 3 75 4
Gesamt 8 23,5 6 17,6 20 58,8 34
TEL-AML 1 negativ 0 0 0 0 1 100 1
positiv 0 0 0 0 0 0
Angabe fehlt 8 24,2 6 18,2 19 57,6 33
Gesamt 8 23,5 6 17,6 20 58,8 34
BCR-ABL negativ 4 19 4 19 13 61,9 21
positiv 0 0 1 50 1 50 2
Angabe fehlt 4 36,4 1 9,1 6 54,5 11
Gesamt 8 23,5 6 17,6 20 58,8 34

Signifikante Differenzen zwischenGSTT1*0/*0 und non-GSTT1*0/*0 (Chi-Quadrat nach Pearson, 2-seitig):
v = 0,05 = 0,065
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Tabellenlegende:

Geschlecht: m = mannlich; w = weibllich

Ort: isol./komb. = isoliert/kombiniert; KM/EM = Kochenmark/extramedullar
Response: Resp. = Responder; Non-Resp. = Non-Responder

KMT: MRD = HLA-identischer Familienspender

MMRD = HLA-nicht-identischer Familienspender
MUD = Fremdspender
Ereignis: CCR = komplette 2.Remission; Th.tod = Tpietad; Ind.tod = Induktionstod

Tabelle 9: Inzidenz degBSTT1Polymorphismen bei 30 Kindern mit BVZ-ALL-Erstegirkung und in
der Kontrollgruppe (67 Gesunde) (ALL-REZ BFM)

GSTT1
*0/*0 *1/%0 *1*1 Gesamt
Anzahl % Anzahl % Anzahl % Anzahl
Immunologie BvzZ 7 23,3 4 13,3 19 63,3 30
TEL-AML1 negativ. 3 21,4 1 71 10 71,4 14
positiv 1 11,1 2 22,2 6 66,7 9
Gesamt 4 17,4 3 13 16 69,6 23
BCR-ABL negativ 6 25 3 12,5 15 62,5 24
positiv 1 25 1 25 2 50 4
Gesamt 7 25 4 14,3 17 60,7 28
Kontrollgruppe 14 20,9 13 19,4 40 59,7 67

Tabelle 10:GSTM1 * GSTTKreuztabelle bei 204 Kindern mit BVZ-ALL-Erstrend(ALL-REZ
BFM)

GSTT1
*0/*0 *1/%0 *1/%1 Gesamt
00 Anzahl 27 20 62 109
% 13,2 9,8 30,4 53,4
*1p*Q Anzahl 6 13 12 31
GSTM1 % 29 6,4 59 15,2
e Anzahl 9 8 47 64
% 4.4 3,9 23,0 31,4
Gesamt Anzahl 42 41 121 204
% 20,6 20,1 59,3 100
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Tabelle 11GSTM1 * GSTTKreuztabelle bei 34 Kindern mit T-ALL Erstrezidigl(L-REZ BFM)

GSTT1
*0/*0 *1/%0 *1/*1 Gesamt
Anzahl 6 5 14 25
*0/*0
% 17,6 14,7 41,2 73,5
*1%0 Anzahl 1 1 4 6
GSTM1 % 2,9 2,9 11,8 17,6
Anzahl 1 0 2 3
*1/*1
% 2,9 0 59 8,8
Gesamt Anzahl 8 6 20 34
% 23,5 17,6 58,8 100

Tabelle 12.GSTM1 * GSTTKreuztabelle bei 30 Kindern mit BVZ-ALL-Ersterkramng (ALL-REZ

BFM)
GSTM1
*0/*0 *1/%0 *1/*1 Gesamt
Anzahl 3 3 1 7
*0/*0
% 10 10 3,3 23,3
140 Anzahl 2 1 1 4
GSTT1 % 6,7 3,3 33 13,3
Anzahl 13 1 5 19
*1/*1
% 43,3 3,3 16,7 63,3
Gesamt Anzahl 18 5 7 30
% 60 16,7 23,3 100
Tabelle 13GSTM1 * GSTT1Kreuztabelle in der Kontrollgruppe (67 Gesunde)
GSTM1
*0/*0 *1/%0 *1/*1 Gesamt
Anzahl 9 1 4 14
*0+0 % 13,4 15 6 20,9
Anzahl 3 5 5 13
GSTT1  *1/*0 % 45 75 7,5 19,4
Anzahl 23 2 15 40
*1*1 % 34,3 3 22,4 59,7
Gesamt Anzahl 35 8 24 67
% 52,2 11,9 35,8 100
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4.2 GSTM1- und GSTT1-Polymorphismen und kontinuierliche Variablen bei ALL

Im Folgenden werde®STMI und GSTT1Genotypen bei ALL in Zusammenhang mit fol-
genden kontinuierlichen Daten nach Immunphanotypegat dargestellt: Alter bei Erst- und
Rezidivdiagnose, Leukozytenzahl (WBC) und peripH&estenzahl (PBC) bei Diagnose und

Dauer der Erstremission.

4.2.1GSTM1

4.2.1.1 BVZ-ALL

Wahrend sich bei Patienten mit BVZ-ALL kein stasish signifikanter Unterschied zwischen
GSTM1*0/*0 undnon-GSTM1*0/*0und dem Alter bei Erst- und Rezidivdiagnose, deu-L
kozyten- und peripheren Blastenzahl bei Diagnosgteekonnte ein signifikanter Zusam-
menhang mit der Dauer der Erstremission festgestedirden. Bei Kindern mit non-
GSTM1*0/*0lag die mediane Dauer der Erstremission bei 32d#on Hingegen betrug die-
se bei Vorliegen voGSTM1*0/*0nur 28 Monate (p = 0,033; Abbildung 2).
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Abbildung 2: Box-Plot der Dauer der Erstremissiai P04 Kindern mit BVZ-ALL nachGSTM1
Genotyp t0/*0: n = 109;non-*0/*0: n = 95) (ALL-REZ BFM)
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4.2.1.2 T-ALL

Im Gegensatz zur BVZ-ALL konnte bei Patienten miAIL ein statistisch signifikanter Un-
terschied zwische@®STM1*0/*0 undnon-GSTM1*0/*Ohinsichtlich des Alters bei Erst- und
Rezidivdiagnose ermittelt werden. Kinder min-GSTM1*0/*0waren sowohl bei Erst- (5
Jahre) als auch bei Rezidivdiagnose der T-ALL @frdgjinger als solche m&STM1*0/*0
(20,5 Jahre bzw. 12,5 Jahre; jeweils p = 0,015;ildbhg 3). Leukozyten- und periphere
Blastenzahl bei Diagnose sowie die Dauer der Erssg@on lieRen sich nicht in statistisch

signifikanten Zusammenhang mit désTMXPolymorphismen bringen.
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Abbildung 3: Box-Plots des Alters bei Erst- und Realiagnose bei 34 Kindern mit T-ALL nach
GSTMt Genotyp t0/*0: n = 25;non-*0/*0: n = 9)(ALL-REZ BFM)

4.2.2GSTT1
4.2.2.1 BVZ-ALL

In der Gruppe der BVZ-ALL fand sich kein statishtissignifikanter Unterschied zwischen
GSTT1*0/*0undnon-GSTT1*0/*0und den bereits erwdhnten Parametern.
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4.2.2.2 T-ALL

Bei Kindern mit T-ALL dauerte die Erstremission dachweis vorGSTT1*0/*022 Monate
an, wahrend jene miion-GSTT1*0/*Onur 13 Monate in Erstremission blieben (p = 0,031;
Abbildung 4). Weitere statistisch signifikante Usithiede zwischen deBSTT1Genotypen
und Alter bei Erst- und Rezidivdiagnose sowie WRB@d PBC-Zahlen bei Diagnose waren

nicht feststellbar.
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Abbildung 4: Box-Plot der Dauer der Erstremissiom 34 Kindern mit T-ALL nacleSTT1Genotyp
(*0/*0: n = 8;non-*0/*0: n = 26)(ALL-REZ BFM)

4.2.3GSTM1/GSTT1

4.2.3.1 BVZ-ALL

Der Doppelnulilgenotyp ausSTM1*0/*0und GSTT1*0/*0stand bei den Patienten mit BVZ-
ALL in keinem signifikanten Zusammenhang mit detessuchten kontinuierlichen Parame-

tern.

40



4.2.3.2 T-ALL

An T-ALL erkrankte Kinder mitGSTM1*0/*0 / GSTT1*0/*(lieben tber 30 Monate in Erst-
remission, hingegen dauerte dieserm-GSTM1*0/*0 / GSTT1*0/*@ur 14 Monate an (p =
0,015; Abbildung 5). Fur die Gbrigen Variablen ktemkeine statistisch signifikanten Unter-

schiede festgestellt werden.

601 p=0,015

50

40

301
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104 i

0/*0 / *0/*0 non-*0/*0 / *0/*0
GSTM1/GSTT1

Dauer der Erstremission [Monate]

Abbildung 5: Box-Plot der Dauer der ErstremissiaonV34 Kindern mit T-ALL nachGSTM1 /
GSTT1Genotyp t0/*0: n = 6 ;non-*0/*0: n = 28)(ALL-REZ BFM)

4.3GSTM1- und GSTT1-Polymorphismen und Langzeitiiberleben bei ALL

Die bezuglich des 10-Jahres-EFS und -SRV ermittdliaten werden jeweils getrennt nach
Immunphanotyp beschrieben. Kaplan-Meier-Kurven sgafern keine statistisch signifikan-
ten Ergebnisse vorliegen, exemplarisch fur die iengleich zur T-ALL haufiger auftretende
BVZ-ALL aufgeflhrt, die Gbrigen Abbildungen befindsich im Anhang.
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4.3.1GSTM1
4.3.1.1 BVZ-ALL

Hinsichtlich pEFS und pSRV konnte innerhalb deridtdéngruppe mit Erstrezidiv einer
BVZ-ALL kein statistisch signifikanter Unterschiewvischen Patienten m&STM1*0/*0und
non-GSTM1*0/*Oermittelt werden (EFS: p = 0,328; SRV: p = 0,4%Bbildung 6).

