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Einleitung

1 Einleitung

Das primare ZNS-Lymphome (PCNSL) ist seit 1974 als eigenstandige
Entitat bekannt und zeigt seitdem eine steigende Inzidenz. Von atiologischer
Seite wird das PCNSL bei immunsupprimierten Patienten (HIV-infizierte oder
organtransplantierte) vom PCNSL bei immunkompetenten Patienten
unterschieden .

Die Therapie des primaren ZNS-Lymphoms stellt noch immer eine
Herausforderung dar, da mit den bisherigen Therapieoptionen, wie
Chemotherapie und Hirnbestrahlung, kein langfristiger Erfolg erzielt werden
kann. Dies hat sich durch den Einsatz von Cytarabin oder Hochdosis-
Methotrexat in Kombination mit einer Ganzhirnbestrahlung geandert '°°. Unter
der HD-MTX-Therapie treten jedoch immer wieder WHO-Grad-11l/IV-Toxizitaten
auf, die dann einen therapielimitierenden Faktor darstellen.

Methotrexat ist ein Folsaure-Antagonist und greift Uber die Hemmung von
Schlusselenzymen im Folsaurestoffwechsel in die Synthese von Nukleotiden
ein. Genetische Mutationen in Enzymen des Folat-Stoffwechsel kdnnen zu
einer verminderten Aufnahme von Methotrexat in die Zellen mit einem daraus
folgenden erhdohten Plasmaspiegel, zu einer schnelleren oder auch
langsameren Metabolisierung fuhren, als deren Konsequenz dann toxische
Nebenwirkungen entstehen. Moglicherweise konnte so eine intrinsische
Resistenz oder auch die Sensitivitdt der malignen Zellen gegenlber
Methotrexat erklart werden.

Ziel dieser Arbeit ist zu klaren, in wieweit toxische Wirkungen von Methotrexat
in Zusammenhang mit Mutationen auf genetischer Ebene im Folsdure-
stoffwechsel stehen. Ebenso soll untersucht werden, ob man an Hand dieser
Mutationen eine Aussage uber das Ansprechen auf diese Chemotherapie
machen kann, und ob sich dies auf das Uberleben der Patienten auswirkt.
Weiterhin soll erdrtert werden, ob die Polymorphismen im Folatzyklus mit dem

Risiko fur ein primares ZNS-Lymphom korrelieren.
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1.1 Primare Lymphome des zentralen Nervensystems

1.1.1 Epidemiologie

Bei Betrachtung der Epidemiologie des primaren ZNS-Lymphoms muss
man im Patientengut zwischen immunsupprimierten und immunkompetenten
Patienten unterscheiden. Erstere sind haufig mit dem HI-Virus infiziert oder
werden mit Immunsuppressiva nach einer Organtransplantation behandelt.
Innerhalb dieser Patientengruppe treten PCNSL bei 2 bis 10% 87 auf, mit einem
Anstieg der Haufigkeit seit der AIDS-Epidemie in den achtziger Jahren des
vergangenen Jahrhunderts °®. Die Diagnose PCNSL stellt bei HIV-infizierten
Patienten eine AIDS-definierende Erkrankung dar *°.

Auch bei immunkompetenten Patienten nimmt in den letzten Jahren die
Inzidenz aus bisher ungeklarten Griinden zu %. Der Haufigkeitsgipfel liegt im 5.
bis 7. Lebensjahrzehnt ® mit einem medianen Alter von 55 bis 57 Jahren ®.
Das Manifestationsalter bei immunsupprimierten Patienten liegt deutlich

niedriger 2>4°

, mit einem medianen Alter von 31 Jahren bei Uberwiegend
mannlichen Patienten 3. Bei einer Inzidenz von ca. 0,5 Neuerkrankungen pro
Jahr und 100.000 Einwohner treten in Deutschland jahrlich circa 400

Neuerkrankungen auf 2.

1.1.2 Histologie und pathologische Einteilung

Primare ZNS-Lymphome sind Non-Hodgkin-Lymphome, die sich
extranodal im Hirnparenchym als ,Hirntumor“ manifestieren. Sie machen circa
3% aller primaren Hirntumoren * aus. Zirka 3-5% aller extranodalen
Lymphome sind ZNS-Lymphome "®%’. In 85% der Falle bleibt das Lymphom auf
das Hirnparenchym, Rickenmark und Leptomeningen beschrankt 2587 Auch

das Auge, genauer die Retina, als Teil des zentralen Nervensystems, kann mit
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betroffen sein %, so zeigen 10 — 20% der Patienten bei Diagnosestellung eine
Augenbeteiligung %°.

Bei fortgeschrittenen und disseminierten systemischen Lymphomen kann eine
sekundare Infiltration des Gehirns festgestellt werden. Die Haufigkeit solcher
sekundaren ZNS-Lymphome betragt 5 - 29% systemischer NHL 2.
Makroskopisch erscheinen die Lymphome als solitare oder multiple
Raumforderungen im Hirnparenchym gelegen, meist mit einem diffusen,
infiltrativen Wachstum. Die meisten Tumoren liegen supratentoriell, haufig mit
einer engen Nachbarschaftsbeziehung zu den Stammganglien, dem Thalamus
oder den Wanden der Seitenventrikel '®%°. Eine asymptomatische Meningeosis
kommt mit einer Haufigkeit von 30 - 70% vor ®®. Nekrosen im Tumorgewebe
sieht man eher bei den HIV-assoziierten PCNSL.

Mikroskopisch lasst sich ein perivasal gelegenes enzephalitis- oder
vaskulitisahnliches Infiltrat mit grof3en, zusammenliegenden Blasten, kleinen
Lymphozyten und Monozyten erkennen. Bei hoherer VergroRerung ahneln die
Blasten Zentroblasten oder Immunoblasten. Fast ausschliel3lich handelt es sich
bei den PCNSL um B-Zell-Lymphome. Eine haufig nachgewiesene BCL-6- und
MSH-2-Expression ' lasst darauf schlieBen, dass es sich um B-Zellen des
Keimzentrums eines Lymphfollikels bzw. um B-Zellen mit einer Keim-
zentrumsdifferenzierung handelt %°.

Der immunhistochemische Nachweis von CD20 oder CD79a, sowie
immunhistochemische Farbungen mit dem monoklonalen Antikorper L26
belegen, dass es sich um B-Zell-Lymphome handelt?. Nach der WHO-
Klassifikation sind mehr als 90% der PCNSL grof3zellige B-Zell-Lymphome
(DLBCL) °"®8  andere histologische Subtypen wie das T-Zell-Lymphom, das
anaplastische grof3zellige Lymphom, das Ilow-grade PCNSL und die

Lymphomatosis cerebri sind Raritaten °.
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1.1.3 Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie des PCNSL ist noch nicht endgiiltig geklart. Die
Verwandtschaft zu Follikelzentrumszellen ist durch den typischen B-Phanotyp,
sowie durch die hohe Expression von BCL-6 und MSH-2 sehr
wahrscheinlich 162910,

Der Nachweis von Epstein-Barr-Virus (EBV) bei immunkompetenten Patienten
gelingt nur sehr selten, ganz im Gegensatz zu immunsupprimierten Patienten,
bei denen zu fast 100% EBV-DNA in PCNSL-Zellen nachgewiesen werden
kann *°.

1998 konnte von Corboy et al. in 56% der Biopsien aus Tumorgewebe bei
Patienten mit PCNSL das humane Herpes-Virus-8 (HHV-8) nachgewiesen
werden. Das HHV-8 gehort zur Familie der y-Herpesviren, die einen starken
Lymphotropismus besitzen. Es kdnnte sein, dass HHV-8 infizierte Lymphozyten
die Blut-Hirn-Schranke tUberwinden kénnen und es dann im geschitzten Raum
des Gehirn zu einer Zellvermehrung kommt '’.

Kadoch et al. beschreiben, dass BCA-1, ein auf B-Zellen wirkendes Chemokin,
in betrachtlicher Menge in PCNSL synthetisiert wird. BCA-1 férdert das homing
der B-Zellen in sekundare lymphatische Gewebe. Die Bindung dieses
Chemokins an seinen Rezeptor CXCRS5, der auch in PCNSL exprimiert wird,
kénnte in die extranodale Manifestation des ZNS-Lymphoms verwickelt sein '%.
2006 konnten Rubenstein et al. die ektope Produktion des B-Zell-
Wachstumsfaktors  Interleukin-4  durch  primare  ZNS-Lymphomzellen
nachweisen. Auch von Gefaliendothelzellen im PCNSL wird 1I-4 synthetisiert,
ganz im Gegensatz zu Endothelien in anderen extranodalen NHL. Dies konnte
auch zum speziellen angiotropen Wachstumsmuster der Lymphomzellen im
ZNS beitragen .



Einleitung

1.1.4 Symptomatik und Diagnostik der PCNSL

Im Vordergrund der klinischen Symptomatik steht bei Uber 50% der
Patienten ein hirnorganisches Psychosyndrom ¥”. Korfel et al. berichten {iber
Personlichkeitsveranderungen bei 24% der Falle, zerebellare Symptome bei
21%, Kopfschmerzen bei 15%, Krampfanfalle bei 13%, motorische Dysfunktion
bei 11% und Visusveranderungen bei 8% der PCNSL-Falle. Weniger haufig
zeigen sich Symptome fir einen erhdhten Hirndruck, im Sinne von Ubelkeit und
Erbrechen. Die neurologischen Symptome bestehen meistens seit weniger als
drei Monaten &’.

Zur Diagnose eines primaren ZNS-Lymphoms sind mehrere Untersuchungen
notwendig: Neben der klinisch-neurologischen Untersuchung hat die
radiologische  Bilddiagnostik  einen  hohen  Stellenwert. Bei der
Kernspintomographie mit Gadolinium als Kontrastmittel lasst sich eine
homogene Anreicherung ohne zentrale Nekrose im Tumorgebiet erkennen °.
Die Patienten zeigen Lasionen in den Hemispharen und/oder in
periventrikularen Arealen, haufig sind der Thalamus, die Basalganglien oder
das Corpus callosum betroffen 2%, Ein begleitendes Hirnddem ist meist nur
geringfiigig ausgepragt ®. Im CT Iasst sich eine iso- oder hyperdense Lasion
erkennen, bei Kontrastmittelgabe reichert der Tumor dieses an. Fur differential-
diagnostische Zwecke eignet sich auch die Positronenemissionstomographie
(PET), da ZNS-Lymphome eine erhéhte '®FDG-Aufnahme zeigen %%,

Da auch intraokulare PCNSL vorkommen, sollten Patienten unbedingt
ophthalmologisch mit der Spaltiampe untersucht werden *°.

Eine Liquorzytologie ist in 5-20% wegweisend*’, daher sollte eine
Lumbalpunktion bei Zweifeln auch mehrmals durchgefihrt werden > Die
Methode der Wahl zur endgultigen Diagnosestellung ,primares Lymphom des
zentralen Nervensystems® ist die stereotaktische Biopsie und anschliellende
histopathologische Aufarbeitung des gewonnenen Materials *’. Allerdings muss
vor der Biopsie die Gabe von Kortikosteroiden ex juvantibus unterbleiben *°, da

sonst eine histologische Beurteilung erschwert werden kann %6212,
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1.1.5 Prognose und Therapie der PCNSL

Von allen Patienten mit einem aggressiven NHL haben Patienten mit
einem PCNSL die schlechteste Prognose; das mediane Uberleben betragt nur
wenige Monate %

Das mediane Uberleben mit Hilfe einer chirurgischen Therapie betragt vier
Monate . Da aber haufig durch die Resektion nur ein Zustand mit
neurologischem Defizit erreicht werden kann, vor allem bei einer tiefen
Lokalisation im Gehirn, ist eine chirurgische Therapie nur selten indiziert %°.

Vor diesem Hintergrund avancierte die Radiotherapie zur Methode der Wahl in
der Behandlung der PCNSL. Das mediane Uberleben konnte durch eine
Ganzhirnbestrahlung (WBRT) auf 15 bis 18 Monate ausgedehnt werden &’
Allerdings leiden altere Patienten haufig an einer verspateten Neurotoxizitat, die
auf die WBRT zuriickzufiihren ist .

Das bei systemischen Lymphomen gut wirksame CHOP-Protokoll wirkt durch
die begrenzte Blut-Hirn-Schrankengéngigkeit nicht %", Durch die Verwendung
von schrankengangigen Substanzen wie Methotrexat, Cytosin-Arabinosid,
Procarbazin, CCNU oder Temozolomid konnte eine Verlangerung der
Uberlebenszeit erreicht werden.

Durch die Kombination von Methotrexat mit einer Ganzhirnbestrahlung kann
eine Verlangerung der medianen Uberlebenszeit von 15 - 18 Monaten (WBRT
alleine) auf 33 - 43 Monate erreicht werden. Die 5-Jahres-Uberlebensrate unter
dieser Therapie betragt 19 - 35%. Problematisch ist aber, dass auch die
Kombination von MTX und WBRT zu neurotoxischen Spatfolgen fuhrt: 13 - 40%
der Patienten entwickeln eine Leukenzephalopathie '°°. Aus diesem Grund wird
in einigen Therapieschemata auf die Strahlentherapie in der Primarbehandlung
verzichtet, um das Risiko der neurotoxischen Spatfolgen zu reduzieren. In einer
Metaanalyse zeigte sich, dass die hochdosierte MTX-Therapie der starkste
positive therapieassoziierte prognostische Faktor ist % Unter einer alleinigen
Therapie mit Hochdosis-MTX sind komplette Remissionen in bis zu 65% der
Falle beschrieben worden *', allerdings variieren die Angabe in der Literatur

stark 2'%°. In der NOA-3-Studie konnten nur in ca. 30% der Falle komplette
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Remissionen nach sechs Zyklen HD-MTX nachgewiesen werden ®’, in der
NABTT 96-07 Studie dagegen in 52% der Falle *.

1.2 Der Folsaurestoffwechsel und Methotrexat

Folsdure gehort zur Gruppe der B-Vitamine und ist beim Menschen
essentiell fur die Synthese von Purinen und Pyrimidinen. Der grofte Anteil an
Folsaure liegt intrazellular als Ns-Methyl-Tetrahydrofolsdure vor und dient als
Coenzym im C4-Stoffwechsel. Folsaure wird Uber das reduzierte Folat-
Carrierprotein (RFC) und uber den humanen Folatrezeptor in die Zelle
transportiert. Dort findet die Umwandlung in die in vivo wirksame Form
Tetrahydrofolsaure (THF) statt. THF wird zu 5,10-Methylen-THF umgewandelt
und stellt dann das Schlusselsubstrat im Folsaurestoffwechsel dar, das in drei
verschiedene Richtungen dirigiert werden kann: a) in Richtung Thymidin-
Synthese, b) in Richtung Purin-Synthese und c) mit Hilfe der MTHFR Uber die
Bildung von Ns-Methyl-THF in Richtung Methionin-Synthese. Mit Hilfe von Ns-
Methyl-THF und der Methionin-Synthase wird aus Homocystein Methionin
synthetisiert, das einen Vorlaufer von S-Adenosyl-Methionin (SAM) darstellt,
welches wiederum unter anderem bei der DNA-Methylierung mitwirkt. Die
Konzentration an 5,10-Methylen-THF verschiebt das Reaktionsgleichgewicht in

die einzelnen Richtungen 8.
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Abb. 1: Folsauremetabolismus, DNA-Synthese und DNA-Methylierung.
(modifiziert, nach: Ulrich CM '®) Enzyme in Ovalen, Substrate in Rechtecken; AICAR: 5-
Aminoimidazol-4-Carboxamid Ribonucleotid; AICARFT: AICAR Transformylase; DHF:
Dihydrofolat; DHFR: Dihydrofolatreduktase; GAR: Glycinamid Ribonucleotid; GART: GAR
Transformylase; hFR: humaner Folatrezeptor; MS: Methionin-Synthase; MTHFR: 5,10-
Methylentetrahydrofolatreduktase; RFC: reduzierter Folat-Carrier; SAH: S-Adenosyl-
Homocystein; SAM: S-Adenosyl-Methionin; THF: Tetrahydrofolat; TS: Thymidylat-Synthase.

Folat-Antagonisten, wie Methotrexat und Thymidylat-Synthase-Inhibitoren, wie
5-Fluoruracil, greifen in den Folsauremetabolismus ein und nutzen die Rolle, die
die Folsaure im Replikationszyklus der Zellen spielt.

MTX wird Uber den RFC in die Zelle geschleust und dort an Glutaminsauren
gekoppelt; so kann es die Zelle nicht mehr verlassen. Es ahnelt in der
chemischen Struktur der Folsaure und kann so an viele Enzyme des
Folsaurestoffwechsel binden und diese auch inhibieren. Es wirkt daher
spezifisch in der S-Phase des Zellzyklus. Speziell MTX hemmt die
Dihydrofolatreduktase, welche Dihydrofolat zu Tetrahydrofolat reduziert. Durch
das Fehlen dieses Kohlenstoffdonors wird die Synthese von Pyrimidinen und
Purinen, sowie die DNA-Reparatur gehemmt. Durch das Fehlen von Folsaure
ist die Umwandlung von dUMP zu dTMP gestort, es kommt zum Fehleinbau
von Uracil bei der DNA-Replikation mit daraus folgenden Doppelstrang-

briichen ®'. Methotrexat Polyglutamate hemmen zusétzlich auch die MTHFR.

8
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Methotrexat wird in der Therapie der rheumatoiden Arthritis, der Psoriasis, des
systemischen Lupus erythematodes und in der Behandlung maligner
Erkrankungen (akute lymphatische Leukamie, maligne Lymphome, Chorion-,
Mamma-, Zervix-, Ovarialkarzinom, HNO-Tumore, Osteosarkom, Meningeosis
leucaemica) eingesetzt *°.

Manche MTX-Nebenwirkungen (orale und intestinale Mukositis, Anamie,
Thrombozytopenie) stehen in direktem Zusammenhang mit dem
Folsdureantagonismus, vor allem in den Geweben mit hohem Zellumsatz und
besonderem Bedarf an Purinen, Pyrimidinen und Methionin "™°.

Eine MTX-Therapie ist unter Umstanden mit schwerer Akuttoxizitat verbunden.
Diese besteht in einer Myelosuppression: Dabei erreicht die Erythropoese ihren
Nadir nach 6 - 13 Tagen. Der Nadir fUr die Thrombozyten ist nach 5 - 12 Tagen,
der Nadir der Leukozyten nach 4-7 Tagen erreicht. Als weitere
Nebenwirkungen koénnen Alopezie, Erbrechen, Ubelkeit, Appetitlosigkeit,

Hepatitis, Dermatitis und eine Alveolitis oder Pneumonitis auftreten '%°.

1.3 Mutationen im Folsaurestoffwechsel

1.3.1 Methylentetrahydrofolatreduktase

Die Methylentetrahydrofolatreduktase ist ein zentrales Enzym im
Folsaurestoffwechsel. Sie wandelt 5,10-Methylen-THF irreversibel in 5-Methyl-
THF um. Dies wird wiederum mit Hilfe des Coenzyms Vitamin B12 und der
Methioninsynthase, die Homocystein in  Methionin umwandelt, zu
Tetrahydrofolat verstoffwechselt (siehe Abb. 1) 8.

Das Gen fiir die MTHFR liegt auf dem Chromosom 1 am Locus 1p36.3 "%
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1.3.1.1 Punktmutation C677T

1995 wurde der erste single-nucleotide-Polymorphismus (SNP) in der
MTHFR entdeckt. Bei dieser Punktmutation ist im Gen Cytosin an der
Basenposition 677 durch Thymidin ersetzt. Daraus resultiert ein
Aminosaurentausch im Codon 222; Valin tritt an die Stelle von Alanin ''®. Die
Mutation liegt innerhalb des katalytischen Zentrums des Enzyms %, daher kann
eine veranderte Enzymfunktion erwartet werden.

Die Frequenz des T-Allels wird mit 0,30 - 0,39 bei Kaukasiern angegeben 8.
Der C677T Polymorphismus wurde als Risikofaktor fur atherosklerotische

GefaRwandveranderungen '°®'?°,  Neuralrohrdefekte 190121,

kolorektale
Adenome "*® und fiir die diabetische Nephropathie beschrieben.

Beim Vergleich der Enzymaktivitat der MTHFR innerhalb der drei
verschiedenen Genotypen (CC, CT, TT) lasst sich nachweisen, dass der TT-
Genotyp nur 32%, der CT-Genotyp 64% der Aktivitdt des CC-Genotyps
aufweist. Der Aminosaurentausch resultiert in einer thermolabilen Variante mit
niedrigerer Aktivitit '>'%. Parallel hierzu reduziert der TT-Genotyp die in vivo
Verfiigbarkeit von 5-Methyl-THF ** und beeintrachtigt die Remethylierung von
Homocystein zu Methionin mit nachfolgender Hyperhomocysteinamie und
Mangel an SAM 2355810011011 " Bie  Hyperhomocysteinamie stellt ihrerseits
einen Risikofaktor fiir kardio- und zerebrovaskuldre Erkrankungen dar '?%. Unter
einer Therapie mit MTX kann das Homocystein zusatzlich noch weiter
ansteigen %%, Diese Situation wird durch einen hohen Alkoholkonsum, einen
hohen Folsaurebedarf (z.B. Schwangerschaft) und eine niedrige
Folsaureaufnahme mit der Nahrung begunstigt.

Bei der Behandlung der rheumatoiden Arthritis leiden mehr Patienten des TT-
Genotyps unter einer MTX assoziierten Toxizitat (Anstieg der Transaminasen,

Stomatitis, Ubelkeit, etc.) als Patienten des CC-Genotyps '%°.

Patienten mit
mindestens einem mutierten Allel haben ein groReres Risiko die Therapie auf
Grund eines Transaminasenanstieges abbrechen zu mussen (RR=2,38; 95%

Kl=1,06-5,34). Durch eine erganzende Therapie mit Folsaure kann die Inzidenz
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an Nebenwirkungen '**, ebenso wie die Homocystein-Konzentration im
Blutplasma gesenkt werden %2,

Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom haben wahrend der Behandlung ein
42-fach erhohtes Risiko eine Grad Ill oder IV tox. Nebenwirkung (sowohl
hamatologisch, als auch nicht-hamatologisch) zu erleiden, wenn sie zum TT-
Genotyp gehoéren und mit Patientinnen des kombinierten CT- und CC-Genotyps
verglichen werden. Ebenso haben sie einen erhdhten Homocystein-Spiegel '°.
Weiterhin besteht ein Zusammenhang mit der Inzidenz von malignen
Erkrankungen des hamatopoetischen Systems: Skibola et al. beobachteten
1999 bei der akuten lymphatischen Leukamie (ALL), dass der TT-Genotyp mit
einem 4,3-fach niedrigeren Erkrankungsrisiko verknupft ist als der CC-Genotyp.
Dieser Sachverhalt trifft allerdings nicht fiir die AML zu '’. Gemmati et al.
fanden ein 3,6-fach/1,7-fach (TT/CT) erniedrigtes Erkrankungsrisiko fur eine
ALL (OR=0,28; 95% Kl=0,12-0,72) 35 und fluhrten dies darauf zuriick, dass eine
erniedrigte MTHFR Aktivitat besser fur die DNA-Synthese sei, da damit der
Fehleinbau von Uracil und die daraus folgenden Doppelstrangbriiche der DNA
vermindert werden *>%,

2001 wurde gezeigt, das der kombinierte CT/TT-Genotyp mit einem
verminderten Risiko fiir ein NHL assoziiert ist (OR=0,64; 95% Kl= 0,39-1,05) .
2004 wurde dies teilweise widerlegt: Der TT-Genotyp ist beim NHL (OR=1,5;
95% K1=0.97-2,2) mit einem erhdhtem Erkrankungsrisiko verbunden '®. Kinder
mit dem 677 TT-Genotyp erkranken im Vergleich zu den beiden anderen
Genotypen haufiger an einem lymphoblastischen Lymphom "',

Aplenc et al. zeigten, dass Kinder mit einer ALL und dem TT-Genotyp ein
erhohtes Risiko eines Ruickfalles aufweisen. Auch das riickfallfreie Uberleben
(RFS) nach 10 Jahren lies dies erkennen: CC-Genotyp 78,9%, TT-Genotyp
66,6%. Die Mutation war mit keiner Veranderung des Risikos fur Infektionen
und nicht mit dem Auftreten von tox. Nebenwirkungen assoziiert 2. Ahnliches
zeigten Kishi et al.: Sie konnten keinen Zusammenhang zwischen dem MTHFR
Genotyp und Nebenwirkungen (zerebrale Anfalle und Thrombose) finden °'.
Ganz im Gegensatz hierzu litten in der Studie von Chiusolo et al. 60% der

Patienten mit dem TT-Genotyp unter MTX-Toxizitaten im Vergleich zu 33,3%
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und 24% der Patienten mit dem CC- oder CT-Genotyp. Alle Patienten waren an
einer ALL erkrankt und erhielten eine Chemotherapie, die MTX beinhaltete 4,

Ulrich et al. zeigten, dass Patienten mit dem TT-Genotyp unter einer
Prophylaxe der graft-versus-host disease (GVHD) mit Methotrexat nach
Knochenmarkstransplantation auf Grund einer CML haufiger an Toxizitaten als
die anderen Patienten litten: Die Patienten hatten im Durchschnitt einen 5,7
Punkte hoheren oralen Mukositis-Index am Tag 1-18 (OMI), die Erholung der
Thrombozytenzahlen auf 20000/pl verlief um 34% langsamer im Vergleich zu

Patienten des CC-Genotyps '°.

1.3.1.2 Punktmutation A1298C

Bei dieser Punktmutation wird Adenin durch Cytosin an der
Basenposition 1298 im Exon 7 des MTHFR-Gens ersetzt. Dadurch kommt es
im Codon 429 zu einem Austausch von Glutaminsaure durch Alanin. Die C-Allel
Frequenz betragt bei Kaukasiern 0,30 — 0.33 ¥'.

Die Mutation liegt in der S-Adenosyl-Methionin-regulatorischen Domane des
Enzyms und verursacht eine Konformationsanderung, die mit einer
Verminderung der Enzymaktivitat einhergeht °'.

Die Loci der beiden MTHFR Mutationen liegen nur 2,1 kb auseinander und
stehen in einem starken Kopplungsungleichgewicht, d.h. die beiden
Polymorphismen existieren sehr selten auf dem gleichen Gen und der
kombinierte Genotyp 677TT und 1298CC ist in der Bevdlkerung sehr
ungewbhnlich 55,83,91,105,127.

Wenn man den Mutationsstatus an der Basenposition 677 nicht beachtet, so
ergibt sich durch die Mutation A1298C im homozygoten mutierten Status
(1298CC) eine Verringerung der Enzymaktivitit auf ca. 60% *"'?”. Patienten
mit 677CC/1298AC haben eine Aktivitat von 60%, 677CC/1298CC 52%,
677CT/1298AC 36% wenn man die Aktivitat mit 677CC/1298AA vergleicht "°.
Bei den homozygoten 1298CC Individuen lasst sich ein leichter bis gar kein

Trend zur héheren Homocystein-Konzentration erkennen 2383121 jedoch
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haben Patienten mit 677TT/1298AA signifikant niedrigere Plasmafolsaure-
Spiegel, eine erhdhte Homocystein-Konzentration und eine niedrigere Rate an
genomischer DNA-Methylierung als Patienten mit 677CC/1298AA oder
677CT/1298AC, aber nur bei Betrachtung der kombinierten Genotypen. Der
SNP  A1298C hat dagegen alleine keinen Einfluss auf die
Plasmafolsaure **%*'2' Die Methylierung lymphozytarer DNA von Patienten mit
dem 1298AA Wildtyp ist reduziert im Vergleich zu den anderen beiden
Genotypen **.

In einer Studie von Kumagai et al. zur Evaluation von tox. Nebenwirkungen bei
niedrig dosiertem MTX zur Behandlung der rheumatoiden Arthritis (RA) konnte
kein Zusammenhang mit dem SNP A1298C festgestellt werden °®. Berkun et al.
zeigten hingegen, dass Nebenwirkungen von Methotrexat wesentlich haufiger
bei Patienten des AA-Genotyps auftreten (OR=5,24; 95% KI=1,38-20)°. In
einer anderen Studie hingegen wurde gezeigt, dass das MTHFR 1298C Allel
mit erhdhter Toxizitat bei friiher rheumatoider Arthritis assoziiert ist ™.

Die Untersuchungen von Berkun et al. und von Hughes et al. wiesen auch
nach, dass die beiden Polymorphismen in der MTHFR keinen Einfluss auf die
Effektivitat einer Therapie mit MTX bei der rheumatoiden Arthritis haben 2.
Aplenc et al. untersuchten 520 Kinder mit ALL, die mit MTX therapiert wurden,
auf den Zusammenhang der MTHFR Genotypen mit dem Auftreten von
Nebenwirkungen und Infektionen. Es konnte keine Assoziation mit tox.
Nebenwirkungen, der Dauer der Chemotherapie, dem Risiko flr ein Ruckfall
oder Komplikationen auf Grund von Infektionen festgestellt werden 2. De Jonge
et al. zeigten hingegen, dass der 1298 AC-Genotyp bei Kindern mit ALL mit
einer geringeren MTX Empfindlichkeit und einer hoheren hamatologischen
Toxizitat verbunden ist, als bei den beiden homozygoten Genotypen %°.

Laut Skibola et al. wiesen erwachsene Patienten mit dem 1298 AC-Genotyp ein
3-fach niedrigeres Risiko, Patienten mit dem 1298 CC-Genotyp ein 14-fach
niedrigeres Risiko (OR=0,07; 95% KI=0,00-1,77) auf an einer ALL zu
erkranken, wenn man den AA-Genotyp als Referenz betrachtet. Gegenuber
einer AML wurde kein protektiver Effekt entdeckt '%’. Gemmati et al. konnten

dieses Ergebnis nicht bestatigen; sie fanden keinen Zusammenhang zwischen
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SNP MTHFR A1298C und einer ALL, sowohl in der Einzelanalyse, als auch in
Kombination mit SNP MTHFR C677T *°.

