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VERWENDETE ABKURZUNGEN

ADHS Attention deficit hyperactivity syndrome

AICART Aminoimidazol-Carboxamid-ribonucleotid-
Transformylase

ALL Akute Lymphatische Leukamie

ALT Alanin-Aminotransferase
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AST Aspartat-Aminotransferase
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Cl confidence intervall
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FICAR Formamidoimidazol-Carboxamid-
Ribonukleotid
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FPGS Folsaure-Polyglutamatsynthetase

FPGS Folyl-Polyglutamatsynthetase
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EINLEITUNG

Kinder, die wegen einer akuten lymphatischen Leukamie (ALL) oder eines
lymphoblastischen Non Hodgkin Lymphoms (NHL) antineoplastisch mit Me-
thotrexat (MTX) behandelt werden, reagieren mit unterschiedlich ausgepragter
Toxizitat auf die hochdosierte Verabreichung dieses Folsdureantagonisten. Ne-
ben Leber, Knochenmark und Nieren ist das ZNS eines der typischerweise
durch Nebenwirkungen betroffenen Organe. Klinisch kénnen heftiges Erbre-
chen, Lethargie, Krampfanfalle oder auch Hemiparesen auftreten. MR-
tomographisch finden sich Marklagerveranderungen, die als Leukenzephalo-
pathie bezeichnet werden. Zwar ist die genaue Genese dieser Veranderungen
nicht bekannt, doch werden sie im Wesentlichen auf die hochdosierte und
intrathekale Gabe von MTX sowie die kraniale Bestrahlung zurlickgefiihrt. Die
Wirkung des MTX beruht auf dem Antagonismus zu Folsaure. MTX hemmt im
Folsaurezyklus insbesondere die Dihydrofolatreduktase (DHFR) und flhrt zur
Verarmung an Tetrahydrofolat (THF), dem zentralen Folsdure-Metaboliten. Me-
thotrexat hemmt aber auch direkt oder indirekt mehrere andere Enzyme des

Folsaurestoffwechsels u.a. die Methylen-Tetrahydrofolat-Reduktase (MTHFR).

(Aplenc et al. 2005; Baggott et al. 1995; Blount et al. 1997; Broxson et al. 1989; Kim et al. 2007;
Linnebank et al. 2005; Pierik et al. 2006).

Bestehen bei einem Patienten kongenitale Stérungen des Folsaurestoffwech-
sels so kénnten diese das Wirkprofil von MTX beeinflussen. So erscheint z.B.
bei einer Kombination aus verminderter Funktion der MTHFR z.B. durch die
Mutation C677T und MTX-Therapie eine ausgepragtere Stérung der Folsdure-
homdostase mit unter Umstanden erhéhter MTX-Toxizitat wahrscheinlich. Solch
eine erhdhte Toxizitdt wurde bereits von mehreren Autoren beschrieben
(Chiusolo et al. 2002; Taub et al. 2002; Toffoli et al. 2000; Ulrich et al. 2001), andere konn-
ten vermehrte Nebenwirkungen von MTX bei Patienten mit MTHFR-Mutation
nicht nachweisen (Aplenc et al.; de Jonge et al.; Kishi et al.). Der Zusammenhang zwi-
schen dem Auftreten von leukenzephalopathischen Veranderungen bei Hoch-
dosis-MTX-Therapie und dann niedrig dosierter MTX-Dauertherapie mit dem
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Vorliegen einer C677T-Mutation im MTHFR-Gen wurde bei padiatrischen ALL-
Patienten bisher unseres Wissens bis auf Einzelfallbeschreibungen (Strunk et al.
2003) nicht untersucht.
Leukenzephalopathische Veranderungen nach MTX-Therapie kdnnen ohne
oder mit nur geringer klinischer Symptomatik auftreten, so dass sie gelegentlich
bei unter anderer Indikation durchgefiihrten MRT’s als Zufallsbefund diagnosti-
ziert werden. So finden sich Marklagerverédnderungen z.B. bei kranialen MRT's,
die unter dem Verdacht einer Sinusvenenthrombose oder auch zum Ausschluss
einer zerebralen leukdmischen Beteiligung durchgefihrt werden. Die genaue
Haufigkeit solch asymptomatischer MR-Verédnderungen ist nicht bekannt, in
Studien werden Inzidenzen von 0-70% angegeben, abhéngig insbesondere von
Therapieregime und Untersuchungszeitpunkt (Reddick & al. 2005), SO dass wir au-
Berdem das Auftreten solcher Veranderungen in unserer Patientengruppe
bestimmen wollten.
Wir fUhrten eine retrospektive Analyse der Daten von Kindern, die zwischen
1990 und 1999 in der Universitatskinderklinik Aachen nach dem ALL-BFM Pro-
tokoll behandelt wurden, hinsichtlich akuter Toxizitdt anhand von klinischen An-
gaben und Laborwerten und hinsichtlich Spéttoxizitdt anhand von kranialen
MRT s nach mehrjahrigem Intervall durch.

AKUTE LYMPHATISCHE LEUKAMIE UND
LYMPHOBLASTISCHE NON HODGKIN LYMPHOME

Haufigkeit

Akute lymphoblastische Leukédmien (ALL) sind die haufigste Neoplasie im Kin-
desalter. Die Inzidenz betragt 3,3 Erkrankungen/ 100.000 Einwohner unter 15
Jahren. Jungen sind 1,2 mal so haufig betroffen wie Madchen, der Altersgipfel
liegt zwischen dem 2. und 5. Lebensjahr. (Kaatsch et al. 1995) Lymphoblastische
Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) sind der ALL eng verwandt und unterscheiden
sich definitionsgeman durch eine Knochenmarksinfiltration von unter 25%. An
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Non-Hodgkin-Lymphomen erkranken etwa 0,8 von 100.000 Kindern im Jahr mit
einem medianen Erkrankungsalter von 9,25 Jahren (Kaatsch & Spix 2002).

Pathogenese

Akute lymphoblastische Leukdmien entstehen durch klonales Wachstum malig-
ne entarteter Zellen, die aus den unterschiedlichen Differenzierungsstadien der
hamatopoetischen Entwicklung der Lymphozyten hervorgehen. Sie sind charak-
terisiert durch unkontrollierte Proliferation und Akkumulation unreifer, morpholo-
gisch veranderter und funktionell gestérter Lymphozyten in Knochenmark, Blut,
Lymphknoten und den parenchymatésen Organen wie Milz und Leber. Als
wahrscheinlichste Ursache fiir die meisten Erkrankungen sind somatische Mu-
tationen oder praexistente Keimbahnmutationen anzunehmen. Haufig liegen
diese Veranderungen schon in utero vor und flhren spater u.U. in Verbindung
mit anderen leukdmogenen Faktoren zur Manifestation der Erkrankung. (Ford et
al. 1998; Gale et al. 1997; Mori et al. 2002; Schrappe et al. 2006; Wiemels et al. 1999) Als sol-
che kommen u.a. Strahlung, Infektionen, Chemikalien, Medikamente und nutri-
tive Faktoren in Frage. (Greaves 1997; Schrappe et al. 2006)

Symptomatik

Auffallig wird die Erkrankung typischerweise mit Zeichen der
Verdrangung der Hamatopoese durch Expansion des malignen Klons wie Blu-
tungen, Anamie, Infektanfalligkeit und Knochenschmerzen oder durch Kom-
pressionserscheinungen durch ein Lymphom, wie Ateminsuffizienz oder intesti-

nale Passagestérung.

Prognose

Das gute Ansprechen auf die Polychemotherapie insbesondere mit Hoch-Dosis
(HD)-MTX hat die Heilungschancen bei ALL im Kindesalter enorm erhdht. War
die FunfjahreslUberlebensrate vor 1965 nur 5%, liegt sie jetzt zwischen 70%
und 80%, fir Subgruppen noch darliber (Reiter et al. 1992; Reiter et al. 2000; Reiter et
al. 1999; Seidemann et al. 2006).

Ein wesentlicher Fortschritt liegt in der risikoadaptierten Therapie der Patienten.

Das Alter, die Leukozytenzahl bei Diagnosestellung, der Immunphéanotyp, sowie
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das Vorliegen bestimmter chromosomaler Translokationen (BCR-ABL, MLL-
Translokation u.a.) waren neben dem Therapieansprechen bis vor wenigen
Jahren maBgeblich flr die Entscheidung Uber die Intensitat der Therapie. Inzwi-
schen ist die Bestimmung des MRD-Status (minimal residual disease), d.h. das
auf molekularer Ebene dokumentierte Ansprechen auf die Therapie, zuverlassi-
ger, um eine prognostische Einschatzung und Therapiestratifizierung zu ge-
wahrleisten (Flohr et al. 2008; Schrappe 2003; van Dongen et al. 1998).

Als Marker der MRD-Diagnostik werden flir jeden Leukamieklon spezifische
Immunglobulin- und T-Zell-Rezeptor Genrearrangements verwendet, womit ei-
ne Leuk@miezelle unter zehntausend oder gar hunderttausend normalen Lym-
phozyten detektiert werden kann.

Mit diesen vergleichsweise guten Uberlebenschancen riicken Langzeitfolgen
der Therapie verstarkt in den Vordergrund. Insbesondere die Folgen der Strah-
lentherapie beeintrachtigen langfristig die Lebensqualitat und fihren zu Folge-
erkrankungen (Langer et al. 1998), so dass hier eine deutliche Dosisreduktion und
risikoadaptierte Indikation resultierte. Ahnliches wird fiir die Chemotherapie ver-
sucht, so dass prognostische Marker fir das Risiko eines Rezidivs, wie die
MRD-Diagnostik, und flr die Therapietoxizitdt besondere Relavanz erlangen.
Zu letzterem kdnnten auch angeborene Stdérungen im Folsdurehaushalt gehé-

ren, die zu veranderter Wirksamkeit oder Toxizitat von MTX fuhren.

Therapie

Nur eine relativ kleine Gruppe von Medikamenten kommt zur Therapie der ALL
in Frage und die Behandlung wird erschwert durch die fir viele der therapeu-
tisch eingesetzten Substanzen schlechte Passierbarkeit der Bluthirnschranke
und das deshalb friher haufig resultierende ZNS-Rezidiv (Bleyer 1988).

Erst durch die Einfihrung der Hochdosis-MTX-Therapie inklusive der intrathe-
kalen Gaben konnte zusammen mit der kranialen Bestrahlung ein Durchbruch
erreicht werden. Erkauft wurde diese deutliche Therapieverbesserung aber
auch mit einer Zunahme neurotoxischer Nebenwirkungen und von Zweitma-

lignomen, letztere insbesondere durch die Bestrahlung.
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Neben dem sowohl systemisch als auch intrathekal verabreichten Methotrexat
und der zunehmend seltener eingesetzten kranialen Bestrahlung besitzt vor
allem noch Cytarabin zentral-neurotoxisches Potential, allerdings in der Regel
in héheren als den bei der ALL eingesetzten Dosen (Hoffman et al. 1993).
Die immunologische Differenzierung der Blasten von ALL und NHL ist teilweise
identisch, so dass haufig die gleiche Behandlung zur Anwendung kommen
kann. In Osterreich, der Schweiz und Deutschland werden die Patienten iiber-
wiegend in den ALL-/ ALL-REZ-/ NHL-BFM-Therapiestudien der Gesellschaft
fir Padiatrische Onkologie und Hamatologie (GPOH) behandelt.
Die Therapie der ALL erfolgt risikoadaptiert anhand verschiedener Faktoren zu
denen u.a. biologische Faktoren (z.B. BCR/ABL), insbesondere aber das The-
rapieansprechen gehéren. Die individuelle Wirksamkeit der Therapie wird zu
verschiedenen Zeitpunkten mit verschiedenen Methoden Uberprift. Neben ei-
nem Ansprechen auf Prednison im peripheren Blutbild kommt besonders dem
Remissionsnachweis an Tag 33 nach Therapiebeginn im Knochenmark und seit
einigen Jahren der MRD-Diagnostik nach 5 und 12 Wochen eine groBe Bedeu-
tung zu. Die Therapie gliedert sich auBBer im Hochrisikoprotokoll in die Indukti-
onstherapie, die Konsolidierungstherapie und die Reinduktionstherapie.
Es werden jeweils mehrere Chemotherapeutika intravends oder oral verab-
reicht sowie Methotrexat intrathekal, um eine zentralnervise Aussaat zu be-
handeln und ein ZNS-Rezidiv zu verhindern. Induktions- und Reinduktionsthe-
rapie sind ahnlich aufgebaut und verwenden &hnliche Medikamente. In der ers-
ten Phase kommen Prednison bzw. Dexamethason, Vincristin und Asparagina-
se sowie ein Anthrazyklin (Daunorubicin bzw. Doxorubicin) zum Einsatz. Die
anschlieBende zweite Phase beinhaltet Cyclophosphamid, Cytarabin und Mer-
captopurin, bzw. Thioguanin ein antimetabolisch wirksames Nukleosid-
Analogon. Die auf die Induktionstherapie folgende Konsolidierungstherapie be-
steht aus der oralen Gabe von Mercaptopurin und der intrathekalen sowie
hochdosierten intravendsen Gabe von MTX und dient insbesondere der Sanie-
rung von Extrakompartimenten, wie Hoden und ZNS, neben dem Knochenmark
typischen Lokalisationen eines Rezidivs.
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Im Anschluss an die intensive Therapiephase folgt die orale Dauertherapie mit
Mercaptopurin und oralem MTX bis zu einer Gesamttherapiedauer von 2 Jah-
ren. Mercaptopurin wird hierbei taglich MTX einmal wdchentlich verabreicht.