1.0 1 1.0 1
0, 0,8
0,€ 1 0,6
&2 &
4 2
< 04 | 04
0,z 0,2 1
p=0,328 p=0,473
0,C A 0,0 -
0 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
EFS [Jahre] SRV [Jahre]
GSTM1 n zensiert pEFS zensiert pSRV
*0/*0 109 29 0,266 £ 0,042 37 0,33B@45
non-*0/*0 94 29 0,309 £0,048 34 0,369 £ 0,05

Abbildung 6: Kaplan-Meier-Kurven des 10-Jahres-ER8 -SRV von Kindern mit Erstrezidiv einer
BVZ-ALL nach GSTMtGenotyp (ALL-REZ BFM)

4.3.1.2 T-ALL

Auch bei Patienten mit T-ALL-Erstrezidiv waren wed&STM1*0/*0(pEFS = 0,08 + 0,054,
PSRV = 0,08 = 0,054) noamon-GSTM1*0/*0(pEFS bzw. pSRV = 0,111 £ 0,105) signifikant
mit EFS (p = 0,404) oder SRV (p = 0,179) assoz{seghe Abbildung | im Anhang).
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4.3.2GSTT1

4.3.2.1 BVZ-ALL

Statistisch signifikante Differenzen zwischen d&8TT1Genotypen liel3en sich bei der Ana-
lyse des EFS und SRV von Kindern mit Erstrezidimeei BVZ-ALL nicht feststellen
(EFS: p=0,169; SRV: p = 0,255; Abbildung 7).

1,01 1,0
0,8 0,8
0,6 0,61
i %
= )
0,4 S 041
0,21 0,2
p=0,169 p=0,255
0,01 0,07
0 5 ‘ 15 20 0 5 10 15 20 25
EFS [Jahre] SRV [Jahre]
GSTT1 n zensiert pEFS zensiert pSRV
*0/*0 42 14 0,333 +0,073 16 0,405,376
non-*0/*0 161 44 0,273 £0,035 55 0,34 +0,037

Abbildung 7: Kaplan-Meier-Kurven des 10-Jahres-ER8 —SRV von Kindern mit Erstrezidiv einer
BVZ-ALL nach GSTT1Genotyp (ALL-REZ BFM)

4.3.2.2 T-ALL

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen zu @8TM1Genotypen zeigte sich bei Patienten
mit T-ALL-Erstrezidiv hinsichtlich EFS und SRV zwiken GSTT1*0/*0 (pEFS bzw.
pSRV = 0,125 £ 0,117) urndon-GSTT1*0/*Q(pEFS bzw. pSRV = 0,038 £ 0,038) kein statis-
tisch signifikanter Unterschied (EFS: p = 0,195VSR = 0,075; siehe Abbildung Il im An-
hang). Eine Tendenz zu einem besseren SRV wardréegen vonGSTT1*0/*0zu beobach-
ten (p = 0,075).
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4.3.3GSTM1/GSTT1
4.3.3.1 BVZ-ALL
WederGSTM1*0/*0 / GSTT1*0/*0nochnon-GSTM1*0/*0 / GSTT1*0/*@tanden in statis-
tisch signifikantem Zusammenhang mit pEFS (p = D)&hd pSRV (p = 0,521) bei Erstrezi-
div einer BVZ-ALL im Kindesalter (Abbildung 8).

1,0 | 104
0,81 0.8
] 0,67
0 0,6 E
LL
W 2
041 0.4
012 R 0,27
001 p =0,617 0,01 p=0,521
5 10 15 20 o5 0 5 10 15 20 25
EFS [Jahre] SRV [Jahre]
GSTM1/GSTT1 n zensiert pEFS zensiert pSRV
*0/*0 27 8 0,296 £ 0,088 10 0,367,693
non-*0/*0 176 50 0,284 £ 0,034 61 0,345 £ 0,036

Abbildung 7: Kaplan-Meier-Kurven des 10-Jahres-Eff8 —SRV von Kindern mit Erstrezidiv einer
BVZ-ALL nach GSTM1 / GSTT-Genotyp (ALL-REZ BFM)
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4.3.3.2 T-ALL

Hinsichtlich des EFS konnten keine statistisch ifiiggnten Differenzen zwischen den ver-
schiedenen Genotypen gefunden werde&8{M1*0/*0/ GSTT1*0/*Q pEFS = 0,167 £ 0,152,
non-GSTM1*0/*0/ GSTT1*0/*Q pEFS = 0,036 + 0,035; p = 0,167; siehe Abbildlihgm
Anhang). Hingegen hatten Kinder mit T-ALL-Erstrazidei Vorliegen vonGSTM1*0/*0/
GSTT1*0/*0ein signifikant besseres SRV als jene nuh-GSTM1*0/*0/ GSTT1*0/*0 p =
0,048, Abbildung 9).

1,01
0,81
> 0,67
34
2
0,41
0,21
00 p =0,048
0 5 10 15 20 25
SRV [Jahr
GSTM1/GSTT1 n zensiert pSRV
*0/*0 6 1 0,167 £0,152
non-*0/*0 28 1 0,036 + 0,035

Abbildung 9: Kaplan-Meier-Kurve des 10-Jahres-SRwi Kindern mit Erstrezidiv einer T-ALL nach
GSTM1/ GSTTFGenotyp (ALL-REZ BFM)
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5. DISKUSSION

Die ALL ist die haufigste maligne Erkrankung im Idigsalter. Trotz exzellenter Heilungsra-
ten mit einem 5-jahrigen ereignisfreien Uberlebery® bis 80% der Falle treten bei 20 bis
30% der Patienten Rezidive auf. Infolge einer ettibiResistenz der Leukdmiezellen gegen-
Uber verschiedenen in der ALL-Therapie verwendetebstanzen sind diese mit deutlich
schlechteren Heilungschancen verbunden und stelddrer eine besondere therapeutische
Herausforderung dar. Polymorphismen Arzneimittetabelisierender Enzymsysteme flihren
zu einer erheblichen interindividuellen Variabilitéei der Aktivierung und Detoxifizierung
verschiedener Zytostatika, wodurch sowohl das Risik ALL zu erkranken als auch der Er-
folg einer ALL-Behandlung beeinflusst werden kann.

Vor diesem Hintergrund wurden im Rahmen dieser Artie Glutathion-S-Transferasen der
M- und6-Klasse als Vertreter Arzneimittel-metabolisieren@zymsysteme der Phase Il in
Hinblick auf Inzidenz und Korrelation mit klinischeund molekulargenetischen Parametern
sowie deren Einfluss auf das Uberleben von KindeinErstrezidiv einer ALL untersucht.
Patenten mit ALL-Ersterkrankung und gesunde Kolamol wurden zum Vergleich
herangezogen.

Bei der statistischen Analyse wurden alle Ergelenias Patienten mit ALL-Ersterkrankung
und -Erstrezidiv, die nach den Protokollen der BEMyppe (ALL-REZ-BFM) behandelt
worden sind, sowie die Daten zur gesunden Kontgbge bericksichtigt. Differierende
Patientenzahlen im Hinblick auf verschiedene kihes und/oder molekulargenetische
Parameter sind auf das Misslingen einzelner Vewesunlrickzufiihren. Schwerpunkt der

Untersuchungen stellten Kinder mit ALL-Erstrezidiar.

5.1 Inzidenz derGSTM 1- und GSTT1-Polymorphismen

5.1.1GSTM1

5.1.1.1 ALL-Erstrezidive

Die Inzidenz vonGSTM1*0/*0 betrug bei 204 Patienten mit BVZ-ALL 53,4%0n-
GSTM1*0/*0fand sich bei 46,6%. In der Studie von Stanullalgtdie insgesamt 64 Kinder
mit Erstrezidiv einer BVZ-ALL umfasste, wurdeSTM1*0/*0 mit 42,2% deutlich seltener
nachgewiesennon-GSTM1*0/*0war mit 57,8% vertreten. Zum Vergleich wurden Probe
von 64 Patienten mit ALL-Ersterkrankung analysiétt.Anderer et al. fanden eine
GSTM1*0/*04nzidenz von 45% bei 40 Patienten mit B-/T-ALL- odeHL-Erstrezidiv'®** Da

das Patientenkollektiv in dieser Arbeit erheblichlger war, kann von einer grof3eren statisti-
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schen Aussagekraft hinsichtlich der ermitteltenidanzen ausgegangen werden. Krajinovic
et al. untersuchten Kinder mit ALL-Ersterkrankurigne (n = 252) im Vergleich zu solchen
mit Ereignis évenj (n = 68), welches als Rezidiv oder Tod wahrendrothch der Therapie
definiert wurde. GSTM1*0/*0 war in letztgenannter Patientengruppe bei 61,80n-
GSTM1*0/*0bei 38,2% zu finden. Sowohl Kinder mit B-, T- alsch nicht definierter ALL
wurden in die Studie eingeschlossen, eine getredntersuchung deGSTM1Genotypen
nach Immunphanotypen erfolgte nicht.Die im Vergleich zu dieser Untersuchung etwas
hohere Inzidenz vonGSTM1*0/*0 kénnte auf einen Zusammenhang zwischen der
miteinbezogenen T-ALL, welche mit einer schlechtePeognose assoziiert 22 und des
bei Vorliegen vonGSTM1*0/*0 moglicherweise erhéhten ALL-Rezidivrisiko zurlckgleft
werden™* Allerdings hatten in der Studie von Krajinovicatf lediglich 34 Patienten eine T-
ALL gegenuber 264 Kindern mit B-ALL, so dass eimgtsnzter Einfluss auf die Auswertung

der Daten angenommen werden kann.

In der vorliegenden Arbeit hatten Kinder mit T-AlHrstrezidiv eine deutlich héhere Inzi-
denz vonGSTM1*0/*0als jene mit BVZ-ALL (73,5% vs. 53,4%). Dies koarduf einen As-
soziation zwischen der ungiinstigen Prognose detD-A>**'und GSTM1*0/*0hinweisen.
Da es sich jedoch um ein wesentlich kleineres Riatidollektiv aus 34 Kindern im Gegen-
satz zu 204 Kindern mit BVZ-ALL handelte, sollteiese Ergebnisse zuktinftig an einer gro-
Beren Gruppe Uberprift werden.

Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwisctien verschiedeneBSTM1Genotypen
und dem ALL-Rezidivrisiko zeigte sich weder bei BMZoch bei T-ALL. Dies konnte auch
in anderen Untersuchungen nicht festgestellt wetd&Ein erhéhtes Risiko fiir hamatologi-
sche Rezidive bei Kindern mion-GSTM1*0/*0innerhalb der Hochrisikogruppe (insgesamt
130 Patienten; p = 0,03) wurde von Rocha et aliteitn*** Stanulla et al. fanden ein ernied-
rigtes Rezidivrisiko bei Nachweis voaBSTM1*0/*Q jedoch ohne statistische Signifikanz
(p = 0,078):°® Eine Tendenz zu einem niedrigeren Risiko fiir ZN&iRive (p = 0,054) wur-
de von Chen et al. beschriebé.