Matsuo et al. zeigten an einer japanischen Population, dass Patienten mit
mindestens einem mutierten Allel in den beiden SNP ein ca. 2-fach niedrigeres
Risiko (OR= 0,45; 95% KI=0,25-0,80) fur ein malignes Lymphom haben, als
Patienten mit voller MTHFR Enzymaktivitat (677CC/1298AA). Im Speziellen
wiesen die Genotypen 677CT/TT und 1298AC/CC ein verringertes Risiko fur
eine Erkrankung an einem diffusen groRzelligen B-Zell-Lymphom auf im
Vergleich zu den Genotypen 677CC und 1298AA (OR=0,29; 95% KI=0,14-
0,64) 8. Skibola et al. konnten dies in ihrer US-amerikanischen Population nicht
bestatigen, wobei sie aber ein erniedrigtes Risiko fur die Haplotypen-
Kombination 677C/1298C bezuglich der Erkrankung an einem NHL sehen
konnten (OR=0,88). Weiterhin stellten sie ein grenzwertig erhdhtes Risiko
(OR=1,2) einer Erkrankung fir den Haplotyp 677T/1298A an einem diffusen

groRRzelligen Lymphom fest '%.

1.3.2 Reduziertes Folat-Carrierprotein

Der Folsauretransport Gber die Zellmembran findet zum gréften Teil
(iber den reduzierten Folat-Carrier (RFC) statt**'¥. Das reduzierte Folat-
Carrierprotein kann von grofdter pharmakogenetischer Relevanz sein, da es

t 118,131 und

auch fur den Transport von Methotrexat in die Zelle verantwortlich is
ein gestorter Transport ein haufiger Mechanismus fir eine MTX-Resistenz
darstellt. Diese ist mit einer niedrigeren RFC Expression und/oder mit einem
Funktionsverlust des Proteins assoziiert 3%,

Ferreri et al. befassten sich mit der Methylierung des Promoters des RFC-Gens
beim primaren ZNS-Lymphom. Alle Patienten, bei denen der Promoter nicht
methyliert war (27 von 38), hatten beim follow-up nach drei Jahren kein Rezidiv,
im Gegensatz zu allen anderen Patienten, die innerhalb der drei Jahre
gestorben waren. Promotermethylierung ist beim PCNSL mit einer niedrigeren

Remissionsrate und einem kiirzeren krankheitsfreien Uberleben assoziiert.
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Ebenso zeigen die PCNSL mit Promotermethylierung eine niedrige bis gar
keine RFC-Expression im Tumorgewebe .

Guo et al. untersuchten die intrinsische Resistenz von Osteosarkomen
gegenuber MTX. 17 von 26 (65%) der Tumorbiopsate zeigten eine erniedrigte
RFC-Expression und geringe Mengen an RFC mRNA. Ebenso zeigte die
Arbeitsgruppe, dass Patienten, deren Tumoren normale Mengen an RFC und
DHFR mRNA aufweisen, die beste Antwort auf die Chemotherapie zeigten und
90% aus dieser Gruppe keine Metastasen hatten *.

Gorlick et al. zeigten, dass bei Patienten, die an einem Rezidiv einer mit MTX
behandelten ALL leiden, 71% der leukamischen Blasten eine gestorte
Methotrexat Aufnahme zeigen, wohingegen nur 13% der Blasten schon zu
Beginn der Therapie eine niedrige Methotrexat-Transportrate aufweisen. In 6
von 9 Proben war der gestorte Transport mit einer niedrigeren RFC-Expression
assoziiert *®. Levy et al. zeigten 2003, dass eine niedrige RFC-Expression bei
Diagnosestellung mit einem ungunstigen krankheitsfreien Uberleben bei Kinder

mit ALL assoziiert ist %°.

1.3.2.1 Punktmutation G80A

Ein haufig anzutreffender Polymorphismus stellt der SNP G80A dar. Sowohl die
Base Guanosin, als auch die Base Adenosin kann als Wildtyp betrachtet
werden. Im RFC Protein in der ersten Transmembrandomane wird an der

Aminos&urenposition 27 Histidin durch Arginin ersetzt °"''

. Die Allelfrequenz
der A-Variante wird bei Kaukasiern mit 0,47 bis 0,48 angegeben '8,

Die erste Transmembrandomane wurde als wichtiger Ort fur Mutationen, die
Resistenzen gegenuber Folsaureantagonisten hervorrufen und sich in
Substrataffinititen duRern, identifiziert '*®. Studien zeigten aber entgegen aller
Erwartung, dass sich das RFCy7 hisigin  Protein in der Aufnahme und im
Transport von Substraten nur geringfigig vom RFCy7aginin  Protein
unterscheidet "*'. Auch Chango et al. zeigten, dass der G80A Polymorphismus

keinen erkennbaren Einfluss auf den Plasmafolsaurespiegel hat, allerdings
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haben Patienten mit dem MTHFR 677TT und dem RFC 80 GG-Genotyp ein
moderat erhdhtes Plasmahomocystein ''. Gegensatzliches fanden Drogan et
al.: Der AA-Genotyp war im Vergleich zum GA-Genotyp mit einem erhohten
Plasmahomocystein assoziiert 2.

Yang et al. zeigten, dass der SNP RFC GB80A keinen Einfluss auf das
Ansprechen einer MTX-haltigen praoperativen Chemotherapie beim
Osteosarkom hat ">,

Dervieux et al. fanden heraus, dass Patienten mit mindestens einem der
homozygoten Genotypen TS 2R/2R und RFC 80AA mit einer 3,7-fach (95%
Kl=1,7-9,1; P=0,01) erhdhten Wahrscheinlichkeit besser auf MTX ansprechen,
als Patienten anderer Genotypen. Patienten mit dem RFC 80 AA-Genotyp
haben eine hohere Konzentration an MTX-Polyglutamaten in den Erythrozyten
und zeigen ein besseres Ansprechen auf die Therapie als Patienten mit dem
GA oder GG-Genotyp 2. Auf der anderen Seite zeigten Laverdiére et al., dass
Kinder mit einer ALL und dem RFC 80 AA-Genotyp ein schlechteres Outcome
als Kinder mit dem GG-Genotyp aufweisen. Sie erleiden haufiger einen Ruckfall
oder sterben an einem Rezidiv (OR=3,0; 95% Kl= 1,1-8,1; P=0,03). AuRerdem
zeigen sie hohere MTX-Plasmalevel beim Vergleich mit den anderen

Genotypen .

1.3.3 Thymidylat-Synthase

Auch die Thymidylat-Synthase ist ein  Schlisselenzym im
Folsaurestoffwechsel. Sie katalysiert die Ubertragung einer Methylgruppe von
5,10-Methylen-THF auf Desoxyuridinmonophosphat. Dabei entsteht sowohl
Desoxythymidinmonophosphat als auch Dihydrofolat. Aus Dihydrofolat wird
durch eine Reduktion 5,10-Methylen-THF zurickgewonnen.

Die Thymidylat-Synthase stellt den Hauptangriffspunkt von 5-Fluoruracil dar.
Das Gen fur die TS ist auf dem Chromosom 18 am Lokus 18p11.32

lokalisiert 1"318
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1.3.3.1 28 bp tandem/triplet repeat Polymorphismus

In der untranslatierten Region im 5’-Teil des Gens findet sich eine Serie

von sich wiederholenden 28 bp langen Sequenzen °''8

Am haufigsten
kommen zweifache (tandem) oder dreifache (triplet) Wiederholungen vor,
jedoch wurden auch schon vier bis neun Wiederholungen bei afrikanischen
Stammen gesehen ”’. Die Allelfrequenz wird bei Kaukasiern fiir den tandem
repeat mit 0,46 und fur den triplet repeat mit 0,54 angegeben. Die vierfache
Wiederholung hat bei Afro-Amerikanern eine Allel Frequenz von 0,02. Die

Sequenz fungiert als cis-acting Enhancer fiir die Transkription ''*'®

und tragt
damit zur Effektivitat der Expression des TS Gens bei °'. In der Literatur wird sie
auch als TSER2R>3R bezeichnet.

Kawakami et al. zeigten, dass die TS mRNA mit dem triplet repeat eine grol3ere
Translationseffektivitat besitzt, im Vergleich zur TS mRNA mit dem tandem
repeat und somit die Aktivitat der TS beeinflusst. Damit kdnnte die Anzahl der
Wiederholungen zur Vorhersage der Effektivitat einer Chemotherapie dienen,
die an der Thymidylat-Synthase angreift *®.

Bei Patienten mit dem TS 3R/3R-Genotyp wurde eine niedrige Plasmafolsdure
und ein erhdhtes Plasmahomocystein gemessen. Dieses Phanomen wurde
noch verstarkt, wenn der TS 3R/3R-Genotyp mit dem MTHFR 677 TT-Genotyp
kombiniert auftrat, wobei hier wohl die MTHFR die Hauptrolle spielt ''2. Brown
et al. kamen zu einem gegensatzlichen Ergebnis: Sie fanden keinen
Zusammenhang zwischen den 28 bp repeats, Plasmafolsdure und dem
Plasmahomocystein. Ebenso konnte der Zusammenhang mit dem SNP MTHFR
CB77T nicht bestatigt werden 8.

Von Kumagai et al. wurde 2003 gezeigt, dass Patienten bei der Behandlung
einer rheumatoiden Arthritis mit Methotrexat signifikant hdhere Spiegel zur
Krankheitskontrolle bendtigten, wenn der homozygote 3R-Genotyp vorliegt. Ein
Schluss ihrer Studie war, dass die Effektivitat einer MTX-Therapie mit dem TS
28 bp Genotyp korreliert. 2.

Ulrich et al. zeigten 2002, dass Patienten des 3R/3R-Genotyps ein erniedrigtes

Risiko fur kolorektale Adenome haben, wenn sie grolte Mengen an Folsaure
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aufnehmen. Umgekehrt besitzen Patienten mit dem 2R/2R-Genotyp bei
geringer Folsaureaufnahme ein hohes Risiko '*.

Kinder mit einer ALL, die Trager des 3R/3R-Genotyps sind, haben eine
schlechtere Prognose. Sie bekommen haufiger ein Rezidiv oder sterben an
ihrer Krankheit wahrend oder kurz nach der Therapie und haben somit ein
kiirzeres krankheitsfreies Uberleben ®. In einer Studie mit 205 ALL-Patienten,
die mit MTX behandelt wurden, zeigte sich, dass Patienten mit mindestens
einem 2R-Allel eine groldere Chance auf ein Ansprechen der Therapie haben
als Patienten mit dem homozygoten 3R-Genotyp ®. Patienten mit dem 3R-Allel
und dem 870 AA-Genotyp im Cyclin D1 Gen haben ein noch geringeres
EFS 18,77.

Im Gegensatz dazu zeigten Skibola et al., dass Patienten des 3R/3R-Genotyps
verglichen mit den Patienten des 2R/2R-Genotyps ein vierfach geringeres
Risiko haben an einer ALL zu erkranken. Aus ihrer Sicht verstarkt die hdhere
Expression der TS die Umwandlung von dUMP zu dTMP und verringert damit
den intrazellularen Uracilspiegel. Uracil kann falschlicherweise in die DNA
eingebaut werden und dort Strangbriche verursachen. In sich schnell teilenden
Geweben, die den groten DNA Umsatz aufweisen, wie das der Hamatopoese,
konnte ein niedriger Uracilspiegel theoretisch ein Schutz vor Leukamie

darstellen '%.

1.3.3.2 6bp Deletion/Insertion

Die 6 Basenpaar Deletion mit der Sequenz TTAAAG im untranslatierten
3’-Bereich (3’-UTR) der Thymidylat-Synthase wurde erstmals im Jahr 2000 von
Ulrich et al. nach einer expressed-sequence-tags-Analyse (EST) beschrieben
(TS1498del6). Die Allel Frequenz wird bei Kaukasiern mit 0,29 angegeben ''°,
ist aber bei verschiedenen ethnischen Gruppen unterschiedlich. In einigen
dieser Gruppen steht die 6 bp Deletion im Kopplungsungleichgewicht mit dem

28 bp tandem/triplet repeat Polymorphismus im 5'-Bereich der TS 7>19%114,
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Die 3’-UTR wirkt als Posttranskriptionsfaktor und ist wichtig fir die Stabilitat der
MmRNA und die Regulation der Genexpression in vitro. In vivo bewirkt der
Polymorphismus sowohl eine erniedrigte TS mRNA Konzentration als auch eine
verringerte TS Expression "°. Auch bei kolorektalen Tumoren ist die Deletion,
beginnend am Basenpaar 1494, mit einer erniedrigten mMRNA Konzentration
vergesellschaftet ''®. Etienne et al. konnten allerdings keinen signifikanten
Zusammenhang zwischen dem Polymorphismus und der TS Enzymaktivitat
feststellen ?®. Patienten mit dem -6/-6 Genotyp haben eine hdohere
Folsaurekonzentration in den Erythrozyten und eine niedrigere Homo-cystein-
Konzentration im Serum verglichen mit den -6/+6 oder +6/+6 Genotypen. Ein
additiver Effekt bezuglich der Folsaurekonzentration wird bei Patienten mit dem
MTHFR 677 CC-Genotyp beobachtet .

Kumagai et al. zeigten 2003, dass bei Patienten mit rheumatoider Arthritis und
dem -6/-6 Genotyp, die mit niedrig-dosiertem MTX behandelt wurden, eine
grolRere Senkung des C-reaktiven Proteins (CRP), als Marker fur die
entzindliche Aktivitat, erreicht werden kann und schlossen daraus, dass
Patienten mit einer niedrigeren TS Expression sensitiver auf MTX reagieren .
Skibola et al. untersuchten 2004 den Zusammenhang zwischen dem Poly-
morphismus in der 3'-UTR der TS und dem Risiko fur NHL: Fur die Deletion
homozygote Personen hatten ein um 43% reduziertes Risiko an einem NHL zu
erkranken im Vergleich zu Probanden, die homozygot fir die Insertion (+6/+6)
waren. In der Untergruppe der diffusen gro3zelligen Lymphome zeigte sich eine
noch deutlichere Reduktion des Risikos um 70%, wenn man den -6/-6 Genotyp
mit dem +6/+6 Genotyp verglich. Personen mit dem 2R Allel und dem +6/+6
Genotyp haben ein 50 bis 70% hoheres Risiko an einem NHL zu erkranken.
Speziell der kombinierte Genotyp TS 2R2R/+6+6 ist, verglichen mit dem
3R3R/+6+6 Genotyp, mit einem 1,5-fach erhdhten Risiko fur ein NHL assoziiert.
Wenn jedoch nur eine TS -6 bp Kopie vorliegt, kehrte sich die Assoziation um:
TS 2R2R/-6+6 OR 0,41 (95% K1=0,20-0,87) ',
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1.4 G-PCNSL-SG-1-Studie

Am 9. Oktober 2002 wurde die G-PCNSL-SG-1-Studie zum Stellenwert
der Ganzhirnbestrahlung in der Primartherapie primarer ZNS-Lymphome mit
Hochdosis-Methotrexat initiiert '°°. Es soll untersucht werden, ob ein Aufschub
der Bestrahlung bis zum Rezidiv ohne signifikante Einbuf3en in der Prognose
erfolgen kann. Damit kdnnte ein verzogertes Auftreten moglicher Spattoxizitat
(Leukenzephalopathie) durch die Bestrahlung erreicht werden.

Die an der Studie teilnehmenden Patienten mit primarem ZNS-Lymphom
werden initial systemisch mit hoch dosiertem Methotrexat behandelt.
Anschlie®end erfolgt eine Aufteilung in zweimal zwei Studienarme: Bei einer
Komplettremission (CR) erhalten die Patienten im ersten Arm (A1) nach 4 bis 7
Wochen eine Ganzhirnbestrahlung (WBRT), im zweiten Arm (A2) erst nach der
Diagnose eines Rezidivs. Erreichen die Patienten nach der Chemotherapie
keine komplette Remission, sondern nur eine Teilremission oder ein stable
disease, so werden sie dem Arm 3 (B1) oder dem Arm 4 (B2) zugeordnet. In B1
erfolgt ebenfalls eine WBRT, in B2 erhalten die Patienten Cytarabin (AraC) in
maximal 4 dreiwdchigen Zyklen mit 4 X 3 g/m? KOF in 48 h.

Die initiale Chemotherapie besteht aus 6 14-tagigen Zyklen Methotrexat (Tag 1,
4 g/m?) und im ersten Zyklus zusétzlich Dexamethason (Tag -3 bis 6, 3 X 8
mg/d). Jeweils 24 h nach MTX-Gabe wird ein Leucovorin-Rescue mit 25 mg
Folinsaure alle 6 Stunden intravends durchgefuhrt, solange bis der MTX-
Spiegel im Serum unter 0,1 uM abgefallen ist. Die WBRT hat eine Intensitat von
45 Gy in 1,5 Gy Fraktionen.
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Randomisierung
Al oder B1
versus
A2 oder B2
6 x MTX
(4 g/m” 14-tigig)
mit 3x8 mg
Dexamethason/die tiber
CR / 10 Tage im Zyklus 1 \PR, SD, PD
Arm A Arm B
Pause AraC
WBRT WBRT WBRT 4x3 g/r in 48 h
sofort bei Rezidiv max. 4 3-wochige
Zyklen
Al A2 Bl B2

Abb. 2: Flussdiagramm der Studie

Die primaren Endpunkte der Studie sind:

1. Die progressionsfreie Uberlebenszeit mit sofortiger Bestrahlung
gegenuber der Bestrahlung erst beim Auftreten eines Rezidivs oder
beim Fortschreiten der Erkrankung und

2. die Remissionsrate unter Hochdosis-MTX mit Dexamethason und den
Salvage-Therapien (Arme B1 und B2).

Das wichtigste EinschlufRkriterium der Studie ist ein histologisch oder
zytologisch/immunzytolgisch gesichertes primares Non-Hodgkin-Lymphom des
ZNS ohne eine Manifestation aullerhalb des zentralen Nervensystems.
Weiterhin mussen die Patienten alter als 18 Jahre sein und es muss ein
schriftliches Einverstandnis vorliegen. Sie miussen eine negative HIV-Serologie
vorweisen und duarfen unter keinen anderen aktiven Infektionen leiden.
Zusatzlich durfen sie zuvor nicht am Gehirn bestrahlt worden sein und das
PCNSL darf auBer mit Kortikosteroiden, Antiepileptika und Diuretika nicht

behandelt worden sein.
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1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit soll die Analyse der Genotypen aus
genomischer DNA fur folgende funf Polymorphismen in Enzymen des

Methotrexat-Stoffwechsels und —Transports erfolgen:

Methylentetrahydrofolatreduktase C677T
Methylentetrahydrofolatreduktase A1298C

reduziertes Folat-Carrierprotein G80A

Qa o T o

Thymidylat-Synthase 28 bp tandem/triplet repeat in der 5’-
UTR
e. Thymidylat-Synthase 6 bp Deletion in der 3'-UTR.

Die Haufigkeiten der einzelnen Polymorphismen werden bei der Diagnose
PCNSL im Vergleich zu in der Literatur beschriebenen gesunden
Kontrollgruppen dokumentiert. Anhand der Genotypfrequenzen soll berechnet
werden, ob ein bestimmter Genotyp fur die Erkrankung pradisponiert. Zusatzlich
sollen die Zusammenhange der unter a. bis e. genannten Polymorphismen mit
der in der G-PCNSL-SG1-Studie dokumentierten Toxizitat der Hochdosis-MTX-
Therapie und dem Ansprechen auf die Hochdosis-MTX-Therapie untersucht
werden. Die Toxizitdt der MTX-Therapie wird mit Hilfe der WHO-Skala zur
Bewertung von Nebenwirkungen in der Krebstherapie in den Graden 0 bis IV
erfasst (WHO Handbook for reporting results of cancer treatment, No. 48
(1979), WHO Offset Publications, Geneva). Die tox. Nebenwirkungen werden in
folgenden Kategorien in dieser Arbeit erfasst: Hamoglobin, Leukozyten,
Granulozyten, Thrombozyten und die maximale nicht-hdmatologische
Nebenwirkung (sieche Anhang). Das Ansprechen wird an Hand des
krankheitsfreien Uberlebens und des Gesamtiberlebens gemessen.

Sollte es mit Hilfe dieser Untersuchungen gelingen nachzuweisen, dass durch
das Vorliegen einer oder mehrerer Polymorphismen das Ansprechen oder die
Nebenwirkungen auf die MTX-Therapie vorausgesagt werden kann, so ware es

zuklnftig moglich individuelle Therapiekonzepte zu entwickeln.
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2 Material

2.1 Gerate und Gebrauchsmaterialien

BioPhotometer
Falcon Réhrchen (50 ml)
Gel-Bad Horizon 11*14

Gel Casting System

Gel-Scanner Image Master
Heraeus HERAsafe HSP 15 Sterilbank

Kuhlschranke:
o -20°C
o +4°C

LightCycler und Zubehor:

Computer: HP Vectra VL, Pentium Il,
0 Microsoft Worksstation NT

o LightCycler Instrument 1.0

o

LightCycler Carousel Centrifuge

(@]

LightCycler Reaktionskapillaren

o LC Software Version 3.5

Mikrowelle
Netzgerat GPS 200/400

PCR Gerat Gene Amp, PCR System 2400

Pipetten: 10/100/1000 ul
Pipettenspitzen (10/100/1000 pl)

Eppendorf, Hamburg

Becton Dickinson, Heidelberg
GIBCO BRL (Invitrogen Corp.)
Karlsruhe

GIBCO BRL (Invitrogen Corp.)
Karlsruhe

Phamacia Biotech, Freiburg i. B.
Kendro Laboratory Products,

Osterode

Liebherr, Ochsenhausen

Liebherr, Ochsenhausen

Hewlett Packard, USA
Microsoft, USA

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

Robert Bosch GmbH, Gerlingen
Parmacia / LKB

Perkin EImer, USA
Eppendorf, Hamburg
Biozym, Hessisch Oldendorf
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Photometer Kiivetten UVette®

Safe lock Cups (1,5/2 ml)
Thermomixer 5437
Waage

Wasserbad (56 °C)
Wippe RedRocker

Zentrifugen:
o Centrifuge 5415R

0 Heraeus Biofuge 13

o0 Heraeus Multifuge 3s

2.2 Reagenzien

Agarose, A9539-250 G

Agarose, high resolution, 9012-36-6, A-4718

Ampuwa (H20)
DMSO (Dimethylsulfoxid) 99,5%
Ethanol 100%
GelStar® Nucleic Acid Gel Stain
99,9% DMSO
0,01 % Farbstoff
Gel loading buffer
65% (w/v) Sucrose
10 mM Tris-HCI, pH 7,5
10 mM EDTA
0,3% (w/v) Bromphenol Blau
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Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Sartorius, Gottigen

Koéttermann, Uetze/Hanigsen
Hoefer Scientific Instruments,
USA

Eppendorf, Hamburg
Kendro Laboratory Products,
Osterode

Kendro Laboratory Products,

Osterode

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Fresenius, Bad Homburg v.d.H.
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Cambrex Bio Science Rockland
Inc., USA

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
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Molekulargewichtsmarker (100 bp DNA Leiter)
100 mM Tris-HCI, pH 7,5

10 mM EDTA

0,05% Bromphenol Blau

5% Gilycerol Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Primer und Sonden fur den LightCycler TIB MOLBIOL Syntheselabor

GmbH, Berlin

Primer fur die konventionelle PCR Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe
RCLB-Buffer 1000 ml

Tris 10 mMol/I

Magnesiumchlorid 6-Hydrat 0.5 mMol/|

Natriumchlorid 10 mMol/l

eingestellt mit 1M-HCI auf pH 7,6

sterifiltriert und sterilisiert Universitatsapotheke Tubingen
Restriktionsenzym Dra | (AAA/TTT) 10U/pl

Storage Buffer:

20 mM Tris-HCI

100 mM NaCl

0,1 mM EDTA

10 mM 2-Mercaptoethanol

0,1 mg/ml Albumin aus Rinderserum

50% Glycerol (v/v) Roche Diagnostics GmbH,

pH ca. 8,0 (4°C) Mannheim
SuRE/Cut Buffer M (10X):

100 mM Tris-HCI

500 mM NaCl

100 mM MgCl;

10 mM Dithioerythriol Roche Diagnostics GmbH,
pH 7,5 (37°C) Mannheim

TAE-Puffer (10X)
0,4 M Tris-Acetat
0,01 M EDTA Invitrogen GmbH, Karlsruhe
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2.3 Verwendete Kits

QIAamp DNA Mini Kit (DNA-Extraktion)
Waschpuffer AW1 und AW2

Puffer AL

Proteinase K

Qiagen GmbH, Hilden

o0 PCR Master, Roche Diagnostics, Mannheim;

Mastermix fiir die konventionelle PCR:

Tab. 1: Inhalt PCR Master Mix Kit

PCR Master
(2X):

Mix

25 U Tag DNA Polymerase in 20 mM Tris-HCI, 100 mM
KCI, 3mM MgCly, Brij 35 0,01% (v/v), dNTP-Mix (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP, je 0,4 mM), mit einem pH von 8,3
bei 20°C;

insgesamt 500 pl

steriles Wasser

PCR grade, 1 ml

o LightCycler

FastStart DNA Master Hybridization Probes

(Reaktionsgemisch mit Taqg-Polymerase), Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim:

Tab. 2: Zusammensetzung der LightCycler FastStart DNA Master Hybridization Probes

LightCycler FastStart Enzyme 10 mM MgCl,, dNTP-Mix (dUTP statt

LightCycler FastStart Reaction Mix | dTTP), FastStart Taq DNA Polymerase;
Hybridization Probes

insgesamt 64 pl

Magnesiumchlorid (MgCly) 25 mM; 1 ml

H,O (PCR grade)

1 mil
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o0 Folgende Primer wurden verwendet:

Tab. 3: Sequenzen der PCR-Primer

5' - aggccagcctctcctgactg

MTHFR C677T
5' - aggacggtgcggtgagagtg
5' - cttt agctgaaggactactac (vorwarts
MTHFR C1298A 9999ageigaady ( )
5' - cactttgtgaccattccggtttg (ruckwarts)
5' - acgtggcctgagcaggat (vorwarts
REC G8OA gtggcctgageaggat  ( )

5' - cctgctcecegegtgaagtt  (rickwarts)

5' — gtggctectgcegtttcececce
TS 28 bp repeats 996 99

5' - ccaagcttggctccgagecggecacaggeatggegegg

5' - caaatctga agctgagt
TS 6 bp Deletion gagggageigas

5' - cagataagtggcagtacaga

o Im LightCycler wurden folgende Master Hybridization Probes (TIB
Molbiol Syntheselabor GmbH, Berlin) verwendet:

Tab. 4: Sequenzen der Sonden fiir die Mutationsanalyse im LightCycler

5' - cgggagccgatttcatca -- FL

MTHFR C677T
5' - LC Red640 - cgcagcttttctttgaggctgaca -- PH
5' - cttcaaagacactttcttcactggtc -- FL

MTHFR C1298A
5' - LC Red640 - ctcctceecccacatcttcagcag -- PH
5' - aggcgcegcecaggacce -- FL

RFC G80A 99c9eegecadd
5'- LC Red640 - agctcggggtcaggcccaggttc -- PH
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2.4 Patienten, Untersuchungsmaterial, Studiendokumentation

Im Rahmen der ,Phase [IV-Studie zum  Stellenwert der
Ganzhirnbestrahlung in der Primartherapie primarer ZNS-Lymphome mit
Hochdosis-Methotrexat — G-PCNSL-SG-1%, durchgefuhrt von Prof. Dr. Thiel
(Berlin), Dr. Korfel (Berlin), Prof. Dr. Weller (Tubingen) und Prof. Dr. Herrlinger
(TUbingen), wurde nach Punkt 16.2.4 des Studienprotokolls 20 ml peripher-
venoses EDTA-Blut zur HLA-Typisierung der Patienten vor MTX-Gabe
asserviert. Daraus wurde zur HLA-Typisierung und zur Beantwortung der
Fragestellungen dieser Arbeit humane DNA extrahiert.

Entsprechend dem Studienprotokoll wurde nach jedem der 6 initialen MTX-
Zyklen anhand eines standardisierten Erfassungsbogen die toxischen
Nebenwirkungen des Chemotherapeutikums anhand der WHO-Skala zur
Graduierung akuter und subakuter Nebenwirkungen ' in den Graden 0 — IV
erfasst. In diesem Zusammenhang bedeutete ,Grad 0%, dass der Patient keine
Nebenwirkung, Grad | eine geringe, Grad Il eine maRige oder deutliche, Grad Il
eine starke oder ausgepragte und GradlV eine lebensbedrohliche
Nebenwirkung erleiden musste. Diese Daten der Studiendokumentation aus der
Studienzentrale in Berlin lagen zur Korrelation mit den Genotypen der Patienten
vor.

Zur Analyse der Uberlebenszeiten wurde sowohl der Zeitpunkt der letzten
Nachuntersuchung, des Ausscheidens aus der Studie, eines eventuellen Todes
und die Todesursache, soweit  feststellbar, herangezogen. Die
Nachuntersuchungen fanden im ersten Jahr alle 3 Monate, im zweiten Jahr alle
4 Monate und ab dem 3. Jahr halbjahrlich statt. Im Rahmen dessen wurde eine
Remissionsbeurteilung durchgefihrt und die Patienten in die Gruppen:
.komplette Remission“ (CR), ,partielle Remission® (PR), ,progrediente
Erkrankung® (PD), ,stable disease” (SD) oder ,Rezidiv* eingeteilt.