Patienten mit bestimmten genetischen Veradnderungen (BCR-ABL, MLL-
Translokation) und solche mit schlechtem Ansprechen im Verlauf werden der
Hochrisikogruppe zugerechnet und nach bestimmten Kriterien einer intensivier-
ten Therapie oder falls mdglich, einer allogenen Stammzelltransplantation mit

einem HLA-identischen Geschwister oder einem passenden Fremdspender zu-

geflihrt.
Extrakompartment Reinduktions
therapie therapie
Prednison Mercaptopurin HD-MTX Dexamethason Thioguanin
Vincristin Cytarabin MTX i.th Vincristin Cytarabin
Daunorubicin Cyclo- Mercaptopurin Doxorubicin Cyclo-
Asparaginase phosphamid Asparaginase phosphamid
MTX i.th MTX i.th MTX i.th
I o vocrer 8 Wocher
Protokoll 1 Protokoll M Protokoll 2
Im Anschlufd: Dauertherapie mit Mercaptopurin taglich und
MTX 1 x wochentlich p.o. bis zu einer Gesamttherapiedauer von 2 Jahren

Medikamente und zeitlicher Ablauf der ALL-BFM-Therapie

Radiatio

Die Indikation zur kranialen Bestrahlung erfolgt risikoadaptiert, also bei manifes-
tem ZNS-Befall, T-ALL und HR-Patienten, die Dosis wird altersangepasst mit
niedrigeren Dosen unter 2 Jahren dariiber randomisiert zwischen 12 und 18 Gy.
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FOLSAUREZYKLUS UND ANGRENZENDE

STOFFWECHSELWEGE

Folsaure ist fir viele Stoffwechselvorgange des Kérpers unentbehrlich. Sie
nimmt als Coenzym eine Schllsselstellung im 1-Kohlenstoff-(C1)-Stoffwechsel,
d.h. bei der Ubertragung von 1-Kohlenstoffresten, bei DNA-Synthese, DNA-
Reparatur und epigenetischer Regulation der DNA ein. Der C1-Stoffwechsel
fihrt auf der einen Seite u.a. zu Purin- und Thymidin-Synthese, auf der anderen
zur Remethylierung von Homozystein, zur Proteinsynthese und Methylierung
u.a. von DNA, Lipiden, EiweiBen und Neurotransmitern (Hofforand & Weir 2001;
Loffler 1999).

Das Methylierungsmuster der DNA einer Zelle legt fest, welche Gene transkri-
biert werden, also aktiv sind und ist fir jeden Zelltyp spezifisch. Stérungen kén-
nen weitreichende Folgen haben (Baylin et al. 2001; Choi & Mason 2000; Duthie 1999;
Kyoung-dJin Sohn 2004; Sharp & Little 2004; Ueland et al. 2001).

LEUCOVORIN
5-Formyl-THF

T/

zB.
DNA
«Lipide
«Proteine

| Hemmung durch MTX |
3

Folsédurezyklus und angrenzende Stoffwechselwege

Methylakzeptor
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Folsaure ist in Form von Folat-Polyglutamaten besonders in grinem Gemdise,
Leber, Getreide und einigen Frichten enthalten (Fodinger, Horl et al.). Nach Hydro-
lysierung erfolgt die Resorption im proximalen Dinndarm, im Blut dann rasch
die Reduktion zu Tetrahydrofolat (THF). Die Aufnahme von Folaten nach intra-
zellular erfolgt bei hohen Konzentrationen durch passive Diffusion ansonsten
durch Carrier-vermittelte Transportsysteme (Huennekens et al. 1992). Die zwei
wichtigsten Transportsysteme sind der ,Reduced Folate Carrier* (RFC) und der
Folat-Rezeptor (FR) auch ,Membrane-Associated Folate Binding Protein®
(mFBP) genannt. Substrate flir den RFC sind reduzierte Folate, insbesondere
5-Methyltetrahydrofolat (5-Methyl-THF) aber auch Folsdureantagonisten wie
Methotrexat (Antony 1992; Hill et al. 1979; Westerhof et al. 1995).
Im Serum liegt Folsaure hauptséachlich in Form von 5-Methyl-THF vor (Gemmati
et al. 2004), das im Koérper ausschlieBlich durch die MTHFR-katalysierte Methylie-
rung aus 5,10-Methylen-THF gebildet werden kann.
5-Methyl-THF dient dem zellularen Stoffwechsel als Methyl-Gruppen-Donor und
als THF-Quelle. Aus THF wiederum entstehen mit verschiedenen C1-Einheiten
eine Reihe weiterer Folate (5,10-Methylene-THF, 10-Formyl-THF), die unter-
schiedlichen intrazellularen Reaktionen u.a. der Purinsynthese als Coenzym
dienen.
Ausgehend von THF katalysiert die Serin-Hydroxy-Methyltransferase (SHMT)
reversibel unter Verwendung von Serin die Bildung von 5,10-Methylen-THF,
hierbei entsteht Glycin (de Jonge et al. 2005). Die Methylen-Tetrahydrofolat-
Reduktase (MTHFR) reduziert 5,10-Methylen-THF zu 5-Methyl-THF und kon-
kurriert dabei mit der Thymidylat-Synthetase (TS) und der (SHMT) um das Sub-
strat (5,10-Methylen-THF) (de Jonge et al. 2005; Stover 2004). Die Thymidylat-
Synthetase (TS) setzt dUMP zu dTMP, einem notwendigen Baustein korrekter
DNA-Synthese, um. Bei Folsdure-Mangel kommt es zum vermehrten Fehlein-
bau von Uracil statt Thymidin in DNA (Blount et al. 1997; Duthie & McMillan 1997),
was bei der dann notwendigen Reparatur zu vermehrten Doppelstrangbriichen
fOhrt (Duthie & Hawdon 1998). Das Produkt der TS, Dihydrofolat (DHF), wird durch
die Dihydrofolat-Reduktase (DHFR) wieder zu THF reduziert. Das Produkt der
MTHFR, 5-Methyl-THF, liefert die Methylgruppe fur die von der Methionin-



9
Synthetase (MS) katalysierte Methylierung von Homozystein zu Methionin. Da-
bei wird die Methylgruppe voribergehend auf Cobalamin (Vitamin B12) Uber-
tragen, einen Cofaktor der MS, der von der Methionin-Synthetase-Reduktase
(MTRR) im aktiven Zustand stabilisiert wird. Besteht ein Cobalamin-Mangel
fihrt dies zum ,folate trapping“ da 5-Methyl-THF nicht - auch nicht tGber andere
Reaktionen- zu THF regeneriert werden kann. Es entsteht ein funktioneller Fo-
latmangel (Stanger et al. 2003).
Die wiedergewonnene essentielle Aminosaure Methionin kann in die Protein-
synthese eingehen oder fungiert in ihrer aktivierten Form, S-Adenosyl-Methionin
(SAM), als wichtigster Methylgruppendonor bei Transmethylierungsreaktionen
unter anderem von DNA, Proteinen, Neurotransmittern, Hormonen, Lipiden und
Phospholipiden (Chiang et al. 1996).
Nach Ubertragung der Methylgruppe auf einen Akzeptor durch die Methyltrans-
ferase (MT) entsteht via S-Adenosyl-Homozystein (SAH) wieder Homozystein.
Homozystein kann entweder von der MS zu Methionin remethyliert oder in ei-
ner Transsulfurierung unter Cysteinbildung mit Ubertragung der Schwefel-
gruppe auf Serin katabolisiert werden.

Cystathionin-
Synthetase
+B6 i
Homozystein- Homozystein-
Sulfinsaure saure

|

l

Cystathionase

+B6

-

Cystein-

s Cysteinsaure
Sulfinsaure y

+B6

9
?
i

?

Homozysteinabbau
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Dazu wird Homozystein zunachst Vitamin B6 abhangig durch die Cystathionin-
Synthetase zu Cystathionin und dann, ebenfalls Vitamin B6 abhangig, durch
die Cystathionase zu Cystein umgesetzt, welches wiederum zu Cystein-
Sulfin-Saure und Cysteinsaure oxidiert wird. Diese werden in Folge zu Hypotau-
rin und Taurin decarboxyliert. Analog kann Homozystein zu Homozystein-Sulfin-
Saure und Homozystein-Saure oxidiert werden (Stanger et al. 2003; Vezmar et al.
2003; Vezmar S 2003). Extrazellular im Plasma vorliegendes Homozystein wird zu
Homozystein-Thiolacton und gemischten Disulfiden oxidiert. Hierbei anfallende
Sauerstoffradikale sind hochreaktiv und werden wesentlich fir die Toxizitat von

Homozystein verantwortlich gemacht. (Diaz-Arrastia 2000; Loscalzo 1996; Upchurch et
al. 1997; Welch & Loscalzo 1998)
Die anfallenden schwefelhaltigen Aminosduren sind als Strukturanaloga von

Glutamat und Aspartat stark exzitatorisch wirksam (Curtis & Watkins 1963).

Die Methylen-Tetrahydrofolat-Dehydrogenase (MTHFD) katalysiert drei hin-
tereinander geschaltete Reaktionen bei der stufenweisen Umwandlung von
5,10-Methylen-THF zu THF. Das hierbei entstehende 10-Formyl-THF dient als

Coenzym der Purinsynthese.
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Purinsynthese

Es wird durch die Glycinamid-Ribonukleotid-Transformylase (GART) kataly-
sierte Formyl-Glycinamid-Ribonukleotid-(FGAR) Bildung wieder zu THF umge-
setzt und ist so an der Purinsynthese beteiligt. FGAR wird, erneut mit 10-
Formyl-THF als Coenzym, durch die Aminoimidazol-Carboxamid-Ribonukleotid-
Transformylase (AICART) zu Formamidoimidazol-Carboxamid-Ribonukleotid
(FICAR) umgebaut, aus dem dann schlieBlich Gber Inosin-Monophosphat (IMP)
Adenosin-Monophosphat (AMP) und Guanosin-Monophosphat (GMP) entste-
hen, die Purinbasen der DNA.

Ein weiterer angrenzender Stoffwechselweg ist der Biopterin-Metabolismus.
Bei der Synthese der Neurotransmitter Serotonin, Dopamin und DOPA wird
Tetrahydro-Biopterin (THB) fir die Hydroxylierung von Tyrosin, Phenylalanin
und Tryptophan benétigt. THB kann aus Quinoid-Dihydrobiopterin u.a. durch die
DHFR und die MTHFR regeneriert werden, so dass Veranderungen im Folséau-
restoffwechsel Uber die beteiligten Enzyme auch Auswirkungen auf die Bildung

von Neurotransmitern haben kdnnen.
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Biopterin-Metabolismus und Biogene Amine

METHYLENTETRAHYDROFOLAT-REDUKTASE (MTHFR)

Das MTHFR-Gen liegt auf Chromosom 1p36.3 und besteht aus 11 Exonen mit

einer Gr6Be zwischen 103 und 432 Basenpaaren (Goyette et al. 1995; Goyette et al.
1994).
Die Methylen-Tetrahydrofolat-Reduktase (MTHFR) ist ein zytoplasmatisch

lokalisiertes Enzym, mit 3 katalytischen Bindungsregionen jeweils fur Flavin-
Adenin-Dinucleotid (FAD), Nikotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat (NADPH)
und 5,10-Methylen-THF, das die irreversible Reduktion von 5,10-Methylen-THF
zu 5-Methyl-THF, dem wichtigsten zirkulierenden Folat und Methylgruppen-
Donor vieler Methylierungsreaktionen u.a. der Methioninsynthese aus Homo-
zystein katalysiert (Fodinger et al. 2000). Sie konkurriert hierbei mit der Thymidylat-
synthetase und der SHMT (Serin-Hydroxy-Methyltransferase) um das Substrat
5,10-Methylen-THF. (de Jonge et al. 2005; Stover 2004)
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Die MTHFR katalysiert die einzige Reaktion der Zelle die 5-Methyl-THF gene-
riert und ist damit ein Schllisselenzym an der Schnittstelle von DNA-Synthese
einerseits und Methylierungsreaktionen und EiweiBsynthese andererseits. Die
MTHFR lenkt C1-Gruppen in Richtung Methylierungsreaktionen von z.B. Ho-
mozystein, DNA, Lipiden, Neurotransmittern und EiweiB und entzieht sie der
Nukleinsaurensynthese. Das Substrat der MTHFR, 5,10-Methylen-THF, ist we-
sentlich fir die DNA-Synthese via Thymidylatsynthetase bzw. GART / AICARFT
und die Balance des Nukleotid-Pools (Kyoung-Jin Sohn 2004; Sharp & Little 2004; Ue-
land et al. 2001; Wiemels et al. 2001).
Nach der Klonierung des Gens 1993 konnten mehrere Mutationen, die mit ei-
ner mehr oder weniger ausgepragten Funktionseinschrankung des Enzyms
einhergingen identifiziert werden (Fodinger et al. 2000; Goyette et al. 1994). Martin et
al. (Martin et al. 2006) fanden bei systematischen Untersuchungen in
verschiedenen ethnischen Gruppen insgesamt 65 Polymorphismen der
MTHFR, wovon 11 zu einem nicht-synonymen single nucleotide polymorphism
(SNP), also einem Austausch einer Base mit konsekutiv veranderter
Aminosaurensequenz fuhrten. Die am besten hinsichtlich ihrer Auswirkung un-
tersuchte Mutation ist die 1994 durch Frosst identifizierte MTHFR-C677T-
Mutation, eine Punktmutation im Nukleotid 677 des Exons 4, die zum Aus-
tausch von Alanin durch Valin (Ala222Val) in der katalytischen Region des En-
zyms flhrt (Adams et al. 1996; Frosst et al. 1995; Marz et al. 2000)
Hieraus resultiert eine Erniedrigung der Enzymaktivitat im homozygoten Status
auf 30%, bei Heterozygoten auf 60% im Vergleich zum Wildtyp (Engbersen et al.
1995; Relling & Dervieux 2001)
Thermolabil wird die Variante genannt, weil in vitro ein Erhitzen von 37°C auf
46°C mit einem 70-prozentigem Aktivitatsverlust einhergeht, im Gegensatz zu

50% beim Wildtyp.
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Die verminderte Enzymaktivitat der C677T-mutierten MTHFR fUhrt zum Anstieg
des Substrates und lenkt damit 5,10-Methylen-THF in Richtung Purin-(via
GART und AICART) und Pyrimidin-Synthese (via TS) und fihrt zu verminderter
5-Methyl-THF-Bildung und damit reduzierter Methylierungskapazitat, was u.a.