Wie veroffentlicht:®**1%8 konnte auch in dieser Studie eine Assoziation @dvds GSTM1
Genotypen und Geschlecht, Zeitpunkt und Ort desdRez SG, Response, KMT, Ereignis
und TEL-AMLZ bzw. BCR-ABI-Positivitat weder bei BVZ- noch bei T-ALL-Erstrernien

ermittelt werden.
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5.1.1.2 ALL-Ersterkrankungen und Kontrollgruppe

Kinder mit BVZ-ALL-Ersterkrankung zeigten in derhiegenden Arbeit mit 60% eine héhe-
re Inzidenz vonGSTM1*0/*0als jene mit BVZ-ALL-Erstrezidiv (53,4%). Weiterasher
veroffentliche Daten sind in Tabelle 14 dargestellergleichbare Werte bei Kindern
wurden von Stanulla et & (57,8%), Krajinovic et al. (64,9%"° bzw. 57,1%"), Balta et
al.’®* (55,4%), Chen et df° (55,2%) und Saadat et Sad#a55,3%) beschrieben. Allerdings
muss einschrankend angemerkt werden, dass die Daen genannten Studien mit Aus-
nahme der von Stanulla et’8f.unabhangig vom Immunphanotyp errechnet wurdendand
mit neben BVZ-ALLzuséatzlich T-ALL und andere nicht definierte akutikdmien umfass-
ten. In der Untersuchung von Balta et al. redugisith die Inzidenz vo®STM1*0/*0 bei
Betrachtung der BVZ-ALLauf 52%°* Andere Autoren fanden sowohl niedrige-
re 3:117134.135165166,177,185.186, 15 auch hohere FrequenZéh'®®'*Yon GSTM1*0/*Q was in
Unterschieden der Grol3e und Zusammensetzung va@ntgigruppen sowie der angewende-
ten Therapieprotokolle begrindet liegen kdnntew@&eoen beispielsweise in der Arbeit von
Bolufer et al’’ (iber 50% der Patienten alter als 16 Jahre. Daekstimtistisch signifikanten
Unterschiede bezuglich der Inzidenz der Polymorpkis zwischen Patienten im Alter von 16
Jahren und junger und jenen alter als 16 Jahreagerit wurden die verschiedenen Alters-

gruppen nicht getrennt untersucht.

Der GenotygGSTM1*0/*0war bei 66,7% der prognostisch gunstigerém-AML kpositiven
ALL nachweisbar, wahrend sich lBCR-ABL-positiven ALL, welche mit einer schlechteren
Prognose assoziiert sind, eine niedrigere Inzid&0%o) zeigte. Da die Fallgruppe in dieser
Studie auf 30 Kinder mit ALL-Ersterkrankung besctktawar, sollten die Ergebnisse an einer
gro3eren Patientenzahl bestatigt werden.
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Tabelle 14: Ubersicht publizierter Daten zur InnidelerGSTM1Genotypen bei ALL im Kindesalter

Referenz Studie: GSTM1 Falle n (%) Kontrollen  n (%) P
Félle/Kontrollen Gesamt Gesamt
Chen'* L Ersterkrankung/ 163 213
1997, USA Gesunde *0/+0 90 (55,2) 114 (53,5)
Chen'* ) Ersterkrankung/ 34 203
1997, USA | Gesunde *0/*0 14 (41,2) 56 (27,6)
. . 119 174 304
Krajinovic Ersterkrankung/ *0/*0 113 (64,9) 156 (51,3)
1999, Kanada | Gesunde non-*0/*0 61 (35,1) 148 (48,7)
Stanullat®® Rezidiv/ 64 64
2000. Deutsch- Ersterkrankung | *0/*0 27 (42,2) 37 (57,8) | 0,078
| 3 bzw. Rezidiv > non-*0/*0 37 (57,8) 27 (42,2)
and 5 3%
Anderer'®* Rezidivf 40 92
2000, ezidwvi *0/*0 18 (45) 40 (43,5) | 0,871
Deutschland | €N Rezidiv non-*0/+0 22 (55) 52 (56,5)
Saadat®! Ersterkrankung/ 38
2000, Iran Gesunde 00 (55,3) (32) <0,025
188 47 102
Alves Ersterkrankung/ | =g/*q 32 (68,1) 50 (49) 0,035
2002, Portugal | Gesunde non-*0/*0 15 (31,9) 52 (51)
. ; 68 247
Krajinovic Event”/ *0/*0 42 (61,8) 141 (57,1)
2002, Kanada | kein Event non-*0/*0 26 (38,2) 106 (42,9)
Davies™"’ Ersterkrankung/ 616 532
2002, USA | Gesunde *0/*0 331 (54) 286 (54) | 1,0
Davies™"’ . Ersterkrankung/ 35 201
2002, USR | Gesunde *0/*0 14 (40) 64(32) | 045
186 Ersterkrankung u, 338
Sala ™ Rezidive/keine | *0/*0 (46,8)
2003, Italien Kontrollen non-*0/*0 (53,2)
139 185
Balta'®* Ersterkrankung/ | *0/*0 77 (55,4) 101 (54,6)
2003, Turkei | Gesunde (B: 52; N-B: 59)
non-*0/*0 62 (44,6) 84 (45,4)
Takanasht™ | Ersterkrankund/ 82 47
2003, Japan | Gesunde (Erw)) | *0/°0 (40,2) (59,6) | 0,044
113 221
Canalle® Ersterkrankung/
2004, Brasilien| Gesunde (Erw’) *07*0 48 (42,5) 101(45,7) | 0,64
non-*0/*0 65 (57,5) 120 (54,3)
ALL-Erkrankun 94
Bamette!®® | ((n et | "0/ 48 (51) 0,001
2004, USA . 010 46 (49)
ziert) non-*0
Wang™* Ersterkrankung/ 67 146
2004, China | Gesunde *0/*0 (76,12) (52,74) | <0,001
; 107 320
Pakakasam& | Ersterkrankung/ | <o« 71) (59,7) | 0,04
2005, Thailand | Gesunde (EI’V\F) non-*0/*0 (29) (40,3)
- - 130 116
Rocha higher-risk arn/ *0/*0 59 (45,4) 46 (39,7)
2005, USA lower-risk arm non-*0/*0 71 (54,6) 70 (60,3)
Aydin- 119 140
Sayitoglu® Eresstigkégn"“”g/ *0/*0 78 (65,5) 77(55) | 0,09
, Tiirkei non- ,
2006, Tiirkei *0/*0 41 (34,5) 63 (45)
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Referenz Studie: GSTM1 Falle n (%) Kontrollen  n (%) P
Falle/Kontrollen Gesamt Gesamt

135 146
Haranathd®’ Ersterkrankung/ | =gy« 60 (44,44) 61 (41,75) | 0,55
2006, Indien Gesunde non-*0/*0 75 (55,55) 88 (60,27)
Bolufer ™"’ Ersterkrankung/ 140 451
2007, Spanien | Gesund& *0/*0 64 (45,7) 232 (51,4) | n.s.t®
e 323 384
Pigullo Ersterkrankung/ | =g/*g 152 (47) 200 (52) 0,1
2007, Italien Gesunde non-*0/*0 171 (53) 184 (48)

13 11
Eyada et al® | Ersterkrankung/ | «g«q 6 (46.2)
2007, Agypten | Gesundé* NoN-*0/+0 7 (53,8) 11 (100)

Tabellenlegende:
LyweiRe” Kinder;?“schwarze” Kinder?nur BVZ-ALL; *Rezidiv > 5 Jahre nach Erstdiagnose, wenn Followninuestens

so lange wie Zeitraum zwischen Erst- und Rezidivuisg bei Faller? Event = Rezidiv oder Tod, der Erkrankung
zuschreibbar, wahrend oder nach TheraGpEew . = Erwachsené;Alter < 1 oder > 10 J. (auBBer DNA-Index.,16 und<
1,60); initiale WBC-Zahl > 50 x fn (auBBer DNA-Index> 1,16 unck 1,60); ZNS-/Testis-Beteiligung; > 5% leukéamische
Blasten im KM an Tag 19; T-ALL; Anwesenheit vBCR-ABL MLL-AF4, E2A-PBX1in BVZ-ALL; ®durchschnittliches
Alter 28,7 + 8,3 J.293 Patienten + 403 Kontrollen >16 . s. = nicht signifikant'* Alter unbekannt

Die Inzidenz vorGSTM1*0/*0belief sich in der gesunden Kontrollgruppe auf %2 @nd ist
vergleichbar mit anderen verdffentlichen Dat&ft19:120.161.164.166.177.185.188-30 gjchtlich der
Untersuchung von Pigullo et al. ist zu erwdhnessdss sich bei den der Fallgruppe aus Kin-
dern mit ALL-Ersterkrankung gegentbergestellten tkallen um Patienten handelte, die sich
aufgrund von Traumata, akuter infektioser Episodéer kleinerer chirurgischer Eingriffe in
stationédrer Behandlung befand&nDa ein Einfluss de6STMt und GSTT1Gene auf die
Anfalligkeit fur nicht-maligne Erkrankungen nichiszuschliel3en ist, kbnnten hospitalisierte
(keine malignen Erkrankungen) und nicht-hospitaliei Kontrollen unterschiedlich@SF
Genotyp-Frequenzen aufweisen. Dies kdnnte wiedenumnieterogenitat zwischen verschie-
denen Studien beitragen, so dass zur besserereitétghrkeit eher nicht-hospitalisierte Kon-
trollen herangezogen werden solltéh.

feo

Barnette et al.”” verwendeten zur Bestimmung der FrequenzerG&FGenotypen Guthrie-

Karten von Neugeborenen aus Utah (USA).