Die Auswertungen dieser Arbeit basieren auf das follow-up vom November
2005.
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3 Methoden

3.1 Beschreibung der verwendeten Methoden

3.1.1 DNA-Isolierung mit dem QIAGEN DNA Blood Mini Kit®

Zur lIsolierung von humaner DNA wurden 5-10 ml peripher-vendses
Blut, mit EDTA oder Citrat als Antikoagulans ungerinnbar gemacht, auf 40 ml
mit RCLB in einem 50 ml Falcon-Tube® aufgefiillt. Der Puffer dient zur Lyse der
kernlosen Erythrozyten, um die Ausbeute an gewonnener DNA zu erhdhen. Er
verursacht durch seine Hypotonizitat einen osmotischen Wassereinstrom durch
die Zellmembran der Erythrozyten und bringt sie so zum Platzen, da die
Erythrozyten auf einen hypotonen Schock wesentlich empfindlicher reagieren
als die anderen im Blut enthaltenen Zellen. Daraufhin wurden die Proben zehn
Minuten lang bei Raumtemperatur auf einer Wippe inkubiert und danach zehn
Minuten lang bei 1600 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgekippt, das
zuruckbleibende Pellet wurde resuspendiert und wiederum mit RCLB auf 40 ml
aufgeflllt, zehn Minuten lang auf der Wippe inkubiert und mit 1600 U/min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut abgekippt und der Bodensatz
resuspendiert. Nun sind die Erythrozyten lysiert und Hamoglobin, welches die
PCR inhibieren konnte beseitigt. Die Probe besteht jetzt nur noch aus
mononukledren Zellen. 200 pl dieser Probe wurden nun mit 200 ul AL-Puffer
und 20 pl Proteinase K versetzt, gevortext und fur 20 bis 25 min bei 56°C im
Wasserbad inkubiert. Die Proteinase K verdaut alle Restbestandteile
(Membranen, Zellorganellen, Enzyme, etc.) der Zellen. Nach der Inkubation
wurden 200 pl Ethanol (99%) hinzugefiigt, gut gemischt und die Probe komplett
auf die Elutionssaule Uberfuhrt. Durch eine anschlieRende Zentrifugation von
einer Minute bei 12000 U/min soll die DNA vollstandig an die Silicagel-Membran
binden. Das Filtrat wurde verworfen und die Saule auf ein neues
Auffangbehaltnis (2ml Tube) Uberfuhrt. Nun folgten zwei Waschschritte: Zuerst
wurden 500 pl AW1-Puffer zugefugt und drei Minuten bei 12000 U/min

zentrifugiert. Die Saule wurde auf ein neues 2 ml Tube Uberflhrt, das alte
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wurde samt Filtrat verworfen. Als nachstes wurden 500 ul AW2-Puffer
hinzugegeben und mit den gleichen Einstellungen zentrifugiert, das Tube erneut
samt Filtrat verworfen und die Saule auf ein 1,5 ml Eppendorf-Cup Uberfuhrt.
Die Saule wurde nun zur Elution der an die Membran gebundenen DNA mit
200 pl destilliertem Wasser beladen und flr zehn Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschlielend wurde zwei Minuten lang bei 10000 U/min die im

Wasser geloste DNA ins Auffangbehaltnis zentrifugiert.

3.1.2 Quantifikation der extrahierten DNA mit Hilfe von
Spektralphotometrie

Die DNA-Konzentration einer Probe kann sehr leicht mit Hilfe eines
Photometers gemessen werden. Doppelstrangige DNA absorbiert spektrales
Licht bei einer Wellenlange von A=260 nm. Die Proben werden im Photometer
gegenuber einem Leerwert von 0 (Wasser) gemessen. Die Absorption von einer
Einheit bei A=260 nm entspricht dann 50 ug doppelstrangiger DNA pro ml
Flissigkeit. Zur Messung wird 100 ul einer 1:50-Verdiinnung in eine UVette®
eingesetzt; die Umrechnung in die Einheit pg/ml Gbernimmt das Gerat.

Parallel zur Absorption bei A=260 nm (DNA) wird die Absorption bei der
Wellenlange A=280 nm (Protein) gemessen. Aus beiden wird das Verhaltnis
gebildet (Azs0 nm/A2s0 nm). Aus dem Wert des Verhaltnisses von DNA/Protein
lasst sich auf die Reinheit der extrahierten DNA schlie3en: ein Wert von 1,7 bis
1,9 bedeutet reine DNA. Andere Werte deuten auf eine Kontamination mit

Protein, Phenol, etc. hin (Qiagen Bench Guide).

3.1.3 Restriktionsendonukleasen

Mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen kénnen grole DNA-Molekile an

spezifischen Sequenzen in kleinere Molekule zerschnitten werden.
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Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, durch die sich Bakterien
vor der DNA fremder Organismen schitzen. Sie kdnnen spezifische DNA-
Sequenzen erkennen und die DNA-Helix hier zerschneiden. Diese
Schnittstellen sind haufig Palindrome. Als Palindrome werden in der Genetik
kurze DNA-Sequenzen bezeichnet, die sowohl vorwarts als auch rickwarts
gelesen die gleiche Basenabfolge haben.

Sind Basen in diesen Palindrom-Sequenzen mutiert, so kann das
entsprechende Restriktionsenzym das DNA-Molekul nicht mehr an dieser Stelle
schneiden. Dadurch entstehen Fragmente, die sich in der Lange von jenen
unterscheiden, die keine Mutation aufweisen. Um einen
Restriktionsfragmentlangen-Polymorphismus (RFLP) in einem bestimmten
Genabschnitt nachzuweisen, muss man diesen Abschnitt mittels PCR zuerst
vervielfaltigen. Die im anschlieBenden Enzymverdau entstandenen Produkte
kann man dann mittels Agarose-Gel-Elektrophorese der Lange nach auftrennen

und sichtbar machen.

3.1.4 Gel-Elektrophorese

Mit Hilfe der Gel-Elektrophorese kdnnen DNA-Strange ihrer Grélke nach
aufgetrennt und mit Strangen bekannter Grole verglichen werden. Die DNA-
Fragmente wandern durch eine Gelmatrix bestimmter Porengrofe in einem
elektrischen Feld.

Agarose-Gele werden fur die Analyse von Molekilen mit einem Durchmesser
grolRer als 10 nm verwendet. Agarose ist ein Polysaccharid und wird aus roten
Meeralgen hergestellt. Agarose wird durch Aufkochen in Pufferldsung gelost
und geliert beim Abkuhlen zu einer Matrix. Durch die Variation der Agarose-
Konzentration kdénnen DNA-Fragmente der GroRe 0,08 -60 kb separiert
werden. Je hoher die Agarose-Konzentration ist, desto hoher ist auch die
Auflosungsfahigkeit des Gels. In einem 2%-igen Agarose-Gel konnen

Fragmente mit einer Kettenlange von 0,1 bis 2 kb aufgetrennt werden.
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Die Wanderungsgeschwindigkeit, mit der sich DNA-Fragmente durch das Gel
im elektrischen Feld bewegen, hangt von verschiedenen Bedingungen ab: Am
wichtigsten ist die GroRe der DNA (Teilchenradiusr), aber auch die
Pufferbedingungen, die Feldstarke E und die Agarose-Konzentration
(Viskositat n) spielen eine Rolle. DNA ist (unter Pufferbedingungen) durch die
Phosphatreste im Helixgerust negativ geladen und wandert daher von der
Kathode zur Anode. Je kleiner die Moleklule sind, desto hoher ist ihre
Wanderungsgeschwindigkeit und somit langer auch ihr Weg, den sie im Gel
zurucklegen.

Zur Herstellung einer Gelmatrix wurden in einem Erlenmeyerkolben 2 g
Agarose mit 10 ml 10x TAE-Puffer und 90 ml deionisiertem Wasser vermischt
(2%-iges Gel) und in der Mikrowelle zum Kochen gebracht. Sobald das
Agarosegemisch kochte, wurde es aus der Mikrowelle genommen und unter
Rihren ein wenig abgekiihlt, um dann 10 pl Gel Star® einzufiillen. Gel Star
bindet an DNA und fluoresziert unter UV-Licht. Dies dient zur Detektion der
Banden bei der Auswertung nach der Elektrophorese. Wenn sich das noch
flissige Gel mit dem Gel Star® vermischt hatte, konnte man das Gel in die
Gelkammer aus Plexiglas gielRen und den Kamm einstechen, der als Platzhalter
fur die Taschen im festen Gel diente. Zum Gelieren stellte man das Gel fur ca.
30 Minuten bei ungefahr 4°C in den Kuhlschrank. Sobald das Gel fest war,
konnte man es in das Puffer-Bad Uberfuhren, den Platzhalter entfernen, das Gel
mit 1x TAE-Puffer Uberdecken und die Taschen beflllen.

Zur Herstellung eines 4%-igen hochauflosenden Gels wurde wie oben
beschrieben verfahren, mit der einzigen Ausnahme, dass statt 2 g Standard-
Agarose 4 g Spezial-Agarose (Sigma, A-4718) eingesetzt wurden.

Als Bezugssystem wurde die erste Tasche mit 5pul DNA-Ladder
(Molekulargewichtsstandard) befullt. Dies ist ein Gemisch aus verschiedenen
DNA-Fragmenten, deren Lange bzw. Molekulargewicht bekannt war. Alle
weiteren Taschen konnten nun mit den zu analysierenden Proben befillt
werden: Die geschah mit 10 pl eines Gemisches aus 10 yl DNA-Probe und
2,5 yl Loading-Buffer®. Dies ist ein Farbstoff, der wahrend der Elektrophorese

markiert wie weit die Fragmente in der Gelmatrix gewandert sind. Anschlief3end
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legte man solange eine Spannung von ca. 125 Volt an das Gelbad an, bis eine
angemessene Auftrennung der Fragmente erreicht war.

Zur Darstellung der aufgetrennten Banden wurde das Gel mit UV-Licht
bestrahlt. Der an die DNA gebundene Gel Star® brachte die Fragmente zum

Fluoreszieren, die Banden wurden nun fotografiert und ausgewertet.

3.1.5 Funktionsweise des LightCyclers

Gegenuber der konventionellen PCR-Technik bietet der LightCycler
folgenden entscheidenden Vorteil: Man kann die Amplifizierung in Echtzeit auf
einem angeschlossenen Bildschirm mitverfolgen. Durch mitgefihrte Standards
ermoglicht dies sogar eine ,online“ Quantifizierung der PCR-Produkte. Bei
konventionellen Verfahren missen immer wieder zu bestimmten Zeiten Aliquots
aus den Reaktionsansatzen entnommen werden, und das entsprechende
Produkt Uber eine Agarose-Gel-Elektrophorese oder Southern-Blotting
nachgewiesen werden. Dies ist nicht nur zeitaufwendig, sondern auch
arbeitsintensiv und birgt Fehlerquellen.

Die im LightCycler zu amplifizierende und zu detektierende DNA wird Uber
sogenannte Hybridization Probes nachgewiesen. Dies sind kurze, fur die
entsprechende DNA-Sequenz synthetisierte, komplementare Oligonukleotide.
Die Sonde besteht aus zwei Teilen, dem Anker-Teil und der eigentlichen
Detektionssonde. Diese werden zusatzlich in den PCR-Ansatz gegeben und
binden spezifisch innerhalb der zu amplifizierenden Sequenz. Der erste Teil der
Sonde ist am 3’-Ende (Fluorescein), der zweite Teil am 5’-Ende (LightCycler
Red 640 oder Red 705) mit einem Fluoreszenz-Farbstoff markiert.

Die Sonden binden raumlich sehr nahe beieinander auf dem synthetisierten
DNA-Strang: Zwischen den Oligonukleotiden sollte maximal ein Abstand von 5
Basenpaaren bestehen. Nur so ist gewahrleistet, dass die Fluoreszenz-Teile
nahe genug beieinander liegen. Zur Detektion strahlt der LightCycler am Ende
jeder Annealingphase mit Hilfe einer LED Licht einer bestimmten Wellenlange
in die Proben-Kapillare ein. Damit wird der Fluoreszenz-Farbstoff des Ankerteils
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energetisch auf ein héheres Niveau gehoben und strahlt nun seinerseits diese
Energie in Form von Licht mit einer groReren Wellenlange (grin) ab. Dieses
wiederum kann den Farbstoff des zweiten Sondenteils zur Fluoreszenz
anregen. Dieser emittiert nun rotes Licht, das vom LightCycler gemessen
werden kann. Dieser Energie-Transfer nennt sich FRET (Fluorescence

Resonance Energy Transfer).

Transfer
Excitation Emission

Abb. 3: Markierung der Sonden (a), DNA mit ungebundenen Sonden (b), FRET (c)

Mit freundlicher Genehmigung durch Dr. M. Klose, Roche, Mannheim.

Nur wenn beide Sonden-Anteile auf die entsprechende DNA-Sequenz
hybridisieren und die Farbmarkierungen benachbart liegen, kommt es zum
FRET und der LightCycler kann die Intensitat der abgestrahlten Fluoreszenz

messen. Diese Fluoreszenz ist zur amplifizierten DNA-Menge proportional '
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3.1.6 Mutationsanalyse im LightCycler

Durch die Sequenz-spezifische Sonde hat die LightCycler-Technologie
einen weiteren Vorteil: Man kann mit ihr ohne grolen Aufwand
Punktmutationen innerhalb des Amplifikates nachweisen. Die Sonden werden
so synthetisiert, dass der Ort der Mutation unter der Detektionssonde zum
liegen kommt. Die Sonde kann nun nicht mehr zu 100% an den DNA-Strang
binden (siehe Abb. 4b).

d

s
gLV EL TR VLU LT

no mismatch

b F, Fij
FAY | 1
CTEVEEEE  TEEETETEer TP rrer e e e erer e
LLLLLEE BELE Rty
=3 \/ =

I mismatch

Abb. 4: DNA-Sequenz und Sonde ohne (a) und mit (b) mismatch !

Mit freundlicher Genehmigung durch Dr. M. Klose, Roche, Mannheim.

Am Ende der Amplifikation beginnt der LightCycler mit einem speziellen
Schmelzprogramm: Die Proben werden auf eine Temperatur von ca. 40°C
heruntergekuhlt. So ist gewahrleistet, dass die Sonde an die amplifizierte DNA
bindet. Die exakte Bindungstemperatur ist abhangig von der Annealing-
Temperatur der Oligonukleotide und kann von Sonde zu Sonde variieren, liegt
in jedem Fall aber uber 40°C. Anschliefend werden die Proben mit einem
linearen Temperaturanstieg von 0,05°C - 0,5°C pro Sekunde (sog. slope) unter
kontinuierlicher Messung der Fluoreszenz auf ca. 90°C erwarmt. Da am Anfang
alle Sonden gebunden sind, ist das Fluoreszenz-Signal grol3. Bei einer

produktspezifischen Temperatur kommt es zum Fluoreszenzabfall. Dies
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bedeutet, dass nun der Detektionsteil der Sonde vom Produkt abgeschmolzen
wurde (im Weiteren als ,Schmelzpunkt® bezeichnet) und kein FRET mehr
stattfindet. Im Falle einer Punktmutation kann, wie oben beschrieben, die Sonde
nicht zu 100% binden. Dies &aufert sich in einem friheren Abfall der

Fluoreszenz.
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Abb. 5: Fluoreszenzkurve (a) und erste negative Ableitung (Schmelzkurve, b)

x-Achsen: Temp. in °C, y-Achsen: Fluoreszenz, bzw. erste negative Ableitung nach Temp. !

Mit freundlicher Genehmigung durch Dr. M. Klose, Roche, Mannheim.

Mit Hilfe des Analyseprogramms lassen sich sowohl die Fluoreszenzkurven mit
den spezifischen Fluoreszenzabfallen als auch die Schmelzkurven darstellen
(siehe Abb. 5). Um die spezifischen Schmelzpunkte besser kenntlich zu
machen, bildet das Analyseprogramm die erste negative Ableitung nach der
Temperatur der Fluoreszenzkurve. Alle Wendepunkte dieser Kurve werden
entsprechend zu einem Maximum oder Minimum transformiert. Die Maxima

stellen die Genotyp-spezifischen Schmelzpunkte dar. Die homozygoten
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Genotypen zeigen je ein Maximum bei spezifischen Temperaturen flr den
Wildtyp oder die Mutante. Der heterozygote Genotyp zeigt eine
charakteristische Kurve mit zwei Maxima, da das PCR-Amplifikat zu gleichen
Teilen DNA des Wildtyps und der Mutation enthalt. Es kommt daher beim
Schmelzen der Produkte zu einem zweizeitigen Abfall der Fluoreszenz.

Durch eine Variation der oben erwahnten slope kann ein verandertes Bild der
Schmelzkurve erzielt werden. Je niedriger der Temperaturanstieg pro Sekunde
ist, desto genauer wird der Verlauf der Fluoreszenzmessung abgebildet. Haufig
wird bei einer zu niedrigen Wahl zu viel ,Hintergrundrauschen“ miterfasst, so
dass es im Zuge der Auswertung unmoglich wird die relevanten peaks der
Kurve zu unterscheiden.

Im Gegensatz hierzu, wird bei einer zu hohen Temperatureinstellung nur noch
ein grolRer und breiter peak ausgegeben. Das Gerat kann nicht mehr den
wichtigen zwischenzeitlichen Fluoreszenzabfall bei einem heterozygoten
Genotyp registrieren.

Durch mehrmaliges Schmelzen der gleichen Kapillaren kann mit verschiedenen
slope-Temperatur-Einstellungen in einem Testlauf ein optimales Ergebnis
erzielt werden. Die peaks durfen nicht zu breit sein und die Kurve darf nicht von
zu groRem Hintergrundrauschen uberlagert sein. Die optimalen Einstellungen

aus dem Testlauf kdnnen dann in das Experiment GUbernommen werden.

3.2 Durchfiihrung der Experimente

3.2.1 Experimente mit dem LightCycler

Die Reaktion fand in Glaskapillaren statt, die ein Volumen von 20 pl
aufnehmen konnten. Die Kapillaren wurden in einem Kuhlblock vorbereitet; 2 pl
zu analysierende DNA und 8 ul Wasser (steril, PCR grade) wurden vorgelegt.
Ebenso wurde eine Negativ-Kontrolle mit 10 pl Wasser vorbereitet.

Das LightCycler FastStart DNA Master Hybridization Probes Reaktionsgemisch

(im folgenden Mastermix genannt) musste unter keimarmen Bedingungen
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(Mundschutz, sterile Handschuhe, Kleidungstberwurf) unter einer Sterilbank
pipettiert werden. Der Mastermix bestand aus Primern, Detektionssonden und
aus dem ,LC FastStart DNA Master Hybridizations Probes Kit, der Tag-
Polymerase, MgCl;, H,O und dNTPs enthielt. Die Tag-Polymerase enthielt
bereits eine Konzentration von 10 mM MgCl,, auf die gewlnschte
Endkonzentration wurde mit der 25 mM MgCl,-Stammldsung eingestellt. Bei
dem verwendeten Enzym handelt es sich um eine sogenannte ,hot start®-
Polymerase, bei der das Reaktionszentrum durch einen Inhibitor blockiert ist.
Dieser schmilzt durch eine Vorinkubation bei 95°C ab. Somit wird eine
unspezifische Amplifikation vor Beginn der PCR vermieden.

Mit dem Mastermix wurden die Kapillaren auf 20 uyl aufgefullt. Sie wurden mit
einem Plastikstopfen verschlossen, ins LightCycler-Karussell eingesetzt und die
Reaktionsmischung mit Hilfe der LightCycler Carousel Centrifuge
herunterzentrifugiert. AnschlieRend wurden die Kapillaren im Karussell in den
LightCycler uberfuhrt, das Gerat geschlossen und das jeweilige Programm

gestartet.

3.2.1.1 Analyse einer Punktmutation im Gen der Methylentetrahydro-

folatreduktase an der Basenposition 677, Cytosin — Thymidin

o0 Der Mastermix fur einen Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:
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Tab. 5: Mastermix fiir MTHFR C677T

Reagenz Volumen | Endkonzentration
Primer 1 (5 uM) 1,0 ul 0,25 uM
Primer 2 (5 uyM) 1,0 pl 0,25 uM
Sonde 1 (4,5 uM) 1,5 pl 0,3375 uM
Sonde 2 (4,5 uM) 1,5 pl 0,3375 uM
MgCl, (25 mM) 2,4l 4 mM
H,O (PCR grade) 0,6 ul -
Tag-Polymerase (10 X) | 2,0 pl 1X

o Die PCR wurde im LightCycler unter folgenden Bedingungen
durchgefuhrt:

Tab. 6: Programmeinstellung MTHFR C677T

Dauer | Temp. Vorgang Zyklen
9 min 95°C Vorinkubation
9 sec 95°C Strangauftrennung
15 sec 54°C Annealingphase der Primer 45
25 sec 72°C Elongation
20 sec 95°C

Schmelzkurvenanalyse
20 sec 40°C

slope: 0,2°C/sec

0 sec 95°C
3 min 40°C Kldhlung des Gerates

Die Sonden zur Analyse der Punktmutation in der MTHFR an der Basenposition
677 waren wildtypspezifisch. Dies bedeutet, dass die Sonden bei Patienten, die
keine Mutation an der Basenposition 677 aufweisen, also das Wildtyp-Allel
besitzen, zu 100% an ihre Zielsequenz binden kdnnen. Bei Patienten die eine
Mutation in der Zielsequenz haben, kommt eine komplementare

Basenpaarbindung nicht zustande, die Sonde kann nicht so stabil an ihre
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Zielsequenz binden. Die Sonde I6st sich daher bei niedrigeren
Schmelztemperaturen und es wird ein friherer Fluoreszenzabfall detektiert.
Heterozygote Patienten weisen sowohl den Schmelzpunkt der Mutation, als
auch den des Wildtyps auf.

3.2.1.2 Analyse der Punktmutation im Gen der Methylentetrahydrofolat-

reduktase an der Basenposition 1298, Adenosin — Cytosin

Beim Versuch der Etablierung des Assays zur Analyse der
Punktmutation an der Basenposition 1298 in der Methylentetrahydro-
folatreduktase stellte sich das Problem dar, dass ein ausgepragter hook-Effekt
auftrat. Im Quantifikationsfenster der LightCycler Data Analysis Software liel3
sich dies am Fehlen der Plateau-Phase gegen Ende der Amplifikation
erkennen. Normalerweise folgt auf die Log-Phase eine Plateau-Phase, beim
hook-Effekt folgt der Log-Phase ein peak mit anschlieBendem Abfall der
Fluoreszenz (siehe Abb. 6).
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Abb. 6: hook-Effekt, x-Achse: Anzahl der PCR-Zyklen, y-Achse: Fluoreszenz (F2) !

Mit freundlicher Genehmigung durch Dr. M. Klose, Roche, Mannheim.
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Der hook-Effekt ist ein Detektionsphanomen. Er wird durch das konkurrierende
Bindungsverhalten der Einzelstrange und der Sonden mit ihrer Zielsequenz
verursacht. Die PCR vervielfaltigt beide Strange der Ziel-DNA. Wenn nun am
Ende der PCR-Phase die Produktmenge hoch ist, lagern sich die Einzelstrange
schneller wieder zusammen als die Sonden an ihre Zielstruktur binden kénnen.
Es kommt zum hook-Effekt.

Der hook-Effekt hat keinen Einfluss auf die Quantifikation, jedoch auf die
Schmelzkurvenanalyse. Dieser  Effekt tritt besonders bei hohen
Magnesiumchlorid-Konzentrationen und bei hohen Anfangskonzentrationen an
Proben-DNA auf. Hier ist es sehr schwer nur durch Veranderung der slope-
Temperatur eine optimale Schmelzkurve zu erhalten, daher muss zuerst die
Magnesiumchlorid-Konzentration gesenkt werden. Durch einen Titrationslauf
mit verschiedenen MgCl,-Konzentrationen kann die optimale Einstellung
erreicht werden. Eine Magnesiumchlorid-Konzentration von 2,5 mM hatte sich
als beste Einstellung erwiesen.

Die Zahl der Amplifikationszyklen sollte ebenfalls soweit gesenkt werden, dass
die Schmelzkurvenanalyse noch in der Log-Phase beginnt, da hier der hook-
Effekt noch keine Rolle spielt.

Der nachste Schritt in der Optimierung der Schmelzkurvenanalyse stellt eine
sogenannte asymmetrische PCR dar. Durch unterschiedliche Konzentrationen
der Primer im Mastermix werden wahrend des PCR-Vorganges
unterschiedliche Mengen der jeweiligen Strange synthetisiert. Gibt man nun den
Primer, der am nicht Sonden-bindenden Strang bindet, in einer hoheren
Konzentration hinzu, so wird dieser Strang in der absoluten Menge weniger
synthetisiert. Absolut steht somit mehr des Stranges zur Verflgung, der die
Sonden bindet; der hook-Effekt fallt geringer aus.

Lasst sich auch durch eine asymmetrische PCR nicht der gewlnschte Erfolg
erzielen muss eine Verdunnungsreihe der Proben-DNA in Zehnerpotenzen
erstellt werden, da bei geringerer Menge der DNA zu Beginn der PCR der hook-

Effekt geringer ausfallt.
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o Aus vorhergehenden Versuchen ergaben sich folgende Konzentrationen

fir den Mastermix:

Tab. 7: Mastermix fiir MTHFR A1298C (einfacher Ansatz)

Reagenz Volumen | Endkonzentration
Primer 1, rickwarts (5 uM) | 2,0 pl 0,5 uM
Primer 2, vorwarts (5 uM) 0,4 ul 0,1 uM
Sonde 1 (4,5 uM) 1,5 ul 0,3375 uM
Sonde 2 (4,5 uM) 1,5 ul 0,3375 uyM
MgCl, (25 mM) 1,2 pl 2,5 mM
H,O (PCR grade) 1,4 ul -
Taqg-Polymerase (10 X) 2,0 ul 1X

o0 Programmierung des LightCycler:

Tab. 8: Programmeinstellung MTHFR A1298C

Dauer | Temp. Vorgang Zyklen
10 min 95°C Vorinkubation

5 sec 94°C Strangauftrennung

10 sec 60°C Annealingphase der Primer 40

6 sec 72°C Elongation

30 sec 72°C

20 sec 95°C Schmelzkurvenanalyse

30 sec 40°C slope: 0,1°C/sec

0 sec 85°C

30 sec 30°C Klhlung

Die Sonden zur Analyse der Mutaton MTHFR C1298A waren
mutationsspezifisch, d.h. die Sonden banden zu 100% an die mutierte

Zielsequenz.
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3.2.1.3 Analyse einer Punktmutation im Gen des reduzierten Folat-
Transporters an der Basenposition 80; Guanosin — Adenosin
0 Zusammensetzung des Mastermix:
Tab. 9: Mastermix fiir RFC G80A (einfacher Ansatz)
Reagenz Volumen | Endkonzentration
Primer 1, vorwarts (5 uM) 1,5 pl 0,375 uM
Primer 2, rickwarts (5 uM) 0,5 ul 0,125 uM
Sonde 1 (3 uM) 1,0 pl 0,15 uM
Sonde 2 (3 uM) 1,0 0,15 uM
MgCl, (25 mM) 1,2 pl 2,5mM
H,0 (PCR grade) 2,8 ul -
Taqg-Polymerase (10 X) 2,0 ul 1X
0 Programmierung des LightCyclers:
Tab. 10: Programmeinstellung RFC G80A
Dauer | Temp. Vorgang Zyklen
10 min 95°C Vorinkubation
5 sec 95°C Strangauftrennung
10 sec 60°C Annealingphase der Primer 40
5 sec 72°C Elongation
20 sec 95°C
Schmelzkurvenanalyse
120 sec | 40°C
slope: 0,2°C/sec
0 sec 90°C
30 sec 30°C Klhlung
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3.2.2 Nachweis des 28 bp tandem/triplet repeat in der 5’-Promotor-Region
der Thymidylat-Synthase

Zum Nachweis des 28 bp tandem/triplet repeat wurde eine
konventionelle PCR mit dem PCR-Cycler ,GeneAmp 2400“ von Perkin Elmer
durchgefuhrt. Die PCR-Produkte wurden anschlieBend in einem 4%-igen
hochauflosenden Agarose-Gel aufgetrennt und unter UV-Licht sichtbar

gemacht.

o Die PCR lief unter folgenden Bedingungen ab:

Tab. 11: PCR-Bedingungen fiir 28 bp tandem/triplet repeat in der TS

Dauer | Temp. Vorgang Zyklen
5min | 95°C Vorinkubation
1min | 94°C Denaturierung
1min | 60°C Annealing 30
2 min 72°C Elongation
5min | 72°C Nachinkubation
Abkuhlen und Lagerung bei 4°C

0 Der Mastermix fur die PCR setzte sich folgendermalien zusammen:

Tab. 12: Mastermix fiir 28 bp tandem/triplet repeat in der TS (einfacher Ansatz)

Reagenz Volumen | Endkonzentration in 50 pl
PCR Master Mix (2X) 25 pl 1X
Primer HTS 1, 1:10 (7,03 pmol/pl) 1 ul 0,1406 pmol
Primer HTS 2 N, 1:10 (1,25 pmol/pl) 1l 0,025 pmol
DMSO 99,5% 5ul -
H,O (PCR grade) 8 ul -
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Der Mastermix wurde zu 10 pyl DNA hinzugegeben, die ebenfalls 1:10 verdinnt
war, somit ergab sich ein Reaktionsvolumen von 50 ul. Sowohl die Primer als
auch die Proben-DNA waren mit sterilem Wasser (PCR grade) verdunnt.

Erst durch die Zugabe von 10% DMSO (99,5%) zum Mastermix konnten

spezifische Banden erzeugt werden.

3.2.3 Nachweis der 6 bp Deletion in der 3’-UTR der Thymidylat-Synthase

o Die PCR lief unter folgenden Bedingungen ab:

Tab. 13: PCR-Bedingungen fiir 6 bp Deletion in der 3'-UTR der TS

Dauer | Temp. Vorgang Zyklen
Smin | 94°C Vorinkubation
30sec | 94°C Denaturierung
45 sec | 58°C Annealing 30
45sec | 72°C Elongation
Smin | 72°C Nachinkubation
Abkuhlen und Lagerung bei 4°C

0 Zusammensetzung des Mastermix:

Tab. 14: Mastermix fur die 6 bp Deletion in der 3'-UTR der TS (einfacher Ansatz)

Reagenz Volumen | Endkonzentration in 50 pl
PCR Master Mix (2X) 25 pl 1X
Primer TS 1, 1:10 (7,48 pmol/pl) 1 ul 0,1946 pmol
Primer TS 2 N, 1:10 (4,72 pmol/pl) 1 ul 0,0944 pmol
H,O (PCR grade) 13 -
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Der Mastermix wurde zu 10 pl Proben-DNA, die 1:10 mit Wasser

verdunnt war, hinzugegeben. Somit ergab sich ein Reaktionsvolumen von 50 pl.