Hyperhomozysteindmie und eine Hypomethylierung der DNA bewirkt. (Castro et
al. 2004; de Jonge et al. 2005; Friso & Choi 2002; Stern et al. 2000)
Das vermehrt anfallende 5,10-Methylen-THF steht der Thymidylatsynthetase zu

Verflgung, so dass vermehrt dTMP aus dUMP entstehen kann, oder wird via
10-Formyl-THF in die Purinsynthese eingeschleust.

Der Einfluss der MTHFR-C677T-Mutation auf die Folatkonzentration im
Kérper wird unterschiedlich bewertet (Kyoung-Jin Sohn 2004). Wahrend einige Un-
tersucher bei Patienten mit der MTHFR-C677T-Mutation erniedrigte Serumfo-
latkonzentrationen fanden (Frosst et al. 1995; Jacques et al. 1996; Ma et al. 1997; Sum-
mers et al. 2008; van der Put et al. 1995) konnten andere keine Unterschiede zwi-
schen den Genotypen feststellen (Chen et al. 2001). Mdglicherweise wirkt sich die
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MTHFR-Mutation unterschiedlich und gewebespezifisch auf die Folatkonzentra-
tionen aus (Kyoung-Jin Sohn 2004).

Die Ursache der verminderten Enzymaktivitat ist beim Menschen nicht end-
gultig geklart, doch liegt der Polymorphismus bei E.coli an der Bindungsstelle
fir den MTHFR-Cofaktor FAD (Flavin-Adenin-Dinukleotid) und es zeigt sich ei-
ne reduzierte Bindung des Enzyms an seinen Cofaktor (Robien & Ulrich 2003; Ya-
mada et al. 2001). Ein &hnlicher Mechanismus kdénnte beim menschlichen Enzym
zum tragen kommen. (Goyette et al. 1995; Guenther et al. 1999). Andererseits wurde
gezeigt, dass neben einer Anderung der Enzymkinetik auch eine verminderte
Enzymkonzentration bei der Ala222Val Variante zur reduzierten Enzymaktivitat
beitragt (Martin et al. 2006). Durch Substitution von Folséure lasst sich die Funkti-
on der defizienten MTHFR verbessern (Guenther et al. 1999; Pejchal et al. 2006) und
Effekte einer homozygoten MTHFR-Mutation, wie z.B. eine Hyperhomozystei-
namie und DNA-Hypomethylierung werden normalisiert (Castro et al. 2004; Chatzi-
dakis et al. 2006). Gleichzeitig bedeutet dies, dass Auswirkungen einer verminder-
ten MTHFR-Aktivitdt mdglicherweise nur bei relativem Folatmangel evident
werden (Frosst et al. 1995; Jacques et al. 1996; Malinow et al. 1997; Ueland et al. 2001).

Haufigkeit der C677T MTHFR Variante

Der homozygote TT677-Genotyp variiert stark in seiner Haufigkeit innerhalb
verschiedener ethnischer Populationen (0-32%). Am niedrigsten ist die Allelfre-
quenz in Afrika (Schneider et al. 1998). In Europa sind 4-26% der kaukasischen
Bevolkerung homozygot fur die MTHFR-C677T-Mutation, gut 40% sind hetero-
zygot. Bei kaukasischen Einwohnern des nérdlichen Mittelmeerraumes liegt die
Haufigkeit am héchsten und nimmt in Europa nach Norden hin ab. In Spanien
und ltalien finden sich Homozygotenfrequenzen von ca. 10-25%, in Finnland
von 4%. In der deutschen Bevdlkerung wurden Haufigkeiten von ca. 10% ho-

mozygoter und bis zu 50% heterozygoter Merkmalstrager beschrieben (Botto &
Yang 2000; Koch et al. 1998; Ogino & Wilson 2003; Reinhardt et al. 1998; Seidemann et al.
2006; Thirumaran et al.; Wilcken et al. 2003)
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MTHFR-Genfrequenzen

CcC CT 1T T-Allelfrequenz
A Wei
47% 42% | 10,7 % 31,7% USA, Weite
(Wilcken et al. 2003)
Nieder]
52% | 42% | 6.4% 27.4 % lederlande
(Wilcken et al. 2003)
47.9% | 447% | 7.4% 29.8 % Grofbritannien
(Schneider JA 1998)
Frankreich
40% | 48% | 11.8% 35.7 % fanxreic
(Wilcken et al. 2003)
Deutschland
48.6% | 401% | 11.3% 31,4 % eutschian
(Schnakenberg et al. 2005)
Deutschland
444% | 47% | 115% 35 % eutschian
(Thirumaran et al. 2005)
46,7 % 50 % 3,3 % 29 % Eigene Daten

Die relative Haufigkeit der MTHFR C677T- Mutation legt nahe, dass sie einen
evolutionaren Selektionsvorteil darstellt (Fodinger et al. 2000). So stand das Sub-
strat 5,10-Methylen-THF in Phasen geringer Nahrstoffzufuhr bei reduzierter
MTHFR-Enzymaktivitat der lebenswichtigen Purin- und Thymidin-Synthese lan-
ger in ausreichender Menge zur Verfligung, so dass méglicherweise ein Uber-
lebensvorteil resultierte.

Klinische Bedeutung

Die klinische Bedeutung einer reduzierten Funktion der MTHFR liegt bisher vor
allem in der resultierenden Hyperhomozysteindmie, wobei heterozygote Trager
in der Regel nicht durch eine erh6hte Konzentration an Homozystein auffallen.
Homozygote Trager kdnnen signifikant héhere Homozystein-Serumwerte auf-
weisen als Trager der Heterozygoten- oder Wildtypkonstellation, insbesondere
in Kombination mit geringer Folsaurezufuhr (Brattstrom et al. 1998; Frosst et al. 1995;
Ueland et al. 2001).
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Im Mittelpunkt des klinischen Interesses steht die Hyperhomozysteinamie v.a.
wegen der ihr zugeschriebenen prothrombotischen Wirkungen und der resultie-
renden kardiovaskuldaren und thrombotischen Erkrankungen (Stanger et al.

2003).

/ HyPethmocysteinamie |\
Schadigung der Effekte auf das Erhéhung der
Endothelzellen Zellwachstum Thromboseneigung

« Freisetzung von « Stimulation der Proliferation || « Aktivierung von Thrombozyten
Sauerstofffradikalen glatter Muskelzellen « Aktivierung von Faktor V, X, XII
» ReduzierteBioverflig- « Inhibition der Proliferation « verminderte Aktivierung
barkeit von NO von Endothelzellen von Protein C
« Aktivierung des endothelialen
Gewebefaktors

Kardiovaskulére Erkrankungen

Nt

Mégliche Mechanismen der Atherogenitédt von Homozystein

Daneben spielen aber auch neurologische Folgen eine wichtige Rolle (Diaz-
Arrastia 2000), die insbesondere beim seltenen homozygoten Mangel der
Cystathionin-Beta-Synthetase eindriicklich sind. Eine solche genetisch bedingte
Stérung der Transsulfurierung kann bei Mutationen des Chromosoms 21922
(Cystathionin-B-Synthase) zum Krankheitsbild der Homozystinurie flihren, die in
homozygoter Form mit deutlich erhéhten Homozysteinkonzentrationen in Serum
und Urin einhergeht. Symptome sind mentale Retardierung und Krampfanfalle,
Thrombosen bereits im Kindesalter, Linsenektopie, Skelettdeformierungen und
Arteriosklerose. Aber auch bei Hyperhomozysteindmie aufgrund von Folsaure-
oder Vitamin B12-Mangel sind neurologische Symptome wie Myelo- und Neu-
ropathien, Demenz und Retardierung bekannt (Diaz-Arrastia 2000; Surtees et al. 1998;
Wadia et al. 2000).

Die durch Homozystein ausgel6sten Pathomechanismen sind vielfaltig und
erst teilweise aufgeklart, doch kénnte eine vermehrte Radikalbildung beim Ab-
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bau von Homozystein grundlegend flr die Vielzahl der gefundenen Effekte sein.
Homozystein wird im Plasma zu Homozystein-Thiolacton und gemischten Disul-
fiden oxidiert unter gleichzeitiger Bildung verschiedener Peroxide, die wiederum
mit Membranlipiden reagieren oder auch zu einer Aktivierung von Blutgerin-
nungsfaktoren fihren kénnen (Diaz-Arrastia 2000; Hirano et al. 1994; Jones et al. 1994;
Kanani et al. 1999; Loscalzo 1996; Starkebaum & Harlan 1986; Upchurch et al. 1997).

Homozystein hat u.a. Einfluss auf oxidative Prozesse, auf die Bioverfligbarkeit
von NO, auf das Gerinnungs- und Fibrinolysesystem, auf die Zellsynthese und -
proliferation sowie die Bildung anderer schwefelhaltiger Aminosauren (D'Angelo &
Selhub 1997; Hertfelder et al. 2004). Homozystein flhrt zu einer Aktivierung von
Thrombozyten, schadigt Endothelzellen und vermindert die Protein C-
Aktivierung (Hertfelder et al. 2004). Der intrazellulare Abbau von Homozystein er-
folgt u.a. zu Cystein- und Homozysteinsaure, schwefelhaltigen Aminosauren,
die fUr ihre stark neuronal erregende Wirkung u.a. Gber Aminosaurerezeptoren
wie NMDA (N-methyl-D-aspartat)-Rezeptoren bekannt sind und u.a. fir die neu-

rotoxische Wirkung der Hyperhomozysteindmie verantwortlich sein kdénnten
(Curtis & Watkins 1963; Fodinger et al. 2000; Quinn et al. 1997; Sydow & Boger 2001; Vezmar
et al. 2003).

Hyperhomozysteindmie wird also mit einer Vielzahl v.a. vaskularer Erkrankun-
gen in Verbindung gebracht (Kang et al. 1993; Refsum et al. 1998), doch ist dieser
Zusammenhang in neuerer Zeit kontrovers diskutiert und wiederholt verworfen
worden (Lewis et al. 2005; Liihmann 2007; Mooijaart et al. 2005; Reinhardt et al. 1998). Ein
positiver Effekt einer Erniedrigung des Serumhomozysteins auf Mortalitat oder
mentale Leistungsfahigkeit konnte in groBen Untersuchungen bisher nur zum
Teil nachgewiesen werden, so dass die Hyperhomozysteindmie eher fir eine

Folge denn eine Ursache gehalten wurde (Bonaa et al. 2006; de Craen et al. 2006;
Mooijaart et al. 2005; Stott et al. 2005; The Heart Outcomes Prevention Evaluation (HOPE) 2
Investigators 2006). In anderen Untersuchungen scheint die Hyperhomozysteina-

mie auch kausal mit vaskularen Erkrankungen zusammenzuhangen und Fol-
sauresubstitution einen positiven Effekt auf die Morbiditat zu haben (Spence et al.
2005; Wald et al. 2002).
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MTHFR- Assoziation mit verschiedenen Erkrankungen

Brattstrém (Brattstrom et al. 1998) untersuchte 1997 die Haufigkeiten der C677T-
MTHFR-Mutation bei Neugeborenen und tber 80 Jahren alten Menschen. Er
fand keinen signifikanten Unterschied und folgerte, dass die Mutation keinen
entscheidenden Einfluss auf die Lebensdauer hat.

Relevanz zeigt die MTHFR-C677T-Mutation als Risikofaktor fir Neuralrohrde-
fekte und andere Fehlbildungen bei Neugeborenen (Botto & Yang 2000; Finnell et
al;; Ou et al. 1996; Papapetrou et al. 1996; Shaw et al. 1998; van der Put et al.; van der Put et
al.; Wilcken 1997) sowie Schwangerschaftskomplikationen (Ray & Laskin 1999).