Der GenotypGSTM1*0/*0war bei Kindern mit ALL-Ersterkrankung nicht sijkant haufi-

ger nachweisbar als in der gesunden Kontrollgruppebei jenen mit ALL-Erstrezidiv (60%
vs. 52,2% vs. 53,4%), was mit den Ergebnissen vegit&tudien in Ubereinstimmung
steht>11"1%¢1%Hingegen warGSTM1*0/*0 in anderen Untersuchungen bei Patienten mit

ALL im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe ddigh haufiger zu finden, so dass von
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einem erhéhten Risiko an ALL zu erkranken ausgegamngurde:'®9°°%4n einer Unter-
suchung an japanischen Kindern zeigte sich einérigere Frequenz vo®STM1*0/*0 bei
ALL-Patienten im Vergleich zur Kontroligrupg€ Auf eine eingeschrankte Vergleichbarkeit
der Daten aufgrund teils erheblich differierendeugpengréRen (siehe Tabelle 14) und Me-
thoden sei hingewiesen. Den Boer et’abestimmten die Expression d88FGenotypen in
Lymphozyten mittels Durchflusszytometrie, wahrendsdn der vorliegenden Studie PCR-
basiert nach der Methode von Chen ef%érfolgte. Dabei wurden 100 Patienten mit ALL-
Ersterkrankung nur acht gesunde Kontrollen gegegéiséellt. GST der p-Klasse waren in
Lymphozyten von Kindern mit ALL haufiger exprimiegis in jenen von Gesundén.
Barnette et al. ermittelten ein im Vergleich @$TM1*0/*0 signifikant hoheres ALL-Risiko
bei Vorliegen eine§STM1Allels (GSTM1*AoderGSTM1*B.1°®

5.1.2GSTT1

5.1.2.1 ALL-Erstrezidive

Der GenotypGSTT1*0/*0fand sich bei 20,6% der 204 untersuchten KinderBwiZ-ALL-
Erstrezidiv und war in der aus 34 Patienten bestidre T-ALL-Gruppe mit ahnlicher Hau-
figkeit vertreten (23,5%). In den bereits unter.5.1 genannten Studien von Stanulla éf%l.
und Krajinovic et al. wurde GSTT1*0/*0 wesentlich seltener nachgewiesen (7,8% bzw.
11,8%). Die niedrigste Inzidenz fiir diesen Gend85%) ermittelten Anderer et &% Un-
terschiede zu der vorliegenden Arbeit lagen sowohkeutlich geringeren Patientenzahlen als
auch in der Differenzierung nach Immunphénotypedhknd Stanulla et &81° 64 Patienten
mit ALL der B-Zellreihe untersuchten, bezogen sl von Krajinovic et al.und Anderer et
al.*** erhobenen Daten auf 68 bzw. 40 Kinder mit B- bEwALL »***oder AHL**

Bei den Patienten mit BVZ-ALL-Erstrezidiv waren duerschiedenerGSTT1Genotypen
nicht in statistisch signifikantem Maf3e mit denasr.1.1.1 genannten klinischen und mole-
kulargenetischen Parametern assoziiert. Die Tendanzeiner hoheren Inzidenz von
GSTT1*0/*0bei Jungen als bei Madchen (25% vs. 13%; p = (,088tiviert sich bei Be-
ricksichtigung der deutlich differierenden Grupp@figen (m: 144; w: 60).

Ein  statistisch  signifikanter Zusammenhang zwische@STT1Genotypen und
Rezidivzeitpunkt war in der Gruppe der T-ALL-Ergtigive zu finden. Kinder mit frihen und
sehr frihen Rezidiven hatten wesentlich haufiger-GSTT1*0/*Q wahrend alle drei Patien-
ten mit spaten RezidiveBSTT1*0/*0aufwiesen (p = 0,05). Die Verteilung der Genotypen
innerhalb der Strategiegruppen (SG) erreichte amndhstatistische Signifikanz (p = 0,065).
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In SG4 warnon-GSTT1*0/*0mit 80,6%, in SG2 (intermedidres Risik@STT1*0/*0 mit
66,7% am haufigsten zu finden. Beide Assoziatiok@mten als Hinweis darauf interpretiert
werden, das&STT1*0/*0mit einem erniedrigten Risiko fur (friihe) Rezidiemhergeht und
somit eine protektive Funktion erfillt. Der haufigdachweis vonnon-GSTT1*0/*0
(GSTT1*1/*0und GSTT1*1/*) in der bei der prognostisch ungunstigen T-ALL[jgn SG4
(Hochrisikogruppe) lasst vermuten, dass die Anwlesiémindestens eingdSSTT1Allels ein
erhohtes Rezidivrisiko birgt und eine unginstigeéregnose nach sich zieht. Die beschriebe-
nen Beobachtungen sind aufgrund der geringen Gngpike (34 Kinder) jedoch nur bedingt

aussagekréaftig und sollten an einem groReren Ratikollektiv Gberpruft werden.

Stanulla et al. fanden eine statistisch signifieafssoziation zwische@STT1*0/*0und ver-
ringertem ALL-Rezidivrisiko (p = 0,048f2 Auch in einer anderen Untersuchung dieser Ar-
beitsgruppe wurde ein solcher Zusammenhang verpddadediglich einer von insgesamt 13
Patienten mitGSTT1*0/*0ein Rezidiv erlitt. Die statistische Analyse edirie jedoch keine
Signifikanz (p = 0,095, univariat; p = 0,173 muétiiat)*** Hinsichtlich des initialen Anspre-
chens auf die Therapie mit Prednison konnten dmaliErgebnisse erzielt werden. Dabei wur-
den 45 Kinder mit schlechter Prednison-Antwort eidentrollgruppe aus 90 Patienten mit
guter Prednison-Antwort gegentberstellt. Nur ewar 13 Patienten mGSTT1*0/*0zeigte
eine schlechte Prednison-Antwort (p = 0,071, umatap = 0,117, multivariat). Ein spekula-
tiver Mechanismus, in welchem die Assoziation zWwestGSTT1Genotyp und Rezidiv durch
einen Effekt de&sSTT1Genotyps auf die Prednison-Behandlung, z.B. ddicdkte Interak-
tion vonGSTT1mit Glukokortikoiden, ausgeldst wird, wurde albthetische Interpretation
der beschriebenen Resultate angeftifriuf eine infolge der relativ kleinen Patientenzahl
moglicherweise eingeschrankte Aussagekraft diesgersuchung sei hingewiesen. Die von
derselben Arbeitsgruppe in einer weiteren Studieleenen Resultate fuhrten ebenfalls zu der
Annahme, das&STT1*0/*0einen modulierenden Effekt auf ein frihes Therapséprechen
hat!%?

Andere Autoren konnten keinen Zusammenhang zwisc@®S$TT1*0/*0 und ALL-

Rezidivrisiko feststellefy*117:120:156,169

5.1.2.2 ALL-Ersterkrankungen und Kontrollgruppe

In dieser Studie hatten Kinder mit BVZ-ALL-Ersteakikung mit 23,3% eine ahnliche Inzi-
denz vonGSTT1*0/*0wie jene mit BVZ- und T-ALL-Erstrezidiv (20,6% bzw23,5%). In
Tabelle 15 sind bisher publizierte Daten zu déS8TTXGenotypen bei ALL-
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Ersterkrankungen im Kindesalter zusammengefasst@eaotypGSTT1*0/*0zeigte in meh-
reren Untersuchungen eine &hnliche Inzidenz widen vorliegenden Arbeft!®4168.177.190
Allerdings unterschieden sich diese teilweise diblelhinsichtlich Grof3e und Zusammenset-
zung des jeweiligen Patientenkollektivs sowie degeavendeten Therapieprotokolle. Wah-
rend Stanulla et af® und Alves et at® die Haufigkeit deiGSTT1Genotypen bei 64 bzw. 47
Kindern im Vergleich zu 30 Patienten in dieser Arbestimmten, schlossen die tubrigen Au-
toren wesentlich mehr Personen in ihre Untersuctuimin (Canalle et dl(n = 113); Aydin-
Sayitoglu et at® (n = 119); Balta et df* (n = 139); Bolufer et d’’ (n = 141)). Eine Vertei-
lung derGSTTGenotypen nach Immunphénotypen wurde nicht deetie$t’”*2*Davon
ausgenommen sind die von Balta et®aund Stanulla et &f® erhobenen Daten, welche sich
wie in dieser Arbeit auf ALL-Ersterkrankungen de#ZBllreihe im Kindesalter bezogen. Die
von Bolufer et al. untersuchte Patientengruppednelszu mehr als der Halfte aus Erwachse-
nen (s.u. 5.1.1.2)" Im Vergleich zu dieser Studie zeigte der iberwieigeTeil an Publikati-
onen bei durchgehend hoheren Patientenzahlen exdeigere Inzidenz vorsSTT1*0/*0
(11 bis 17%), eine Differenzierung nach Immunphgpen erfolgte

nicht.l’117’119'120’134‘135’166'185'186’193

Wesentlich haufiger war der GenotypSTT1*0/*0 bei Kindern mit ALL-Ersterkrankung
nachweisbar, die in ost- und slUdostasiatischen er@ndansassig waren (36 bis
61%) 11816518718 ia5 kannte als Hinweis auf ein mit der ethniscBagehérigkeit assoziier-
tes erhohtes Risiko fur ALL bei Vorliegen diesesnGgps interpretiert werden. Allerdings
sollte angemerkt werden, dass Bevdlkerungen intierbastimmter Regionen ethnisch
durchaus heterogen sein kdnnen.

Unterschiede hinsichtlich Gro3e und Zusammensetaand-allgruppen liel3en sich auch in
diesen vier Studien feststellen. Im Vergleich zuw#liegenden Untersuchung waren grof3e-
re Patientenkollektive involviert{ n = 135 n = 82;'* n = 107;*®* n = 67). Takanashi et
al.*®® bezogen sich ausschlieBlich auf BVZ-ALL, wahrersk&kasama et at° zusatzlich T-
und undeterminierte ALL in ihre Untersuchungen efnsssen. Eine Differenzierung nach

Immunphanotypen ist bei Haranatha et?alind Wang et aP° nicht beschrieben.

Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischEh-AML1 bzw.BCR-ABL-Positivitat
und GSTT1*0/*0war bei Kindern mit ALL-Ersterkrankung in der viedenden Arbeit nicht

nachweisbar.
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In der gesunden Kontrollgruppe tr&STT1*0/*0 mit 20,9% auf und zeigte damit eine
ahnliche Inzidenz wie bei BVZ-ALL-Ersterkrankungét8,3%) und Erstrezidiven von BVZ-
und T-ALL im Kindesalter (20,6% bzw. 23,5%). Die Trabelle 15 dargestellten Studien
zeigen trotz teils differierender Methoden, Gruppéfen und Therapieprotokolle
Uberwiegend vergleichbare Weptg-"119:120.164.166.168,185.187.188.§)0i0 nter 5.1.1.2 erlautert,
ermittelten Pigullo et &f° die Inzidenz deSSTT1Genotypen bei Kindern, die sich wegen
nicht-maligner Erkrankungen im Krankenhaus befanden

Bolufer et a*’’ fandenGSTT1*0/*0deutlich seltener (13,7%), wobei die Kontrollgrepgi-
nen noch grél3eren Anteil an Personen alter alsalh6eJaufwies als das oben beschriebene

Patientenkollektiv mit ALL-Ersterkrankung.

Eine hohere Inzidenz vo@&STT1*0/*0 bei ost- und siudostasiatischen Kindern zeigte sich
auch bei den gesunden Kontrolféfi*®>*®%was mit den von Rebbeck et'&.zusammenge-

fassten Daten vereinbar ist.