Sind die 6 Basenpaare im PCR-Produkt nicht deletiert entsteht eine
Schnittstelle flir das Restriktionsenzym Dra |. Dieses Enzym stammt aus dem
Bakterium Deinococcus radiophilus und schneidet die folgende Sequenz an der

durch Pfeile markierten Stelle:

TTTl.
.TTTT

Der Enzymverdau fand unter folgenden Bedingungen statt: 4yl der
amplifizierten DNA (Endkonzentration im Ansatz ca. 1-2 ug/25 pl) wurden mit
21 ul von folgendem Mastermix 2 Stunden lang bei 37°C in einem Thermoblock
inkubiert:

Tab. 15: Mastermix fiir den Restriktionsenzymverdau mit Dra |

Reagenz Volumen | Endkonzentration
Restriktionsenzym Dra | 0,1 i 1U
SuRE/Cut Buffer M (10X) | 2,5 pl -
Wasser 18,4 ul -

Nach dem Enzymverdau wurden 20 ul mit 5 pl Gel loading buffer gemischt und
in einem 2%-igen hoch auflésenden Agarose-Gel aufgetrennt. Es wurde das
doppelte Probenvolumen in ein dickeres Gel (150 ml Puffer und 3 g Agarose)
eingesetzt um mehr DNA im Gel auftrennen zu konnen. So konnte unter UV-

Licht eine starkere Fluoreszenz der Banden erreicht werden.
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3.3 Statistische Berechnungen

Die Uberlebenszeitanalysen in dieser Arbeit wurden mit der Kaplan-Meier
Methode erstellt, da nicht fur alle Patienten identische Beobachtungszeitraume
vorlagen. Das Entscheidende dieser Methode ist, dass die Ereignisse die
Beobachtungsintervalle definieren, und dass diese Intervalle zeitlich variabel
sind. Ein neues Intervall wird durch den Tod eines Patienten vorgegeben. Fur
jedes Intervall wird die bedingte Wahrscheinlichkeit berechnet, dass der Patient
das Zeitintervall Uberlebt. Aus dem Produkt dieser bedingten
Wahrscheinlichkeiten errechnet sich die Gesamtwahrscheinlichkeit einen
bestimmten Zeitpunkt zu Uberleben. Die Kaplan-Meier Methode ist hilfreich
beim Ablesen von spezifischen Uberlebensraten und -zeiten "°.

Fir Gruppenvergleiche in der Uberlebenszeitanalyse ist der Log-Rank-Test das
Standardverfahren. Mit diesem nichtparametrischen Test lasst sich statistisch
Uberprifen, ob das Mortalitatsrisiko in zwei oder mehr Gruppen verschieden ist.
Wenn die Ereignisraten in den Gruppen proportional sind, hat der Log-Rank-
Test die grofdte Power einen vorhandenen Unterschied zu entdecken, da er alle
Ereignisse (iber den gesamten Verlauf gleich wertet '*°.

Wie die Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse ist auch die Cox-Regression eine
Methode zum Modellieren von Daten, welche in Gegenwart zensierter Falle die
Zeit bis zum Eintreten des Ereignisses angeben. Sie wird verwendet, wenn der
Effekt mehrerer Einflussvariablen auf eine Zielvariable (Uberlebenszeit)
gleichzeitig untersucht werden soll. Dazu wird eine Hazard-Funktion in
Abhangigkeit der Einflussvariablen betrachtet. Gleichzeitig wird fur die anderen
Variablen des Modells adjustiert. Mit Hilfe der Regressionskoeffizienten lassen
sich dann adjustierte hazard ratios als Mal fur die Starke des Zusammenhangs
berechnen "'

Die Analysen zur Toxizitat wurden auf verschiedene Arten durchgeflihrt, da die
Daten unterschiedlich skaliert waren. Es lagen sowohl nominale, ordinale als
auch quantitative Daten vor. Die statistischen Test mussten daher an das
vorliegende Skalenniveau angeglichen werden. Fur Tests, in denen nominale

oder ordinale Daten analysiert wurden, wurden rxc Kontingenztabellen (KT)
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gebildet. Fir jede einzelne Zelle der Tabelle wurden die Haufigkeiten mit Hilfe
der Spalten- und Zeilensummen berechnet. Der anschlieRende likelihood ratio
X2 Test zeigte, ob signifikante Unterschiede in den Haufigkeitsverteilungen in
der Kontingenztabelle vorlagen. 2x2 Kontingenztabellen wurden zusatzlich mit
einem zweiseitigen Fisher's Exact Test Uberprift.

Die Betrachtung einer KT wird durch die Korrespondenzanalyse (KA)
vereinfacht. Die KA ist eine graphische Technik um ahnliche Verteilungsmuster
in den Spalten und Zeilen einer Haufigkeitstabelle sichtbar zu machen. Jeder
Spalte und Zeile wird ein Punkt zugewiesen. Zeigen Spalten oder Zeilen
ahnliche Profile, so liegen ihre Punkte in der Korrespondenzanalyse nahe
beieinander.

Fir Daten aus unabhangigen Stichproben, die ordinal oder quantitativ skaliert
waren, wurde der Wilcoxon Rangsummentest (fur 2 Gruppen auf der x-Achse)
oder der Kruskal-Wallis-Test (bei mehr als 2 Gruppen) durchgefuhrt. Bei 3
Gruppen wurde ein oneway-Test mit einer y°-Verteilung angewandt, bei 2
Gruppen wurde zusatzlich durch einen 2-sample Test mit einer Normal-
Verteilung getestet. Wenn moglich wurde anschlieend noch ein Student’s t
Test zum paarweisen Vergleich der Durchschnitte durchgefuhrt.

Alle Analysen wurden mit JMP 5.1 erstellt.

Bei dieser Arbeit wurde die methodische Beratung des Instituts fur Medizinische

Biometrie der Universitat Tubingen in Anspruch genommen.
In dieser Arbeit wurde die Irrtumswahrscheinlichkeit 1. Art auf a=0,05

(tolerierbares Signifikanzniveau)  festgelegt. Dies  entspricht 5%

Irrtumswahrscheinlichkeit bei 95% Sicherheit.
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4 Ergebnisse

4.1 Auswertung der molekularbiologischen Experimente
4.1.1 Experimente im LightCycler

4.1.1.1 SNP MTHFR C677T

FUr die Analyse des SNP MTHFR C677T wurde eine wildtypspezifische
Sonde eingesetzt.
Patienten mit dem TT-Genotyp konnte ein Schmelzpunkt von ca. 53,6°C und
dem CC-Genotyp von ca. 62,2°C zugeordnet werden (siehe Abb. 7). Die
Temperaturdifferenz der beiden Maxima betrug ca. 8,6°C. Die Kurven

heterozygoter Patienten (MTHFR 677CT) wiesen beide Maxima auf.
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Abb. 7: Schmelzkurvenanalyse des SNP MTHFR C677T,
exemplarisch von 9 Patienten (1 Patient homozygot TT, 3 heterozygot CT, 5 homozygot CC).
x-Achse: Temperatur in °C, y-Achse: Fluoreszenz -d(F2/F1)/dT, griiner Zeiger: ca. 53,6°C
(Mutation), blauer Zeiger: ca. 62,2°C (Wildtyp)
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4.1.1.2 SNP MTHFR A1298C

Im Falle des SNP MTHFR A1298C wurden mutationsspezifische Sonden
eingesetzt. Dies bedeutet, dass das erste Temperaturmaximum der
Schmelzkurve (bei ca. 57,6°C) dem Wildtyp, das zweite Maximum (bei ca.
63,5°C) der Mutation entsprach. Die Temperaturdifferenz der beiden Maxima
betrug ca. 5,9°C. Eine Kurve mit beiden Maxima zeigte der heterozygote
Genotyp, d.h. MTHFR 1298CA.

4.1.1.3 SNP RFC G80A

Zur Analyse dieser Punktmutation wurden wildtypspezifische Sonden
verwendet: Das erste Maximum bei ca. 56,9°C entsprach der homozygoten
Mutation (RFC 80AA). Das zweite Maximum bei ca. 68,9°C entsprach dem
Wildtyp (RFC 80GG). Die Temperaturdifferenz der beiden Maxima betrug ca.
12°C. Das Auftreten beider Maxima bedeutete auch hier wieder, dass der

Patient einen heterozygoten Genotyp besal}, d.h. RFC 80GA.

4.1.2 Analyse des TS 28 bp tandem/triplet repeat

Nach dem Auftrennen der PCR-Produkte mit Hilfe eines Agarose-Gels
konnten Banden verschiedener Lange den 2-, 3- und 4-fachen Wiederholungen

der 28 bp langen Sequenz zugeordnet werden.
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Tab. 16: Zuordnung der Fragmentlange zum Alleltyp des 28 bp tandem/triplet repeat der
TS (2R 2 zweifach, 3R 2 dreifach, 4R 2 vierfach, bp 2 Basenpaare)

Fragmentlange | Anzahl der Wiederholung (R) / Allel
212 bp 2R
240 bp 3R
268 bp 4R
I3
‘©
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Abb. 8: Auftrennung der 212/240/268 bp langen Fragmente im Agarose-Gel.
links: 100 bp Molekulargewichtsmarker, rechts: Lange der Fragmente, oben: Genotyp bzw.

Anzahl der Wiederholungen (tandem/triplet; R), heterozygoter Mutationsstatus: Bande 5, 6, 7, 9

4.1.3 RFLP in der TS: Nachweis der 6 bp Deletion

Zum Nachweis der 6 bp langen Deletion in der 3’-UTR der Thymidylat-
Synthase wurde mit dem PCR-Produkt ein Restriktionsenzym-Verdau
durchgefuhrt: Lag die Deletion nicht vor, so ergab sich fur das Enzym Dra | eine

Schnittstelle; es entstanden Fragmente mit 70 bp und 88 bp Lange.
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Tab. 17: Zuordnung der Fragmente des RFLP zum Genotyp der 6 bp Deletion in der 3'-
UTR der TS

(- 2 Vorliegen der Deletion, + 2 Fehlen der Deletion, bp 2 Basenpaare)

Genotyp FragmentgroRe
+6 bp / +6 bp 70 bp 88 bp - evitl. 158 bp
+6 bp / -6 bp 70 bp 88bp | 152bp | evtl. 158 bp
-6 bp /-6 bp - - 152 bp -

Das Fragment der Grolle 158 bp entstand durch einen nicht vollstdndigen
Aufschluss der Proben-DNA durch das Restriktionsenzym. Das Fragment der
Lange 70 bp wurde im Gel nicht aufgetrennt. Das Fragment mit der Deletion
wies die Schnittstelle nicht auf und hatte somit eine Lange 152 bp. Durch die
Auftrennung der Fragmente der GrofRe 88 bp und 152 bp lield sich der Genotyp

jedoch verlasslich bestimmen.
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Abb. 9: RFLP-Analyse der 88/152/158 bp langen PCR-Produkte nach Dra | Verdau.
links: 100 bp Molekulargewichtsmarkers, rechts: Grof3e der DNA-Fragmente,
oben: Zuordnung Bande - Genotyp
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4.2 Epidemiologie

4.2.1 Beobachtete und erwartete Allelfrequenzen nach dem Hardy-

Weinberg-Gleichgewicht

Fir jeden der funf untersuchten Polymorphismen erfolgte eine
Aufstellung Uber die Anzahl, den prozentualen Anteil der jeweiligen Genotypen
und die Haufigkeit der jeweiligen Allele. Daraus wurde mit Hilfe der Summe der
Anzahl beider Allele (A und a) die Allelfrequenz (q) fur das mutierte Allel (a)

nach folgender Formel berechnet:

Anzahl (a) / (Anzahl (A) + Anzahl (a)) = Allelfrequenz (q)
(A: Wildtyp-Allel, a: mutiertes Allel, q: Allelfrequenz des mutierten Allels)

Zusatzlich wurde die Verteilung, sowie die Anzahl der jeweiligen Genotypen, die
nach dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht zu erwarten ware, berechnet (Spalte
7 und 8 in Tabelle 18):

p*+2pg+q” und p+q=1
(p: Allelfrequenz des Wildtyp-Allels, q: Allelfrequenz des mutierten Allels)

Tab. 18: Auswertung der Anzahl der beobachteten und erwarteten Genotypen nach dem

Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. (n 2 Anzahl, Kl 2 Konfidenzintervall, 2R 2 zweifach, 3R 2

dreifach, * Aufgrund der Rundung erreicht die Summe der Werte nicht genau 100% bzw.
150 Patienten.)

MTHFR C677T
Anzah| Allelfrequenz erwartet
Allel
Genotyp | n % T
(o)
C| T (95% KI) %o Genotyp n
CC 68 [44,441136| O 42,29 64,71
CT 63 |41,18| 63 | 63 0,35 45,48 69,58
TT 22 [14,38| 0 | 44 (0,30 -0,41) 12,23 18,71
gesamt | 153 | 100 [199|107 100 153
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MTHFR A1298C
Azﬁzlh I Allelfrequenz erwartet
Genotyp | n % c
A|C (95% KI) % Genotyp n
AA 54 135,29 [108| O 37,75 57,75
AC 80 | 52,29 ( 80 | 80 0,39 47,38 72,5
CC 19 112,42 | 0 | 38 (0,33-0,44) 14,87 22,75
gesamt [153] 100 |[188]118 100 153
RFC G80A
ARﬁglh ! Allelfrequenz erwartet
Genotyp | n % A
G| A (95% KI) % Genotyp n
GG 52 | 33,77 [104| O 34,16 52,6
GA 76 149,35(76 | 76 0,42 48,57 74,8
AA 26 116,88 0 | 52 (0,36 - 0,47) 17,27 26,6
gesamt [154| 100 (180|128 100 154
TS 28 bp tandem/triple repeat in 5’-UTR
ARﬁglh ! Allelfrequenz erwartet
2R
Genotyp | n % o
2R | 3R (953/;_1{*(') % Genotyp|  n
(95% KI)
2R/2R 130 | 20 (60| O 0,45 20,55 30,83
2R/3R [ 76 | 50,67 | 76 | 76 (0,40 -0,51) 49,56 74,35
3R/3R | 44 129,33 O | 88 0,55 29,88 44,83
gesamt [150] 100 [136]164 (0,49 - 0,60) 99,99* 150,01*
TS 6 bp Deletion in 3’-UTR
ARﬁglh ! Allelfrequenz erwartet
Genotyp | n % 6
+6 | -6 (95(_% KI) % Genotyp n
+6/+6 | 63 | 42 |126| O 43,56 65,34
+6/-6 [ 72| 48 |72 |72 0,34 44,88 67,32
-6/-6 151 10 0 |30 (0,29 - 0,40) 11,56 17,34
gesamt [150| 100 [198|102 100 150
Keine der beobachteten Genotypenverteilungen divergierte statistisch

signifikant von der zu erwartenden Verteilung nach dem Hardy-Weinberg-

Gleichgewicht.
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Von den 151 Patienten, die auf den TS 28 bp repeat-Polymorphismus
untersucht wurden, wies eine Patientin den Genotyp 3R/4R auf.

Sie wurde von der Aufstellung nach dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht, den
Analysen zum Uberleben und den Auswirkungen der Genotypen auf die
Toxizitdt von MTX ausgenommen, um einer statistischen Verzerrung
vorzubeugen. Uber die Frequenz des 4R-Allels in kaukasischen Populationen
liegen in der Literatur nur sehr wenige Informationen vor °®'%3"%  Haufiger
wurde Uber die Auspragung in afrikanischen und asiatischen Populationen

berichtet 7778118,

In die Auswertung der Genotypen nach dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
konnten mehr Patienten als in die Auswertung der Uberlebenszeit und der
Toxizitat einbezogen werden. Fir das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht spielt es
keine Rolle wie die Patienten behandelt wurden, so dass auch Patienten, die

off-study therapiert wurden, mitzahlten.

4.2.2 Charakterisierung des Patientenkollektivs

Von 143 Patienten, die zu Toxizitat, Outcome und Uberleben evaluiert
werden konnten, waren 77 mannlich (53,8%) und 60 weiblich (42%). Von 6
Patienten war das Geschlecht unbekannt. Das Verhaltnis von Mannern zu
Frauen in der Studie betrug somit 1,3:1.

Von 22 Patienten konnte das Geburtsdatum und von 24 Patienten das
Aufnahmedatum nicht ermittelt werden. Das mittlere Alter bei Aufnahme
(n=102) war 60,76+1,15 Jahre (95% KI= 58,48-63,03); bei den mannlichen
Patienten (n=55): 59,43+1,48 Jahre (95% Kl= 56,45-62,40); bei den weiblichen
Patienten (n=47): 62,32+1,77 Jahre (95% KIl= 58,75-65,88). Der jlngste
mannliche Patient war 29 Jahre, der alteste 75 Jahre alt. Die jungste Patientin
war 26 Jahre, die alteste 80 Jahre alt.

Von 117 (81,8%) Patienten ist bekannt, dass sie insgesamt 466 Zyklen
Methotrexat erhielten. Sowohl bei den Frauen (n=53), als auch bei den
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Mannern (n=64) war die mediane Zyklenanzahl 4 (25% Quantil: 2;
75% Quantil: 6). Insgesamt konnten 100 Patienten (69,9%) auf Toxizitats-
erscheinungen untersucht werden.

Die Auswertung basiert auf das follow-up vom November 2005.

4.2.3 Risikohaplotyp und Risikoindex

Als positiver Risikohaplotyp wurde das Vorhandensein eines der
folgenden Genotypen definiert: MTHFR 677TT, MTHFR 1298CC, RFC 80AA
oder 80GA, TS 6 bp Deletion -6/-6 oder TS 28 bp repeats 3R3R. Von 142
Patienten zeigten 115 einen positiven und 27 einen negativen Risikohaplotyp.
Der Risikoindex ist ein kumulativer Wert der Anzahl der Genotypen, die zum
positiven Risikohaplotyp zahlen. Er wurde zur besseren Differenzierung des
Risikohaplotyps eingefuhrt. Minimal konnte ein Wert von 0, maximal von 5
erreicht werden. Der Median des Risikoindex lag bei 1 (25% Quartile: 1;

75% Quartile: 2), mit einer range von 0 bis 4.

_]:_51 | en

34 40 &

27 H

i | og 7
iR
T I 1 | I T I T I-- T

0 1 2 3 q
Risikoindex

Abb. 10: Verteilung der Summen im Risikoindex. (n=142)
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4.2.4 Pradisposition fir ein primares ZNS-Lymphom

Um herauszufinden, ob ein bestimmter Genotyp mit dem fiur ein PCNSL
pradisponiert, wurde jeweils die Genotypfrequenz des vorliegenden Kollektivs
mit derer zahlreicher gesunder Kontrollgruppen verglichen. Dafur wurden
mittels ausfuhrlicher Literaturrecherche zahireiche Vergleichstudien zu den
jeweiligen Polymorphismen bei anderen Krankheitsbildern identifiziert und die
Genotypfrequenz der beschriebenen gesunden Kontrollgruppen zum Vergleich

herangezogen.

Tab. 19: Vergleich der Genotypenfrequenz der Studienpopulation mit der
Genotypenfrequenz gesunder Kontroligruppen aus der Literatur
(Nr. Lvz. 2 Nummer im Literaturverzeichnis, Anzahl 2 Grof3e des Kollektivs, ref. 2
Studienpopulation, # 2 signifikant. Fir deutsche Studien und Studien mit signifikanter Differenz

wurde in Klammern noch der prozentuale Anteil der Allelhdufigkeiten angegeben.

57



Ergebnisse

Autoren / Studie | Jahr | Herkunft Kontrollgruppe | Nr. Lvz. Anzahl Genotypauspragung Anzahl p ()
MTHFR C677T CC/CT (%) TT (%)
G-PCNSL-SG-1 Deutschland 131 (85,6%) 22 (14,4%) 153 ref.
Botto & Yang 2000 | Deutschland 7 237 (92,2%) 20 (7,8%) 257 0,033#
Drogan et al. 2004 | Deutschland 24 333 (93%) 25 (7%) 358 0,008#
Zhang et al. 2004 | Deutschland 136 222 (86,7%) 34 (13,3%) 256 0,755
Lightfoot et al. 2005 | UK 70 672 83 755 0,232
Skibola et. al 1999 | UK 107 100 14 114 0,619
Skibola et al. 1999 | UK 107 326 43 369 0,391
Wiemels et al. 2001 | UK 132 168 32 200 0,675
Skibola et al. 2004 | USA 105 638 84 722 0,345
Matsuo et al. 2001 | Japan 80 207 36 243 0,905
Gemmati et al. 2004 | ltalien 35 206 51 257 0,162
Niclot et al. 2006 | Frankreich 85 180 24 204 0,466
Ulrich et al. 2002 | USA 114 518 (95,6%) 24 (4,4%) 542 <0,001#
MTHFR A1298C AA/AC (%) CC (%)
G-PCNSL-SG-1 Deutschland 134 (87,6%) 19 (12,4%) 153 ref.
Robien & Ulrich 2003 | Deutschland 91 1283 (89,4%) 152 (10,6%) 1435 0,489
Lightfoot et al. 2005 | UK 70 678 77 755 0,489
Gemmati et al. 2004 | ltalien 35 236 21 257 0,161
Matsuo et al. 2001 | Japan 80 234 (96,3%) 9 (3,7%) 243 <0,001#
Skibola et al. 2004 | USA 105 651 71 722 0,339
Wiemels et al. 2001 | UK 132 176 23 199 0,895
Skibola et al. 1999 | UK 107 103 11 114 0,479
Skibola et al. 1999 | UK 107 322 40 362 0,656
Niclot et al. 2006 | Frankreich 85 183 15 198 0,128
RFC G80A GG/GA (%) AA (%)
G-PCNSL-SG-1 | Deutschland | 128 (83,1%) 26 (16,9%) 154 ref.
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Drogan et al. 2004 | Deutschland 24 269 (82,3%) 58 (17,7%) 327 0,818
Skibola et al. 2004 | USA 105 597 132 729 0,719
Lightfoot et al. 2005 | UK 70 632 123 755 0,857
Ulrich et al. 2005 | USA 117 1561 401 1962 0,29
TS 28 bp tandem/triplet repeat in 5’-UTR 2R2R/2R3R (%) 3R3R (%)
G-PCNSL-SG-1 Deutschland 106 (70.7%) 44 (29,3%) 150 ref.
Niclot et al. 2006 | Frankreich 85 164 (81,2%) 38 (18,8%) 202 0,021#
Lightfoot et al. 2005 | UK 70 545 205 650 0,617
Skibola et al. 2004 | USA 105 504 209 613 1,0
Skibola et al. 2002 | UK 106 58 (90,6%) 8 (12,5%) 64 0,006#
Chen et al. 2003 | USA 12 322 132 454 0,952
Shi et al. 2005 | USA 103 786 351 1137 0,701
Zhang et al. 2004 | China 135 120 (35%) 223 (65%) 343 <0,001#
Graziano et al. 2004 | ltalien 40 105 31 136 0,209
Ulrich et al. 2002 | USA 114 456 163 619 0,457
TS 6 bp deletion in 3-UTR +6+6/+6-6 (%) -6-6 (%)

G-PCNSL-SG-1 Deutschland 135 (90%) 15 (10%) 150 ref.
Lightfoot et al. 2005 | UK 70 697 58 755 0,341
Skibola et al. 2004 | USA 105 645 82 727 0,649
Ulrich et al. 2005 | USA 117 1747 215 1962 0,72
Shi et al. 2005 | USA 103 1008 132 1140 0,567
Chen et al. 2003 | USA 12 392 62 454 0,244
Zhang et al. 2004 | China 135 189 (54,3%) 159 (45,7%) 348 <0,001#
Graziano et al. 2004 | ltalien 40 121 18 139 0,431
Ulrich et al. 2002 | USA 114 563 62 625 1,0
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Die in dieser Arbeit ermittelte Genotypenfrequenz des SNP MTHFR C677T
unterschied sich signifikant von den Frequenzen der deutschen Kontrollgruppe
von Botto & Yang und Drogan et al. und von der US-amerikanischen Gruppe,
die von Ulrich et al. beschrieben wurde. Beim zusammenfassenden Vergleich
der Kontrollgruppe deutscher Herkunft mit dem SNP MTHFR C677T ergab sich
folgendes Bild: CC/CT 792 (90,9%), TT 79 (9,1%), total 871, p (%) 0,042 *.

FUr die ermittelte Genotypenfrequenz des SNP MTHFR A1298C konnte kein
signifikanter Unterschied zu den deutschen Kontrollgruppen gefunden werden.
Nur die japanische Kontrollgruppe aus der Studie von Matsuo et al. zeigte einen
signifikanten Unterscheid in der Verteilung der Genotyphaufigkeiten.

Die Verteilung der Genotypen in dieser Arbeit fir den SNP RFC G80A zeigte im
Vergleich zu den Kontrollgruppen keinen statistisch signifikanten Unterschied,
auch nicht zur einzigen deutschen Kontrollgruppe aus der Studie von Drogan et
al.

Die chinesische Kontrollgruppe aus der Studie von Zhang et al. zeigte einen
signifikanten Unterschied in der Verteilung des tandem/triplet repeats in der 5'-
UTR der TS. Ebenso eine franzosische Population von Niclot et al. und eine
britische von Skibola et al.

Die 6 bp Deletion in der 3-UTR der TS wurde in keiner Studie mit deutscher
Kontrollgruppe erfasst. Allerdings zeigte das chinesische Kollektiv aus der
Studie von Zhang et al. eine signifikant-unterschiedliche Verteilung der

Genotypenhaufigkeiten.

4.3 Auswirkung der Polymorphismen auf das Outcome

Von 143 Patienten konnten zum Abschluss der Auswertungen 113 (79%)
bezuglich des Outcome analysiert werden. 47 Patienten (41,6%) zeigten eine
komplette Remission (CR), 24 (21,2%) eine partielle Remission (PR). 32
Patienten (26,3%) litten unter einer progredienten Erkrankung (PD) und 10
Patienten (8,8%) hatten ein stable disease (SD).
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Im Bezug auf die funf untersuchten Genpolymorphismen konnte kein
Zusammenhang mit dem Outcome nach der HD-MTX-Therapie gefunden

werden.

4.4 Auswirkung der Mutationen auf overall survival und

progression free survival

Das follow up fand im ersten Jahr alle 3 Monate statt, im zweiten Jahr im
4-Monatsintervall und im 3. Jahr halbjahrlich. Bei diesen Untersuchungen wurde
die Remissionsbeurteilung vorgenommen. Die Ergebnisse wurden in der
Studiendokumentation fur jeden Patienten niedergelegt. Die progressionsfreie
Uberlebenszeit (PFS) wurde ab Therapiebeginn bis zum Progress, Tod oder
letzten follow up (im Folgenden event genannt) gerechnet. Die
Uberlebensdauer (OAS) wurde ab dem Zeitpunkt der Diagnosestellung bis zum
Tod oder letzten follow up (im Folgenden ebenfalls event genannt)
gerechnet '%°.

Zur Untersuchung, ob die einzelnen Mutationen im Folsaure-Stoffwechsel die
Uberlebenszeit einerseits im OAS oder andererseits im PFS beeinflussen, und
ob sich die verschiedenen Genotypen in der Remissionsdauer signifikant
unterscheiden, wurden der Log-Rank- und Wilcoxon-Test fur jede der Kaplan-

Meier-Kurven durchgefuhrt.

4.4.1 Beobachtungszeitraume

Im OAS wurden 119 Patienten im Mittel 17,7 Monate beobachtet
(Standard-Abweichung: 15,12 Monate, Standard-Fehler: 1,39 Monate,
95% Kl= 14,95-20,45) beobachtet. Der kirzeste Zeitraum betrug 0,5 Monate,
der langste 61,9 Monate.
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Abb. 11: Verteilung der Beobachtungszeitraume im OAS.

x-Achse: Zeit in Monaten, y-Achse: Anzahl der Patienten

Im PFS wurden 107 Patienten im Mittel 13,66 Monate beobachtet
(Standard-Abweichung: 13,25 Monate, Standard-Fehler: 1,28 Monate,

95% Kl=11,12-16,20). Der kurzeste Zeitraum betrug 0,5 Monate, der langste
52,3 Monate.

|

12 12 11

Abb. 12: Verteilung der Beobachtungszeitraume im PFS.

x-Achse: Zeit in Monaten, y-Achse: Anzahl der Patienten
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4.4.2 Uberlebenszeitanalyse aller Patienten fiir OAS und PFS

Bei der Uberlebenszeitanalyse zum Overall survival konnten 119
Patienten ausgewertet werden, 52 konnte ein event zugeordnet werden, Daten
von 67 Patienten wurden zensiert. Das mittlere Uberleben betrug 30,96+2,36
Monate (Median 28,4 Monate, 95% Kl= 19,1-55).

Im Vergleich hierzu betrug die Uberlebenszeit im Progression free Survival im
Mittel 19,51+2,00 Monate (Median 11,5 Monate, 95% Kl= 5,8-21,3). Es wurden
107 Patienten untersucht, 72 mit einem event, Daten von 35 wurden zensiert.

0,0 — — T — T —
0 10 20 30 40 50 60
OAS in Monaten

0,0 T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50
PFS in Monaten

Abb. 13: Kaplan-Meier Darstellung fiir OAS und PFS aller Patienten

x-Achse: Zeit in Monaten; y-Achse: kum. Uberleben
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4.4.2.1 OAS, PFS, Risikohaplotyp und Risikoindex

Die Analyse bezlglich eines Zusammenhanges zwischen dem Risikohaplotyp

und dem OAS zeigte flir die Gruppen:

o ,Negativ“: 16,1£3,4 Monate, 95% Kl=9,1-23,1;
o ,Positiv': 18,1+1,5 Monate, 95% Kl= 15,1-21,1.