Viele andere Krankheiten, wie neuro-psychiatrische Erkrankungen auch bei
Kindern (Dempster et al. 2007; Joober et al. 2000; Wei & Hemmings 1999; Yoo et al. 2000),
chronisch entziindliche Darmerkrankungen (Mahmud et al. 1999; Vecchi et al.
2000), Diabetes mellitus (Buysschaert et al. 2004; Errera et al. 2006; Tutuncu et al. 2005;
Zintzaras et al. 2007) auch das Risiko fur eine Trisomie 21 (Martinez-Frias 2008) oder
Adipositas (Lewis et al. 2008) wurden auf einen mdglichen Zusammenhang mit
der MTHFR-C677T-Mutation untersucht. Die Ergebnisse sind oft widerspriich-
lich und lassen keine eindeutigen Aussagen zu.

Eine Untersuchung von Krull an Kindern legt einen Zusammenhang zwischen
der MTHFR-C677T-Mutation und ADHS nach ALL-Therapie nahe (Krull et al.
2008).

MTHFR und Malignome

Darlber hinaus existieren zahlreiche Studien Uber den Zusammenhang der
MTHFR-C677T-Mutation mit verschiedenen malignen Erkrankungen. Hierbei
ergibt sich ein uneinheitliches Bild. Bei einigen Krebsarten scheint das Risiko
eher verringert (Krajinovic et al. 2004; Marugame et al. 2003; Sharp & Little 2004), bei an-
deren erh6éht oder unbeeinflusst (Krajinovic et al. 2004; KrajinovicLemieux-Blanchard et
al. 2004). So scheint das Kolonkarzinomrisiko bei Vorliegen der Mutation bei
ansonsten normalem Folsdurestatus verringert (Ma et al. 1997; Marugame et al.
2003), das Risiko eines Mamma-oder Endometriumkarzinoms erhdht oder
unbeeinflusst (Justenhoven et al. 2005; Kotsopoulos et al. 2008; Piyathilake et al. 2000; Su-
zuki et al. 2008; Ueland et al. 2001).
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Fir Meningeome und Gliome scheint ein erhéhtes Erkrankungsrisiko, beim
Glioblastom ein negativer Einfluss auf die Uberlebensdauer vorzuliegen (Bethke
et al. 2008; Linnebank et al. 2008).
Bei Kindern und Erwachsenen gab es Hinweise, dass Trager der Mutation ein
reduziertes Risiko an einer akuten lymphatischen Leukdmie zu erkranken
aufweisen (Chatzidakis et al. 2006; Franco et al. 2001; Robien & Ulrich 2003; Skibola et al.
1999). Krajinovic konnte den protektiven Effekt der C677T-MTHFR-Mutation
nachvollziehen, jedoch nur bei Patienten, die vor dem Beginn der 6ffentlich
emfohlenen Folsauresubstitution wahrend der Schwangerschaft (in Canada
1996) geboren wurden (Krajinovic; Lamothe et al. 2004). Er folgerte, ein reduziertes
Risiko durch die MTHFR-C677T-Mutation sei durch die Folatsubstitution aufge-
hoben worden. Diese Ergebnisse konnten durch Schnakenberg (Schnakenberg et
al. 2005) am Patientengut der ALL-BFM 2000- Studie- also mit relativ groBen
Patientenzahlen- nicht nachvollzogen werden, auch nicht unter Bertcksichti-
gung des Beginns der mutterlichen Folsduresubstitution in Deutschland Mitte
der 90er Jahre des zwanzigsten Jahrhundert (Thirumaran et al. 2005). Pereira
(Pereira et al. 2006) fUhrte 2006 eine Metaanalye durch und konnte fir das Risiko
einer kindlichen ALL keine Assoziation zum C677T-MTHFR-Mutations-Status
erkennen. Aplenc (Aplenc et al. 2005) zeigte 2005 retrospektiv bei einer relativ
groBen Gruppe padiatrischer ALL Patienten ein erhdhtes Rezidivrisiko bei Vor-
liegen der C677T-MTHFR-Mutation, wohingegen Rocha (Rocha et al. 2005) in sei-
ner prospektiven Arbeit bei kleineren Zahlen keinen Unterschied nachweisen
konnte.
Hinweise auf niedrigere Intelligenzquotienten nach ALL-Therapie bei Vorlie-
gen der C677T-MTHFR-Mutation ergabene sich nicht (Krajinovic et al. 2005).
Der Zusammenhang zwischen NHL-Risiko und -Prognose und MTHFR
C677T-Mutation wird unterschiedlich bewertet: Stanulla (Stanulla M 2005) und
Seidemann (Seidemann et al. 2006) konnten in der NHL-BFM-Studienpopulation
keinen Zusammenhang, auch keine vermehrte Toxizitat, feststellen, ebenso
Gemmati et al. (Gemmati et al. 2004). Andere fanden ein reduziertes (Kim et al.
2008), wieder andere ein leicht erh6htes Risiko fir NHL beim Vorliegen der
C677T-MTHFR-Mutation (Lee et al. 2007; Matsuo et al. 2001; Skibola et al. 2004) . Eine
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Metaanalyse von Lee aus 2007 (Lee et al. 2007) zeigte mit grenzwertiger Signifi-
kanz ein erhbéhtes Risiko fur ein NHL bei Vorliegen der C677T-MTHFR-
Mutation.
Wurde die Toxizitat der Therapie je nach MTHFR-Status betrachtet, fand sich
bei einige Untersuchern eine vermehrte Rate therapiebedingter Nebenwirkun-
gen bei MTHFR-C677T-homozygoten Patienten bei der Therapie maligner Er-
krankungen mit MTX oder vermehrte Toxizitét in vitro. (Chiusolo et al. 2002; Chiusolo
et al. 2007; Shimasaki et al. 2008; Taub et al. 2002; Toffoli et al. 2000; Ulrich et al. 2001).
Ranganathan fand lediglich eine Assoziation zu Alopezie unter MTX bei Afro-
Amerikanern (Ranganathan et al. 2008).
Andere konnten keine Unterschiede nachweisen, insbesondere, wenn Hochdo-
sis-MTX-Protokolle mit anschlieBendem Folsdurerescue benutzt wurden
(Imanishi et al. 2007; Seidemann et al. 2006; Shimasaki et al. 2006). Kishi (Kishi et al. 2003)
untersuchte die Homozysteinspiegel in Serum und Liquor von Kindern vor und
nach HD-MTX bei ALL und fand signifikante Spiegelerh6hungen aber ohne Zu-
sammenhang mit dem MTHFR-Status.
Neuerdings wurde die MTHFR auch als Zielenzym fir neue zytotoxische Medi-
kamente untersucht (Stankova et al. 2008; Sun et al. 2008).

Pathogenese méglicher Folgen einer MTHF R-Mutation

Die Pathogenese mdoglicher Effekte der MTHFR-C677T-Mutation beruht auf den
resultierenden Veranderungen im Folatstoffwechsel, mdglicherweise auch im
Biopterinstoffwechsel. Veminderte Aktivitdt der MTHFR fOhrt zu geringerer Bil-
dung von 5-Methyl-THF und vermehrtem Anfall von 5,10-Methylen-THF. So
werden der Methioninsynthese und anderen Methylierungsreaktionen, insbe-
sondere der DNA-Methylierung, Methylgruppen entzogen, wahrend sie ver-
mehrt in die Thymidin- und Purinsynthese eingehen. Bleibt die Methionin-
synthese aus, féllt vermehrt Homozystein an und fiihrt zu den mit Hyperho-
mozysteindamie assoziierten Problemen.

Gleichzeitig entsteht weniger S-Adenosyl-Methionin, wesentlich u.a. fir die
DNA-Methylierung und somit eine Hypomethylierung der DNA (Friso et al. 2002).



22
Das Methylierungsmuster einer Zelle legt fest, welche Gene transkribiert wer-
den, also aktiv sind und ist fur jeden Zelltyp spezifisch. Verédnderungen der
DNA-Methylierung u.a. eine generelle Hypomethylierung sind ein typisches
Merkmal maligne transformierter Zellen (Baylin et al. 2001; Castro et al. 2004; Esteller &
Herman 2002; Jones & Laird 1999; Paz et al. 2002; Stern et al. 2000). Eine DNA-
Hypomethylierung kénnte zu Aktivierung von Protoonkogenen fiihren und eine
reduzierte Methylierungskapazitéat der Zelle durch die reduzierte Aktivitat der

MTHFR auf diesem Wege zur Kanzerogenese beitragen (Kim 1999; Lee et al. 2007;
Skibola et al. 2004; Ueland et al. 2001) .
Der andererseits vermehrte Anfall von 5,10-Methylen-THF flhrt zu vermehrter

Bildung von Thymidin aus Uracil via Thymidylat-Synthetase und Purinsynthese.
SolchermaBen ,verbesserte® DNA-Synthese flhrt zu weniger Fehleinbau von
Uracil, das dann nicht sekundar in DNA-Reparaturvorgdngen wieder herausge-
schnitten und durch Thymidin ersetzt werden mufB3. Bei solchen Reparaturvor-
gangen entstehen sonst immer wieder Doppelstrangbriiche, die als mdgliche

Schlusselereignisse in der Malignomentstehung angesehen werden (Blount &
Ames 1995; Blount et al. 1997; Costea et al. 2006; Dianov et al. 1991; Gemmati et al. 2004;
Seidemann et al. 2006). SO kdénnte ein reduziertes Risiko der Malignomentstehung

durch die MTHFR-C677T-Mutation erklart werden.
Die MTHFR kann aus Quinoid-Dihydrobiopterin Tetrahydro-Biopterin, notwen-
dig fir die Biosynthese von Neurotransmittern, regenerieren, so dass eine Akti-

vitdtsminderung auch hier Auswirkungen haben kénnte.

Wurde die MTHFR und ihre Varianten bisher auch vor allem hinsichtlich ihres
pathogenen Potentials untersucht, so muB3 bedacht werden, dass -fasst man
alle MTHFR-Varianten zusammen- 80% aller WeiBBen eine Mutation, 40% sogar
zwei tragen und dadurch die Definition eines ,gesunden“ Wildtyps eigentlich
irrelevant wird. Insbesondere haufige Polymorphismen der MTHFR stellen nicht
eigentlich genetischen Defekte dar, sondern kdénnen je nach Lebenssituation
des Individuums, Vor- und Nachteile zeigen, also etwa bei N&hrstoffmangel
ausreichende DNA-Synthese, damit Zellteilung und Gewebereparatur gewahr-
leisten, bei reichhaltigem Nahrungsangebot aber Hyperhomozysteinamie und
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ihre Auswirkungen zur Folge haben (Ueland et al. 2001; Wiemels et al. 2001) oder im
Falle einer Therapie mit Folsdureantagonisten zu verandertem Ansprechen fiih-

ren.

METHOTREXAT

Im Jahre 1948 berichtete Farber Uber den ersten erfolgreichen Einsatz des

Folsdureantagonisten Aminopterin in der Behandlung der akuten lymphatischen
Leukamie bei Kindern (Farber et al. 1948). Kurze Zeit spater wurde mit Methotrexat
(Amethopterin, MTX) ein weiterer Folsaureantagonist eingefihrt. MTX ver-
dréangte Aminopterin in der Therapie, da es sich als weniger toxisch erwies und
wird seitdem zur Behandlung verschiedener maligner Erkrankungen, in der
Rheumatologie und der Immunologie eingesetzt. Einen bedeutenden Wandel
erlebte die MTX-Therapie, als Djerassi 1967 zeigen konnte, dass MTX in poten-
tiell letalen Dosen appliziert werden kann, wenn danach der Pool reduzierter
Folate durch die Gabe von Calciumfolinat (Leucovorin®) wieder aufgefillt und
damit die MTX-Wirkung antagonisiert wird (Leukovorinrescue) (Djerassi et al.
1967). Durch dieses Konzept konnte insbesondere die Behandlung der akuten
lymphatischen Leukamie, von Non-Hodgkin-Lymphomen, Hirntumoren und

Osteosarkomen entscheidend verbessert werden.

Chemische Struktur

MTX besteht aus einem Pteridinring, p-Aminobenzoesaure und Glutaminsaure.
Es unterscheidet sich von der natlrlich vorkommenden Folsaure durch den
Austausch der Hydroxy- gegen die Aminogruppe in Position 4 des Pteridinrings
sowie eine N-Methylierung am p-Aminobenzoeséaurerest.
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Aminopterin

Chemische Struktur von Folsédure und Aminopterin.

(Die strukturellen Unterschiede zu Folsdure sind gekennzeichnet.)

Pteridinring p-Aminobenzoesaure Glutaminsaure
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Chemische Struktur von Methotrexat.

(Die strukturellen Unterschiede zu Folsdure sind gekennzeichnet).