Signifikante Unterschiede hinsichtlich d8STT1*0/*0Haufigkeiten bei Patienten mit BVZ-
ALL-Ersterkrankung, -Erstrezidiv und bei Gesundearew in dieser Arbeit nicht nachweisbar.
Eine Assoziation zwischen ALL-Risiko ur@STT1*0/*0konnte Ubereinstimmend mit ande-
ren Studien nicht festgestellt werdelt!*?°Hingegen fanden Stanulla et'8f.und Barnette et
al.*®® ein reduziertes Risiko firr ALL bei Vorliegen vé&STT1*0/*Q wahrend dieses in der
Untersuchung von Bolufer et HI’ insbesondere bei mannlichem Geschlecht erhohtWar.
terschiede zwischen den genannten Publikationendendsorliegenden Arbeit sind weiter
oben in diesem Abschnitt sowie unter 5.1.1.2 eeluEinschrankend sei hier nochmals auf
die relativ geringe Anzahl von Patienten mit ALLsEarkrankung (n = 30) und von gesunden

Kontrollen (n = 67) hingewiesen.
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Tabelle 15: Ubersicht publizierter Daten zur InnidelerGSTT1Genotypen bei ALL im Kindesalter

Referenz Studie: GSTT1 Falle n (%) Kontrollen  n (%) P
Falle/Kontrollen Gesamt Gesamt
Chen™ L Ersterkrankung/ 163 213
Chen™ ) Ersterkrankung/ 34 203
1997, USA Gesunde *0/*0 12 (35,3) 49 (24,1)
e 176 274
Krajinovic Ersterkrankung/ *0/*0 28 (15,9) 47 (17,2)
1999, Kanada | Gesunde non-*0/*0 148 (84,1) 227 (82,8)
Stanullat®® Rezidiv/ 64 64
2000. Deutsch- Ersterkrankung | *0/*0 5(7,8) 14 (21,9) | 0,048
Iandg’ bzw. Rezidiv > non-*0/*0 59 (92,2) 50 (78,1)
5J¢
Anderer'®* Rezidivf 40 92
2000, ezidwvi *0/*0 1(2,5) 12 (13) 0,095
Deutschland | €N Rezidiv non-+0/+0 39 (97,5) 80 (87)
Alves 188 47 102 0,528
2002, Ersterkrankung/ | xg/x0 9 (19,2) 26 (25,5)
Portugal Gesunde Non-*0/+0 38 (80,8) 76 (74,5)
. ; 68 231
Krajinovic Event”/ *0/*0 8 (11,8) 34 (14,7)
2002, Kanada kein Event non-*0/*0 60 (88,2) 197 (85,3)
Davies™’ Ersterkrankung/ 616 532 0,8
2002, USA Gesunde *0/*0 96 (16) 87 (16)
Davies™™ Ersterkrankung/ 35 201
2002, USA Gesunde *0/*0 6 (17) 56 (28) | 0,3
186 Ersterkrankung u, 338
Sala® Rezidive/keine | *0/*0 (15.4)
2003, ltalien Kontrollen non-*0/*0 (84,6)
139 185
Balta'®* Ersterkrankung/ | *0/*0 29 (20,9) 42 (22,7)
2003, Tiirkei | Gesunde (B:20; N.-B:17)
non-*0/*0 110 (79,1) 143 (77,3)
Takanashf®™ Ersterkrankung/ 82 47
2003, Japan | Gesunde (Erw) | *0/0 (41,5) (36,2) | 0,58
; 113 221
Canalle N Ersterkrankung/ | =g 25 (22,1) 43(19,5) | 0,57
2004, Brasilien | Gesunde (E'W) | non-*0/*0 88 (77.9) 178 (80.5)
ALL-Erkrankun 81
Bamette™ (nicht spezifi- 7 | oro 9 (11) 0,035
2004, USA ziert) non-*0/*0 72 (89)
Meissner'®? gute / schlechte 367 53
2004, Deu- Prednison- *0/*0 58 (15,8) 4(75) | 919
tschland Antwort non-*0/*0 309 (84,2) 49 (92,5)
Wang™™® Ersterkrankung/ 67 146
2004, China | Gesunde *0/*0 (61,19) (49,32) | > 0,05
8 107 320
Pakakasam& | Ersterkrankung/ | =qq (46,7) (38,1) | 0,12
2005, Thailand | Gesunde (E'W) | non-*0/*0 (53.3) (61.9)
- ,, 130 116
Rocha higher-risk arn/ | «g«q 20 (15,4) 20 (17,2)
2005, USA lower-risk arm non-*0/*0 110 (84,6) 96 (82,8)
Aydin- 119 140
Sayitogld® | ErSterkankund/ | oo 29 (24.4) 29(20,7) | 0,55
2006, Tirkei non-*0/*0 90 (75,6) 111 (79,3)
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Referenz Studie: GSTT1 Falle n (%) Kontrollen  n (%) P
Félle/Kontrollen Gesamt Gesamt
135 146
Haranathd®’ Ersterkrankung/ | =q/xq 48 (35,55) 23(15,75) | 0,00013
2006, Indien | Gesunde non-*0/+0 87 (64,44) 123 (84,24)
Bolufer " Ersterkrankung/ 141 455
2007, Spanien | Gesundd *0/*0 36 (25,5) 61(13,7) | 0,001
] 185 323 384
Pigullo Ersterkrankung/ | +gs+g 44 (14) 69 (18) 0,19
2007, Italien Gesunde non-*0/*0 279 (86) 315 (82)
13 11
Eyada et al® | Ersterkrankung/ | xo/o 3(23,1) 5 (45,5)
2007, Agypten | Gesunde’ non-*0/*0 10 (76,9) 6 (54,5)

Tabellenlegende:
L4weiRe” Kinder;?“schwarze” Kinder?nur BVZ-ALL; *Rezidiv > 5 Jahre nach Erstdiagnose, wenn Followninglestens

so lange wie Zeitraum zwischen Erst- und Rezidiwiisg bei Fallen® Event = Rezidiv oder Tod, der Erkrankung
zuschreibbar, wahrend oder nach Thera?)E?,w. = Erwachsené&Alter < 1 oder > 10 J. (auBBer DNA-Index1,16 und<
1,60); initiale WBC-Zahl > 50 x fo (auBBer DNA-Index> 1,16 und< 1,60); ZNS-/Testis-Beteiligung; > 5% leukamische
Blasten im KM an Tag 19; T-ALL; Anwesenheit v&CR-ABL MLL-AF4, E2A-PBX1in BVZ-ALL; ®durchschnittliches
Alter 28,7 + 8,3 J.293 Patienten + 403 Kontrollen >16 . Alter unbekannt

5.1.3GSTM1/GSTT1

5.1.3.1 ALL-Erstrezidiv

Einen Doppelnullgenotyp auBSTM1*0/*0 und GSTT1*0/*0hatten 13,2% bzw. 17,6% der
Kinder mit BVZ- bzw. T-ALL-Erstrezidiv. Keines dekllele war bei 23% (BVZ-ALL) bzw.
5,9% (T-ALL) deletiert. Publizierte Daten zur Ineinkz des Doppelnullgenotyps bei ALL-

Erstrezidiven im Kindesalter waren nicht zu finden.

Wahrend der genannte Genotyp in dieser Untersuchichg) mit dem Rezidivrisiko fir BVZ-
oder T-ALL assoziiert war, stellten Takanashi et®alein erhéhtes Risiko fiir frihe BVZ-
ALL-Rezidive bei Kindern mit Doppelnullgenotyp fe#llerdings war die Fallgruppe mit 24
Patienten erheblich kleiner als in dieser Arbeit(804), so dass eine eingeschrankte Aussa-

gekraft angenommen werden kann.

Unter Berticksichtigung sowohl d&STMZ als auch deGSTT1Genotypen zeigten sich we-
der bei BVZ- noch bei T-ALL-Erstrezidiven statisdis signifikante Unterschiede zwischen

den einzelnen Genkonstellationen und klinischeneowolekulargenetischen Parametern.

5.1.3.2 ALL-Ersterkrankung und Kontrollgruppe

Im Vergleich zu den Patienten mit ALL-Erstrezidi3(2%) war die Inzidenz des Doppel-

nullgenotyps bei 30 erstmalig an einer BVZ-ALL erkkten Kindern mit 10% etwas geringer

und nahezu identisch bei 67 gesunden Kontrollepd¢aR Keine Alleldeletion deGSTM®
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und GSTT1Genotypen wiesen 16,7% (BVZ-ALL-Ersterkrankungivb22,4% (Kontrollen)
auf. Ein signifikanter Unterschied zwischen diebeiden Gruppen war im Zusammenhang
mit GSTM1*0/*0 / GSTT1*0/*Onicht zu finden, so dass eine Assoziation mit rainfelL-
Risiko nicht anzunehmen ist. Die Daten sollten @dan gréReren Kollektiven Uberprift
werden. Vergleichbare Ergebnisse sind mehrfachiziatl (siehe Tabelle 16}/ 1%*'%wjie
bereits beschrieben, gab es teilweise erhebliclilerBnzen bezilglich der Personenzahlen.
Das grof3te Patientenkollektiv wurde von Daviesl.e(Ghildren’s Cancer GroupCCG) un-
tersucht. Sie bestimmten den Doppelnullgenotypotiéi ,weien“ und 35 ,schwarzen* Kin-
dern mit ALL-Ersterkrankung. Beide Gruppen zeigaamahernd gleiche Inzidenzen, die sich
auch bei den gesunden Kontrollen wiederfanden (jlsw&0%)!'” Hingegen war
GSTM1*0/*0 / GSTT1*0/*0n der Studie von Chen et al. bei ,schwarzen* AR&atienten
signifikant haufiger vertreten als in der gesundemntrollgruppe, ein solcher Zusammenhang
lieR sich bei ,weiRen* Individuen nicht feststelféfl Die Anzahl der untersuchten ,schwar-

zen“ Kinder war in beiden Untersuchungen relatigirkl(Chen et al**®

117.
al. "

n = 34; Davies et

n = 35). Dadurch wird einerseits das in diesgouation reduzierte Vorkommen von
ALL im Kindesalter widergespiegelt, andererseitseise Verfalschung der Ergebnisse durch
die geringe Gruppengrofe und/oder multiple Analyseht auszuschlieRen’
Ubereinstimmend mit den Beobachtungen zur Inzidewn GSTT1*0/*0 war auch
GSTM1*0/*0 / GSTT1*0/*0Obei in ost- und sudostasiatischen Landern ansgissig L-
Patienten (23-51%) und gesunden Probanden (22-26%grgleich zu dieser und den ande-
ren genannten Arbeiten wesentlich haufiger zu fifd&'®>#°Damit einhergehend hatten
Kindern mit ALL eine gegentber gesunden Kontrolignifikant erhohte Inzidenz von
GSTM1*0/*0 / GSTT1*0/*3*®*°In der Untersuchung von Takanashi et al., die aighden
Einfluss von GST-Genotypen auf frihe BVZ-ALL-Rezieikonzentrierte, konnte ein solcher
Zusammenhang nicht gezeigt werd&hAm seltensten wurde der Doppelnullgenotyp in einer
Studie aus Brasilien an 113 Kindern mit ALL-Erstardkung und 221 gesunden Kontrollen
ermittelt (jeweils 4%). Signifikante Unterschiedeigchen Fall- und Kontrollgruppen konn-
ten nicht nachgewiesen werden, der Doppelgenotymight mit der Suszeptibilitat fur ALL

assoziiert

Im Gegensatz zu der vorliegenden Studie, die sifhB&Z-ALL-Ersterkrankungen bezog,
wurde die Verteilung der kombiniert€aSTM1 und GSTT1Genotypen mit Ausnahme der
von Takanashi et &f° in keiner der in Tabelle 16 aufgefiihrten Untersungen nach Im-

munphanotypen differenziett’118120.164.188,189
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Die statistische Berechnung ergab keine signif&antinterschiede zwischen den einzelnen
GSTM1 / GSTTKombinationen und klinischen bzw. molekulargereten Parametern bei
Kindern mit ALL-Ersterkrankungen. Dies entspriclendvon anderen Autoren publizierten

Datenll7’120

Zusammenfassend ist nicht auszuschlie3en, daskedihriebenen differenten Therapieer-
gebnisse von Kindern mit ALL-Ersterkrankung hingiich des Rezidivrisikos sowie des
Uberlebens auf die verschiedenen angewendeten gigpratokolle zuriickzufiihren sind.