Ein signifikanter Unterschied im Student’s t-Test konnte nicht gezeigt werden

(p>0,05).
Im PFS zeigten sich folgende Ergebnisse flr die beiden Gruppen:

o ,Negativ*: 16,2+3,3 Monate, 95% Kl= 9,4-23,1;
o ,Positiv': 13,0£1,4 Monate, 95% Kl= 10,3-15,8.

Auch hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden

Auspragungen des Risikohaplotyps (p>0,05).

60
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Abb. 14: Risikohaplotyp und OAS. p>0,05.
x-Achse: Risikohaplotyp, y-Achse: OAS in Monaten

64



Ergebnisse

50+

40

30

20

PFS in Monaten

10

negativ positiv

Risikohaplotyp

Abb. 15: Risikohaplotyp und PFS. p>0,05.
x-Achse: Risikohaplotyp, y-Achse: PFS in Monaten

Der Risikoindex verhielt sich in den Analysen zu OAS und PFS ahnlich. Es
konnten keine relevanten Zusammenhange gefunden werden. Tendenziell
zeigte sich, dass mit zunehmendem Risikoindex die Zeiten sowohl im OAS als

auch im PFS abnahmen bzw. konstant blieben, allerdings nicht signifikant.

4.4.3 Uberlebenszeitanalyse fiir den SNP MTHFR C677T

Far Patienten, die bezlglich des SNP MTHFR C677T untersucht wurden (siehe
Tab. 20), bewegten sich die mittleren Uberlebenszeit im OAS zwischen 23 (CT)
und 33 Monaten (TT), im PFS zwischen 14 (TT) und 20 Monaten (CT).

Tab. 20: SNP MTHFR C677T: mittlere Uberlebenszeiten im OAS und PFS in Monaten.
(zens. 2 Anzahl an Patienten mit zensierten Daten, event 2 Anzahl an Patienten mit einem

event, Sf 2 Standardfehler)
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Genotyp

OAS

PFS

event

Zens.

mittl.

Uberleben + Sf|event | zens. | mittl. Uberleben + Sf

CC

25

30

30,92+3,50 34 17

16,21+1,98

CT

23

26

23,49+2,33 30 14

20,65+3,22

1T

11

33,00+5,54 8 4

14,63+4,02

gesamt

52

67

30,96+2,36 72 35

19,51+2,00

1,0

0,84
0,74
206
; 0,5
@ 0,4
0,34
0,24
0,14
0,0
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OAS in Monaten

ﬁ_%;
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PFS in Monaten

Abb. 16: SNP MTHFR C677T: Kaplan-Meier Darstellung von OAS und PFS. p>0,05.
x-Achse: Zeit in Monaten, y-Achse: kum. Uberleben (rot: CC, griin: CT, blau: TT)

Die Hypothese, dass sich die Kaplan-Meier-Uberlebensfunktionen fiir die

analysierten Genotypen im OAS und PFS signifikant unterscheiden, konnte

weder der Log-Rank- noch der Wilcoxon-Test bestatigen.
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4.4.4 Uberlebenszeitanalyse fiir den SNP MTHFR A1298C

Fiir Patienten mit dem SNP MTHFR A1298C reichte das mittlere Uberleben
(siehe Tab. 21) im OAS von 18 (CC) Uber 27 (AA) bis 31 Monate (AC), im PFS
von 16 (CC) Uber 18 (AA) bis 20 Monate (AC).

Tab. 21: SNP MTHFR A1298C: mittlere Uberlebenszeiten im OAS und PFS in Monaten.
(zens. 2 Anzahl an Patienten mit zensierten Daten, event 2 Anzahl an Patienten mit einem

event, Sf 2 Standardfehler)

Genotyp OAS.. PFS..
event | zens. | mittl. Uberleben = Sf|event | zens. | mittl. Uberleben + Sf
AA 22 25 27,12+2,63 30 12 18,63+2,61
AC 24 33 31,39+3,64 34 18 20,62+3,21
CcC 6 9 18,30+3,41 8 5 16,49+4,00
gesamt | 52 67 30,96+2,36 72 35 19,51£2,00
1,0
0,9-
0,8
0,7
£06+
05 -
@ 0,4-
013_ ﬁ
0,2 —
0,1-
0,0 T T T |
0 10 20 30 40 50 60
OAS in Monaten
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0,0 T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50
PFS in Monaten

Abb. 17: SNP MTHFR A1298C: Kaplan-Meier Darstellung von OAS und PFS. p>0,05.
x-Achse: Zeit in Monaten, y-Achse: kum. Uberleben (rot: AA, griin: CA, blau: CC)

Die Kaplan-Maier-Funktionen lief3en keinen signifikanten Unterschied zwischen
den Genotypen erkennen. Dies bestatigten der Log-Rank- und der Wilcoxon-
Test.

4.4.5 Uberlebenszeitanalyse fiir den SNP RFC G80A

Die mittlere Uberlebenszeit von Patienten mit dem SNP RFC G80A (siehe Tab.
22) bewegte sich im OAS zwischen 22 (GG) und 35 Monaten (AA), im PFS
zwischen 17 (AA und GA) und 19 Monaten (GG).

Tab. 22: SNP RFC G80A: mittlere Uberlebenszeiten im OAS und PFS in Monaten.
(zens. 2 Anzahl an Patienten mit zensierten Daten, event ~ Anzahl an Patienten mit einem

event, Sf 2 Standardfehler)
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Genotyp

OAS

PFS

event

Zens.

mittl. Uberleben + Sf|event

Zens.

mitt. Uberleben + Sf

GG

19

13

22,14+2,46 26

19,72+3,36

GA

24

33

26,00+2,57 34

17

17,84+2,52

AA

21

35,15+5,59 12

17,97+3,33

gesamt

52

67

30,96+2,36 72

35

19,51+2,00

30 40 50

OAS in Monaten

10 20

60

T T T T T T T
10 20 30 40

PFS in Monaten

50

Abb. 18: SNP RFC G80A: Kaplan-Meier Darstellung von OAS und PFS. p>0,05.
x-Achse: Zeit in Monaten, y-Achse: kum. Uberleben (rot: AA, griin: GA, blau: GG)

Die Kaplan-Maier-Kurven lieBen erkennen, dass sich die Uberlebensfunktionen

weder im OAS noch im PFS statistisch signifikant voneinander unterschieden.

Sowohl der Log-Rank- als auch der Wilcoxon-Test konnte dies bestatigen.
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4.4.6 Uberlebenszeitanalyse des 28 bp tandem/triplet repeat in der TS

In der Auswertung der Patientendaten bezlglich des 28 bp tandem/triplet
repeat in der TS (siehe Tab. 23) zeigten sich im OAS mittlere Uberlebenszeiten
von 20 (3R3R) bis 30 Monaten (2R2R). Im PFS hatten die Patienten mittlere
Uberlebenszeiten von 15 (3R3R) bis 21 Monate (2R2R).

Tab. 23: TS 28 bp tandem/triplet repeat: mittlere Uberlebenszeiten im OAS und PFS in
Monaten. (zens. £ Anzahl an Patienten mit zensierten Daten, event 2 Anzahl an Patienten mit

einem event, Sf 2 Standardfehler)

Genotyp OAS.. PFS..
event | zens. | mittl. Uberleben + Sf|event | zens. | mittl. Uberleben + Sf
2R2R 11 11 30,73+5,57 13 7 21,1414 ,02
2R3R 30 36 26,12+2,29 40 20 19,64+2,82
3R3R 10 19 20,26+2,21 18 7 15,54+3,08
gesamt | 51 66 30,89+2,38 71 34 19,31+£2,00
1,0
0,9-
0,8
0,7
206+
£0,5-
» 0,4
I
0,2
0,14
0,0 — 1 r 1 T T ' T T 1 T
0 10 20 30 40 50 60
OAS in Monaten
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0,0 T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50
PFS in Monaten

Abb. 19: TS 6 bp tandem/triplet repeat : Kaplan-Meier Darstellung von OAS und PFS.
p>0,05. x-Achse: Zeit in Monaten, y-Achse: kum. Uberleben
(rot: 2R2R, grun: 2R3R, blau: 3R3R)

Die Hypothese, dass sich die Kaplan-Meier-Uberlebensfunktionen fiir die
analysierten Genotypen im OAS und PFS signifikant unterscheiden, konnte

weder der Log-Rank- noch der Wilcoxon-Test bestatigen.

4.4.7 Uberlebenszeitanalyse des TS 6 bp Deletions-Polymorphismus

Im OAS bewegte dich die Uberlebenszeit fiir Patienten, die beziiglich der 6 bp
Deletion in der TS untersucht wurden (siehe Tab. 24) zwischen 26 (-6/-6 und
+6/-6) und 28 Monaten (+6/+6). Im PFS wurden mittlere Uberlebenszeiten
zwischen 16 (+6/-6) und 20 Monaten (+6/+6) errechnet.

Tab. 24: TS 6 bp Deletion: mittlere Uberlebenszeiten im OAS und PFS in Monaten.
(zens. 2 Anzahl an Patienten mit zensierten Daten, event 2 Anzahl an Patienten mit einem

event, Sf 2 Standardfehler)
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OAS PFS
event|zens. | mittl. Uberleben + Sf|event | zens. | mittl. Uberleben+ Sf
-6/-6 2 8 26,41+1,95 6 4 19,3544 ,66
+6/-6 30 28 26,49+3,31 34 16 16,94+2,30
+6/+6 18 30 28,59+2,81 30 14 20,25+3,30
gesamt | 50 66 31,11+£2,40 70 34 19,46+2,01

Genotyp

0,0 — — T — T T
0 10 20 30 40 50 60
OAS in Monaten

o _l—l_—
0,2

0,0 T I T I T I T T I
0 10 20 30 40 50
PFS in Monaten

Abb. 20: TS 6 bp Deletion: Kaplan-Meier Darstellung von OAS und PFS. p=0,08; p>0,05.
x-Achse: Zeit in Monaten, y-Achse: kum. Uberleben (rot: -6/-6, griin: +6/-6, blau: +6/+6)

Die Kaplan-Maier-Kurven deuteten darauf hin, dass sich die
Uberlebensfunktionen im  OAS  statistisch  signifikant  voneinander
unterschieden: Aber sowohl der Log-Rank- als auch der Wilcoxon-Test konnten
dies nicht mit p<0,05 bestatigen. Allerdings blieben sie mit p=0,08 (Log-Rank)
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und p=0,1 (Wilcoxon) mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit von nur 10% (p<0,1)
behaftet.

Beim PFS zeigte sich kein signifikanter statistischer Zusammenhang zwischen
den Uberlebensfunktionen und den drei Genotypen des TS 6 bp Deletions-

Polymorphismus.

4.5 Cox-Regression

In die Cox-Regression zum OAS wurden 116 Patienten eingeschlossen,
50 hatten ein event, von 66 lagen zensierte Daten vor. In der Regression zum
PFS wurden 104 Patienten analysiert, 70 mit einem event und 34 mit zensierten
Daten.
Als Parameter wurden folgende Genotypen bertcksichtigt: MTHFR 677
CC/CT/TT; MTHFR 1298 AA/AC/CC; RFC 80 GG/GA/AA; TS 28 bp repeats
2R2R/2R3R/3R3R; TS 6 bp Deletion +6+6/+6-6/-6-6.
Beim Test des Gesamtmodells konnte das Signifikanzniveau (p<0,05) nicht
unterschritten werden: OAS p=0,47; PFS p=0,98. Die
Irrtumswahrscheinlichkeiten der einzelnen Parameter im Test konnten ebenfalls

das geforderte Signifikanzniveau nicht unterschreiten.

4.6 Auswirkung der Mutationen auf die Toxizitat von MTX

Die toxischen Nebenwirkungen wurden in folgenden Kategorien erfasst:
Anamie, Leukopenie, Granulopenie, Thrombopenie und nicht-hamatologische
Nebenwirkungen. In die weitere Auswertung wurde jeweils der hochste Wert
aus den oben genannten hamatologischen und der nicht-hamatologischen
Kategorien einbezogen. Zusatzlich wurde der hochste Wert aus allen oben
genannten Kategorien ermittelt (im Weiteren als ,schwerste dokumentierte

Nebenwirkung® bezeichnet). Da die Patienten eine unterschiedliche Anzahl an
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MTX-Zyklen erhielten, wurde nur die jeweils schwerste Nebenwirkung je
Kategorie Uber alle Zyklen ermittelt und in die Auswertung einbezogen.

Zur Auswertung der Korrelation von Toxizitat und Genotyp wurden entweder
rxc Kontingenztabellen (KT) gebildet oder der Wilcoxon / Kruskal-Wallis Test
angewendet.

Im Folgenden werden haufig Nebenwirkungen der WHO-Grade O, | und Il zu
Jleichten® und der WHO-Grade Ill und IV zu ,schweren® Nebenwirkungen mit

Bedarf der Intervention zusammengefasst.

Die 100 Patienten, die in die vorliegenden Analysen zur Toxizitat einbezogen
werden konnten, wurden mit insgesamt 466 Zyklen Methotrexat behandelt. Es

ergab sich folgende Verteilung der Nebenwirkungen nach WHO-Graduierung:

Anamie: n=100; Mittelwert 0,8+0,1; 95% KI= 0,6-1,0
Leukopenie: n=100; Mittelwert 1,1+0,1; 95% Kl= 0,9-1,3
Granulopenie: n=95; Mittelwert 1,2+0,1; 95% Kl= 1,0-1,3
Thrombopenie: n=100; Mittelwert 0,8+0,1; 95% KlI= 0,6-1,1
maximale nicht-hamatologische Nebenwirkung:

n=94; Mittelwert 1,8+0,1; 95% Kl= 1,6-2,1

0 schwerste dokumentierte Nebenwirkung:

n=100; Mittelwert 2,3+0,1; 95% Kl= 2,0-2,5.

O O O O O

—40 £
1]
22 E

15 —20

i F o
T T I T I T I T I T
1] 1 z 3 q
WHO-Grad

Abb. 21: Verteilung der Schweregrade: ,,Anamie“. (n=100)
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Abb. 22: Verteilung der Schweregrade: ,,Leukopenie®. (n=100)
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Abb. 23: Verteilung der Schweregrade: ,,Granulopenie“

. (n=95)
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Abb. 24: Verteilung der Schweregrade: ,,Thrombopenie*
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Abb. 25: Verteilung der Schweregrade: ,,max. nicht-hamatol. Nebenwirkung“ (n=94)
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Abb. 26: Verteilung der Schweregrade: ,,schwerste dokument. Nebenwirkung“. (n=100)

Eine schwere Granulopenie erlitten 25,3%, eine schwere Leukopenie 17% und
eine schwere Thrombopenie 11% der Studienteilnehmer. Weiterhin musste kein
Patient eine Grad IV Anamie erleiden. 35,1% der Patienten litten unter
schweren (Grad Ill/IV) nicht-hdmatologischen Nebenwirkung. 48% der
schwersten dokumentierten Nebenwirkungen hatten den Schweregrad III/IV
nach WHO.

Es zeigte sich, dass 71 von 466 verabreichten Zyklen MTX eine toxische
Nebenwirkung vom Grad Il (15,2%) und 21 Zyklen eine toxische Nebenwirkung
vom Grad IV (4,5%) hervorriefen. Insgesamt bedeutet dies, dass 92 Zyklen
MTX eine schwere (Akut-) Nebenwirkung hervorriefen mit einem Anteil an der

Gesamtsumme aller Zyklen von 19,7%.
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Die statistischen  Auswertungen konnten keine  Assoziation des
Hamoglobinwerts und der Thrombozytenzahl mit einem bestimmten Genotyp

der funf untersuchten Mutationen aufzeigen.

4.6.1 Schwerste dokumentierte Nebenwirkung

N
1
|
|
|

o

w
|

N
|

N
|

o
|

schwerste dokumentierte Nebenwirkung

CcC CT TT

MTHFR C677T

Abb. 27: Boxplot MTHFR C677T und schwerste dokumentierte Nebenwirkung. p=0,018

Bei Betrachtung des SNP MTHFR C677T zeigte sich vom CC-/CT- zum

TT-Genotyp eine deutliche Verschiebung der schwersten dokumentierten
Nebenwirkung in Richtung Grad Ill und IV. Der Mittelwert des CC-Genotyps lag
bei 2,07+0,17 (n=45, 95% Kl 1,73-2,41), der des CT-Genotyps bei 2,61+0,18
(n=42, 95% Kl 1,91-2,61). Beim TT-Genotyp hingegen lag der Mittelwert bei
3,0840,32 (n=13, 95% KI 2,45-3,71) (siehe Abb. 27).
Diese Verschiebung bestatigte auch der Kruskal-Wallis-Test. Er zeigte einen
signifikanten Unterschied in der Verteilung der Rangsummen Uber die drei
Genotypen (p=0,018). Beim Vergleich der Mittelwerte mit dem Student’s t Test
zeigte sich ebenfalls eine signifikante Differenz (TT vs. CC, p=0,006; TT vs. CT,
p=0,028).
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Bei Kompression der Nebenwirkungsgrade auf zwei klinisch relevante Gruppen
(Grad 0/I/l ohne Bedarf der Intervention und Grad IlI/IV mit Bedarf der
Intervention) zeigten sich folgende Auffalligkeiten:
0 96,16% der Patienten mit einer Grad 0/I/ll Nebenwirkung gehorten zum
CC- oder CT-Genotyp.
o Patienten mit dem TT-Genotyp erlitten zu 84,62% eine Grad IlI/IV
Nebenwirkung und nur zu 15,38% eine Grad 0/1/1l Nebenwirkung.
Mit dem likelihood ratio Test konnte eine signifikant unterschiedliche Verteilung
der Anzahl der Patienten je Genotyp in den Kategorien ,leichte” und ,schwere®

Nebenwirkungen (siehe Tab. 25) bewiesen werden (p=0,009).

Tab. 25: Kontingenztabelle MTHFR C677T und schwerste dokumentierte Nebenwirkung
(klin. Einteilung); likelihood ratio Test, ¥*=9,51, p=0,009.

Anzahl Grad 0/1/1l] Grad lll/IV
Total %

Spalte %
Zeile %

CcC 28 17 45
28,00 17,00 45,00
53,85 35,42
62,22 37,78
CT 22 20 42
22,00 20,00 42,00
42,31 41,67
52,38 47,62

TT 2 11 13
2,00 11,00 13,00

3,85 22,92

15,38 84,62
52 48 100

52,00 48,00

Auch bei Unterteilung der Genotypen nach funktionellen Gesichtspunkten in
eine Gruppe mit mehr als 50% Enzymaktivitat (CC und CT) und in eine zweite
Gruppe mit weniger als 50% Enzymaktivitat (TT) lie3 sich erkennen, dass
Patienten mit dem TT-Genotyp schwerere Nebenwirkungen erleiden mussten.
So lag der Mittelwert der ersten Gruppe bei 2,161£0,12 (n=87, 95% KI
1,92-2,40), der der zweiten Gruppe bei 3,08+0,32 (n=13, 95% Kl 2,45-3,71).
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schwerste dokumentierte Nebenwirkung

CC,CT T

MTHFR C677T

Abb. 28: Boxplot MTHFR C677T (funktionelle Aufteilung) und schwerste dokumentierte
Nebenwirkung. p=0,007

Der Wilcoxon Test zeigte, dass sich die Rangsummen signifikant zwischen den

beiden Gruppen unterschieden (2-sample Test, p=0,007).

Bei Kombination der klinischen Kategorisierung der Nebenwirkungen und
funktioneller Aufteilung der Genotypen des SNP MTHFR C677T zeigte sich
wieder die enge Assoziation des TT-Genotyps mit den schweren
Nebenwirkungen. Der likelihood ratio Test zeigte dies mit y°=8,65 und p=0,003.
In Fisher's Exact Test war die Wahrscheinlichkeit fir den TT-Genotyp
signifikant hoher eine schwere Nebenwirkung zu erleiden als fur die anderen
Genotypen (p=0,006).

Die anderen Polymorphismen zeigten, jeder einzeln betrachtet, keinen
statistisch signifikanten Zusammenhang mit der schwersten dokumentierten

Nebenwirkung.

Der Risikoindex zeigte einen linearen Zusammenhang mit der schwersten
dokumentierten Nebenwirkung. Mit steigendem Summenwert des Index stieg
auch die Wahrscheinlichkeit schwerere Nebenwirkungen zu erleiden. Die linear

fit Analyse zeigte eine linearen Zusammenhang mit R?= 0,06 (p=0,017).
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schwerste dokumentierte Nebenwirkung

T T T T
0 1 2 3 4
Risiko-Index

Abb. 29: Linear Fit Analyse von schwerster dokumentierter Nebenwirkung und
Risikoindex. p=0,017

Der Wert fur die schwerste dokumentierte Nebenwirkung (SDN) setzte sich wie

folgt zusammen:

SDN= 1,82 (+0,21) + 0,33 (£0,13) x Risikoindex.

4.6.2 Granulopenie

Bei Betrachtung der einzelnen Genotypen des RFC G80A zeigte sich
zunachst keine Korrelation mit den Granulozytenzahlen. Wurden die Genotypen
aber ahnlich funktionell wie beim SNP MTHFR C677T in eine Gruppe,
bestehend aus dem Wildtyp, und in eine zweite Gruppe, bestehend aus den
Genotypen mit einem oder zwei mutierten Allelen, unterteilt, so zeigte sich,
dass Patienten mit dem Wildtyp signifikant haufiger von einer schweren
Granulopenie betroffen waren.

Die Kontingenztabelle mit der klinischen Einteilung der Nebenwirkungen zeigte

folgenden Sachverhalt:
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o 80,6% der Patienten mit mindestens einem A-Allel erlitten nur eine Grad

0/1/11 Granulopenie.

0 Analog =zeigte auch die Korrespondenzanalyse (KA) eine starke

Assoziation des GG-Genotyps mit der schweren Granulopenie.

Tab. 26: Kontingenztabelle RFC G80A (funktionelle Einteilung) und

Granulopenie (klinische Einteilung), p=0,047

Anzahl Grad 0/I/1l] Grad HI/IV
Total %
Spalte %
Zeile %
GA;AA 54 13 67
56,84 13,68 70,53
76,06 5417
80,60 19,40
GG 17 11 28
17,89 11,58 29,47
23,94 45,83
60,71 39,29
71 24 95
74,74 25,26
0,4
’ @G H1/TV
0,3 @
0,2-
0,1
v 0,0
-0,1- Erad /11
_0,2 -
-0,3
-0,4 I T 1
-0,4 -0,2 0,00,10,20,30,4
c2

RFC G80A (funktionell)

El Granulopenie (klinisch)

Abb. 30: Korrespondenzanalyse RFC G80A und Granulopenie
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Mit dem likelihood ratio Test konnte eine signifikant unterschiedliche Verteilung
der Anzahl der Patienten je Genotyp in den Kategorien ,leichte“ und ,schwere*
Nebenwirkungen (siehe Tab. 26) bewiesen werden (x2=3,94, p=0,047). Fisher’s
Exact Test zeigte, dass die Wahrscheinlichkeit fir Patienten mit dem
GG-Genotyp grolier war an einer Grad IlI/IV Nebenwirkung zu leiden als flr die

anderen beiden Genotypen (p=0,04).

Die gleiche Analyse fur den TS 28 bp tandem/triplet repeat zeigte ein ahnliches
Ergebnis, verfehlte allerdings knapp das geforderte Signifikanzniveau: Fisher's
Exact Test zeigte, dass die Wahrscheinlichkeit fur Patienten mit dem
homozygoten 3R3R-Genotyp tendenziell grolRer war eine Grad I/IV
Nebenwirkung zu erleiden als fur die Patienten der anderen beiden Genotypen
(p=0,07).

Die hier nicht aufgefuhrten Mutationen zeigten keinen Zusammenhang mit dem

Auftreten einer Granulopenie.

Bei Betrachtung des Risikohaplotyps zeigte sich folgendes:

Granulopenie
N
]

negativ positiv

Risikohaplotyp

Abb. 31: Boxplot Risikohaplotyp und Granulopenie. p=0,04

Die Rangsummen der beiden Ausprdgungen des Risikohaplotyps

unterschieden sich im Wilcoxon Test signifikant: p=0,04. Der positive
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Risikohaplotyp war mit dem Auftreten einer hohergradigen Granulopenie

verknUpft als der negative.

4.6.3 Leukopenie

Die Auswertung der Kontingenzanalyse zeigte eine Assoziation des
GG-Genotyps des SNP RFC G80A mit der Grad IlI/IV Nebenwirkung.

0a] T5rad M7V
’_ QG
0,2-
0,1-
©
o1 lErRd A
_013_
OdST—TT T T T T T 717
-05 -0,3 -01 0,1 03 0,5
c2

RFC G80A (funktionell)

El Leukopenie (klinisch)

Abb. 32: Korrespondenzanalyse RFC G80A und Leukopenie. p=0,06

Die Kontingenztabelle (klinische und funktionelle Einteilung) zeigte eine
Tendenz zur Assoziation des GG-Genotyps mit dem Auftreten schwerer
Leukopenie:
0 47,06% der Patienten mit einer interventionsbedurftigen Nebenwirkung
gehorten zum GG-Genotyp.
0 75,9% der Patienten mit einer leichten Nebenwirkung gehoérten zu den
Genotypen mit mindestens einem mutierten Allel.
Allerdings erreichte diese Tendenz im likelihood ratio Test nicht ganz das

geforderte Signifikanzniveau (p=0,06). Dies liel3 sich auch gut in Fisher's Exact

83



Ergebnisse

Test nachvollziehen: Das Risiko fir den GG-Genotypen, eine Grad IlII/IV
Nebenwirkung zu erleiden, war tendenziell groRer als fir die anderen beiden

Genotypen (p=0,06).

Tab. 27: Kontingenztabelle RFC G80A (funktionelle Einteilung) und
Leukopenie (klinische Einteilung). p=0,06

Anzahl Grad 0/1/1l] Grad lll/IV

Total %

Spalte %

Zeile %

GAAA 63 9 72
63,00 9,00 72,00

75,90 52,94
87,50 12,50
GG 20 8 28
20,00 8,00 28,00
24,10 47,06
71,43 28,57

83 17 100
83,00 17,00

Die hier nicht erwahnten Mutationen wiesen keine Assoziation mit der

Leukopenie auf.

4.6.4 Maximale nicht-hamatologische Nebenwirkung

Bei den nicht-hamatologischen Nebenwirkungen beobachtet man beim
AA-Genotyp des SNP RFC G80A ein haufigeres Auftreten von schweren
Nebenwirkungen. Im Kruskal-Wallis Test unterschieden sich die drei Genotypen
des SNP RFC GB80A signifikant (p=0,05) voneinander. Die Rangsummen des
AA-Genotyps tendierten zu den hoheren Toxizitaten als die der anderen beiden

Genotypen.
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Abb. 33: Boxplot RFC G80A und maximale nicht-hamatologische Nebenwirkung. p=0,05

Im Student's t Test zeigte sich, dass sich nur die Mediane der beiden
Genotypen AA und GA signifikant voneinander unterschieden (p=0,015)
Zwischen den beiden anderen Kombinationen konnte kein signifikanter

Unterschied festgestellt werden.

Ein Trend zu hdheren Nebenwirkungsgraden lieR sich beim MTHFR 677
TT-Genotyp erkennen. Dieser war allerdings nur grenzwertig signifikant
(p=0,06).
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maximale nicht-hdmatologische Nebenwirkung

MTHFR C677T

Abb. 34: Boxplot MTHFR C677T und maximale nicht-hamatologische Nebenwirkung.
p=0,06
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Nach klinischer Einteilung der Nebenwirkungen liel3 sich eine Assoziation des
MTHFR 677 TT-Genotyps mit dem Schweregrad IlI/IV erkennen.
0 69,23% der Patienten mit dem TT-Genotyp erlitten eine Grad III/IV
Nebenwirkung.
0 93,44% der Patienten mit einer leichten Nebenwirkung (Grad O0/I/11)
gehorten zum CC- oder CT-Genotyp.
Mit dem likelihood ratio Test konnte eine signifikant unterschiedliche Verteilung
der Anzahl der Patienten je Genotyp in den Kategorien ,leichte” und ,schwere®

Nebenwirkungen (siehe Tab. 28) bewiesen werden (y°= 7,84, p=0,02).

Tab. 28: Kontingenztabelle MTHFR C677T und maximale nicht-hamatologische
Nebenwirkung (klinisch). p=0,02

Anzahl Grad 0/I/Il| Grad /1
Total %

Spalte %
Zeile %

CcC 31 11 42
32,98 11,70 44,68
50,82 33,33
73,81 26,19
CT 26 13 39
27,66 13,83 41,49
42,62 39,39
66,67 33,33

TT 4 9 13
4,26 9,57 13,83

6,56 27,27

30,77 69,23
61 33 94

64,89 35,11

Auch der graphischen Aufarbeitung der Kontingenztabelle konnte diese
Assoziation entnommen werden: Die Punkte fur die Genotypen CC, CT und den
Grad 0/I/ll lagen sehr dicht beieinander. Die Assoziation des TT-Genotyps mit

den Nebenwirkungen des Grades Ill/IV erwies sich als nicht so stark.
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Abb. 35: Korrespondenzanalyse MTHFR C677T und
maximale nicht-hdmatologische Nebenwirkung (klinische Einteilung)

Die funktionelle Einteilung des SNP MTHFR C677T (CC und CT vs. TT) zeigte,
dass sich die Rangsummen im Wilcoxon Test signifikant unterschieden.
Patienten mit dem TT-Genotyp erlitten haufiger eine schwere Nebenwirkung
(°lINIV) als Patienten der anderen Genotypen. Der 2-sample Test bestatigte
dies mit p=0,02.
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Abb. 36: Boxplot MTHFR C677T (funktionelle Einteilung) und

maximale nicht-hdmatologische Nebenwirkung. p=0,02
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Nach klinischer Einteilung der Nebenwirkungen und funktioneller Einteilung der
MTHFR C677T Genotypen ergab sich ein ahnlicher Sachverhalt, wie er schon
oben - ohne funktionelle Unterteilung (siehe Tab. 28) - erkennbar war: CC und
CT sind mit dem Auftreten der leichten Nebenwirkungen assoziiert, wahrend
der TT-Genotyp mit den schweren Nebenwirkungen verknupft ist.