25
Pharmakokinetik

Die Wirksamkeit von MTX héngt im wesentlichen von der Konzentration und der
Verweildauer in der Zelle ab (Calvert 1999). Die Aufnahme geschieht durch zwei
verschiedene Mechanismen: MTX gelangt bei hohen Konzentrationen durch
passive Diffusion ansonsten durch Carrier-vermittelte Transportsysteme in den
Intrazellularraum. Die zwei wichtigsten Transportsysteme sind der ,Reduced
Folate Carrier® (RFC) und der Folat-Rezeptor auch ,Membrane-Associated Fo-
late Binding Protein“ (mFBP) genannt. Substrate flir den RFC sind reduzierte
Folate, insbesondere 5-Methyltetrahydrofolat (5-Methyl-THF) und 5-Formyl-THF
(Leucovorin) sowie Methotrexat. (Antony 1992; Hill et al. 1979; Huennekens et al. 1992;
Kremer 2004; Matherly et al. 1995; Westerhof et al. 1995) Eine verdnderte Expression
des RFC kann die Zytotoxizitat mindern und so zur Resistenzentwicklung gegen
Folsaureantagonisten flhren. (Jansen et al. 1998; Trippett et al. 1992).

Der Folatrezeptor (FR) besitzt eine deutlich hdhere Affinitéat zu Folsdure als zu
reduzierten Folaten und MTX so dass Folsaure vornehmlich Gber diesen Weg in
die Zelle gelangt. Fur die Pharmakokinetik von MTX spielt er deshalb nur eine
untergeordnete Rolle (Kremer 2004). MTX passiert aufgrund seiner hohen Polari-
tat nur sehr schlecht die Blut-Hirn-Schranke. Unter einer Dauerinfusion errei-
chen die MTX-Konzentrationen im Liquor nur 1-5 % der Steady-State-
Konzentrationen im Serum. Zytotoxische Konzentrationen im Liquor werden
daher nur erzielt, wenn MTX in hohen Dosen infundiert oder intrathekal verab-
reicht wird. (Lippens & Winograd 1988; Millot et al. 1994)

Metabolisierung

Polyglutaminierung

Intrazellular werden an MTX, wie auch an die natlrlich vorkommenden Folate,
durch die Folsaure-Polyglutamatsynthetase (FPGS) bis zu sechs Glutamin-
saurereste angehangt (Fry et al. 1982; Jolivet & Chabner 1983; Kremer 2004).

Die so entstehenden MTX-Polyglutamate (MTX-PG), sind die aktiven Metabolite
des MTX. (Josting 1998). Die MTX-Polyglutamate (MTX-PG) kénnen weder Uber
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den RFC und den FR noch durch passive Diffusion die Zelle verlassen und
verbleiben somit langer als MTX in der Zelle. Sie werden, wie die natirlich vor-
kommenden Folsaurepolyglutamate, aktiv in die Lysosomen der Zelle transpor-
tiert und dort gespeichert. Erst nach Abspaltung des Polyglutamatrestes durch
die Folsaure-Polyglutamyl-Hydrolase (FPGH) kann MTX die Zelle wieder ver-
lassen (Chen et al. 2002). Da die MTX-PG eine ahnlich hohe Affinitat zur DHFR
haben wie MTX, mit allerdings deutlich geringerer Dissoziationskonstante (Poser
et al. 1981) und zudem Enzyme der Purinbiosynthese (AICARTF, GART) noch
starker hemmen als MTX, kommt ihnen eine groBe Bedeutung flr die Zytotoxi-
zitat zu (Chu E 1996).

Die relative Selektivitat der Antifolatwirkung auf maligne Zellen findet eine mdég-
liche Erklarung in der geringeren Polyglutamatbildung in normalen Zellen im
Vergleich zu malignen (Jolivet et al. 1985; Masson et al. 1996). Auch die gute Wirk-
samkeit von MTX bei der ALL beruht vermutlich zum Teil auf der vermehrten
Expression der FPGS in Lymphoblasten im Vergleich zu myeloischen Zellen, so

dass MTX langer in den Lymphoblasten verbleibt (Fabre et al. 1984; Longo et al.
1997; Skibola et al. 1999).

MTX-Abbau

Der Abbau von MTX erfolgt Gber zwei Wege: Der Hauptmetabolit, 7-OH-
Methotrexat (7-OH-MTX), wird durch unspezifische Aldehydoxidasen der Leber
gebildet. Wegen der geringen Wasserloslichkeit tragt 7-OH-MTX entscheidend
zur Nephrotoxizitat von MTX bei. Es wurde gezeigt, dass ein akutes Nierenver-
sagen nach HD-MTX unter anderem auf ausgefallenes 7-OH-MTX in den Nie-
rentubuli zurGickzufiihren ist. (Jacobs et al. 1976)

Einem weiteren Metaboliten, der 4-Deoxy-4-Amino-N10-Methylpteroinsdure
(DAMPA), hauptsachlich von Darmbakterien durch Carboxypeptidase gebildet,
wird klinisch weniger Bedeutung beigemessen, da sie nur zu einem geringen
Prozentsatz entsteht (3-5 %) und eine wesentlich niedrigere Affinitat zum Ziel-
enzym, der Dihydrofolat-Reduktase (DHFR), besitzt als MTX (ca. 1/200 der
MTX-Affinitat) (valerino et al. 1972). Relevanz erhalt dieser Weg allerdings durch
die Option rekombinante bakterielle Carboxypeptidase (CPDG2) therapeutisch
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einzusetzen, um bei verzdgerter MTX-Ausscheidung oder Uberdosierung den
Abbau wesentlich zu beschleunigen. CPDG2 ist hochwirksam und senkt den
MTX-Spiegel innerhalb von 15 min um Uber 90%. Intrazellular befindliches MTX
wird nicht abgebaut, so dass weiterhin die Gabe von Leucovorin notwendig ist
(Krause et al. 2002; Widemann & Adamson 2006).

Elimination

MTX wird hauptséchlich Uber die Nieren in unverédnderter Form ausgeschieden.
Die renale Elimination erfolgt zum Teil durch glomerulare Filtration, zum Teil
durch tubulare Sekretion. Ein gewisser Teil wird auch tubular rlickresorbiert.
Insgesamt ist die renale Clearance sehr variabel. Sie ist im Besonderen abhan-
gig von der Hydrierung, dem Urin-Fluss und -pH-Wert, sowie einer eventuellen
Komedikation. Nach intravendser Gabe wird MTX aus dem Plasma biphasisch
eliminiert. Auf eine Phase schneller Verteilung (t-= 1,5-3,5 h) folgt eine Phase,

die durch die renale Elimination gepragt ist (t» = 8,0-15,8 h) (Huffman et al. 1973;
Pratt et al. 1974)

Bei Vorliegen dritter Verteilungsraume (Odeme, Aszites, Pleuraerguss) kann
sich die Ausscheidung deutlich verzégern und zu erhdhter Toxizitat fihren
(Gadener et al. 2006).

Nach intrathekaler Applikation erfolgt die Elimination aus dem zentralen
Nervensystem durch Resorption von Liquor und Uber ein unspezifisches aktives
Transportsystem im Plexus choroideus (Bode et al. 1980).
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Metabolisierung von MTX

Wirkmechanismus

MTX ist ein Antimetabolit der Folsaure. Als solcher hemmt es verschiedene En-
zyme im Folsaurestoffwechsel aber auch der Thymidin- (TS) und Purinbildung
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(GART und AICARFT). Weiterhin sind die Methylierung von Homozystein und
der Biopterinstoffwechsel (Matthews & Kaufman 1980) betroffen.
Die Wirkung von Methotrexat und seiner Polyglutamate (PG) beruht hauptsach-
lich auf der kompetitiven Hemmung der Dihydrofolat-Reduktase (DHFR), was
einen Mangel an reduzierten Folaten, die der Organismus v.a. zur Synthese
von Purin- und Pyrimidinbasen benétigt, zur Folge hat.

Serumfola

te

/~ THF
5,10-

Methylen-
Purine THE Methylierung
/' MTHFR
re dTMP

LEUCOVORI, etk
5-Formyl-THF THF

Serumfolate

Intrazellulare Wirkungsmechanismen von MTX und Rescue mit Leucovorin

(5-Formyl-Tetrahydrofolat)
Abkiirzungen:

MTX-PG: Methotrexat-Polyglutamate

FPGS: Folyl-Polyglutamatsynthetase

FPGH: Folyl-Polyglutamathydrolase

DHFR: Dihydrofolatreduktase

MTHFR: Methylen-Tetrahydrofolat-Reduktase

Dihydrofolat wird physiologischerweise mit NADPH als Coenzym zu Tetrahydro-
folat (THF) reduziert. Bei einer Blockade der DHFR steigt die Konzentration von
DHF, wahrend Tetrahydrofolate (THF) wie 5,10-Methylen-Tetrahydrofolat, wel-
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ches fiir die Thymidylat-Synthese benétigt wird und 10-Formyltetrahydrofolat,
notwendig fur die Purinsynthese, vermindert sind (Vezmar et al. 2003). Das akku-
mulierende DHF hemmt sowohl die Thymidylatsynthase als auch Enzyme der
Purinsynthese.
Beim Transport nach intrazellular und der anschlieBenden Polyglutaminierung
konkurriert MTX mit 5-Methyl-THF. Dies hat zur Folge, dass 5-Methyl-THF we-
niger nach intrazellular gelangt und andererseits, da weniger polyglutamyliert,
rascher die Zelle wieder verlasst und somit die intrazellulare Depletion an redu-
zierten Folaten zunimmt.
Weiterhin hemmen MTX-PG direkt die Thymidylat-Synthetase (TS), die deo-
xy-Uridin-Monophosphat (dUMP) zu deoxy-Thymidin-Monophosphat (dTMP)
umsetzt. Auch dies stellt eine Beeintrachtigung der DNA-Synthese dar. (Allegra et
al. 1985; McGuire & Bertino 1981; Vezmar S 2003)
Der Homozystein / Methionin-Stoffwechsel wird ebenfalls durch die Hemung
der DHFR -direkt oder indirekt auch der MTHFR beeinflusst.
Ob MTX die MTHFR tatsdchlich hemmt wird widersprichlich beurteilt. Manche

Autoren beschreiben eine Hemmung der MTHFR durch MTX (Aplenc et al. 2005;
Baggott et al. 1986; Broxson et al. 1989; Kallianpur 2004; Kim et al. 2007; Linnebank 2005;
Matthews & Haywood 1979; Pierik et al. 2006) andere verneinen sie (Dervieux et al. 2005;

Dervieux et al. 2006; Ranganathan et al. 2004). Ob eine direkte Hemmung vorliegt,
bleibt damit unklar, wegen des MTX-induzierten 5,10-Methylen-THF-Mangels
liegt aber eine funktionelle Hemmung vor.

Die aus der Hemmung der Enzyme resultierenden verminderten 5-Methyl-THF-
Spiegel beeintrachtigen die Remethylierung von Homozystein zu Methionin
durch die Vitamin By, -abhéangige Methionin-Synthetase. Homozystein fallt also
vermehrt an und der Mangel an Methionin fihrt zu reduzierter Bildung von S-
Adenosyl-Methionin (SAM), dem wichtigsten Methylgruppendonor der Zelle.
SAM wird unter anderem fir die Methylierung von DNA benétigt, so dass ein
Mangel zu DNA-Hypomethylierung fihren kann. Veranderungen der Methylie-
rungsmuster der DNA werden u.a. mit der Pathogenese der Arteriosklerose und
der Entstehung klonale Erkrankungen in Verbindung gebracht (Castro et al. 2003)
(Andreassi & Botto 2003; Andreassi et al. 2003; Botto et al. 2003; Ross et al. 2001). Statt

dessen steigt der Spiegel von SAH (S-Adenosylhomozystein), einem Hemm-
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stoff von Methylierungsreaktionen. Vermehrt anfallendes Homozystein wird zu
schwefelhaltigen Aminoséauren wie Homozysteinsdure und Cysteinsdure abge-
baut.

Die Purinsynthese beeintrachtigen MTX und seine PG neben der Verminde-
rung von 10-Formyl-THF auch durch Hemmung der Glycinamid-Ribonukleotid-
Transformylase (GART) und der 5-Aminoimidazol-4-Carboxamid-Ribonukleotid-
Transformylase (AICARFT) (Allegra et al. 1986; Allegra et al. 1987; Baggott et al. 1986;
Budzik et al. 2000; Cronstein 1997; Kremer 2004).