Dartber hinaus sind auch populationsbedingte Uctieede denkbar, wobei die genetische

Suszeptibilitat fur ALL sowie andere zur Leukamogss beitragende Faktoren duGBT

Genotypen madglicherweise beeinflusst werden.

Tabelle 16: Ubersicht publizierter Daten zur InzidelerGSTM1 / GSTT-Genotypen bei ALL im
Kindesalter (Doppelnull- vs. Non-Doppelnullgenotyp)

Referenz Studie: GSTM1/GSTT1 | Féalle n (%) Kontrollen  n (%) P
Félle/Kontrollen Gesamt Gesamt
Chen™ Ersterkrankung/ 163 213
1997, USA! Gesunde *0/*0 | *0/*0 10 (6,1) 17 (8)
Chen™ Ersterkrankung/ 34 203
1997, USA? Gesunde *0/*0 / *0/*0 8 (23,5) 8 (3,9)
168 47 102
Alves Ersterkrankung/ | *g/+0 / *0/*0 5 (10,6) 11 (10,8)
2002, Portugal | Gesunde non-*0/*0 / *0/*0 42 (89,4) 91 (89,2)
Davies™”’ Ersterkrankung/ 616 532
2002, USA Gesunde *0/*0 / *0/*0 60 (9,7) 53(10) | 1,0
Davies"'’ Ersterkrankung/ 35 201
2002, USA Gesunde *0/*0 / *0/*0 3(8.6) 20 (10) | 1,0
139 185
Balta ' Ersterkrankung/ | *g/+0 / *0/*0 (10,1) (13)
2003, Tirkei | Gesunde non-*0/*0 / *0/*0 62 (44,6) 84 (45,4) |1
82 47
Takanashi®® Ersterkrankung/ *0/*0 | *0/*0 (23,2) (25,5) 0,83
2003, Japaﬁ Gesunde (EI’W‘}) non-*0/*0 / *0/*0 (41,5) (29,8) 0,19
Canalle® | Ersterkrankung/ 113 221
2004, Brasilien | Gesunde *0/*0 / *0/*0 5 (4,4) 94,1 |048
Wang™* Ersterkrankung/ 67 146
2004, China | Gesunde *0/*0 / *0/*0 (50,74) (24,66) | < 0,001
3 107 320
gglggk_la_iz?&]d Ersterkrankung/ | *g/*0 / *0/*0 (32,7) 21.6) | 0,02
: Gesunde (EMW.) | non-*0/+0 / *0/*0 (67.,3) (78,4)

Tabellenlegende

L uweiRe” Kinder;?“schwarze” Kinder? nur BVZ-ALL; * Erw. = Erwachsene
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5.2GSTM1- und GSTT1-Polymorphismen und kontinuierliche Variablen bei ALL
5.2.1GSTM1

5.2.1.1 BVZ-ALL

Kinder mit BVZ-ALL hatten bei Vorliegen voGSTM1*0/*0 eine signifikant kiirzere Dauer
der Erstremission als jene mion-GSTM1*0/*0(28 vs, 32 Monate; p = 0,033). Der vollstan-
dige Verlust deiGSTMZAKktivitat fuhrt zu einer ausbleibenden Detoxifiziag und gleich-
zeitig verstarkten Toxizitat von Zystostatika, wedam Rahmen der ALL-Therapie eingesetzt
werden. Daher kann bei Nachweis \V@eBTM1*0/*0von einer schlechteren Prognose als bei
Anwesenheit mindestens ein€STMZXAllels ausgegangen werden. Hinsichtlich des Alters
bei Erst- und Rezidivdiagnose und der initialen kemyten (WBC)- bzw. peripheren
Blastenzahl (PBC) bei Diagnose konnten keine sigamten Unterschiede zwischen den ver-
schiedenerGSTM1Genotypen festgestellt werden. Dies steht in Ubhstenmung mit den
Resultaten von Takanashi et&@und Stanulla et al®® die ebenfalls Patienten mit BVZ-ALL

untersuchten.

5.2.1.2 T-ALL

Ein Zusammenhang zwischen den verschied&G®&nhM1Genotypen und initialer WBC- bzw.
PBC-Zahl oder der Dauer der Erstremission warerKivelern mit T-ALL nicht nachweisbar.
Hingegen gab es signifikante Unterschiede bei Battang des Alters sowohl bei Erst-
als auch bei Rezidivdiagnos&STM1*0/*0 war mit einem hoéheren Alter bei Erst- und
Rezidivdiagnose (10,5 Jahre und 12,5 Jahre) assbAlsnon-GSTM1*0/*0(5 Jahre
und 7 Jahre; p = 0,015). Dies stltzt die unterl5121 gedul3erte Vermutung, dass die
Deletion beidetGSTMZXAllele mit einer schlechteren Prognose assozigrtda neben der
T-ALL ?"°3%%ein Alter < 1 Jahr® bzw. > 9 Jahrefi’***°bei Diagnosestellung zu den negati-

ven prognostischen Faktoren der ALL gezahlt wird.

In der Untersuchung von Rocha et al. \v@TM1*0/*0in der Hochrisikogruppe, die Patien-
ten mit T-ALL einschloss, bei Kindern mit einer timlen WBC-Zahl von mindestens
100 x 1G/L signifikant haufiger vertreten als bei jenen mieniger Leukozyteh® Da eine
WBC-Zahl > 50 x 1&L bei Diagnosestellung mit einer schlechteren Rosg verbunden
ist>® konnte eine Assoziation zwisch&BTM1*0/*0und einem erhdhten ALL-Rezidivrisiko
angenommen werden. Jedoch blieb der GenotypGSTM1*0/*Q der in der Rezidivgruppe
bereits mit im Vergleich z&6STM1*0/*0 deutlich hoherer Inzidenz aufgefallen war, nach
Anpassung der Leukozytenzahlen und anderer pragobst Faktoren ein signifikanter Pra-

diktor fiir hamatologische Rezidiv&
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In anderen Untersuchungen lieRen sich keine skgmfen Zusammenhange zwischen
GSTM1*0/*0 und den beschriebenen kontinuierlichen Parameteststellen. Wie bereits
mehrfach erwahnt, wurde dabei auf eine nach Immémgiypen differenzierte Analyse ver-
zichtet!7134164177.18518%) oy Boer et al. fanden hinsichtlich d@8TMExpression keine sig-
nifikanten Unterschiede zwischen prognostisch gdgest und unginstigen ALL-
Patientengruppen, wobei z.B. ALL-Ersterkrankungen—+Rezidiven, BVZ-ALL mit T-ALL,
Alter zwischen 1 und 10 Jahren mit > 10 Jahren agsirige mit hohen WBC-Zahlen vergli-

chen wurder>®

5.2.2GSTT1

5.2.2.1 BVZ-ALL

Analog zu anderen Studigh’*3+164177.185188hrachte die statistische Analyse keine signifi-
kanten Unterschiede zwisch&STT1*0/*0und non-GSTT1*0/*0bezlglich Alter bei Erst-
und Rezidivdiagnose, initialer WBC- und PBC-Zahbdubauer der Erstremission. Auch in
den Untersuchungen von Takanashi éfalind Stanulla et at®® die sich im Gegensatz zu
den eben genannten Autoren explizit auf BVZ-ALL dgen, waren solche Differenzen nicht
nachzuweisen. Balta et al., die zwar die InzideszGETFGenotypen nach BVZ- bzw. Non-
BVZ-ALL getrennt bestimmten, nicht jedoch deren &usnenhang mit klinischen Parame-
tern, fanderGSTT1*0/*0Ohaufiger bei Kindern im Alter von 0 bis 2 Jahre@%@ als bei élte-
ren (2-10 Jahre: 20%; 10-17 Jahre: 19%), einesisathe Signifikanz wurde nicht erreicfit.

5.2.2.2 T-ALL

In der vorliegenden Analyse hatten Kinder @iSTT1*0/*Q die an einer T-ALL erkrankt
waren, eine signifikant langere Dauer der Erstresiois von 22 Monaten als jene nmon-
GSTT1*0/*0(13 Monate), was im Sinne einer protektiven Funkties Nullgenotyps infolge
fehlender Enzymaktivitat interpretiert werden kanriDie verzogerte Ausscheidung von Zy-
tostatika aus der ALL-Therapie fihrt moglicherwemsbden verstarkter Toxizitat gleichzeitig
zu einer potenteren Wirksamkeit und schitzt auatie Wege vor friihen Rezidiven. Im Zu-
sammenhang mit weiteren klinischen Parametern konkeine statistisch signifikanten Un-

terschiede zwischen d&STT1Genotypen festgestellt werden.
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5.2.3GSTM1/GSTT1

5.2.3.1 BVZ-ALL

Ein Assoziation zwischeSTM1*0/*0 / GSTT1*0/*0und beschriebenen kontinuierlichen
Variablen war bei Kindern mit BVZ-ALL nicht detektbar. In der Untersuchung von
Takanashi et al. trat dieser Genotyp mit annahstatistischer Signifikanz (p = 0,06) haufi-
ger bei einer WBC-Zaht 50 x 10/L auf!®® Da hohe Leukozytenzahlen bei Diagnose, wie
unter 5.2.1.1.2 beschrieben, mit einer schlechteRmgnose einhergehéh, kénnte
GSTM1*0/*0 / GSTT1*0/*Cals Indikator fur ein erhdhtes BVZ-ALL-Rezidivrig gewertet
werden. Aufgrund der geringen Anzahl von Patier(ters 82) ist eine sichere statistische
Aussage jedoch nicht moéglich. Chen et al. fandee eicht signifikante Tendenz zu einem
vermehrten Auftreten vo®STM1*0/*0 / GSTT1*0/*(bei Kindern mit niedriger WBC-Zahl
< 50 x 10/L und prognostisch ungiinstigen DNA-Indizes (< lgb@r > 1,6), wobei gegen-
Uber 170 Patienten miton-GSTM1*0/*0 / GSTT1*0/*(hur 18 eine vollstandige Deletion
aller GSTM® und GSTTZAllele aufwiesen. Eine getrennte Betrachtung niachmunphano-
typen erfolgte nicht?® Ubereinstimmend mit dieser Arbeit konnten Daviesle bei insge-
samt 616 ,weil3en” und 35 ,schwarzen* Kindern mit B\oder T-ALL keinen signifikanten
Zusammenhang zwischgdSTM1*0/*0 / GSTT1*0/*Qund klinischen Parametern wie Alter
und WBC-Zahl bei Diagnose feststelfen.