Mit dem likelihood ratio Test konnte eine signifikant unterschiedliche Verteilung
der Anzahl der Patienten je Genotyp in den Kategorien ,leichte” und ,schwere®
Nebenwirkungen in der 2x2 Kontingenztabelle (p=0,007, siehe Tab. 29)
bewiesen werden.

Fisher's Exact Test zeigte, dass die Wahrscheinlichkeit eine Grad IIl/IV
Nebenwirkung zu erleiden fur den TT-Genotypen signifikant groRer war als fur

die Gruppe der beiden anderen Genotypen (p=0,008).

Tab. 29: Kontingenztabelle MTHFR C677T (funktionelle Einteilung) und

maximale nicht-hdmatologische Nebenwirkung (klinische Einteilung). p=0,007

Anzahl Grad 0/I/1l] Grad HI/IV

Total %
Spalte %
Zeile %
CC;CT 57 24 81
60,64 25,53 86,17
93,44 72,73
70,37 29,63
TT 4 9 13
4,26 9,57 13,83
6,56 27,27
30,77 69,23
61 33 94

64,89 35,11

88



Ergebnisse

Wiederum liel3 sich dies auch aus der Korrespondenzanalyse entnehmen:
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Abb. 37: Korrespondenzanalyse MTHFR C677T (funktionelle Einteilung) und

max. nicht-hdamatologische Nebenwirkung (klinische Einteilung)

In der Analyse des TS 28 bp tandem/triplet repeat zeigte sich eine Tendenz

einer Verschiebung in Richtung der schwereren Nebenwirkungen bei Vorliegen

mindestens eines 3R-Allels. Hier konnte dennoch kein signifikanter Unterschied

bestatigt werden (siehe Abb. 38).
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Abb. 38: Boxplot TS 28 bp tandem/triplet repeat und

maximale nicht-hdmatologische Nebenwirkung. p=0,10
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Nach funktioneller Aufteilung des TS 28 bp tandeml/triplet repeat und klinischer
Unterteilung der Nebenwirkungen lie3 die Korrespondenzanalyse eine
Assoziation der Grad IllI/IV Nebenwirkung mit dem 3R3R-Genotypen erkennen
(siehe Abb. 39). Die leichten Nebenwirkungen waren mit dem 2R2R- und
2R3R-Genotyp assoziiert. Allerdings konnten weder der likelihood ratio, noch
Fisher's Exact Test einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden

Gruppen nachweisen.
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Abb. 39: Korrespondenzanalyse TS 28 bp tandem/triplet repeat und

maximale nicht-hamatologische Nebenwirkung (klinische Einteilung). p>0,05

Die hier nicht erwahnten Polymorphismen zeigten keinen Zusammenhang mit

der maximalen nicht-hamatologischen Nebenwirkung.

Die linear fit Analyse der maximalen nicht-hamatologischen Nebenwirkung und
dem Risikoindex zeigte einen linearen Zusammenhang. Mit ansteigendem
Summenwert des Index stieg auch die Schwere der nicht-hamatologischen

Nebenwirkungen. Es ergab sich ein R? von 0,05 (p=0,04).
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Abb. 40: linear fit Analyse von maximaler nicht-hdmatologischer Nebenwirkung und

Risikoindex. (p=0,04)

Der Wert fur die maximale nicht-hamatologische Nebenwirkung (MNN) setzte

sich wie folgt zusammen:

MNN = 1,43 (+0,24) + 0,30 (+0,15) x Risikoindex.
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5 Diskussion

In den letzten Jahren ist fur primare Non-Hodgkin-Lymphome des zentralen
Nervensystems (PCNSL) eine steigende Inzidenz beobachtet worden ®'. Bei ca.
0,5 Neuerkrankungen pro Jahr und 100.000 Einwohnern treten in Deutschland
ungefahr 400 Neuerkrankungen auf. Histologisch handelt es sich um diffus-
groRRzellige Lymphome der B-Zell-Reihe *°. Therapeutisch werden sowoh! die
Ganzhirnbestrahlung, als auch Methotrexat-enthaltende Chemotherapien
eingesetzt. Durch diese werden 5-Jahres-Uberlebensraten von 19 —35%
erreicht.

Methotrexat wird zur Therapie der rheumatoiden Arthritis, des systemischen
Lupus erythematodes, der Psoriasis und von Malignomen wie Lymphomen,
Mammakarzinomen oder Leukamien eingesetzt. Haufig ist Methotrexat mit
schwerwiegenden Nebenwirkungen verbunden. Die Patienten leiden oft an
oraler Mukositis, Alopezie, Ubelkeit, Erbrechen und besonders an der akuten
Myelosuppression, die die komplikationsreichste Nebenwirkung darstellt.

Methotrexat ist ein Folsaureantagonist und wird wie Folsaure verstoffwechselt.
Mechanismen der Resistenz von Tumorgewebe gegenuber Folsaure-
antagonisten sind fur den Erfolg einer Chemotherapie bedeutsam. Mutationen
in Genen des Folsaurestoffwechsels sind bekannt und sind zum Teil mit einer
veranderten  Enzymfunktion,  veranderten  Uberlebenszeit und  mit
Nebenwirkungen der Therapeutika assoziiert. Sehr wichtig ist die Assoziation
von Polymorphismen mit  einem ungunstigen Krankheitsverlauf,
beziehungsweise erhohter Toxizitat einer Methotrexat-Therapie. Liel3e sich das
Ansprechen auf die HD-MTX-Therapie mit dem Nachweis eines oder mehrerer
Polymorphismen in Enzymen des Folsaurestoffwechsels vorhersagen, so
konnte es evtl. zukinftig mdglich sein fur jeden Patienten nach Genotypisierung

eine angepasste Therapie zu entwickeln.
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5.1 Diskussion der Methodik

Im Rahmen dieser Arbeit wurden bei 154 Patienten mit primarem ZNS-
Lymphom funf Polymorphismen in drei Genen des Folsaurestoffwechsels
analysiert. Fur zwei Polymorphismen in der Methylentetrahydrofolatreduktase
und den Polymorphismus im reduzierten Folat-Carrierprotein wurden Protokolle
zur Analyse mit Hilfe der LightCycler®-Technologie entwickelt.

Die beiden anderen Mutationen in der Thymidylat-Synthase wurden mittels
konventioneller  PCR, Restriktionsenzym-Verdau  und  Agarose-Gel-
Elektrophorese nachgewiesen.

Andere Autoren analysierten die Mutation in der MTHFR hauptsachlich mittels
konventioneller PCR, Restriktionsenzym-Verdau und anschlielender RFLP-
Analyse in einem Agarose-Gel 811:343%66.8083.132 'Fin Nachteil dieser Methode ist
einerseits der hohe Zeitaufwand von ca. 270 Minuten fur 24 Proben, und dass
durch die vielen aufeinander folgenden Arbeitsschritte die Gefahr der
Verschleppung von Kontaminationen besteht, die die genetischen Analysen
storen konnen. Auch unspezifische PCR-Produkte kdnnen zum Misslingen der
Genotypisierung beitragen. Andererseits zeigt die haufige Anwendung der
Versuchsprotokolle in der Literatur, dass die mit der Methode erzielten
Resultate valide und reproduzierbar sind.

Der LightCycler ist ein in sich geschlossenes System. In den
Reaktionskapillaren kann die Amplifikation und Genotypisierung - ohne
manuelle Weiterverarbeitung des PCR-Produkts - erfolgen. Dies spart Zeit und
minimiert die Gefahr einer Kontamination *. Durch die Schmelzkurvenanalyse
im LightCycler lassen sich Punktmutationen schnell und ohne grof3en Aufwand
detektieren. Die Produktamplifikation kann in real time am Monitor mitverfolgt
werden und die anschlieBende Schmelzkurvenanalyse ebenfalls direkt
ausgewertet werden. Das Genotypisieren von 31 Proben dauert nur ca. 50
Minuten.

ltoga et al. zeigten, dass die Resultate einer Genotypisierung mittels

Schmelzkurvenanalyse, SNaPshot Analyse, DHPLC Analyse und einer PCR-
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SSCP Analyse identisch waren *°. Gleiches zeigte Zhang et al. beim Vergleich
mit der oben beschriebenen konventionellen Methode °.

Durch die unterschiedlichen Schmelzpunkte der sondengebundenen DNA mit
und ohne Mutation kann eine zuverlassige Aussage Uber den vorliegenden
Genotyp gemacht werden. In den Versuchen zeigte sich eine
Temperaturdifferenz der Maxima in den Schmelzkurven von 5,9°C (MTHFR
A1298C) uber 8,6°C (MTHFR C677T) bis 12°C (RFC G80A). Man kann davon
ausgehen, dass bei Differenzen groller als 5°C eindeutig eine Mutation
vorliegt °. Die Analyse der Schmelzpunkte war eindeutig und reproduzierbar.
Etienne et al. konnten durch den Einsatz verschiedener Hybridization Probes
sogar beide Polymorphismen der MTHFR in einem Ansatz analysieren 2%,

In Vorversuchen wurde die Erfahrung gemacht, dass entgegen der Meinung
von Aslanidis et al. das Aufbereiten der Proben-DNA von entscheidender
Bedeutung sein kann % Extrahierte DNA aus Tumorpraparaten, die in Paraffin
eingebettet waren, lieR sich im LightCycler® nicht amplifizieren. In dem relativ
geringen Reaktionsvolumen schienen Verunreinigungen, entweder von der
Fixierung oder aus der Extraktion, eine spezifische Reaktion zu unterbinden.
Die Notwendigkeit zur Genotypisierung speziell auf jeden Polymorphismus
angepasste Hybridization Probes verwenden zu mussen st sicher
kostenintensiver als die Standardmethode mittels konventioneller PCR. Bei
kleinen Fallzahlen Gberwiegen aber sicher der zeitliche Vorteil und der einfache

Versuchsaufbau.

Die Polymorphismen im Gen der Thymidylat-Synthase wurden anhand der in
der Literatur beschriebenen Protokolle analysiert. Nicht nur fir den 28 bp
tandem/triplet repeat !, sondern auch fiir die 6 bp Deletion "'® wurden sowohl
die Primer-Sequenzen als auch die Parameter fur die PCR Ubernommen. Nach
der PCR erfolgte entweder gleich die Auftrennung im Agarose-Gel oder zuvor
noch ein Restriktionsenzym-Verdau mittels Dra | (6 bp Deletion). Die in der
Literatur beschriebenen Resultate konnten vollstandig reproduziert werden: Mit
den Parametern der PCR lieRen sich spezifische Amplifikate erzeugen, in der

Gel-Elektrophorese konnten die Banden eindeutig zugeordnet werden.
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Anders als bei Punktmutationen, kann man zur Untersuchung gréRerer
Mutationen die Schmelzkurvenanalyse des LightCyclers nicht einsetzten. So
konnte in den vorliegenden Fallen weder fur die Deletion, noch fur die 28 bp
Wiederholungen in der TS spezifische Sonden hergestellt werden. Alternativ
hatte man die Mutationen nach der Amplifikation sequenzieren lassen mussen.
Man hatte so ohne zusatzlichen Aufwand eine weitere in der Literatur
beschriebene Punktmutation innerhalb der 28 bp Wieder-

holu ngen 37,59,65,68,74,76,135

analysieren und in die Korrelation mit einbeziehen
konnen. Auf der anderen Seite ist die Sequenzierung im Vergleich zur

Standardmethode deutlich kostenintensiver.

Allgemein einschrankend muss angemerkt werden, dass samtliche Analysen an
Blutproben der Patienten erfolgten und nicht direkt an Tumor- oder
Biopsiepraparaten. Davon ausgehend, dass ,normale“ genomische DNA den
genetischen Hintergrund fur die toxischen Nebenwirkungen darstellt, so stellt
die Tumor-DNA den genetische Hintergrund flr das therapeutische

08113118 dar. Mutationen in  Tumor-DNA kénnten daher

Ansprechen
Auswirkungen auf den Erfolg einer Therapie haben. In diesem Zusammenhang
konnte auch eine Expressionsanalyse der Proteine des Folatzyklus im
,normalen“ und Tumorgewebe hilfreich sein ®°. Anhand derer kénnte auf die
Verstoffwechselung von Methotrexat und dessen Metaboliten geschlossen
werden und so wiederum Aussagen Uber eine Wirksamkeit bzw. eine eventuelle
Resistenz getroffen werden.

Um das therapeutische Ansprechen, bzw. das Ansprechen des Tumors auf die
Therapie zu untersuchen, hatte der Mutationsstaus der Tumor-DNA bestimmt
werden und mit den Zeiten im OAS und PFS korreliert werden kénnen.
Exemplarisch sollte anhand von 25 in Paraffin eingebetteten Tumorbiopsien
versucht werden den Mutationsstatus der Tumor-DNA zu bestimmen. Allerdings
lie® sich die extrahierte DNA nicht im LightCycler amplifizieren. Es traten
massiv Artefakte auf. Vermutlich inhibierten Rickstande der Paraffineinbettung

oder der Substanzen zur DNA-Extraktion die PCR.
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5.2 Epidemiologie

Das untersuchte Patientenkollektiv zeigte hinsichtlich Alter und
Geschlechterverhaltnis keine statistisch  signifikante  Abweichung von
publizierten epidemiologischen Daten °:29:43:46.49.63.84,87,88.97,98,109
Das Geschlechter-Verhaltnis von 1,3:1 (4:Q) entsprach dem von Batchelor und
Loeffler angegeben Verhaltnis von 1,2-1,7:1°. Ebenfalls konnte bestitigt
werden, dass der Erkrankungsgipfel im 5. bis 7. Lebensjahrzehnt liegt . Uber
80% der Studienteilnehmer gehodrten bei Studienaufnahme zu diesem

Altersabschnitt (mittleres Alter bei Studieneinschluss: 60,76 Jahre).

5.3 Allelfrequenzen bei Patienten im Vergleich zu gesunden

Kontrollgruppen

Fir jeden der funf untersuchten Polymorphismen wurde eine individuelle
Aufstellung uber die Haufigkeiten der Genotypen erstellt. Mit diesen
Haufigkeiten wurde unter Zuhilfenahme des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts
eine ,erwartete Verteilung“ der Genotypen errechnet. Zusatzlich wurde jeweils
die Allelfrequenz und das zugehdrige 95% Konfidenzintervall fur die Mutation
berechnet.

Die Haufigkeiten der homozygot mutierten Genotypen wurden weiterhin mit
verschieden in der Literatur beschriebenen Kontrollgruppen

12,35,40,70,85,103,105,106,107,114,117,132 Diese setzten sich vornehmlich aus

verglichen
US-amerikanischen und europaischen Populationen zusammen, darunter auch
5 deutsche Gruppen "?*81:91136 heinhalteten aber auch eine japanische #° und
eine chinesische Population "°. Bei US-amerikanischen Kontrollgruppe wurden
nur kaukasische Probanden berlcksichtigt. Fiur die Mutationen in der TS

konnten leider keine adaquaten deutschen Kontrollgruppen gefunden werden.
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Da keine Fall-Kontroll-Studie vorliegt und der y*Test nicht mit Bonferroni-
Korrektur fur multiples Testen durchgefuhrt wurde, hat der vorliegende

Vergleich jedoch nur explorativen Charakter.

Den SNP MTHFR C677T betreffend, konnte eine statistisch signifikante
Assoziation des TT-Genotyps mit dem Auftreten eines PCNSL festgestellt
werden. In zwei von drei deutschen Kontrollgruppen war der TT-Genotyp
signifikant seltener vertreten. Auch bei kombinierter Betrachtung der deutschen
Kontrollgruppen konnte dies bestatigt werden. Ebenso zeigte der Vergleich mit
einer grolRen US-amerikanischen Kontrollgruppe den gleichen Sachverhalt
hoch-signifikant an. Somit kann proklamiert werden, dass der MTHFR
TT-Genotyp einen Risikofaktor fir ein PCNSL darstellt. Wahrend Niclot et al.
bei einer franzdésischen Population keine Assoziation feststellen konnten 85,
stehen die Ergebnisse dieser Arbeit in Einklang mit den Ergebnissen von
Skibola et al., die 2004 zeigten, dass Patienten mit dem TT-Genotyp ein

erhdhtes Risiko besitzen an einem Lymphom zu erkranken '

Die untersuchten Patienten der G-PCNSL-SG-1 Studie unterschieden sich im
SNP MTHFR A1298C nur von einer japanischen Kontrollgruppe signifikant. Der
CC-Genotyp war in der PCNSL-Gruppe haufiger anzutreffen. Allerdings
divergiert die C-Allel-Frequenz extrem: FUr Japaner wird eine Frequenz von
0,19, fur Deutsche von 0,30 - 0,33 angegeben, d.h. in einer deutschen
Population kommt das C-Allel ca. 1,7-fach haufiger vor. Die Patienten der
vorliegenden Studie konnten daher nicht mit der japanischen Kontrollgruppe
verglichen werden.

Linnebank et al. untersuchten bei 31 deutschen PCNSL-Patienten (alle vom
DLBCL-Subtyp) und 142 Kontrollpersonen, ob unter anderem die
Polymorphismen der MTHFR die Suszeptibilitat fir die Erkrankungen
verandern. Weder MTHFR C677T noch A1298C zeigte eine signifikante
Assoziation mit der Erkrankung .
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Der SNP RFC G80A zeigte in der Verteilung der Genotypen keinen Unterschied
zu den Kontrollgruppen, weder zur deutschen und britischen, noch zu der sehr
grollen US-amerikanischen Kontrollgruppe mit Uber 1900 Probanden. Man
kann davon ausgehen, dass diese Punktmutation keine schitzenden oder
pradisponieren Faktor flir ein PCNSL darstellt. Die von Lightfoot et al.
beobachtete Assoziation des AA-Genotyps mit einem erhéhten Risiko flr ein
NHL konnte fiir das PCNSL nicht bestatigt werden ™.

Wie oben schon erwahnt, gab es fur die Mutation der TS keine adaquaten
deutschen Kontrollgruppen.

Far den Deletions-Polymorphismus der 3'-UTR zeigte sich ein signifikanter
Unterschied zur chinesischen Kontrollgruppe von Zhang et al. *°. Personen
ohne die Deletion, gleich ob homo- oder heterozygot, hatten demnach ein
héheres Risiko an einem PCNSL zu erkranken. Ahnlich zu japanischen
Kontrollgruppen unterscheiden sich die Allelfrequenzen in kaukasischen und
chinesischen Bevdlkerungsgruppen so stark, dass sich ein Vergleich
verbietet ''®. Das Ergebnis von Skibola et al., dass die homozygote Deletion
einen schiitzenden Faktor fiir ein NHL darstellt 1%, konnte an dem fiir das

PCNSL untersuchte Kollektiv nicht nachvollzogen werden.

Beim tandeml/triplet repeat Polymorphismus der TS zeigte sich wieder ein
signifikanter Unterschied zur chinesischen Kontrollgruppe *° (G-PCNSL-SG1
71% 2R2R/2R3R, 29% 3R3R vs. Zhang et al. 35% 2R2R/2R3R, 65% 3R3R).
Im Gegensatz dazu zeigte sich beim Vergleich der PCNSL-Gruppe mit einer
franzdésischen und einer britischen Population ein umgekehrtes Verhaltnis.
Patienten, die homozygot flr den triplet repeat sind, waren haufiger in der
PCNSL-Gruppe vertreten. Unter Vernachlassigung der chinesischen
Kontrollgruppe (s. o.) stellte der 3R3R-Genotyp somit in der untersuchten
Population einen pradisponierenden Faktor fur ein PCNSL dar. Damit konnte
das Ergebnis von Niclot et al. bestatigt werden. In ihrer Studie war der
3R3R-Genotyp ebenfalls mit einem erhohten Risiko fur die Erkrankung an

einem NHL assoziiert &°.
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Abgesehen vom SNP MTHFR C677T und dem tandem/triplet repeat der TS
entsprechen die Ergebnisse dieser Arbeit den Ergebnissen von Lightfoot et al.,
die keinen Zusammenhang der Polymorphismen mit dem Erkrankungsrisiko fur

ein NHL finden konnten °.

Alles in allem durfen die vorliegenden Resultate aber nur als Hinweise gewertet
werden. Zunachst muss darauf hingewiesen werden, dass, wie schon erwahnt,
die vorliegende Studie keine Fall-Kontroll-Studie darstellt. Fir die
Kontrollgruppen aus der Literatur lagen haufig keine Informationen Uber
Geschlecht oder Alter vor. In einer Fall-Kontroll-Studie hatten diese Storfaktoren
durch eine matched pairs Technik eliminiert werden kdnnen.

Weiterhin muss beachtet werden, dass bei den Polymorphismen der TS eine
entsprechende deutsche Kontrollgruppe fehlte, die Kontrollpopulationen haufig
nur aus wenigen Teilnehmern bestanden und auch die Studienpopulation schon
aus epidemiologischen Grinden nur sehr klein war.

Auffallend war aufl’erdem, dass es innerhalb der Kontrollgruppen, deren
Patienten ja alle kaukasischer Herkunft waren, unterschiedliche
Erkrankungsrisiken gab. Dies konnte daran gelegen haben, dass es
Unterschiede in den zirkulierenden Folsdurepools gibt. Basierend auf einer
nordamerikanischen Studie, haben Ulrich et al. berichtet, dass der
3R3R-Genotyp, abhangig von der Folsaureaufnahme, sowohl mit einem
erniedrigten als auch erhohten Erkrankungsrisiko fur ein kolorektales Karzinom
vergesellschaftet ist ''*. Aus diesem Grund ware es angebracht, nachfolgende
Studien, die sich mit den Genen des Folsaurestoffwechsels beschaftigen,
immer vor dem Hintergrund der Folsdureaufnahme und auch des

Serumfolsaurespiegels zu betrachten °.

Sehr interessant scheint der Sachverhalt, dass selbst innerhalb der Gruppe der
hamatologischen Erkrankungen einzelne Polymorphismen einen
entgegengesetzten Effekt haben konnen. So pradisponieren viele der oben

genannten Polymorphismen zwar fur ein Lymphom aullerhalb des zentralen
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Nervensystems, stellen aber andererseits gleichzeitig einen schutzenden Faktor
fur eine Leukamie dar: Skibola et al. konnten zeigen, dass erwachsene
Probanden mit dem MTHFR 677 TT-Genotyp ein 4,3-fach reduziertes Risiko
und mit dem MTHFR 1298 CC-Genotyp ein 14-fach reduziertes Risiko besitzen
an einer ALL zu erkranken 7. Wiemels et al. zeigten, dass Kinder mit dem
MTHFR 677 CT- und TT-Genotyp ein signifikant erniedrigtes Risiko haben an
einer Leukamie mit MLL Rearrangement zu erkranken als Kinder des Wildtyps.
Der MTHFR 1298 CC-Genotyp senkt signifikant bei Kindern das Risiko fur eine

hyperdiploide Leukamie 32,

5.4 Polymorphismen und deren Auswirkung auf die Uberlebenszeit

und das Outcome

5.4.1 Cox-Regression

In der Cox-Regression wird der Effekt mehrerer Einflussgro3en auf eine
Zielvariable, im vorliegenden Fall auf die Uberlebenszeiten im OAS und PFS,
untersucht.

Allgemein kann gesagt werden, dass das Cox-Modell eine Schatzung des
Therapieeffekts auf die Uberlebenszeit liefert, adjustiert fiir die anderen
EinflussgroRen des Regressionsmodells ™'. Zu Beginn jeder Analyse wird das
Gesamtmodell mit und ohne Kovariaten analysiert. Nur bei einem signifikanten
Unterschied in diesen beiden Testreihen gibt es eine relevante Differenz der
Kovariaten.

Die beiden vorliegenden Analysen zu OAS und PFS erwiesen sich ohne
signifikante Differenz im Gesamtmodelltest. Eine weitere Betrachtung des

Modells unterblieb aus diesem Grund.
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5.4.2 Methylentetrahydrofolatreduktase

In den letzten Jahren sind mehrere Studien verdffentlicht worden, in
denen Polymorphismen in Genen des Folatstoffwechsels mit der Effektivitat von
Methotrexat korreliert wurden. Ein grol3er Teil derer beschaftigte sich mit der
Therapie der rheumatoiden Arthritis. Als Mal} der Effektivitat wurden haufig die
Hoéhe der bendtigten MTX-Dosis, die Veranderungen des CRP und der
Blutsenkungsgeschwindigkeit, als Marker fur die entziindliche Aktivitat, und die
Anzahl der geschwollenen Gelenke vor und nach Therapie betrachtet.

Im Allgemeinen werden bei der Therapie der RA nur sehr geringe Mengen MTX
eingesetzt, meistens zwischen 5 und 20 mg pro Woche.

Es wurde gezeigt, dass Patienten mit dem 1298 C-Allel signifikant niedrigere
Dosen an MTX benétigen als Patienten ohne dieses Allel '?°. Bei Patienten mit
einer seronegativen juvenilen Polyarthritis liel3 sich ahnliches zeigen: Das 1298
C-Allel war mit niedrigeren CRP-Werten assoziiert als das 1298 A-Allel *°. Fir
den SNP C677T konnte kein Zusammenhang mit der Effektivitat einer Therapie
mit MTX bei rheumatoider Arthritis bestatigt werden 2,

Auch bei der Behandlung hamatologischer Erkrankungen wird MTX eingesetzt:
Kinder, die an einer ALL erkrankt waren, hatten nach einer MTX-haltigen
Therapie ein erhdhtes Ruckfall-Risiko, wenn sie den MTHFR 677 TT-Genotyp
besalen (y°= 4,38; p=0,036), ebenso hatten sie ein erniedrigtes riickfallfreies
Uberleben (RFS) im 10. Jahr nach Erkrankungsbeginn (TT: 66,6% vs. CC:
78,9%). Auch mit einer Cox- Regressionsanalyse konnte flir den mutierten
Genotyp ein erhdhtes Risiko fur einen Ruckfall nachgewiesen werden. Fur den
SNP MTHFR A1298C bestand keine Assoziation mit einem Riickfall 2.

In der Studie von Seidemann et al. stelite der MTHFR C677T Genotyp
hingegen keinen Risikofaktor fiir einen Riickfall dar '°'.

Die zwei Polymorphismen der MTHFR wurden schon in vielen Arbeiten
untersucht und in Beziehung zu der Effektivitat von Methotrexat gesetzt. Haufig
zeigten sich widerspruchliche Ergebnisse bei verschiedenen Tumorentitaten
und therapeutischen Ansatzen. Auch in der vorliegenden Arbeit konnte weder

ein Zusammenhang mit dem Outcome noch ein signifikanter Zusammenhang
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zwischen den Polymorphismen der MTHFR und dem OAS und PFS als

Ausdruck der Effektivitat einer Chemotherapie mit MTX gefunden werden.

5.4.3 Reduziertes Folat-Carrierprotein

MTX wird zum Uberwiegenden Anteil Uber das reduzierte Folat-
Carrierprotein in die Zelle aufgenommen **'"®. Nur intrazelluldres MTX kann
uber die Inhibition von Enzymen, die wichtige Bausteine fur die DNA-Synthese
liefern, zytotoxisch wirken *°. Faktoren, die die Aufnahme von MTX in die Zelle
beeinflussen, wie zum Beispiel die Anzahl der Transportproteine, die in der
Zellmembran exprimiert werden oder ein Defekt in diesen Transportproteinen,
konnen das Ansprechen auf eine Chemotherapie beeinflussen.

In der ersten Transmembrandomane, in der sich auch der SNP RFC G80A
befindet, kommen Mutationen vor, die eine Resistenz gegenlber
Folsaureantagonisten bedingen. Diese Mutationen konnen den Transporter-
Substrat-Komplex und/oder die Transporteraffinititen verandern .

Die Verteilung der mittleren Uberlebenszeiten im OAS (ber die drei Genotypen
des SNP RFC GB80A zeigte nur eine Tendenz zu hdheren Uberlebenszeiten
vom GG- hin zum AA-Genotyp. Das PFS liel} keinen deutlichen Trend
erkennen. Auch das Outcome zeigte keinen signifikanten Zusammenhang mit
dem SNP. Somit kann davon ausgegangen werden, dass bei Patienten mit
einem PCNSL, die mit HD-MTX therapiert werden, der Polymorphismus im
reduzierten Folat-Carrierprotein keinen Einfluss auf die Effektivitat gemessen an
der Uberlebenszeit und das Outcome dieser Therapie hat.

Gorlick et al. analysierten die RFC Expression in Blasten von Patienten mit
einem ALL-Rezidiv nach MTX-Therapie. Bei 71% der Blasten stellten sie einen
mangelhaften MTX-Transport Uber die Zellmembran fest. In 6 von 9 dieser
Zellen konnten sie eine erniedrigte RFC Expression beobachten 2.

Einen ahnlichen Sachverhalt beobachteten Levy et al.: Sie untersuchten 40
Kinder mit einer neu diagnostizierten ALL. Kinder mit einer niedrigeren RFC
Expression zeigten im Vergleich zu den anderen Kindern ein geringeres EFS
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und als weiteren Marker fur ein schlechteres Outcome eine hohe PCNA-
Expression (proliferating nuclear cell antigen). Ein gestorter MTX-Transport war
in dieser Studie eindeutig mit einer erniedrigten RFC-RNA Expression
vergesellschaftet ®°.

Guo et al. zeigten beim Osteosarkom, dass eine niedrige RFC Expression mit
schlechterem Ansprechen auf eine Chemotherapie assoziiert ist *2.

Yang et al. beobachteten den Einfluss des RFC G80A Polymorphismus auf das
Ansprechen einer praoperativen, MTX-enthaltenden Chemotherapie ebenfalls
bei Patienten mit Osteosarkom: Ein Einfluss konnte nicht festgestellt werden *3*.
Dies wurde auch von Whetstine et al. bestatigt, die herausfanden, dass der
SNP die Transporteigenschaften des Carrierproteins fiir MTX nicht andert ™"
Im Gegensatz dazu fanden aber Laverdiére et al. heraus, dass Patienten mit
einer ALL und dem RFC 80 A-Allel ein signifikant niedrigeres EFS hatten als die
anderen Patienten. Zusatzlich konnten sie zeigen, dass diese Patienten auch
hohere MTX Plasmaspiegel aufwiesen als die anderen. Allerdings konnten sie
keinen Zusammenhang zwischen Outcome und dem MTX-Spiegel
nachweisen .