SchlieBlich hemmt MTX die Regeneration von Tetrahydrobiopterin (THB) aus
Dihydrobiopterin, durch Mangel an 5-Methyl-THF und mdglicherweise Hem-
mung der MTHFR und damit die Hydroxylierung von Tyrosin, Phenylalanin und
Tryptophan und flihrt so zur Stérung der Synthese biogener Amine und Neu-

rotransmitter wie DOPA, Dopamin und Serotonin. (Craine et al. 1972; Matthews &
Kaufman 1980; Millot et al. 1992)
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DHPR: Dihydro-Pteridin-Reduktase
DHFR: Dihydro-Folat-Reduktase

I MTHFR: Methylen-Tetra-Hydrofolat-Reduktase

gqDHB: Quinoid-Dihydro-Biopterin
THB:  Terta-Hydro-Biopterin

MTX-Wirkung im Biopterinstoffwechsel
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Klinische Anwendung

MTX in Dosen (iber 1000 mg/m?, intravends verabreicht, mit nachfolgender
Leucovorin-Rescue wird als Hochdosis-MTX-Therapie bezeichnet. Sie kommt
insbesondere bei akuten lymphatischen Leukdmien, Non-Hodgkin-Lymphomen
und Osteosarkomen zum Einsatz. Um die Blut-Hirn-Schranke zu umgehen und
dadurch héhere Konzentrationen im Liquor zu erreichen, wird MTX bei der ALL
auch intrathekal verabreicht. So kénnen mit reduzierter systemischer Toxizitat
100 mal héherer ZNS-Konzentrationen im Vergleich zum Serum erreicht wer-
den (Freeman et al. 1977; Pinkel & Woo 1994)

MTX-Toxizitat

MTX wird bei ordnungsgemaBer Anwendung insbesondere von Kindern auch in
hohen Dosen relativ gut vertragen (Treon & Chabner 1996). Wahrscheinlich ist die
terminale Phase der Elimination entscheidend fir die Toxizitat, da weniger das
Uberschreiten einer kritischen Schwellendosis, als vielmehr die zeitliche Dauer
der Exposition gegentber MTX fur die Toxizitat von entscheidender Bedeutung
ist (Bleyer 1978; Josting 1998). Relevant ist neben ausreichender Hydrierung und
Alkalisierung insbesondere eine MTX-Spiegel gesteuerte Leucovorin-Rescue.
Aufgrund seiner hohen Proliferationsrate sind die Wechselgewebe der Schleim-
haute und das Knochenmark die haufigsten Manifestationsorte flir toxische Ne-
benwirkungen von MTX. Mundschleimhaute und gastrointestinale Epithelien
sind besonders gegentber niedrigen, prolongierten MTX-Konzentrationen sen-
sitiver als Vorlauferzellen des Knochenmarks. Diese gréBere Sensitivitat beruht
auf einer héheren Akkumulation von MTX in Schleimhauten. Die Mukositis tritt
drei bis sieben Tage nach Beginn der Gabe auf und geht einer potentiellen
Myelosuppression voraus. Die HD-MTX-Therapie ist nephrotoxisch durch Aus-
fallen von MTX und seiner Metabolite bei saurem Urin-pH. Die renale Toxizitat
kann weitgehend durch ausreichende Hydrierung und Alkalisierung des Urins
vermieden werden. Die Pathogenese der akuten Hepatopathie ist ebenso un-
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klar wie die der Hauttoxizitat. All diese unerwlinschten Wirkungen sind in der
Regel reversibel und flhren selten zum Abbruch der Therapie. Die MTX-
induzierte Neurotoxizitat hingegen stellt, insbesondere dann, wenn sie einen

chronischen Verlauf nimmt, eine ernsthafte Komplikation dar. (Bleyer 1988; Gade-
ner et al. 2006; Josting 1998; Mahoney et al. 1998)

Neurotoxizitat durch Methotrexat

Toxische Veranderungen durch MTX manifestieren sich haufig am ZNS und
dort insbesondere an der weien Substanz, so dass sie als Leukenzephalo-
pathie bezeichnet werden (Shuper et al. 2000).

Die Symptomatik kann akut, kurz nach Therapie, subakut oder als Langzeitfolge
z.T. mit Progression auftreten und mit neurologischen, psychiatrischen und
kognitiven Problemen einhergehen.

Die akute Form der Neurotoxizitat beginnt noch wahrend oder einige Stunden
nach der HD-MTX-Infusion und zeigt sich als Somnolenz, Mudigkeit, Verwirrt-
heit, Desorientiertheit oder als Krampfanfélle. Intrathekal verabreichtes MTX
kann zu einer Arachnoiditis fiihren, die mit Kopfschmerzen, Ubelkeit, Erbre-
chen, Fieber und Rickenschmerzen einhergehen kann. Laborchemisch kann
eine Liquorpleozytose mit erhéhtem Eiweil3 gefunden werden, z.T. auch erhéh-
ter intrakranieller Druck.

Tage bis Wochen nach der MTX-Gabe kann sich die Neurotoxizitat subakut mit
Hemiparese, Ataxie, Schluckstérungen, Aphasie, Athetose, Krampfanféllen,
Verwirrtheit und emotionalen Stérungen darstellen. In der Regel sind die Sym-
ptome nach 2-3 Tagen spontan ricklaufig.

Die chronische Form der Neurotoxizitét tritt Monate bis Jahre nach MTX-Gabe
auf. Sie kann mit kognitiven Stérungen, Lernbehinderung und Intelligenzminde-
rung einhergehen aber auch mit Somnolenz oder Agitiertheit, Krampfanféllen,

Ataxie, Demenz, Dysphasie, Paresen und Sehstérungen einhergehen (Bleyer
1981; Josting 1998; Rollins et al. 2004; Shuper et al. 2000; Shuper et al. 2002; Vezmar et al.
2003). Aufmerksamkeit, Konzentrations- und Merkfahigkeit kbnnen deutlich ver-

mindert sein (Brouwers et al. 1985; Fletcher & Copeland 1988; Langer et al. 1998). Die
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Krampfanfalle treten meist sporadisch auf, nur eine Minderheit der Patienten

entwickelt eine Epilepsie (Maytal et al. 1995).

Klinische Verlaufsformen der MTX-induzierten Neurotoxizitit

Schlafrigkeit, Verwirrtheit, Desorientiert-
Akut Nach 1-2 Tagen heit, Krampfanfélle, chemische Arach-
noiditis mit Kopfschmerzen, Ubelkeit,
Erbrechen, Fieber

Enzephalopathie mit Hemiparese, Ataxie,
Sprachstérung, Krampfanfallen,

Subakut |Nach Tagen bis Wochen | Verwirrtheit und affektiven Stérungen
Myelopathie mit Dysé&sthesien der Beine,
Sensibilitatsstérungen, Paraplegie und

Blasenfunktionsstérung

Lern- und Ged&chtnisstérungen, vermin-
derter Intelligentquotient, LEP mit Ver-
Chronisch | Nach Monaten, teilweise | wirrtheit, Somnolenz, Irritabilitat, Krampf-
Jahren anfallen, Ataxie, Tetraparese, Dysphasie,
Sehstérungen, Demenz, Koma, Tod

Die Leukenzephalopathie verlauft aber nicht selten auch nur subklinisch, d.h.
ohne subjektive oder objektive Symptome und kann dann nur durch zerebrale
Bildgebung erkannt werden. Sie kann Uber Monate bis Jahre riicklaufig sein
oder auch ganz verschwinden. Andererseits ist auch ein progressiver Verlauf
bis hin zu Demenz, Koma und Tod méglich. Das AusmaB der LEP nimmt mit
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der MTX-Dosis und Haufigkeit der Verabreichung zu (Asato et al. 1992; Oka et al.
2003; Reddick & al. 2005; Shuper et al. 2000). Nach ausschlieBlich niedrig dosiertem
MTX wurde keine LEP beobachtet (Inaba et al. 2008). Auch die Gabe bzw. Dosis
des Leucovorin-Rescue hat einen Einfluss auf das Auftreten von Neurotoxizitat
(Mahoney et al. 1998). Risikofaktoren sind auBerdem die intrathekale Gabe von
MTX (Gowan et al. 2002), ein Alter Gber 10 Jahren (Dufourg et al. 2007) und ganz we-
sentlich die zusatzliche kraniale Bestrahlung (Matsumoto et al. 1995).

Die Angaben zur Inzidenz der LEP sind den multiplen Einflussfaktoren ent-
sprechend, aufgrund der unterschiedlichen Therapieregime, der subklinischen
Verlaufe und der Veréanderung bzw. Heilung im zeitlichen Verlauf recht unter-
schiedlich. Somit spielt auch der Zeitpunkt der Bildgebung eine wesentliche
Rolle. So fand Reddick (Reddick & al. 2005) bei seiner Literaturlibersicht bei nicht
bestrahlten ALL-Patienten zu Beginn von Induktionstherapie und Konsolidie-
rung keine LEP, im Verlauf der weiteren Therapie dann bei 18-76% und nach
Therapie, wiederum in Abhangigkeit vom Abstand zum Therapieende, bei 5-
53% eine LEP, bzw 16-69% falls bestrahlt wurde.

Die akute Form der Neurotoxizitat tritt in 5-40% aller Patienten auf falls auch
bestrahlt wurde (Bleyer 1981), sonst wird die Haufigkeit akuter LEP mit klinischer

Symptomatik mit 3-15% angegeben. (Atra et al. 2004; Mahoney et al. 1998; Rubnitz et
al. 1998)

Eine Spéatfolgenstudien am Patientengut der ALL-BFM Studie, also an Patien-
ten, die mit dem gleichen MTX-Regime behandelt wurden wie unsere, zeigte
nur bei 1 von 39 (2,5%) ohne Radiotherapie behandelten Patienten nach im
mittel 7 Jahren noch Zeichen einer LEP, hingegen bei 25% falls zuséatzlich zur
HD-MTX-Therapie auch eine kraniale Bestrahlung erfolgt war (Langer et al. 1998).
Ziereisen (Ziereisen et al. 2006) fand bei regelmaBig durchgefihrten kranialen MRT
bei 90 padiatrischen ALL und non-B-NHL-Patienten ohne Bestrahlung bei
16,7% Zeichen MTX-assoziierter Neurotoxizitat. 60 % hiervon waren asympto-
matisch, 40% zeigten Zeichen akuter Neurotoxizitat.

Eine in unserer Klinik durchgeflihrte Studie fand bei 6 von 21 Kindern mit
ALL/NHL, die wéhrend der Chemotherapie vor eventueller Bestrahlung regel-
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maBig auch ohne Symptomatik MR-tomographisch untersucht wurden, leuken-

zephalopathische Veranderungen, also bei ca. 25% (Ruttger-Janssen 2001).

Genese

der Neurotoxizitat

Die Genese der Neurotoxizitat ist noch in weiten Teilen unklar. Neben der Fo-

latdepletion auch im ZNS (Surtees et al. 1998), werden vor allem MTX-induzierte

Veranderungen im Biopterin- und Homozystein-Stoffwechsel als Folge der

Hemmung des Folatstoffwechsels und die Stérung des Adenosinabbaus ange-

schuldigt (Bernini et al. 1995; Fisher et al. 2005; Mahoney et al. 1998; Vezmar et al. 2003).
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Interaktion mit dem Adenosinstoffwechsel

Adenosin reguliert Perfusion und neuronale Erregbarkeit des ZNS Uber Adeno-
sin-Rezeptoren (Vezmar et al. 2003). Durch Hemmung der AICAR-Transformylase
durch MTX und Anstieg von AICAR, einem starken Inhibitor der Adenylat -
Desaminase und der Adenosin-Desaminase, steigen die Spiegel von Adenosin
und Adenylat (Cronstein et al. 1993). Symptome erhdhten Adenosins sind Ubelkeit,
Erbrechen, Kopfschmerzen, Somnolenz und Krampfanfalle (Kane et al. 1992).
Bernini et al. zeigten, dass Patienten, die mit HDMTX therapiert wurden, erhéh-
te Adenosinkonzentrationen im Liquor aufwiesen und dass Symptome einer
akuten Neurotoxizitat durch die Gabe von Aminophyllin, einem Adenosin-
Rezeptorantagonisten, abgeschwacht werden konnten (Bemini et al. 1995; Bleyer
1988). Auch Peyriere et al. konnten eine ausgepragte akute Neurotoxizitat mit
Aminophyllin erfolgreich behandeln (Cronstein et al. 1993; Peyriere et al. 2001). Diese
Daten deuten darauf hin, dass erhéhte Adenosinspiegel eine Rolle bei der Ent-
stehung der MTX-bedingten Neurotoxizitat spielen kénnten (Vezmar et al. 2003).

Interaktion mit dem Biopterinstoffwechsel

Tetrahydrobiopterin (THB) ist Cofaktor der Hydroxylierung von Phenylalanin,
Tyrosin und Tryptophan und somit essentiell flr die Biosynthese der Neu-
rotransmitter Dopamin und Serotonin. Die enzymatisch katalysierte Wiederge-
winnung von THB aus Dihydrobiopterin erfolgt Gber die Dihydrofolat-Reduktase
(DHFR), die Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR) oder die Dihydropteri-
dinreduktase (DHPR). Methotrexat hemmt alle drei Wege der Rickgewinnung
von THB: die Enzyme DHFR, DHPR und die MTHFR (Craine et al. 1972). THB
kann bei vollstandiger Blockade dieser drei Enzymsysteme nur Uber die Neu-
synthese aus Guanosintriphosphat (GTP) gebildet werden. Abelson et al. stell-
ten bereits 1978 die Hypothese auf, dass ein MTX-induzierter Mangel an THB
zur verminderten Synthese von Dopamin und Serotonin flihrt und die unzurei-
chende Verfugbarkeit dieser Neurotransmitter flr das klinische Bild der akuten
bzw. subakuten Neurotoxizitat verantwortlich ist (Abelson 1978). Diese Theorie
konnte aber bis heute nicht belegt und klinisch relevante Veranderungen der
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Neurotransmitter konnten bisher nicht schlissig gezeigt werden (Vezmar et al.
2003).