5.2.3.2 T-ALL

Der GenotypGSTM1*0/*0 / GSTT1*0/*Qvar bei T-ALL-Patienten mit einer wesentlich lan-
geren Dauer der Erstremission verknUpftradla-GSTM1*0/*0 / GSTT1*0/*@30 Monate vs.
14 Monate, p = 0,015). Dies entspricht den unt22R2 beschriebenen DatenG&TT1*0/*Q
Da die Erstremission bei Vorliegen v&5TM1*0/*0 / GSTT1*0/*0noch langer andauerte
als beiGSTT1*0/*0allein (22 Monate), kbnnte eine additive Wirkungrz Schutz vor frihen
Rezidiven durch Kombination voBSTM1*0/0 und GSTT1*0/*0Overmutet werden. Die er-
hobenen Daten sollten jedoch an einem grof3erearfeaikollektiv bestatigt werden.

Weitere signifikante Unterschiede zwischeBSTM1*0/*0 / GSTT1*0/*0 und non-
GSTM1*0/%0 / GSTT1*0/*0konnten hinsichtlich anderer kontinuierlicher Paeter nicht

erhoben werden.
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5.3GSTM1- und GSTT1-Polymorphismen und Langzeittiberleben bei ALL

5.3.1GSTM1

5.3.1.1 BVZ-ALL

Innerhalb der Patientengruppe mit BVZ-ALL-Erstrazidetrugen 10-Jahres-pEFS und
—pSRV 26,6% und 33,8%STM1*0/*Q bzw. 30,9% und 36,9%¢n- GSTM1*0/*). Ana-
log zu anderen Studiért!’*20:16>186.19ie mjt Ausnahme von Takanashi et@lneben BVZ-
ALL auch andere Immunph&notypen einbezogen, wavdachen denGSTM1Genotypen
keine signifikanten Unterschiede identifiziero&STM1*0/*0 war kein Prognosefaktor fir
den Therapieerfolg. In der Untersuchung von Cheal.eging dieser mit einer Tendenz zu
einem geringeren Auftreten von ZNS-Rezidiven einlaatistische Signifikanz wurde nicht
erreicht'?° Hall et al. fanden ein signifikant schlechteresSHfei ALL-Patienten miGSTM
positiven Blasten, wobei eine Differenzierung na@@BTM-Isoformen nicht durchgefiihrt
wurde. Zudem sei auf die relativ kleine Fallgruppestehend aus insgesamt 72 Kindern, da-
von 44 GSTMnegativ und 27 -positiv, sowie die differierendestibdik hingewiesen. Im
Gegensatz zu dieser Arbeit wurde zur Darstellung@®T-Expression in Blasten von Kin-

dern mit ALL eine immunhistochemische Technik angedet-*?

5.3.1.2 T-ALL

Die statistische Analyse zeigte auch in diesereR&gngruppe keine signifikanten Unterschie-
de zwischen desSTM1Genotypen. Der Therapieerfolg wurde weder du&$rM1*0/*0
noch durcimon- GSTM1*0/*Cbeeinflusst. Im Vergleich zu den Kindern mit BVZ-Ahatten
jene mit T-ALL-Erstrezidiv unabhéngig vom Genotyipeewesentlich schlechtere 10-Jahres-
PEFS und —pSRV GSTM1*0/*Q pEFS und pSRV jeweils 8%GSTM1*1/*0 bzw.
GSTM1*1/*2 pEFS und pSRYV jeweils 11%), was mit anderen pidstien Daten vereinbar

f">3®1als auch speziell bei deren Rezidiv8ri™ ist dieser

ist. Sowohl bei ALL allgemei
Immunphanotyp mehrfach mit einer unginstigen Pregria Verbindung gebracht worden.

Die hier beschriebenen Ergebnisse sollten an gniferen Fallgruppe bestatigt werden.

5.3.2GSTT1

5.3.2.1 BVZ-ALL

Das Uberleben von Kindern mit BVZ-ALL-Erstrezidiv aw mit keinem derGSTT%

Genotypen in signifikantem MalRe assoziiert. Pagiemhit GSTT1*0/*0hatten eine bessere

PEFS (33,3%) und pSRV (40,5%) als jene @8TM1*0/*Q die furnon-GSTT1*0/*Cermit-

telten Resultate (27,3% bzw. 34%) waren mit jeemdn-GSTM1*0/*0vergleichbar. Auch
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in anderen Studien wurde kein signifikanter Effdkt GSTT1Genotypen auf EFS und/oder
SRV gefundert;}17120:165.186

5.3.2.2 T-ALL

In dieser Gruppe wurde das Uberleben durchGid T1Genotypen nicht signifikant beein-
flusst. Eine Tendenz zu einem besseren SRV beiiegah vonGSTT1*0/*0(p = 0,075)
konnte jedoch gezeigt werden und ist mit der ubt2r2.2 erlauterten Vermutung zur Schutz-
funktion dieses Genotyps vereinb&STT1*0/*0 und non-GSTT1*0/*0gingen mit einer
pPEFS und pSRV von jeweils 12,5% bzw. 3,8% einheamaldg zu den fir dieGSTMI
Genotypen erhobenen Daten hatten Kinder aus d&sgrpe eine deutlich schlechtere Hei-
lungschance als jene mit BVZ-ALL-Erstrezidiv, wameut die unginstige Prognose der T-
ALL widerspiegelte. Verglichen miGSTM1*0/*0 nahmen EFS und SRV b&STT1*0/*0
etwas hohere Werte an. Im Gegensatz zu der ure2.5.beschriebenen Beobachtung war
non-GSTT1*0/*gedoch mit einer wesentlich schlechteren Heiluhgsce von Patienten mit
T-ALL-Erstrezidiv assoziiert alson-GSTM1*0/*0(3,8% vs. 11%). Die unter 5.1.2.1 gedau-
Berte Vermutung einer schlechteren Prognose bdiegen mindestens eing3STT1Allels
kénnte dadurch gestiutzt werden. Aufgrund der kleiRallzahl sind die Ergebnisse statistisch
allerdings nur bedingt aussagekraftig und bedidienUberpriifung an einem gréReren Pati-
entenkollektiv.

5.3.3GSTM1/GSTT1

5.3.3.1 BVZ-ALL

Ubereinstimmend mit den beschriebenen Ergebnissetea einzelne®STM2 undGSTT1
Genotypen waren auch zwisch&édSTM1*0/*0 / GSTT1*0/*0und non-GSTM1*0/*0 /
GSTT1*0/*0keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich tdserlebens nachzuweisen. Die
10-Jahres-pEFS und -pSRV waren vergleichbar mit Hden Kindern mit BVZ-ALL-
Erstrezidiv fur die GSTMX und GSTT1Genotypen ermittelten DatenGETM1*0/*0 /
GSTT1*0/*Q 29,6% bzw. 36,7%on-GSTM1*0/*0 / GSTT1*0/*(28,4% bzw. 34,5%). Hin-
gegen beobachteten Takanashi et al. ein gegemidoeGSTM1*0/*0 / GSTT1*0/*Gignifi-
kant schlechteres EFS und SRV bei Vorliegen @&TM1*0/*0 / GSTT1*0/*0Als Ursache
wurde dabei eher das haufige Auftreten von frihemidRven als ein Therapieversagen im
Sinne von Toxizitdt oder Tod vermutet. Von insgeis8& Patienten erlitten 24 ein Rezidiv,
davon 12 friih (< 30 Monate nach Therapiebeginng Yergleichbarkeit mit der vorliegen-

den Arbeit ist sowohl aufgrund der erheblich kleemeFallzahl als auch wegen der differie-
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renden Beobachtungszeitraume eingeschrankt. Etrstisteh signifikanter Zusammenhang
zwischen Heilungschance u@STM1*0/*0 / GSTT1*0/*Qiel3 sich bei 7 Jahren zunéchst nur
fur das SRV darstellen. Das EFS war lediglich beldhren in signifikantem Malie
reduziert®® Wie in dieser Studie hatten die verschiedenen Koationen aussSTM2 und
GSTT1Genotypen in anderen Untersuchungen unabhangiglvonunphanotyp keinen sig-
nifikanten Effekt auf EFS und/oder SRV von Kindemit ALL. "%

5.3.3.2 T-ALL

Zwischen den verschied€ésSTM1/GSTTKonstellationen und der pEFS waren keine signi-
fikanten Zusammenhéange zu finden. Die erhobenearDaéherten sich am ehesten jenen zu
den GSTT1Genotypen an GSTM1*0/*0 / GSTT1*0/*0 16,7%, non-GSTM1*0/*0 /
GSTT1*0/*Q 3,6%).

Eine signifikant bessere pSRV von 16,7% konnte@sel Patientengruppe bei Vorliegen von
GSTM1*0/*0 / GSTT1*0/*0gezeigt werden, wahrentbn-GSTM1*0/*0 / GSTT1*0/*0nit
einer &hnlich niedrigen pSRYV (3,6%) WBSTT1*0/*0assoziiert war. In Anbetracht der Tat-
sache, das&STT1*0/*0 allein bereits zu einer anndhernd signifikantemb¥sserung des
Uberlebens bei Kindern mit T-ALL-Erstrezidiv fuhrtsiehe Kapitel 5.3.2.2), ist ein additiver
Effekt durch Kombination miGSTM1*0/*0 anzunehmen. Ursachen koénnten in einer sich
Uberschneidenden Substratspezifitat von Enzymeateb@ST-Klassen liegen. Mdglicherwei-
se kann erst durch Deletion samtlicher Allele V68TM1und GSTT1mit Ausbleiben des
Detoxifizierungsprozesses eine vollstandige Wirlaamjfaltung eines oder mehrerer in der
ALL-Therapie verwendeten Zytostatika erreicht werdBie weitere Erforschung von Sub-
straten der GST sowie die Bestatigung der erhobBad@n an einer grol3eren Patientengrup-
pe ist erforderlich, um eine bessere Prognose fiildé¢ mit ALL-Rezidiven erreichen zu

kdnnen.