Alles in Allem lasst die Datenlage vermuten, dass Patienten mit dem 80AA
Genotyp zu hoheren Folat- und MTX-Plasmaspiegeln tendieren als Patienten
der anderen beiden Genotypen.

FiUr eine mangelhafte RFC Expression in menschlichen Tumorzelllinien wird die
Methylierung einer CpG-Insel in der Promoter-Region verantwortlich gemacht,
da diese in MTX-sensitiven Tumorzelllinien nicht gefunden werden kann '
Patienten, deren PCNSL mit HD-MTX therapiert wurde und deren RFC-
Promotor methyliert war, wiesen eine geringe Anzahl an kompletten
Remissionen (CR), ein schlechteres EFS und OAS als Patienten ohne
Methylierung des Promotors auf *°.

Aus diesen Grunden ware es interessant die MTX-Plasmaspiegel der Patienten

der vorliegenden Arbeit mit deren Outcome und dem RFC-Status zu korrelieren.
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5.4.4 Thymidylat-Synthase

Die  Thymidylat-Synthase war schon oft Gegenstand von
Untersuchungen, die sich mit den Auswirkungen von Genpolymorphismen auf
das Outcome einer Chemotherapie mit 5-FU beschaftigten. Im Zusammenhang
mit MTX wurde die TS bisher relativ selten untersucht. Die TS kann im
Gegensatz zur DHFR nicht direkt durch MTX gehemmt werden, sondern nur
{iber den Umweg der MTX-Polyglutamate 818,

Krajinovic et al. konnten 2002 zeigen, dass Kinder, die an einer ALL erkrankt
waren, mit 4 g/m? MTX behandelt wurden und homozygot fiir die 3R waren, in
der Gruppe mit einem Ruckfall Gberreprasentiert waren. Homozygote Patienten
(3R3R) hatten ein héheres Ruckfall-Risiko (OR 4,1; 95% Cl= 1,9-9,0; p=0,001).
Sie erklarten dies mit einer Uberexpression der TS, die durch den homozygoten
3R Mutationsstatus verursacht wird **°%. Fehlinhibition des Zielenzyms (TS) ist
haufig mit einer Enzymiiberexpression vergesellschaftet .

Ahnliches beobachteten lacopetta et al. bei Patienten mit kolorektalem
Karzinom, die mit 5-FU behandelt wurden. Homozygotie fur 3R der TS war mit
einem kiirzeren Uberleben assoziiert **.

Villafranca et al. und Marsh et al. zeigten ebenfalls, dass ein mehrfaches
Vorhandensein der 28 bp mit einer erhdhten TS Expression und einer
erniedrigten Sensitivitat fir MTX und 5-FU verkn(pft war "%,
Zusammenfassend scheint die 3R-Homozygotie bei mehreren Krankheits-
bildern einen negativen Einfluss auf den Krankheitsverlauf zu haben. In der
G-PCNSL-SG-1-Studie dagegen zeigte der 28 bp tandeml/triplet repeat
Polymorphismus keine Auswirkung auf das Gesamtuberleben (OAS), das
progressionsfreie Uberleben (PFS) und das Outcome der Patienten. Er scheint

daher bei dieser Erkrankung keine Rolle zu spielen.

Uchida et al. berichteten, dass der Verlust der Heterozygotie am TS 28 bp
tandem/triplet Lokus in Tumorzellen bei Patienten mit kolorektalem Karzinom
unter Fluoropyrimidin-Therapie das Ansprechen des Tumors und die

Uberlebensrate beeinflusst: Tumorzellen heterozygoter Patienten (2R/3R)
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zeigten entweder einen 2R/loss- oder einen 3R/loss-Genotyp am TS-Lokus auf
dem Chromosomen 18. 80% (8/10) der Patienten mit dem 2R/loss-Genotyp
sprachen im Vergleich zu 14% (1/7) der Patienten mit dem 3R/loss-Genotyp auf
die Therapie mit Flouropyrimidinen an. Das gleiche Bild zeigte sich in der
Analyse der Uberlebenszeiten (333 Tage vs. 203 Tage). Uchida et al. zeigten
damit, dass einerseits ein Erfolg einer Therapie mit 5-FU vom Genotyp
beeinflusst wird und andererseits, dass die 3-fache Wiederholung der Sequenz
eine negative Determinante fiir das Outcome darstellt '3,

In diesem Zusammenhang ware es interessant zu erfahren in welchem Ausmal}
ein Verlust der Heterozygotie bei PCNSL vorkommt, und ob dieser Verlust
einen Einfluss auf das Outcome der Erkrankung darstellt.

Innerhalb des tandem/triplet repeat Polymorphismus (VNTR) befindet sich im
zwolften Nukleotid der zweiten Wiederholung eine Punktmutation /%6876
Kawakami et al. konnten durch ein Heteroduplex-Produkt bei einer Gel-
Elektrophorese in einem hochauflosenden Agarose-Gel beweisen, dass sich
innerhalb der Wiederholungen ein SNP befindet, der Guanosin durch Cytosin
(G > C) ersetzt *®’®. In einer Funktionsanalyse zeigte sich, dass die 3G

Sequenz mit einer 3 bis 4-fach erhohten Translationseffizienz °%7

im Vergleich
zu den anderen verknupft ist. Patienten mit einem kolorektalen Karzinom und
der 3G Sequenz zeigten ein schlechtes Ansprechen auf eine Therapie mit
5-FU *°. In der Studie von Kawakami et al. zeigte sich der VNTR aber alleine als
insuffizient fir die Vorhersage des klinischen Outcome. Erst die Kombination
mit dem SNP konnte die pradiktive Qualitat verbessern *°.

Bezlglich einer Therapie mit MTX gibt es noch keine Studien inwieweit der
SNP innerhalb des VNTR diese Therapie, deren Outcome und Nebenwirkungen
beeinflussen kann. Daher ware es interessant in einer weiteren Untersuchung
den SNP in der VNTR zu sequenzieren und mit dem Outcome und der Toxizitat

einer HD-MTX-Therapie bei Patienten mit PCNSL zu korrelieren.

Der zweite analysierte Polymorphismus im Gen der Thymidylat-Synthase war
bei den Patienten, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden, nicht mit

dem Outcome, aber tendenziell mit einem besseren Gesamtiuberleben
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assoziiert. Personen, die homozygot flr den Deletions-Polymorphismus in der
3’-UTR waren (-6/-6), zeigten ein langeres Gesamtiberleben (OAS). Allerdings
verfehlte diese Analyse (p=0,08) knapp das geforderte Signifikanzniveau
(p<0,05). Daher sollte die beobachtete Tendenz nochmals an einer grolieren
Studienpopulation Uberprift werden. Im Hinblick auf das PFS konnte keine
Assoziation mit der 6 bp Deletion in der 3'-UTR gefunden werden.

Hinweise fur einen protektiven Einfluss der -6-Homozygotie zeigten sich auch
bei Krajinovic et al. bei der Untersuchung einer Gruppe von Kindern mit ALL im
Jahr 2005: Zwar korrelierte der Deletions-Polymorphismus nicht mit dem
riickfallfreien Uberleben (RFS), betrachtete man jedoch den Polymorphismus in
Rahmen einer Haplotypen-Analyse zusammen mit dem 28 bp tandem/triplet
repeat Polymorphismus, so konnte gezeigt werden, dass Homozygotie fur das
deletierte Allel in der 3-UTR (-6/-6) den fur ein schlechteres EFS

pradisponierenden Effekt der 3R Variante reduzierte %,

5.5 Polymorphismen und deren Auswirkung auf die Toxizitat von

Methotrexat

5.5.1 Kombinierter Risikohaplotyp

In der vorliegenden Arbeit wurde ein kombinierter Risikohaplotyp
konstruiert. Er definiert sich Uber das Vorliegen von mindestens einer von funf
funktionell relevanten Genmutationen, die den Folsaure-Zyklus und damit die
Metabolisierung von MTX beeinflussen konnten. Das Vorhandensein des
TT-Genotyps des SNP MTHFR C677T, oder des CC-Genotyps des SNP
MTHFR A1298C, oder mindestens einer Kopie des A-Allels des SNP RFC
G80A, also GA oder AA, oder der homozygoten 6 bp Deletion in der 3’-UTR der
TS oder der homozygote triplet repeat in der 5-UTR der TS war
ausschlaggebend fur die Zuordnung zum Risikohaplotyp.

Dieses Vorgehen ahnelte dem von Linnebank et al. Sie konstruierten einen

Risikohaplotyp flr Polymorphismen im Folsaure- und Methioninstoffwechsel bei
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Patienten mit einem PCNSL. Der Risikohaplotyp umfasste folgende
Punktmutationen: MTHFR C677T, MTHFR A1298C, Methionin-Synthase MTR
A2756G und Transcobalmin 2 TC2 C776G. Sie zeigten, dass der kombinierte
Risikohaplotyp mit einem erhohten relativen Risiko (RR=4,7) fur Veranderungen
in der weilken Substanz des Gehirns nach einer MTX-haltigen Chemotherapie
zur Behandlung eines PCNSL korreliert. Ursachlich daflir scheint zu sein, dass
MTX die Bildung von 5,10-Methylentetrahydrofolat verhindert und somit nicht
nur in den Folsaurestoffwechsel, sondern auch in den Methioninstoffwechsel
eingreift. Methionin und seine aktive Form SAM sind essentiell fir die

Myelinisierung des ZNS 2.

Ahnlich wie bei der positiven Korrelation von Risikohaplotyp und
Veranderungen in der weillen Substanz des Gehirns in der Arbeit von
Linnebank et al., konnte auch in dieser Arbeit eine Assoziation von
Vorhandensein des Risikohaplotyps und dem Auftreten von Nebenwirkungen
nachgewiesen werden. So zeigte sich in der Auswertung eine signifikante
Korrelation eines positiven Risikohaplotyps mit dem Auftreten einer

ausgepragten Granulopenie.

Allerdings muss dahingehend auch auf ein widersprichliches Ergebnis
hingewiesen werden. In einem Fall korrelierte ein positiver Risikohaplotyp
negativ mit dem Auftreten schwerer Granulopenie: Bei alleiniger Betrachtung
von Patienten mit mindestens einem A-Allel des RFC G80A Polymorphismus
(Risikohaplotyp positiv) zeigten diese bezuglich der Granulozyten weniger
Nebenwirkungen als Patienten mit dem RFC 80GG Genotyp (Risikohaplotyp
negativ).

Trotzdem stellte der Risikohaplotyp in dieser Arbeit einen guten pradiktiven
Parameter fur eine durch die HD-MTX-Therapie verursachte Granulopenie beim
PCNSL dar. Um den Risikohaplotyp als globalen pradiktiven Parameter fur
Neutropenie oder Agranulozytose zu etablieren, musste dieser noch in einem
grolReren Kollektiv und bei anderen Tumorentitaten, die ebenfalls mit MTX

behandelt werden, getestet werden.
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Die Betrachtung des Risikohaplotyps konnte sich besonders zur Abschatzung
des individuellen Risikos eines Patienten fur Nebenwirkungen vor Beginn einer
Therapie mit hochdosiertem MTX eignen, da in die Bewertung alle untersuchten
Polymorphismen einflieRen.

Zu beachten ist aber, dass sich die Wirkungen zweier Polymorphismen unter
Umstanden gegenseitig eliminieren konnen. Um dem Rechnung zu tragen,
wurden die Polymorphismen in dieser Arbeit unter besonderer Beachtung der

funktionellen Eigenschaften der Genotypen analysiert.

5.5.2 Risikoindex

Zur besseren Risikodifferenzierung wurde ein Risikoindex (RI) erstellt.
Hierzu wurde jedem Genotypen, der zum positiven Risikohaplotyp gehorte, ein
Punkt zugeordnet. Fur jeden Patienten wurden dann die Indexpunkte summiert.
Maximal konnten somit bei funf unterschiedlichen Polymorphismen flnf Punkte
erreicht werden.

Weisman et al. konstruierten einen ahnlichen Index fur Patienten mit
rheumatoider Arthritis, die mit niedrig dosiertem MTX behandelt wurden. In
ihren Index flossen folgende Genotypen ein und wurden mit einem Punkt
bewertet: MTHFR 677TT, TS 2R2R, ATIC (Aminoimidazol-Ribunokleotid
Transformylase) 347GG und SHMT1 (Serin Hydroxymethyltransferase 1)
1420CC. Der RI bewegte sich zwischen 0 und 3 (Median: 1). Ein Index von 3
war im Vergleich zum Index von 0 mit einer 7-fach erhéhten Wahrscheinlichkeit
assoziiert eine Nebenwirkung zu erleiden. Im Gegensatz zur vorliegenden
Arbeit wurde allerdings die TS mit dem 2R2R-Genotyp einbezogen '?®. In der
Literatur ist jedoch der TS 3R3R-Genotyp mit einer Tendenz zu hdéheren

Plasma-Homocystein-Spiegeln ''2

122,123

, die das Auftreten von Nebenwirkungen
begunstigen assoziiert. In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb der

3R3R-Genotyp in den Risikohaplotyp und den Risikoindex einbezogen.
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Dem Risikoindex konnte eine signifikante Korrelation mit klinisch wichtigen
Parametern, wie der schwersten dokumentierten Nebenwirkung und der
maximalen nicht-hamatologischen Nebenwirkung, nachgewiesen werden.

In Regressions-Analysen zeigt der R>-Wert den Zusammenhang zwischen den
beiden linearen Variablen. In den vorliegenden Fallen konnte fur die schwerste
dokumentierte Nebenwirkung ein R2-Wert von 0,06 und fir die maximale nicht-
hamatol. Nebenwirkung von 0,05 berechnet werden. Ein R%-Wert von 1
bedeutet, dass der eine Parameter zu 100% von dem anderen Parameter
abhangig ist. Ein Wert von 0 zeigt die vollige Unabhangigkeit beider Variablen.
Obwohl diese Werte eher gegen 0, als gegen 1 tendieren, konnte ein
signifikanter Zusammenhang gezeigt werden. Mit steigendem Index konnte eine
Zunahme der Schweregrade in den beiden Kategorien verzeichnet werden.
Eine signifikante Korrelation des RI mit den Zeiten im OAS und/oder PFS liel3

sich jedoch nicht feststellen.

Im Vergleich zum Risikohaplotyp weist der RI einige Starken auf:

o Die durchgeflihrten statistischen Tests haben auf Grund der
kontinuierlichen Abstufung des RI und der damit verbundenen héheren
Datenqualitat mehr statistische Power.

o Der RI ist problemlos erweiterbar: Zusatzliche Faktoren kdénnen ohne
Weiteres mit einbezogen werden. Diesen konnte je nach Gewicht auch
eine hohere Punktzahl zugewiesen werden.

0 Weiterhin ware es maoglich einen Grenzwert zu definieren, der markiert,
ab welchem Indexwert ein zu hohes Risiko fur Kklinisch-relevante

Nebenwirkungen besteht.

Damit ist der RI als globaler Parameter fur das Auftreten von Nebenwirkungen
bei einer Therapie mit hochdosiertem MTX geeignet. Auf der anderen Seite
muss aber beachtet werden, dass die Nebenwirkungen offensichtlich auch von
anderen Parametern als dem Vorhandensein der funf relevanten
Polymorphismen beeinflusst werden, da die R?Werte unerwartet niedrig

ausfielen.

109



Diskussion

5.5.3 Auswirkungen der Polymorphismen in der Methylentetrahydro-
folatreduktase auf die Toxizitat von MTX

Der SNP C677T in der Methylentetrahydrofolatreduktase flihrt bei den

homozygoten Mutationstragern (677TT) zu einer Verringerung der
Enzymaktivitat auf ca. 30% verglichen mit dem Wildtyp. Dies ist mit einer
Erhdhung des Serum-Homocysteins, einer Absenkung der Serumfolsaure und
einem Anstieg der Leberenzyme verbunden "*°. Im Rahmen einer Behandlung
mit Methotrexat verstarkt sich dieser Sachverhalt. MTX inhibiert die
Dihydrofolatreduktase, damit kommt es zum Anstieg von Dihydrofolat auf
Kosten der anderen Folat-Pools in der Zelle, vor allem 5-Methyl-Tetrahydrofolat
sinkt. Konsekutiv kommt es zum Anstieg von Homocystein, da es nicht zu
Methionin remethyliert werden kann. Weiterhin kommt es zum Mangel an SAM,
einem Methylgruppendonor. Dies wirkt sich in einer verminderten DNA-
Methylierung aus. Sowohl die Purin- als auch die Pyrimidin-Synthese nimmt
durch den Mangel an 5-Methyl-THF ab. Die Toxizitat einer MTX-haltigen
Chemotherapie wird hauptsachlich den hohen Spiegeln an Homocystein
zugeschrieben %2123 Obwohl die DHFR der Hauptangriffspunkt von MTX ist,
korreliert die Toxizitdt mit der Auspragung der Polymorphismen in der
MTHFR 118,119.
Bei der statistischen Auswertung der vorliegenden Ergebnisse zeigte sich
folgendes Bild: Der C677T Polymorphismus in der MTHFR war hochsignifikant
mit der schwersten dokumentierten Nebenwirkung verknupft. Patienten mit dem
TT-Genotyp litten an schwereren Nebenwirkungen als die beiden anderen
Genotypen. Dieser Sachverhalt verdeutlichte sich noch mehr, wenn die
Genotypen nach der Enzymaktivitat funktionell gruppiert wurden: Patienten mit
den Genotypen, die kein oder nur ein T-Allel besalen, litten unter weniger
Nebenwirkungen, als Patienten mit zwei T-Allelen (p=0,007). Wenn man die
Schweregrade der Nebenwirkungen in zwei klinische Gruppen unterteilte,
namlich in Grad 0/I/1l und Grad III/IV mit Bedarf der Intervention, ergab sich das
selbe Bild.
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Zu einem ahnlichen Schluss kamen Toffoli et al. beim Ovarialkarzinom: 77%
der Patienten mit dem TT-Genotyp erlitten eine Grad Ill/IV Nebenwirkung im
Vergleich zu 5,9% bzw. 7,7% (CT bzw. CC). Ebenso wiesen sie eine niedrigere
Thrombozytenzahl und eine héhere Homocystein-Konzentration im Blut auf 1o,
In einer Fallstudie berichteten sie Uber funf Patientinnen mit Mammakarzinom,
die auf die Therapie mit Methotrexat, Cyclophosphamid und 5-FU eine Grad IV
Leukopenie erlitten hatten. Bei der Genotypisierung stellte sich heraus, dass
alle Patientinnen zum MTHFR 677 TT-Genotyp gehérten . Ulrich et al.
zeigten, dass im Vergleich Patienten mit dem TT-Genotyp nach MTX-Gabe
einen hoheren oralen Mucositis-Index (OMI) und eine langsamere Erholung der
Thrombozytenzahl aufweisen als Patienten mit 677CC oder CT '"°.

Bezuglich der Thrombozytenzahl konnte im vorliegenden Patientenkollektiv
keine Assoziation mit dem Polymorphismus festgestellt werden. Ein Grund
hierfir konnte sein, dass in der G-PCNSL-SG1-Studie Methotrexat hochdosiert
nur alle 14 Tage verabreicht und nach 24 Stunden mit Folinsaure antagonisiert
wird ' In den oben genannten Studien wird MTX niedrigdosiert und teilweise
uber mehrere Wochen verabreicht, so dass MTX Uber einen langeren Zeitraum
auf das Knochenmark wirken konnte und so eine verzdgerte Erholung der
Thrombozytenzahl verursacht haben konnte. Warum dies ausschlief3lich die
Thrombopoese und nicht die anderen Zelllinien betrifft, bleibt unklar.

Bei der Auswertung der Nebenwirkungen wurde der OMI nicht gesondert
betrachtet. Alle nicht-hamatologischen Nebenwirkungen wurden zu einem
Parameter zusammengefasst: ,maximale nicht-hamatologische Nebenwirkung®.
Auch dieser korrelierte signifikant mit dem SNP MTHFR C677T. Der Trend wies
fur den TT-Genotyp zur schwereren Nebenwirkung. Fast 70% der Patienten mit
dem TT-Genotyp erlitten eine Grad Ill/IV Nebenwirkung, im Vergleich dazu litten
93,44% der Patienten mit dem C- oder CT-Genotyp an einer Grad O/l/lI
Nebenwirkung. Auch die funktionelle Einteilung nach der Enzymaktivitat konnte
dies bestatigen.

Die Kategorie ,maximale nicht-hamatologische Nebenwirkung“ umfasste sowohl
Parameter unterschiedlicher Organsysteme wie Magen-/Darmtrakt, Herz,

Nervensystem Lunge und Niere als auch Korperfunktionen wie Fieber und
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Allergie. In einer weiteren Auswertung ware es interessant diese Punkte einzeln
zu betrachten. Es gilt herauszufinden, ob die Assoziation mit dem SNP MTHFR
C677T nur zufallig durch die Zusammenfassung der jeweiligen hochsten
Toxizitat in den oben genannten Punkten entstand, oder ob es einzelne
Parameter gab, wie zum Beispiel ,Mukositis® oder ,Alveolitis“, die fir die

signifikante Verknlpfung verantwortlich zu machen sind.

Obwohl auch der SNP MTHFR A1298C zu einer Veranderung der
Enzymaktivitat fuhrt '#"'%7 lasst sich bei alleiniger Betrachtung keine

101217 " |n Kombination

Veranderung der Homocystein-Konzentration erkennen
mit dem SNP C677T macht sich aber ein Anstieg der Homocystein-
Konzentration, ein erniedrigter Plasmafolsdure-Spiegel und ein niedrigerer
Anteil an methylierter genomischer DNA bemerkbar 3483121,

Veranderungen im intrazellularen Folsaure-Pool, die durch Polymorphismen in
der MTHFR entstehen, kdnnen zu einer erhdhten Toxizitat bei Patienten, die mit
Folsaureantagonisten behandelt werden, fiihren 2.

Es gibt mehrere Arbeiten, die zeigen, dass der SNP MTHFR A1298C nicht mit
der Toxizitat einer MTX-Therapie assoziiert ist: Kumagai et al. und Urano et al.
zeigten dies bei der RA °¢'%°, Schmeling et al. bei der juvenilen idiopathischen
Arthritis °° und Aplenc et al. bei ALL 2. Herrlinger K. et al. fanden heraus, dass
Patienten mit chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen und dem MTHFR
1298 CC-Genotyp eher an Nebenwirkungen einer MTX-Therapie litten, als
Patienten des Wildtyps **. Ganz im Gegensatz hierzu konnten Berkun et al.
zeigen, dass der 1298 CC-Genotyp sogar mit einer Reduktion der toxischen
Nebenwirkungen einer MTX-Therapie assoziiert war °.

Alles in allem muss aber darauf aufmerksam gemacht werden, dass die oben
genannten Studien bei Krankheiten durchgefuhrt wurden, die im Vergleich zum
PCNSL mit nur relativ geringen Mengen an Methotrexat therapiert werden und
somit meistens kein Leucovorin-Rescue erforderlich ist.

In den Untersuchungen Uber den SNP MTHFR A1298C zur Toxizitat der HD-
MTX-Therapie bei Patienten mit einem PCNSL konnten keine signifikanten

Zusammenhange bestatigt werden. In keinem der untersuchten Parameter,
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weder hamatologisch noch nicht-hamatologisch, konnte eine Assoziation mit
dem Polymorphismus nachgewiesen werden. Dies entspricht den Ergebnissen
der meisten oben genannten Arbeiten Uber die MTX-Toxizitat beim SNP
MTHFR A1298C.

Ein Grund hierfur kdnnte das schnell durchgefuhrte Leucovorin-Rescue sein. 24
Stunden nach der MTX-Infusion wurde alle 6 Stunden 25 mg Folinsaure (ein
Derivat der Folsaure) verabreicht bis die MTX-Konzentration im Serum auf
unter 0,1uM gesunken war. Damit I8sst sich die akute Toxizitat von Methotrexat
verringern, vor allem die Nieren- und Knochenmarkstoxizitat. Auch das Risiko
des Auftretens einer Mukositis wird verringert. Der aktive Metabolit der
Folinsdure in der Zelle ist 5-Methyl-THF ®'. Die Therapie mit MTX senkt den
Spiegel von 5-Methyl-THF, konsekutiv kommt es zum Anstieg von
Homocystein. Als Nebeneffekt der Folinsaure-Therapie ist die Senkung der
Homocystein-Konzentration zu beobachten, die fir die Nebenwirkungen
verantwortlich gemacht wird. Eine niedrige Rate an Nebenwirkungen konnte
Herrlinger U. et al. schon in der Vorgangerstudie (NOA-03) beobachten: Eine
Grad IV Nebenwirkung wurde nur in 3 (1,7%) von 179 Zyklen Methotrexat und
bei 3 von 37 Patienten (8,1%) beobachtet. Sie begriindeten dies mit dem friihen
Einsetzen des Leucovorin-Rescues 2,

Ein weiterer Grund konnte sein, dass die Mutation nur in der regulatorischen
Domane des Enzyms liegt, im Gegensatz zum SNP MTHFR C677T, der zu
einem Aminosaurenaustausch in der katalytischen Domane des Enzyms
fiihrt °*. Bei alleiniger Betrachtung des A1298C Polymorphismus reicht die
Veranderung der Enzymfunktion nicht aus um eine Assoziation mit der Toxizitat
erkennen zu lassen. Erst die Kombination mit dem C677T Polymorphismus, der
die Enzymfunktion wesentlich mehr beeintrachtigt, kann auf eine Assoziation
mit hoherer Toxizitat schlieBen lassen *°*'?° Aus diesem Grund sollte in

Zukunft die beiden Mutationen der MTHFR in Kombination betrachtet werden.
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5.5.3.1 Vorliegen des MTHFR 677T-1298C Haplotyps

Der Haplotyp beschreibt die Abfolge bestimmter Allele, die durch mehrere SNP

an einer polymorphen Stelle auf einem einzelnen Chromosomen definiert sind.

Urano et al. beschrieben, dass in ihrer Studienpopulation der MTHFR Haplotyp
677T-1298C nicht vorgekommen sei '®°. Auch andere Arbeitsgruppen haben
dieses Phanomen beobachtet '*?*'2"127  Urano begriindet den Sachverhalt
damit, dass im Verlauf der Evolution Individuen mit diesem Haplotyp nicht
uberlebt haben kdnnen, da die - durch die beiden in cis, d.h. auf dem gleichen
Chromosomen gelegenen Mutationen - reduzierte Enzymaktivitdt nicht zum
Uberleben ausgereicht habe '%°.

Im Gegensatz dazu konnte im vorliegenden Patientenkollektiv der MTHFR
Haplotyp 677T-1298C zwoIf Mal nachgewiesen werden: 7 Patienten mit 677TT
und 1298AC, drei Patienten mit 677CT und 1298CC und ein Patient mit dem
doppelten homozygoten Status 677TT und 1298CC.

Auch Aplenc et al. konnten den 677T-1298C Haplotyp bei 15 Patienten in ihrem
Studienkollektiv von 520 Kindern mit einer ALL nachweisen 2, Herrlinger K. et
al. bei einem Patienten mit einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung *.
Bei Chen et al. zeigten drei Patienten den Haplotyp an einem Locus, kein
Patient zeigte die Mutationen an beiden Loci. Die beiden Loci standen im

13235291120 gje erklarten das seltene Auftreten der

linkage disequilibrium
Mutationen an beiden Loci dadurch, dass die beiden Mutationen wohl
unabhangig auf zwei verschiedenen Chromosomen entstanden seien. Durch
die kurze Distanz zwischen den beiden Loci (2,1 kb)®' habe keine
Rekombination stattgefunden ™.

Die oben beschriebene Evolutionstheorie ist als unwahrscheinlich zu erachten,
da im untersuchten Kollektiv der Haplotyp bei 7,7% der Patienten (4,2% aller
MTHFR Allele) auftrat. Das Vorliegen eines schwer uberlebensfahigen
Phanotyps ist somit nicht sehr wahrscheinlich.

Weiterhin muss beachtet werden, dass die Patientenkollektive nicht immer die

gleiche ethnische Herkunft haben: Urano et al. berufen sich zum Beispiel auf
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ein rein japanisches Kollektiv, das schon auf Grund der verschiedenen
Allelfrequenzen in den entsprechenden Polymorphismen nicht mit einem
kaukasischen zu vergleichen ist (siehe auch Kapitel 4.3 Allelfrequenzen bei

Patienten und im Vergleich zu gesunden Kontrollgruppen).

5.5.4 Auswirkungen des G80A Polymorphismus im reduzierten Folat-

Carrierprotein auf die Toxizitat von Methotrexat

Die Aufnahme von Methotrexat in die Zelle |auft einerseits Uber das
hochaffine, reduzierte Folat-Carrierprotein, andererseits kann MTX Uber einen
Folsaurerezeptor endozytotisch aufgenommen werden, allerdings in weitaus
geringerem Maly als uUber das RFC. Das RFC ist der dominierende
Transportweg fur MTX "8 auch in malignen Zellen %8 Eine geringere Aufnahme
in die Zelle kann durch eine Reduktion der in der Zellwand exprimierten Menge
des RFC oder durch eine Funktionseinschrankung des Enzyms erklart werden.
Eine geringere zellulare Aufnahme fuhrt zu einem hoheren Plasmaspiegel an
Methotrexat *°. Dies kénnte wiederum mit schweren Toxizititserscheinungen
verknlpft sein, da MTX so langer und vor allem in hoéherer Dosis auf Zellen
wirken kann, die keine Therapie bendotigen.

Bei Patienten des RFC 80 GG-Genotyps zeigte sich ein Trend zu hdheren
Homocystein-Konzentrationen, wenn sie gleichzeitig den MTHFR 677
TT-Genotyp besaRen, im Vergleich zu den AA- und GA-Genotypen .