MTX-induzierte Stoffwechselstérungen, mégliche Pathomechanismen und Sym-

ptome
Liquorspiegel | moégliche Pathogenese Symptome
SAM l Methylierungskapazitat | Leukenzephalopathie
SAH T Demyelinisierung Demenz
direkt toxische Effekte auf das|Zerebrovask. Proble-
Homozystein |T GefaBendothel, me
Thrombophilie, Mikroangiopathie
oxidativer Stress fokale neurologische
Defizite
exzitatorische Exzitabilitat, Zytotoxizitat Krampfanfélle
Aminoséuren | T Neurodegeneration Demenz
Veranderter zerebraler Blutfluss | Ubelkeit, Erbrechen,
Adenosin T Neuronale Erregbarkeit T Lethargie
Kopfschmerzen,
Krampfanfélle
gestorte Neurotrans-mitter- | affektive Stérungen
THB 2 Biosynthese Krampfanfalle

Interaktion mit dem Homozystein-Stoffwechsel

MTX beeinflusst den Homozystein-Stoffwechsel durch eine Verminderung der
5-Methyl-THF-Konzentration (Quinn et al. 1997). So ist die Remethylierung zu
Methionin gestdrt und es resultiert eine Hyperhomozysteindmie und eine Ho-
mozysteinerhéhung im Liquor (Becker et al. 2007; Surtees et al. 1998). Die multiplen
Folgen und Pathomechanismen einer Hyperhomozysteinamie wurden bereits
dargestellt. Grundlegend ist vermutlich erhéhter oxidativer Stress durch beim

Homozysteinabbau entstehende Radikale und seine vielféltigen Folgen .
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Erhdhte Homozystein- und Homozystein-Sulfininsdure- sowie erniedrigte 5-
Methyl-THF-Folat- und SAM- Konzentrationen wurden sowohl im Plasma als
auch im Liquor von mit HD-MTX behandelten Patienten gefunden und waren
nach Gabe von 5-Formyl-THF (Leucovorin) reversibel. (Becker et al. 2007; Broxson
et al. 1989; Kishi et al.; Refsum et al. 1989; Refsum et al. 1986; Refsum et al. 1991) Kishi et
al. zeigten, dass Kinder, die im Rahmen einer Hochdosis-Chemotherapie mit
MTX unter Krampfanféllen litten, tendentiell hdéhere Homozysteinkonzen-
trationen im Plasma aufwiesen als solche, die keine neurologischen Symptome
zeigten (Kishi et al). Dies fUhrte zur Vermutung, Homozystein kénne wesentlich
an der Entstehung der neurologischen Symptome z.B. durch Induktion mikro-
angiopathischer Veranderungen beteiligt sein. Quinn et al. vermuteten, dass
insbesondere die fokalen neurologischen Ausfélle, die man bei Patienten mit
MTX-induzierter Neurotoxizitat beobachtet, durch die gefaBschadigende Wir-
kung des Homozysteins verursacht werden (Quinn et al. 1997).

Andere favorisierten die Hypothese, Metabolite des Homozysteins seien flr die
neurotoxischen Wirkungen des MTX verantwortlich (Packer et al. 1983; Quinn et al.
1997; Quinn et al. 1998). Der Abbau von Homozystein erfolgt unter anderem zu
Cystein- und Homozysteinsaure, schwefelhaltigen Aminosauren, die fur ihre
stark neuronal erregende Wirkung u.a. tber Aminosaurerezeptoren wie NMDA
(N-methyl-D-aspartat)-Rezeptoren bekannt sind (Curras & Dingledine 1992; Curtis &
Watkins 1963; Pullan et al. 1987). Solch vermehrte Erregung kdnnte zu Krampfanfal-
len und schlieBlich zum Zelltod flhren (Bridges et al. 1992; Choi 1988; Meldrum &
Garthwaite 1990) .

Mangel an S-Adenosyl-Methionin

Die reduzierte Methylierungskapazitat durch Mangel an S-Adenosyl-Methionin
(SAM) ist ebenfalls Folge der MTX-Therapie und betrifft verschiedene Molekile
u.a. Nukleinsduren, EiweiBe -wie Myelin-Proteine - und Phospholipide. Bei ver-
schiedenen neuropsychiatrischen Erkrankungen wurde SAM im Liquor ernied-
rigt gemessen und vermutet, die hierbei vorkommende Demyelinisierung stehe
mit dem Mangel an SAM in Zusammenhang (Bottiglieri & Hyland 1994; Hyland et al.

1988). Kishi et al. zeigten, dass zwei ALL-Patienten mit ausgepragter Leuken-
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zephalopathie einen deutlich niedrigeren SAM/SAH-Quotienten besaBen, als
sieben ALL-Patienten, die klinisch unauffallig waren (Kishi et al. 2003).

Surtees et al. zeigten, dass unter einer HD-MTX-Therapie die Konzentrationen
an SAM und Methionin im Liquor abfallen und dass die gemessenen SAM-
Konzentrationen invers mit den Konzentrationen an MBP (Myelin basisches
Protein), einem Marker fir Demyelinisierung, korrelierten (Surtees et al. 1998; Sur-
tees et al. 1991). Diese Studien legen nahe, dass ein MTX-induziertes Methylie-
rungsdefizit zur Entwicklung leukenzephalopathischer Veranderungen durch
MTX beitragt.

Zusammenfassend bleibt also festzustellen, dass MTX verschiedene biochemi-
sche Stoffwechselwege beeinflusst: Ein Methylierungsdefizit durch verminder-
tes SAM, Erhéhung von Homozystein und infolge auch anderer schwefelhaltiger
Aminosauren sowie ein erhdhter Adenosin- und verminderter THB Spiegel
kénnten zu akuten, subakuten oder chronischen neurotoxischen Verédnderun-

gen durch MTX beitragen.

LEUKENZEPHALOPATHIE

Als Leukenzephalopathie (LEP) werden krankhafte Veranderungen der weissen
Gehirnsubstanz bezeichnet. Sie sind ein typisches Zeichen MTX-bedingter

Neurotoxizitat.

MR-tomographische Verdnderungen bei MTX-bedingter LEP

MR-tomographisch zeigen sich die Veranderungen typischerweise als Hyperin-
tensitaten der weiBen Substanz der Marklager in T2 gewichteten Aufnahmen
(Asato et al. 1992; Fisher et al. 2005) oder FLAIR-Sequenzen, haufig periventrikular,
bei starkerer Auspragung auch bis an die graue Substanz heranreichend (Chan
et al. 2006).

Ziereisen fand in seiner Untersuchung, dass besonders Patienten ohne neuro-
logische Klinik solch typische MRT-Veranderungen zeigen, symptomatische
Patienten hingegen zusatzlich weitere Veranderungen wie Hyperintensitaten
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des supratentoriellen Kortex, der subkorticalen weiBen Substanz, von Kortex
und weiBer Substanz des Kleinhirns und des Thalamus. Auch Hyperintensitaten
der Basalganglien und des Corpus callosum, sowie computertomographisch
Verkalkungen der Basalganglien wurden beschrieben (Ziereisen et al. 2006). Das
Kontrastmittelverhalten der Herde ist unterschiedlich. In einem Teil der Falle
wird Kontrastmittelaufnahme berichtet, haufig nehmen die Herde aber kein Kon-
trastmittel auf. (Langer et al. 1998; Ohmoto et al. 1996; Shuper et al. 2002; Smith et al. 2005)

MR-Spektroskopie bei LEP

MR-spektroskopisch wurde bei Patienten nach HD-MTX-Theapie ein erhdhter
Cholin/Kreatin-Quotient, als Hinweis auf Demyelinisierung und Gliose und ein
erniedrigter N-Acetylaspartat/Kreatin Quotient, als Hinweis auf neuronale Scha-
digung beschrieben. Diese Veranderungen kamen unabhangig vom Vorliegen
MR-tomographischer Zeichen einer LEP also auch bei MR-morphologisch un-
auffalligen Gehirn vor (Chan et al. 2001; Chu et al. 2003; Usenius et al. 1995; Waldrop et
al. 1998).

Histologische Verdanderungen

Histopathologisch gingen die Veranderungen mit diffusen nekrotisierenden L&-
sionen, Demyelinisierung und Schwellung der Axone mit vermehrter FlUssig-
keitsansammlung in der Myelinscheide einher, im weitern Verlauf mit reaktiver
Gliose und Verkalkungen (Liu et al. 1978; Shuper et al. 2000).

Das AusmaB und die Lokalisation der LEP Kkorreliert nur schlecht mit der
Schwere und Auspragung der neurologischen Symptome, so dass die LEP
nicht selten subklinisch oder nur mit milder Symptomatik verlauft und deshalb
unbemerkt bleibt. (Oka et al. 2003; Paakko et al. 2000)

Auch wenn in aller Regel MTX fur den GroBteil neurologischer Symptomatik
und leukenzephalopathischer Veranderungen verantwortlich gemacht wird, so
werden die untersuchten Patienten doch meist mit multiplen zytotoxischen Sub-
stanzen behandelt, so dass auch diese als mégliche Ursachen fiir Neurotoxizi-



42
tat mitbedacht werden missen. Insbesondere bei Cytarabin sind leukenzepha-
lopathische Veranderungen ebenfalls beschrieben, allerdings eher in héheren

als bei der ALL-Primartherapie nach BFM verabreichten Dosen. (Fisher et al. 2005;
Hoffman et al. 1993; Hwang et al. 1985; Hwang et al. 1986; Ochs 1989)

METHODEN

Um die akut nach MTX-Gabe aufgetretene Toxizitat zu ermitteln, wurden die
Patientenakten und Arztbriefe retrospektiv beziiglich dokumentierter Mukositis,
erhdhter Werte fir AST, ALT oder Bilirubin als Zeichen von Lebertoxizitat, Leu-
kozytopenie als Zeichen von Myelotoxizitat jeweils zu den Zeitpunkten nach
HD-MTX-Gabe ausgewertet. Gewertet wurde -in Anlehnung an die Klassifikati-
on nach NCI Common-Toxicity-Criteria -Modifikation nach SIOP (Riehm et al.
1995) - jeweils eine mindestens Grad 2 entsprechende Toxizitat, d.h eine Erhé-
hung des Gesamtbilirubins um mindestens das 1,5-fache, eine Erhéhung der
AST bzw. ALT um mehr als das 2,5-fache des altersentsprechenden Normwer-
tes, eine Leukozytopenie unter 2000/ ul oder schmerzhafte Ulzerationen oder
Erythem der Mundschleimhaut.

STATISTIK

Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

In den Jahren 1908 und 1909 formulierten der englische Mathematiker Godfrey
Harold Hardy und der deutsche Arzt Wilhelm Weinberg unabh&ngig voneinan-
der ein Gesetz, das die Verteilung von Erbmerkmalen in Populationen be-
schreibt. In einer idealen Population bleiben die Allelfrequenz und die Allelver-
teilung, also die Haufigkeit von Homozygoten und Heterozygoten, Gber Genera-
tionen hinweg konstant, wenn sich die Population im Gleichgewicht befindet.



43
Voraussetzungen dafiir sind Panmixie, keine Selektion, keine Genwanderungen
und dass die Population sehr groB ist. Mit Hilfe des Hardy-Weinberg-Gesetzes
kann die erwartete Haufigkeit der Allele berechnet werden. Bezeichnet man die
Haufigkeit des Allels A mit p und die Haufigkeit des Allels B mit g, so gilt:
p+qg=1(100 %).

In der nachfolgenden Generation erscheinen dann die Genotypen (AA, AB, BB) mit

definierten Haufigkeiten:

Homozygot AA Pxp=p2

Heterozygot ABund BA| px g+ gxp=2pq

Homozygot BB Qxqg=92

zusammengefasst: P2 +2pg + g2 =1
(Hardy 1908; Stern 1943)

Ch# und Fisher’s exakter Test

Gegenstand des Chi*-Tests ist die Analyse von Haufigkeitsunterschieden von
Merkmalen. Fir den Vergleich der beobachteten mit der erwarteten Haufigkeit
der MTHFR-C677T-Genotypen wurde der Chi*-Anpassungstest angewandt.
Dieser Test prift, ob eine beobachtete Verteilung mit einer theoretischen Uber-
einstimmt. Als Nullhypothese wird die Gleichverteilung der Genotypen in Stich-
probe und Grundgesamtheit formuliert. Bei einem p-Wert <0,05 muisste die
Nullhypothese verworfen werden. Es wird also Uberprift, ob die beobachtete
Verteilung mit einer theoretisch nach der Hardy-Weinberg-Formel erwarteten
Ubereinstimmt.

Um die Toxizitaten der Patienten mit und ohne MTHFR-C677T-Mutation zu ver-
gleichen, wurde der exakte Test nach Fisher angewendet und Werte von p

<0,05 als signifikant angesehen. (Bender & Lange 2001; Bender et al. 2007; Lange &
Bender 2007)
Als zusatzliches MaB fir einen Zusammenhang zwischen MTHFR-Status und

Toxizitat wurde die Odds-Ratio als Verhaltnis der Wahrscheinlichkeiten Toxizitat

bei Wildtyp oder Mutation zu entwickeln angegeben.
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Kontinuierliche Parameter wurden durch Mittelwert und Standardabweichung
beschrieben, kategorielle Daten durch die Angabe von absoluten und relativen
Haufigkeiten.
Die statistische Berechnung wurde unter Verwendung des Programms ,tables*
der Firma quantitative skills durchgefiihrt.

Da lediglich eine Patientin homozygot fir MTHFR C677T war, wurde sie bei
den statistischen Betrachtungen der Heterozygotengruppe zugeteilt. Dieses
Vorgehen war einerseits nétig, um Uberhaupt statistisch vergleichbare Gruppen
zu erhalten, andererseits weisen auch Heterozygote eine erniedrigte Aktivitat
der MTHFR auf, so dass Effekte im Folsaurestoffwechsel und Interaktionen mit

der MTX-Therapie mdglich sind.