5.4 Bedeutung von GST in der Konjugationsreaktion nt Alkylanzien

Im Rahmen der ALL-Therapie nehmen Alkylanzien einehtige Stellung ein. Die Resistenz
gegeniber Alkylanzien hangt nur selten von ein&dleien Expression des MDR1-Gens
ab!**'® Dje Glutathion-Konjugation von Alkylanzien, nichhzymatisch oder durch GST
vermittelt, trdgt zur Entwicklung einer ,Resistenk&i. Erhohte zellulare GST- und/oder
GDH-Spiegel in Tumorzellen sind beobachtet wordeobei von einer Folge des durch die

antineoplastische Therapie ausgeldsten Selektiodsels ausgegangen wittf:*%
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5.4.1 GSTM1

GSTM1 katalysiert neben GST der alpha (GSTA1*1d weniger der pi-Klasse (GSTP1*1)
die Entgiftung von Chlorambucil und Melphalan durBiildung von Monoglutathionyl-
Chlorambucil (GSCB) und —Melphalan (GMY.Die gebildeten Glutathion-Konjugate fiihren
wiederum zu einer Hemmung der katalytischen Akiiviton GST der drei genannten Klas-
sen'*®® Zudem ist GSTM an dem Metabolismus von Cyclophasgt (CP) beteiligt. In der
Leber wird dieses mittels Hydroxilierung zu 4-HyxlyeCP (4-HOCP) durch die Cytochrome
P4502B und P4502C aktivieit? Spontaner Zerfall fithrt zur Entstehung der thengipeh
wirksamen zytotoxischen Metabolite N-Lost-Phosp&orsdiamid (PM) und Acrolein. Das
reaktive Agens ist ein Aziridinium-lon, welches mitkleophilen reagiert. Die Bildung die-
ses lons stellt in allen Reaktionen mit Nukleophilden geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt dar. Folgende Glutathion-Verbindungen mit énd CP sind beschrieben: Mono- und
Di-Glutathionyl-PM sowie 4-GSCP*'% dessen Synthese durch GSTM1A*1A sowie
GSTAL*1, GSTA2*2 und GSTP1*1 katalysiert wittf

5.4.2 GSTT1
GSTT1*1 katalysiert die Bildung Monoglutathionyl-gndungen mit Ifosfamid und

Thiotepa®’

Uber die Bedeutung von GSTT1 in Tumoren und diev&klung von Resisten-
zen ist bisher nur wenig bekannt. Es konnte jedoclerschiedenen Untersuchungen gezeigt
werden, dass deGSTT1Polymorphismus die Rate des Schwester-Chromatstadschs
(sister chromatid exchangeSCE) beeinflusst’>*"***Es wird schlussfolgernd angenommen,
dass GSTT1 eine protektive Wirkung auf genotoxisshkeaden ausiubt. So kdénnte die SCE-
Rate durch Entgiftung von Ethylenoxid, ein Epoxigklches endogen aus Ethylen gebildet
wird, reduziert werden. Im Gegensatz zu den GSTudklasse wird die katalytische Aktivi-

tat von GSTT1 durch konjugierte Glutathion-Produkiht inhibiert**®
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Akute lymphoblastische Leukamien (ALL) sind die hgste maligne Erkrankung im Kin-
desalter. Dank der kontinuierlichen Weiterentwiciguvon Therapieprotokollen konnten in
den vergangenen Jahrzehnten zwar stetig zunehnitgilengsraten erreicht werden, jedoch
erleiden noch immer 20 bis 30% der Patienten eiridRe Da Rezidive mit einer erhghten
Resistenz von Leukamiezellen gegenuber verschiedearder ALL-Behandlung zum Einsatz
kommenden Substanzen einhergehen, stellen sidbesmdere therapeutische Herausforde-
rung dar. Polymorphismen Arzneimittel-metabolisieter Enzymsysteme bewirken eine er-
hebliche interindividuelle Variabilitéat bei der Akierung und Detoxifizierung von Zytostati-
ka, wodurch sowohl das Risiko an einer ALL zu enken als auch der Erfolg einer ALL-
Behandlung beeinflusst werden kann.

In dieser Dissertation wurden die Genotypen dernd®hion-S-Transferasen dgr und 6-
Klasse als wesentliche Vertreter Arzneimittel-meteerender Enzymsysteme der Phase |l
bestimmt und ihre klinische Relevanz bei ALL-Ergtdédven (n = 238) im Kindesalter unter-
sucht. Vergleichend wurden ALL-Ersterkrankungen=r82) und gesunde Kontrollen
(n = 67) gegenuberstellt. Die Inzidenzen d&@T-GenotypenGSTM1*0/*0 und
non-GSTM1*0/*0, GSTT1*0*andnon-GSTT1*0/*0sowieGSTM1*0/*0 / GSTT1*0/*Qund
non-GSTM1*0/*0 / GSTT1*0/*@vurden mittels Multiplex-PCR bestimmt und nach lom

phanotypen differenziert statistisch ausgewertet.

Innerhalb der Patientengruppe mit Erstrezidiv eiBevorlauferzell (BVZ)-ALL (n = 204)
wurden die Nullgenotype®STM1*0/*Q GSTT1*0/*0und GSTM1*0/*0/ GSTT1*0/*0mit
53,4%, 20,6% und 13,2% nachgewiesen. KindeilG&TM1*0/*0hatten eine signifikant kir-
zere Dauer der Erstremission als jene nuh-GSTM1*0/*0(28 Monate vs. 32 Monate,
p = 0,033). Hinsichtlich Geschlecht, Zeitpunkt UOd des Rezidivs, Strategiegruppen, Res-
ponse, Knochenmarktransplantation, Ereignis Uid.-AML1- bzw. BCR-ABLPositivitat
konnten zwischen den jeweiligen Null- und Non-Nahgtypen bzw. den einzelnen Genkons-
tellation bei Bertcksichtigung der Genotypen v®@8TM1und GSTT lkeine statistisch signi-
fikanten Differenzen festgestellt werdéBSTMZX und GSTT1Genotypen sowie deren Kom-
binationen waren weder mit dem Alter bei Erst- oReridivdiagnose noch mit der initialen
WBC- oder PBC-Zahl in signifikantem MalRe assozii&tich die 10-Jahres-pEFS und
—pSRV von Kindern mit BVZ-ALL-Erstrezidiv wurden dth die verschiedenen Genotypen
nicht signifikant beeinflusst.
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Bei Patienten mit T-ALL-Erstrezidiv (n = 34) lagdilnzidenz vonGSTM1*0/*Q
GSTT1*0/*0und GSTM1*0/*0/ GSTT1*0/*0bei 73,5%, 23,5% und 17,6%. Kinder mit fri-
hen und sehr frihen Rezidiven hatten signifikanifig&ér den Genotymon-GSTT1*0/*0
(87,5% bzw. 82,6%, p = 0,05), wahrend all jenespéten Rezidive@STT1*0/*0aufwiesen.
In der Hochrisikogruppe der Studie ALL-REZ-BFM wder Genotypnon-GSTT1*0/*0,in
der Intermediarrisikogruppe hingeg&STT1*0/*0 mit der héchsten Inzidenz vertreten
(80,6% bzw. 66,7%; p = 0,065). Dieser war zudemaimer signifikant langeren Dauer der
Erstremission (22 Monate) assoziiert a-GSTT1*0/*0(13 Monate; p = 0,031). Auch die
Erstremissionsdauer der Patienten @BTM1*0/*0/ GSTT1*0/*0war signifikantlanger
(30 Monate) als jener miton-GSTM1*0/*0/ GSTT1*0/*0(14 Monate; p = 0,015). Sowohl
bei Erst- als auch bei Rezidivdiagnose einer T-AwWaren Kinder mitGSTM1*0/*0
(20,5 Jahre und 12,5 Jahre) signifikant alteren® jmitnon-GSTM1*0/*0(5 Jahre und 7 Jah-
re; jeweils p = 0,015).

Wahrend bei Vorliegen vo&STT1*0/*0zunéchst eine Tendenz zu einer besseren 10-Jahres-
PSRV zu beobachten war (p = 0,075), war diese lmenlination mitGSTM1*0/*0 signifi-
kant besser (p = 0,048). Eine statistisch signifikaAssoziation zwischen deBSTM1

Genotypen und den Heilungsraten konnte nicht gernegden.

Von den Patienten, die erstmals an einer BVZ-ALI=(B0) erkrankt waren, hatten 60% den
GenotypGSTM1*0/*Q 23,3%GSTT1*0/*0und 10%GSTM1*0/*0/ GSTT1*0/*Q Assoziati-
onen mit Fusionsgenen waren nicht nachweisbaremgdsunden Kontrollgruppe (n = 67)
wurden &hnliche Inzidenzen der Nullgenotypen esti{GSTM1*0/0: 52,2%;GSTT1*0/0:
20,9%;GSTM1*0/*0/ GSTT1*0/*Q 16,4%).

Zusammenfassend weisen die Resultate auf eine idisozvon GSTM1*0/*0 mit einem
erhohten Risiko fur ALL-Ersterkrankungen und -Rézdsowie mit einer schlechteren Prog-
nose insbesondere bei Rezidiven einer T-ALL himdgdgen scheinBSTT1*0/*0gegeniber
frihen Rezidiven dieses Immunphanotyps eine protkunktion zu erfullen und ein besse-
res Gesamtiiberleben von Kindern mit T-ALL-Rezidieenermoglichen. Ein additiver posi-
tiver Effekt auf das Uberleben von Kindern mit AIRezidiven bei gleichzeitigem Auftreten
von GSTM1*0/*0 und GSTT1*0/*0ist anzunehmen. Die in der vorliegenden Arbeibbei
nen Daten sollten an einem groReren Patientenkmlbkestéatigt werden, um sich dem Ziel
einer individualisierten ALL-Therapie mit groRerEffektivitat bei gleichzeitig reduzierter

Toxizitat in Zukunft weiter annahern zu kdnnen.
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7. ANHANG
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Abbildung I: Kaplan-Meier-Kurven des 10-Jahres-HR&®l -SRV von Kindern mit Erstrezidiv einer
T-ALL nachGSTMZGenotyp (ALL-REZ BFM)
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Abbildung II: Kaplan-Meier-Kurven des 10-Jahres-Bl& -SRV von Kindern mit Erstrezidiv einer

T-ALL nachGSTT1Genotyp (ALL-REZ BFM)
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nachGSTM1 / GSTTFGenotyp (ALL-REZ BFM)
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