Bei den Untersuchungen des SNP RFC G80A zur Toxizitat fiel auf, dass dieser
Polymorphismus die meisten Assoziationen mit den betrachteten Parametern
aufwies. Der GG-Genotyp lie3 bei den Leukozyten einen Trend (nicht
signifikant) zu einer hdéheren Nebenwirkungsrate erkennen: Ca. 75% der
Patienten mit einer Grad O/I/ll Nebenwirkung hatten mindestens ein A-Allel,
knapp 50% der Patienten mit einer interventionsbedurftigen Nebenwirkung
Grad Ill/IV gehorten zum Wildtyp (GG). Eine ahnliche Assoziation zeigte sich

auch bei der Granulopenie: Die Wahrscheinlichkeit, dass Patienten mit dem
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GG-Genotyp eine Grad IlI/IV Granulopenie erlitten, war signifikant héher, als flr
die beiden anderen Genotypen mit mindestens einem A-Allel (p=0,04).

Bei der maximalen nicht-hamatologischen Nebenwirkung zeigte sich ein
anderes Bild: Der Schweregrad der Nebenwirkung war nicht so konsequent
uber die Genotypen verteilt wie bisher, also ansteigend vom Wildtyp zur
Mutation oder umgekehrt. Patienten mit dem AA-Genotyp zeigten die
schwersten Nebenwirkungen gefolgt von Patienten des GG-Genotyps.
Patienten mit dem heterozygoten Mutationsstatus wiesen die niedrigen
Schweregrade auf. Es konnte allerdings nur ein signifikanter Unterschied
zwischen dem AA- und GA Genotyp nachgewiesen werden.

Prinzipiell ist festzuhalten, dass der RFC 80GG-Genotyp mit der schwereren
hamatologischen Nebenwirkung assoziiert ist, wahrend der RFC 80AA-Genotyp
mit der schwereren nicht-hamatologischen Nebenwirkung verknUpft ist.

Die Allelfrequenz dieses Polymorphismus variiert zwischen verschiedenen
Volksgruppen, sodass sowohl das G- als auch das A-Allel als Wildtyp betrachtet

werden kann &,

Dies konnte auch in Zusammenhang mit gegensatzlichen
Assoziationen der beiden homozygoten Genotypen und den Nebenwirkungen
gebracht werden.

Bisher wurden nur vier Studien zur Beurteilung der Toxizitat einer MTX-haltigen
Therapie in Abhangigkeit des SNP RFC G80A durchgefluhrt:

Shimasaki et al. untersuchten den RFC Polymorphismus im Zusammenhang
einer HD-MTX-Therapie (3 g/m?) bei Kinder mit einer ALL oder einem
Lymphom. Die Studie zeigte mit steigender Anzahl der G-Allele eine Tendenz
zu Erbrechen des Grades 2 oder hdher (gelegentliches Erbrechen bis hin zu
schwerst-behandelbarem Erbrechen). Ein Erklarungsversuch ist, dass das
RFC-Protein stark in Ependymzellen der Hirnventrikel exprimiert wird und so
unter Umstanden durch den Polymorphismus der Spiegel von MTX und
Folsdure im Liquor verandert wird '®. Wie oben schon erwihnt, zeigte sich in
der vorliegenden Arbeit, dass die nicht-hamatologischen Nebenwirkungen, zu
denen auch das Erbrechen zahlt, positiv mit dem RFC 80 AA-Genotyp
korrelierten.
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Kishi et al. untersuchten 53 Kinder mit akuter lymphatischer Leukamie auf MTX-
abhangige Neurotoxizitat. In diesem Zusammenhang legten sie vor allem Wert
auf epileptische Anfalle. Sie vermuteten, dass die Neurotoxizitat durch
Hyperhomocysteindmie verursacht wird. Sie konnten aber keinen signifikanten
Unterschied im Homocysteinspiegel oder in der Toxizitat bezlglich der
Auspragungen des SNP RFC G80A feststellen, obwohl eine ahnliche MTX-
Dosis (2,5 g/m? bis 5 g/m? (iber 24 Stunden) wie in der G-PCNSL-SG-1-Studie
verabreicht wurde ®'. Die Infusionsgeschwindigkeit und das Leucovorin-Rescue
unterschieden sich aber von der vorliegenden Studie, auRerdem wurde
Methotrexat zusatzlich intrathekal verabreicht. Patienten der PCNSL-SG-1-
Studie bekamen nur eine 4-stindige MTX-Infusion und 25 mg Folinsaure
erstmals 24 h nach MTX-Gabe und alle weitere 6 h bis die MTX-Konzentration
im Serum unter 0,1 uM abgefallen ist, im Vergleich zu 24 h und 10-15 mg
Folinsaure nach 44 Stunden "%,

Comandone et al. zeigten bei erwachsenen Patienten mit einem Osteosarkom,
die mit HD-MTX (12 g/m?) therapiert wurden, dass die Toxizitat der Therapie mit
der Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve (AUCyrx) korreliert. Hohe AUC-
Werte fiihren zu schweren Nebenwirkungen . Die AUCwrx korreliert wiederum
streng mit der Infusionsrate (in mg/m2 h) von MTX *'. Eine schnelle Gabe der
Dosis kann so zu einer grofderen AUCyrx fuhren, was wiederum mit
Nebenwirkungen verbunden sein kdnnte.

Ferreri et al. konnten dies jedoch beim PCNSL widerlegen '. Wie bei den
Polymorphismen der MTHFR schon erwahnt, konnte auch hier das notwendige
Leucovorin-Rescue den Effekt einer Hyperhomocysteinamie Uberdecken und so
Toxizitatserscheinungen abschwachen ©'.

Herrlinger K. et al. untersuchten Patienten mit chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen. Auch sie mussten feststellen, dass es keine signifikanten
Zusammenhange zwischen dem Polymorphismus im Folat-Carrierprotein und
MTX-abhangigen Nebenwirkungen gab. Allerdings erhielten die Patienten
niedrigere Dosen an MTX (mediane Wochendosis 20 mg) als Patienten zur
Behandlung eines PCNSL 4.
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Wessels et al. konnten ebenfalls keinen Zusammenhang bei der Behandlung

der rheumatoiden Arthritis mit MTX feststellen "*.

5.5.5 Auswirkungen der Polymorphismen der Thymidylat-Synthase auf
die Toxizitat einer HD-MTX-Therapie

Die Thymidylat-Synthase katalysiert die Konversion von
Desoxyuridinmonophosphat zu Desoxythymidinmonophosphat und ist damit die
einzige de novo Quelle fur intrazellulares Thymidylat fir die DNA-Synthese.
Nach dem Eintritt von MTX in die Tumorzelle wird es durch die
Tetrahydrofolylpolyglutamat-Synthase weiter verstoffwechselt. Die
Polyglutamatderivate von Methotrexat werden Ilanger in der Zelle
zuruckgehalten und konnen somit langer auf den Zellstoffwechsel wirken.
Daher sind die Menge an akkumulierten MTX-Polyglutamaten und die
Kettenldnge dieser Polyglutamate wichtige Determinanten der Zytotoxizitat .
Die Polyglutamatderivate blockieren ihrerseits weitere Enzyme des
Folsaurestoffwechsels, darunter auch die Thymidylat-Synthase und die
MTHFR "8, Enzyminhibiton  resultiert in  einer  Depletion  von
Desoxythymidintriphosphaten und daraus folgenden Chromosomenbrichen
und Zelltod.

Da die Thymidylat-Synthase den Hauptangriffspunkt von 5-FU darstellt ®®%, gibt
es keine Studien daruber, inwieweit die beiden Mutationen die Toxizitat einer
MTX-haltigen Therapie beeinflussen.

Lecomte et al. zeigten fur Patienten, die an einem kolorektalen Karzinom litten,
das mit 5-FU behandelt wurde, dass der Polymorphismus in der Promoterregion
der TS mit ansteigender Zahl der 28 bp repeats einerseits mit einer erhdhten

TS Expression >1:°8%9.68

und andererseits mit einer erhdhten Nebenwirkungsrate
einhergeht. Als Nebenwirkungen erfasste die Studie sowohl Zytopenien,
Mukositis, Ubelkeit, Erbrechen und Diarrhoe 2.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der 28 bp tandem/triplet
repeat Polymorphismus mit der maximalen nicht-hamatologischen
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Nebenwirkung korrelierte. Der Wilcoxon Test zeigte einen Trend, dass mit
zunehmender Zahl der Wiederholungen der Schweregrad der Nebenwirkungen
anstieg (p=0,10). Nach Zusammenfassung des 2R2R- und 2R3R-Genotyps und
klinisch-relevanter Unterteilung der Nebenwirkungen (O/I/Il vs. lIl/IV) zeigte sich
eine Assoziation des 3R3R-Genotyps mit dem Grad IlI/IV. Auch in der
Kategorie ,Granulopenie“ zeigte sich ein ahnlicher Trend: Das Risiko des
3R3R-Genotyps eine schwerere Granulopenie erleiden zu missen war erhoht
(p=0,07).

In gewissem Sinn bestatigt die Studie von Lecomte et al. die vorliegenden
Erkenntnisse. Je ofter die 28 bp Wiederholung ausgepragt ist, desto
wahrscheinlicher wird es, dass der behandelte Patient an schweren
Nebenwirkungen leiden muss. Obwohl Lecomte dies nicht fur MTX gezeigt hat,
sondern fir 5-FU, kann man von einer gewissen Ubereinstimmung sprechen.
MTX hemmt zwar nicht wie 5-FU direkt die TS, aber die in der Zelle gebildeten
MTX-Polyglutamate wirken auf die Thymidylat-Synthase %1%,

Fur die 6 bp Deletion in der 3-UTR der TS konnten keine Assoziationen mit der
Toxizitat einer hochdosierten MTX-Therapie nachgewiesen werden. Obwohl
Patienten ohne die 6 bp Deletion eine erhdhte TS mRNA Expression zeigten
und dies mit einem erhohten Risiko fur Toxizitatserscheinungen einhergeht,
konnten auch Lecomte et al. keine Assoziation mit dem Polymorphismus

nachweisen .

5.6 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit konnten wichtige Mutationen in Genen des
Folsaurestoffwechsels, die fur Nebenwirkungen einer HD-MTX-Therapie bei
Patienten mit einem PCNSL verantwortlich sind, identifiziert werden. Ebenso

konnten Genotypen bestimmt werden, die mit der Erkrankung korrelieren.
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Die eingesetzten Methoden zur Analyse der Mutationen erwiesen sich flr den
gegeben Probenumfang als kostenglnstig und effizient. Die Genotypisierung
war reproduzierbar und eindeutig.

Sollte in Zukunft die Analyse auf weitere Polymorphismen (SNP oder Insertion
und Deletion) und/oder auf eine groRere Anzahl an Patienten im
Zusammenhang mit der Erkrankung ausgedehnt werden, so sollte eine Analyse
mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie oder Pyrosequencing® erwogen
werden. Diese Techniken ermdglichen einen hohen Probendurchsatz innerhalb

kurzer Zeit und Uberzeugen deshalb auf Grund ihres Kosten-Nutzen-Faktors.

Allgemein lasst sich mit dieser Arbeit zeigen, dass Uber die Analyse von
Genpolymorphismen in genomischer DNA Aussagen zum funktionellen Einfluss

dieser mdglich sind.

Der Vergleich der Genotypenfrequenzen des Studienkollektivs mit den
Genotypenfrequenzen  gesunder  Kontrollpopulationen  aus  anderen
Vergleichsstudien zeigte, dass sowohl der MTHFR 677 TT-Genotyp, als auch
die 3R3R-Variante der 28bp-Wiederholungen in der TS mit dem Risiko flr ein
PCNSL korrelieren. Damit ist die vorliegende Arbeit die erste, die einen solchen
Zusammenhang, wie er schon bei anderen hamatologischen Erkrankungen

beschrieben wurde, bestatigen kann.

Im Gegensatz dazu beeinflussten die untersuchten Polymorphismen weder die
Uberlebenszeit im OAS noch im PFS. Dies bestétigte auch die multivariate Cox-
Regression.

Bemerkenswert war die Inzidenz héhergradiger (Akut-)Nebenwirkungen im
Gesamtkollektiv: Ca. 20% der 466 verabreichten Zyklen HD-MTX verursachten
eine Grad |Ill/IV Nebenwirkung. Die Inzidenz einer schweren nicht-
hamatologischen Nebenwirkung (Grad llI/IV) bei den 100 analysierten Patienten
war 30%, die kumulative Inzidenz irgendeiner schweren Nebenwirkung war
48%.
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Wie schon in vorausgehenden Studien bei anderen Erkrankungen konnte eine
eindeutige Assoziation des SNP MTHFR C677T mit Nebenwirkungen einer
Therapie mit Methotrexat nachgewiesen werden: Patienten mit dem
TT-Genotyp zeigten sowohl die schwerwiegendere nicht-hamatologische
Nebenwirkung als auch eine hdhere ,schwerste dokumentierte Nebenwirkung®.
Damit konnte die Wichtigkeit der Mutation MTHFR C677T bestatigt werden.
Erstmals ist es gelungen, die Assoziation von Akuttoxizitat bei HD-MTX und
MTHFR-Polymorphismus zu bestatigen.

Die anderen Mutationen zeigten allenfalls marginale Auswirkungen auf die
Toxizitat, so zum Beispiel der Anstieg der Granulozytentoxizitdt unter dem
GG-Genotyp des SNP RFC G80A.

Der kumulativer Risikoindex, bei dem fur das Vorhandensein einer Mutation
(MTHFR 677TT, MTHFR 1298CC, RFC 80AA oder 80GA, TS 6 bp Deletion
-6/-6 oder TS 28 bp repeats 3R3R) ein bestimmter Punktwert vergeben wurde,
zeigte eine positive Korrelation mit der schwersten dokumentierten
Nebenwirkung und der maximalen nicht-hamatologischen Nebenwirkung. Diese
Ergebnisse sollten zur weiteren Validierung an einer grolieren
Studienpopulation Uberprift werden. Hier stellt sicher die geringe Inzidenz des
PCNSL bei immunkompetenten Patienten das entscheidende Hindernis dar.
Nicht alle untersuchten Polymorphismen waren pradiktiv fur die in der Studie
erfassten Nebenwirkungen, trotzdem besteht die Moéglichkeit der prospektiven
Identifikation von Individuen mit besonders hohem Risiko flr schwere
Nebenwirkungen einer Therapie mit HD-MTX. Nach der oben schon
beschriebenen Uberpriifung der Verhaltnisse an einer gréReren Population und
einer eventuellen Erweiterung der Parameter besteht die Perspektive einer
malfigeschneiderten (tailor-made), intensivierten Therapie mit Dosisanpassung
oder entsprechenden Supportivmalinahmen.

Um das therapeutische Ansprechen, bzw. das Ansprechen des Tumors auf die
Therapie zu untersuchen, ware es sicher interessant gewesen auch den
Mutationsstaus der Tumor-DNA zu bestimmen und mit den Zeiten im OAS und
PFS zu korrelieren. Wenn man davon ausgeht, dass die ,normale“ genomische

DNA den genetischen Hintergrund fur die toxischen Nebenwirkungen darstellt
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(wie in der vorliegenden Arbeit ansatzweise gezeigte werden konnte), so ware
die Tumor-DNA der genetische Hintergrund fir das therapeutische
Ansprechen %1318 ‘Mutationen in Tumor-DNA kénnten dann Auswirkungen
auf den Erfolg einer Therapie haben. In diesem Zusammenhang kénnte auch
eine Expressionsanalyse der Proteine des Folatzyklus im ,normalen“ und
Tumorgewebe erwogen werden .

In der vorliegenden Arbeit wurden Enzyme, die fur die Aufnahme von Folsaure
oder Methotrexat oder fur den unmittelbaren Stoffwechsel im Folsdurezyklus
verantwortlich sind, untersucht. Auch Enzyme, die fur den Efflux von
Stoffwechselprodukten von Methotrexat aus der Zelle verantwortlich sind,
konnten einen Einfluss auf die Nebenwirkungen einer Therapie haben. Daher
sollten in einer weiteren Untersuchung sowohl diese als auch sogenannte multi-
drug-resistance-related Proteine untersucht werden und mit den Parametern zu
Uberleben und Toxizitat korreliert werden. Weiterhin koénnten zuséatzliche
Polymorphismen, die direkten Einfluss auf den Stoffwechsel haben und in der
Literatur schon bei anderen Erkrankungen beschrieben sind, untersucht
werden, wie zum Beispiel der SNP MTHFR G1793A °291:118128 " qar SNP in der
ersten Wiederholung ™ 37.58,59.65.68.76 qor 28
bp der VNTR der TS, die SNP der DHFR ""®"*° die BCL-6 Expression °> oder
Cyclin D1 (CCDN1 A870G) '®*°. Wie von Weisman et al. und anderen
beschrieben, kénnte auch der Risikoindex noch um folgende SNP erweitert
werden: ATIC C347G, SHMT1 C1420T und AICAR °#'18.128,

Zur genaueren Evaluation der Toxizitat sollten in Zukunft weitere Parameter

oder in der zweiten Wiederholung

erhoben werden: Die Menge des verabreichten Leucovorins konnte
Ruckschlisse auf die Metabolisierung von Methotrexat erlauben, da das
Rescue an den MTX-Spiegel angepasst erfolgt. Leucovorin ist dafir bekannt,
dass es schwerwiegende Nebenwirkungen von Methotrexat lindern bzw.
verhindern kann 632104120.124126 "1, qer vorliegenden Arbeit kdnnten so auch die
erfassten Toxizitaten verzerrt worden sein. Eine Stratifikation nach erhaltener
Leocovorin-Dosis oder nach gemessenem Leocovorin-Spiegel hatte dies

verhindern kbnnen.
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Die Messung des Homocystein-Spiegels kdnnte ein weiterer Parameter flr die
Erfassung der Toxizitat sein. Erhéhte Werte, die einerseits durch die Therapie
mit MTX und andererseits durch die Mutationen der MTHFR hervorgerufen

werden, sind unter anderem mit Neurotoxizitat ®'

, gastrointestinalen und
anderen Nebenwirkungen verkniipft ''°. Auch hier besteht die Mdglichkeit, dass
das Rescue mit Leucovorin die Nebenwirkungen einer Therapie mit Methotrexat
abschwacht, da es einen schnellen Abfall des Homocystein-Spiegels
verursacht ®"1%2,

In diesem Zusammenhang ware auch die Messung der Folsaurespiegel in
Serum und Zelle interessant, da diese ebenfalls unmittelbar von der Therapie
mit MTX und Leucovorin beeinflusst werden '.

Zukunftig sollte in Studien, die die Toxizitdt als messbaren Parameter
betrachten, auch der MTX-Plasmaspiegel gemessen werden, da die AUCyrx
(Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve) eng mit den schweren
Nebenwirkungen korreliert *°.

Zusammenfassend zeigen diese Uberlegungen, dass durch Pharmakogenetik,
therapeutisches Drug-monitoring und die Messung von Metaboliten-Spiegeln
eine Behandlung mit MTX flr den einzelnen Patienten optimiert werden kann.
Weiterhin zeigt sich, dass Mutationen in Enzymen des Folsaurezyklus mit

einem erhohten Erkrankungsrisiko fur ein PCNSL korrelieren.
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6 Zusammenfassung

Das primare ZNS-Lymphom ist eine seltene Form eines hoch malignen,
extranodalen Non-Hodgkin-Lymphoms. Nicht nur bei immunsupprimierten,
sondern auch bei immunkompetenten Patienten stieg die Inzidenz in den
letzten Jahrzehnten.

Der Folsaureantagonist Methotrexat in hohen Dosen (>4 g/m?) ist eines der
wirksamsten Chemotherapeutika beim PCNSL. Allerdings sind toxische
Nebenwirkungen von Methotrexat haufig der therapielimitierende Faktor. In der
Literatur ist beschrieben, dass Mutationen in Genen, die flir die Enzyme des

Folsaurestoffwechsels kodieren, fur diese Nebenwirkungen verantwortlich sind.

In der vorliegenden Arbeit wurden flunf der haufigsten Mutationen in Genen des
Folsaurestoffwechsels untersucht: Die SNP C677T und A1298C im Gen der
Methylentetrahydrofolatreduktase, der SNP RFC G80A im Gen des reduzierten
Folat-Carrierproteins, sowie eine 6 bp lange Deletion und eine sich mehrfach
wiederholende 28 bp lange Sequenz im Gen der Thymidylat-Synthase.

Die Punktmutationen in der MTHFR und im RFC wurden mittels
Schmelzkurvenanalyse im LightCycler® nachgewiesen, der 28 bp tandem/triplet
repeat der TS wurde mittels konventioneller PCR und Agarose Gel-
Elektrophorese, die 6 bp Deletion der TS wurde mit konventioneller PCR,
Restriktionsenzymverdau durch Dra | und Agarose Gel-Elektrophorese

nachgewiesen.

Die Mutationen wurden sowohl mit der Uberlebenszeit der Patienten als auch
mit der Auspragung von Nebenwirkungen in hamatologischen und nicht-
hamatologischen Parametern korreliert. Die Allelfrequenzen wurden mit in der
Literatur beschriebenen gesunden Referenzpopulationen verglichen, ob ein
bestimmter Genotyp der oben genannten Mutationen fir ein PCNSL

pradisponiert.
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Beim Vergleich der Allelfrequenzen der Patienten mit denen gesunder
Vergleichspopulationen zeigte sich, dass der TT-Genotyp des SNP MTHFR
C677T bei Patienten kaukasischer Herkunft fur das PCNSL pradisponiert.
Damit konnte erstmals beim PCNSL eine Pradisposition durch diese
Punktmutation gezeigt werden, anderen Arbeitsgruppen war dies schon bei
Lymphomen aulierhalb des ZNS gelungen. Weiterhin zeigte sich, dass die
homozygote Variante des triplet repeat (3R3R) der TS ebenfalls einen
Risikofaktor fur ein PCNSL darstellt. Dies ist der erstmalige Nachweis dieser

Eigenschaft.

Auf das Outcome der Patienten, so wie auf die Uberlebenszeit, die im Overall
und Progression free Survival gemessen wurde, zeigten die untersuchten

Mutationen keine Auswirkung.

Die Nebenwirkungen wurden in 4 hamatologischen (Hamoglobin, Granulozyten,
Leukozyten, Thrombozyten) und zwei globalen Kategorien (max. nicht-
hamatologische und schwerste dokumentierte Nebenwirkung) nach der WHO-
Skala (Grad 0 bis IV) mit jedem verabreichten Zyklus erfasst.

Die Evaluation der Toxizitatsdaten zeigte, dass 92 von 466 Zyklen (ca. 20%)
Methotrexat hohergradige (°lll/IV) toxische Nebenwirkungen bei den Patienten
hervorriefen.

Hinsichtlich der schwersten dokumentierten Nebenwirkung zeigten Patienten
mit dem TT-Genotyp des SNP MTHFR C677T deutlich schwerere
Nebenwirkungen (p=0,007). Dies steht in Einklang mit Toffoli et al., die dies bei

Patientinnen mit Ovarialkarzinom '*°

nachweisen konnten. Der TT-Genotyp
korrelierte auch signifikant mit den nicht-hamatologischen Nebenwirkungen;
Patient mit beiden T-Allelen litten wunter den schwerwiegenderen
Nebenwirkungen (p=0,007).

Wie zahlreiche andere, konnte auch die vorliegende Arbeit keinen
Zusammenhang des SNP MTHFR A1298C mit den Nebenwirkungen einer

Therapie mit HD-MTX herstellen.
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Zusammenfassung

Patienten mit dem GG-Genotyp im SNP RFC G80A hatten eine signifikant
hdéhere Wahrscheinlichkeit eine Grad IlIl/IV Granulopenie zu erleiden als
Patienten mit mindestens einem A-Allel (p=0,04). Der AA-Genotyp tendierte
allerdings zu héheren nicht-hamatologischen Nebenwirkungen.

Diese Arbeit zeigte weiterhin, dass kein signifikanter Zusammenhang zwischen
den Polymorphismen der Thymidylat-Synthase und den Nebenwirkungen einer
HD-MTX Therapie zur Behandlung eines PCNSL besteht. Es liel} sich jedoch
eine Tendenz zu hoheren nicht-hdmatologischen Nebenwirkungen beim
3R3R-Genotyp des 28 bp tandem/triplet repeat der TS entsprechend der Studie

von Lecomte et al. feststellen .

Auf Grund ihrer zentralen Rolle im Folsaurestoffwechsel und ihrer
pradisponierenden Eigenschaften flir toxische Nebenwirkungen bei der
Hochdosis-Methotrexat Behandlung ist anzunehmen, dass die untersuchten
SNP MTHFR C677T und RFC G80A auch in der Zukunft eine gro3e Rolle
spielen werden. Sollten sich die Ergebnisse dieser Arbeit bei einem groeren
Patientenkollektiv reproduzieren lassen, kdonnte dies zum Anlass genommen
werden, ein Mutationsscreening flur eine individuelle Therapie mit HD-MTX
einzufuhren. Dies konnte dazu beitragen, Patienten vor schwerwiegenden

Nebenwirkungen zu bewahren.
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8 Anhang

8.1

WHO-Empfehlung fiir die Graduierung akuter und subakuter

Toxizitat

Grad 0 | Grad | | Grad Il | Grad lll | Grad IV
Hamatologische Parameter
Hamoglobin (g/l) >110 | 95-109 | 80-94 | 65-79 <65
Leukozyten 1000/l >4,0 |3,0-3,9(2,0-29|1,0-19| <1,0
Granulozyten 1000/l | >2,0 |1,5-1,9|1,0-1,4] 0,509 | <0,5
Thrombozyten 1000/ul | >100 | 75-99 | 50-74 | 25-49 <25

Andere Parameter sind: Magen/Darm (Bilirubin, Transaminasen,...), Niere

(Kreatinin, Harnstoff,...), Lunge, drug fever, Allergie, Haut, Haare, Infektion,

Herz und Nervensystem.

nach: WHO Handbook for reporting results of cancer treatment, No. 48 (1979),
WHO Offset Publications, Geneva.
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Abb. 9: RFLP-Analyse der 88/152/158 bp langen PCR-Produkte nach Dra |
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AIDS

ALL
AraC
AUC
bp
°C

Ca
CD
Cl
CR
CRP

dATP
dCTP
del
dGTP
DHFR
DLBCL

DMSO
DNA
dNTP
dUMP
dUTP
EDTA
EFS
EST
et al.
fkt.

FL

erworbenes Immunschwache-Syndrom (aquired
immunodeficency syndrom)

akute lymphatische Leukamie

Cytarabin, 1-B-Arabinofuranosylcytosin
Flache unter der Kurve (area under the curve)
Basenpaar (base pair)

Grad Celsius

Cytosin

Karzinom

Oberflachenmarker (cluster of differentiation)
Konfidenzintervall (confidence intervall)
komplette Remission (complete remission)
C-reaktives Protein

Tag (dies)

Desoxyadenosin-Triphosphat
Desoxycytidin-Triphosphat

Deletion

Desoxyguanosin-Triphosphat
Dihydrofolatreduktase

diffus grofRzelliges B-Zell-Lymphom (diffuse large B-cell
lymphoma)

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure
Desoxynukleotid-Triphosphat
Desoxyuridin-Monophosphat
Desoxyuridin-Triphospaht
Ethylendiamintetraacetat

krankheitsfreies Uberleben (event free survival)
expressed sequence tags

und andere (et alii)

funktionell

Fluorescein
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HD
HHV-8
HIV
HLA
Insdel
KA
kb
Klin.
Kg
KOF
KT
LC
LED
loss

2

m
MALDI-TOF

mg

min

mM
MMN
Mon.
mRNA
MTHFR
MTX

fluorescence resonance energy transfer
Gramm

Guanosin

Spender gegen Empfanger Reaktion (GVHD)
Gray

Stunde(n)

Hochdosis

humanes Herpes-Virus-8

Human Immunodeficiency Virus
Humanes Leukozyten Antigen

Insertion und/oder Deletion
Korrespondenzanalyse

Kilobasen (1000 Basen)

klinisch

Kontrollgruppe, Kontrollgruppen
Korperoberflache

Kontingenztabelle

LightCycler®

Leuchtdiode (light emitting diode)

Verlust
Quadratmeter
Matrix-unterstutze Laser  Desorption/lonisation-Flugzeit-
Analyse (matrix assisted laser desorption/ionisation-time of
flight)

Milligramm

Minute(n)

Millimolar

maximale nicht-hamatologische Nebenwirkung

Monat, -e

messenger-RNA

Methylentetrahydrofolatreduktase

Methotrexat
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NHL
nm
OAS
OMI
OR
PCNSL
PCR
PD
PFS
PH

PR

RA

RFC
RFLP
RFS

RI

RNA
RT-PCR
SAM

SD

SDN
sec

Sig.
SNP

T

Tab.
TAE
Tag-
Polymerase
THF

TS

Non-Hodgkin-Lymphom

Nanometer

Uberlebensdauer (overall survival)

oraler Mukositis-Index

odds ratio

primares ZNS-Lymphom
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
progrediente Erkrankung (progressive disease)
progressionsfreie Uberlebenszeit (progression free survival)
Phosphatende

partielle Remission (partial remission)
Wiederholung (repeat)

rheumatoide Arthritis

reduziertes Folat Carrierprotein
Restriktionsfragment-Langen-Polymorphismus
riickfallfreies Uberleben (relapse free survival)
Risiko-Index

Ribonukleinsaure (ribonucleic acid )

real-time PCR

S-Adenosyl-Methionin

stabiler Krankheitszustand (stable disease)
schwerste dokumentierte Nebenwirkung
Sekunde(n)

Signifikanz

Punktmutation (single nucleotide polymorphism)
Thymidin

Tabelle

Tris-Essigsaure-EDTA

Polymerase aus Thermus aquaticus

Tetrahydrofolsaure

Thymidylat-Synthase
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UTR
uv

U/min

VNTR

VS.
WBRT
ZNS
5-FU

Unit

untranslatierte Region (untranslated region)

ultraviolett

Umdrehungen pro Minute

Volt

Tandem-/Triplet Wiederholung (variable number of tandem

repeat)

versus

Ganzhirnbestrahlung (whole brain radiotherapie)

zentrales Nervensystem

5-Fluoruracil
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