MTHFR-C677T BESTIMMUNG

Die Bestimmung des Mutationsstatus an der Stelle 677 des MTHFR-Gens er-
folgte aus EDTA-Blut durch eine PCR mit sequenzspezifischen fluoreszenz-
markierten Hybridisierungssonden und Schmelzpunktanalyse des Amplifikats
(Gressner 1999) und wurde im Zentrallabor der Universitatsklinik Aachen durchge-
fhrt.

KRANIALE MAGNETRESONANZTOMOGRAPHIE

Die Magnetresonanztomographie (MRT) erzeugt Schnittbilder des menschli-
chen Korpers aufgrund unterschiedlicher magnetischer Eigenschaften der
Atomkerne, besonders der Wasserstoffatome. Diese werden mit elektromagne-
tischen Impulsen im Magnetfeld angeregt und das Zeitverhalten der Atomkerne
bei Abgabe der Energie nach der Anregung gemessen. Die Dichteverteilung
dieser Kerne im Gewebe, Flussgeschwindigkeit, Relaxationszeit und Anre-

gungsparameter beeinflussen die Signale, die aus dem Kérper empfangen und
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in Bilder umgewandelt werden. Mit der MRT kénnen ohne Rdntgenstrahlenbe-
lastung far den Patienten Abweichungen vom normalen Gewebe identifiziert
werden. Der gute Weichgewebekontrast und folglich die hohe anatomische Auf-
l6sung sind besonders in der Neuroradiologie von Nutzen. Im Gegensatz zur
kranialen Computertomographie sind in der kranialen MRT haufig schon kleins-
te Veranderungen des Hirnparenchyms nachweisbar. Sie ist somit eine hoch-
empfindliche Methode zum Aufdecken von L&sionen der weiBen und grauen
Hirnsubstanz (Csernansky 2001). Ein Nachteil der Methode liegt in der relativ lan-
gen Untersuchungsdauer, so dass bis ins Schulkindalter haufig eine Sedierung
notwendig ist.

Far die Darstellung unterschiedlicher Pathologien werden in der Regel mehrere
MRT-Schnittbildsequenzen (T1, T2, FLAIR) mit einer unterschiedlichen Wich-
tung durchgefiihrt. Die T2-, besonders aber die FLAIR-Sequenzen, sind hierbei
fir das Auffinden und Darstellen von Marklagerldsionen besonders geeignet
(Abe et al. 1998; Bakshi et al. 2001). Auch Marklagerveranderungen nach ALL-
Therapie zeigen sich am deutlichsten in T2- und FLAIR-Sequenzen. (Fliessbach
et al. 2003; Oka et al. 2003; Reddick & al. 2005; Sandoval et al. 2003; Shuper et al. 2002)

Die MRT-Untersuchungen im Verlauf nach mehreren Jahren erfolgten in der
Regel mit 1,5 Tesla-Geraten (bei 2 Patienten 0,5 Tesla) und es wurden jeweils
mindestens T2-gewichtete FLAIR-Sequenzen angefertigt -meistens auch T2
und T1 gewichtetet Aufnahmen. Bei 7 Patienten wurde auBerdem Kontrastmittel

(Gadolinium) verabreicht.

MR-SPEKTROSKOPIE

Bei der Magnetresonanz-Spektroskopie (MRS) ist es mdglich verschiedene
Stoffwechselprodukte in vivo quantitativ im untersuchten Gewebe nachzuwei-
sen. Die MRS wird besonders haufig in der Diagnostik von Ischdmien, Tumo-
ren, Epilepsien und andere neurologische Erkrankungen angewandt.

Bei der Spektroskopie des Gehirns wird N-Acetyl-Aspartat (NAA) als Marker
neuronaler Struktur und Funktion angesehen. Cholinerh6hungen werden typi-
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scherweise bei demyelinisierenden Erkrankungen gefunden (Davie et al. 1994;
Davies et al. 1995; Roser et al. 1995), und sind auch nach zerebraler Bestrahlung
und ALL-Therapie bekannt (Chu et al. 2003; Esteve et al. 1998).

Kreatin gilt als als Indikator fir den zerebralen Energiestoffwechsel.

- A A
30
Cr
Cho
20 ]
10 |
1
[#

ni_,‘u]l 1\1'\ f.'-\..'| J']JVLF,.I -] Ilihﬁ"r" -.l'l\“'h‘llf'ul.l'b""ﬂﬂ'-
1500, " I1,|
3-;::;_'1.}15 1-jl:l .'I.IE 3.0 EIE E‘II:I ‘-I':'- 1:|:| l:l:'E-

1%

Normale Spektroskopie der weissen Substanz

Verlust von Neuronen und deren Ersatz durch Gliazellen kann sich ebenfalls in
NAA-Erniedrigung und Cholin-Erhéhung zeigen (Grossman et al. 1992).

Zur Beurteilung der Spektren werden Ublicherweise die Quotienten der Metabo-
lite gebildet also NAA/Kreatin und Cholin/Kreatin.
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FRAGESTELLUNG UND HYPOTHESE

e L&Bt sich anhand von klinischen Kriterien, Laborwerten oder Magnetre-
sonanz-Untersuchung des Gehirns eine erhéhte MTX-Toxizitat akut oder
als Spatfolge bei Patienten mit MTHFR-C677T-Mutation nachweisen ?

e Treten nach hochdosierter MTX-Therapie zur Behandlung einer ALL /
eines lymphoblastischen NHL im Kindesalter auch bei klinisch unauffalli-
gen Patienten gehauft nur MR-tomographisch nachweisbare Verande-

rungen auf ?

Da sowohl MTX als auch Verédnderungen der Aktivitat der MTHFR Einfluss auf
den Folsaurestoffwechsel haben (Fodinger et al. 2000; Josting 1998) kbnnte sich aus
der Kombination beider Faktoren eine Abschwachung oder Verstarkung der
Wirkung von MTX bzw. der C677T-MTHFR-Mutation ergeben. Wahrend die
Wirkungen, weniger auch die Wirkmechanismen, von Methotrexat relativ gut
erforscht sind, stellt sich die Datenlage bei der MTHFR, insbesondere was die
Veranderungen im Folsaurestoffwechsel und die Folgen fir DNA-Synthese und
-Methylierung angeht, wesentlich weniger klar dar.

Im Mittelpunkt des Interesses stand bisher die Frage, ob und wie eine vermin-
derte MTHFR-AKktivitat zu einem veranderten Malignomrisiko fuhren kann. Die
Daten sind hierzu sehr uneinheitlich, Studien kommen auch bei gleichen Krebs-
arten zu unterschiedlichen Ergebnissen.

Viele Autoren sehen jedoch zwei prinzipielle Mdglichkeiten, wie eine Aktivitats-
anderung der MTHFR zu einem veranderten Krebsrisiko fihren kénnte (Costea et
al.).
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Einererseits fUhrt die verminderte MTHFR-Aktivitat Gber reduzierte Methionin-
Bildung zu weniger S-Adenosyl-Methionin (SAM), dem wesentlichen Me-
thylgruppendonor der DNA Methylierung, (Friso et al.; Gemmati et al.; Han et al.; Stern
et al. 2000) und damit zu Hypomethylierung der DNA und Hyperhomozysteinamie
(Castro et al. 2004). Eine generelle Hypomethylierung der DNA ist aber ein typi-
sches Merkmal maligne transformierter Zellen. (Paz et al. 2002) Eine DNA-
Hypomethylierung kénnte zu Aktivierung von Protoonkogenen flihren und eine
reduzierte Methylierungskapazitat der Zelle auf diesem Wege zur Kanzeroge-

nese beitragen. (Baylin et al. 2001; Castro et al. 2004; Duthie 1999; Esteller & Herman 2002;
Gemmati et al. 2004; Kim 1999; Lee et al. 2007; Sharp & Little 2004; Stern et al. 2000; Ueland
et al. 2001)

Andererseits kann es durch den vermehrten Anfall von 5,10-Methylen-THF zu
einer verbesserten Thymidylatsynthese und damit zu weniger Doppelstrangbri-
chen kommen (Blount & Ames 1995; Blount et al. 1997; Costea et al. 2006; Dianov et al.
1991; Gemmati et al. 2004; Seidemann et al. 2006) Solche Doppelstrangbriiche werden
als mogliche Schlisselereignisse in der Malignomentstehung angesehen
(Seidemann et al. 2006). Eine optimierte DNA-Synthese mit reduzierter Uracilbil-
dung kénnte so einen mehrfach beschriebenen protektiven Effekt der C677T-
MTHFR-Mutation beim Kolonkarzinom (Ma et al. 1997; Marugame et al. 2003; Sharp &
Little 2004; Ulrich et al. 2005) oder der ALL bei Erwachsenen erklaren (Gemmati et al.;
Robien & Ulrich).

Hypothesen zum kombinierten Einfluss von Methotrexat und der C677T-
MTHFR-Mutation griinden im einfachsten Fall auf der gleichsinnigen Wirkung
auf die Methylierung von Homozystein und DNA (Toffoli et al.). Beide Einflussfak-
toren flhren zu einer Hypomethylierung der DNA (Frosst et al.; Morgan et al. 1998)
und kénnten so Uber eine veranderte Genregulation zu einer verstarkten Toxizi-
tat beitragen. Ein Anstieg von Homozystein aufgrund mangelnder Methylierung
kénnte Ober die verschiedenen Angriffspunkte toxisch wirken (s.0.). Komplexere
Betrachtungen gehen von den verschiedenen Wirkmechanismen des MTX aus.
MTX wirkt im Wesentlichen Gber die Hemmung der Dihydrofolat-Reduktase,
erniedrigt damit den intrazellullaren THF-Spiegel und beeintrachtigt so die Thy-
midylat- und Purinsynthese- damit den Aufbau von DNA und die Zellteilung-
durch Substratmangel und Produktstau (DHF). Direkt und mit gleichem Effekt
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hemmt MTX die Thymidylatsynthetase und Enzyme der Purinsynthese
(Seidemann et al. 2006). Der intrazellularen THF-Verarmung durch MTX kénnte
die MTHFR physiologischerweise mit der Umsetzung von 5,10-Methylen-THF
zu 5-Methyl-THF, welches unabhangig von der DHFR in THF umgesetzt wer-
den kann, entgegenwirken (Seidemann et al.;, 2006). Kann dieser Kompensations-
mechanismus aufgrund reduzierter MTHFR-Aktivitat nicht greifen, kénnte eine
erhdhte Toxizitat aber auch eine bessere Wirksamkeit der MTX-Therapie resul-
tieren.

Andererseits fuhrt die reduzierte MTHFR-Aktivitat zu einem Anstieg des intra-
zellularen 5,10-Methylen-THF, welches unter MTX Einfluss eigentlich erniedrigt
wird, so dass ein Anstieg desselben die MTX-Wirkung durch eine verbesserte
DNA-Synthese beeintrachtigen kénnte. (Gemmati et al.; Kyoung-Jin Sohn 2004). Ein
vermehrter 5,10-MethylenTHF-Anfall kénnte namlich zu einer verbesserten
Thymidylatbildung (dTMP) aus Deoxyuridylat (dUMP) fihren und so zu einer
geringeren Rate fehlerhaften Uracil-Einbaus in DNA. So entstinden weniger
chromosomale Schaden durch Doppelstrangbriiche, die ansonsten wéahrend
der DNA-Reparaturvorgange mit Wiederherauschneiden des Uracils auftreten
kénnten (Blount & Ames 1995; Blount et al. 1997; Costea et al. 2003; Gemmati et al. 2004).
Wegen der Mdglichkeit eines protektiven Effekts gegenlber malignen Erkran-
kungen einerseits und der andererseits im Falle einer Erkrankung erhéhten To-
xizitdt und reduzierten MTX-Effektivitat wurde fir die MTHFR-C677T-Mutation
der Begriff des ,Judas-Allels® vorgeschlagen (Gemmati et al. 2004; Gemmati et al.
2007).
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PATIENTENKOLLEKTIV

Untersucht wurden 31 Kinder, die zwischen 1990 und 1999 an einer ALL bzw.
einem lymphoblastischem-NHL (mit identischer Therapie) erkrankten und in der
Universitatskinderklinik Aachen nach dem ALL-BFM 90, bzw. 95 Protokoll be-
handelt wurden. Das Alter der Kinder lag zwischen 1 Jahr 7 Monaten und 14
Jahren und 9 Monaten, das Durchschnittsalter betrug 5,48 Jahre, 13 Madchen,
18 Jungen. Bei 5 Kindern fand sich eine pra- B-, bei 22 eine common-ALL, bei 4
eine T-ALL/NHL. 23 Kinder wurden der mittleren Risikogruppe, 8 der Standard-
Risikogruppe zugeordnet.

Patientencharakteristika

Patienten insgesamt / mit MRT untersucht 31/23
Alter bei HD- MTX-Beginn Mittelwert 5,48 Jahre
Range 1,58 — 14,75
Standardabweichung | 3,07
Geschlecht weiblich 13 (42%)
mannlich 18 (58%)
Risikogruppen SR 8 (26%)
MR 23 (74%)
Subtypen CALL 22 (71%)
Pra-B-ALL |5 (16%)
T-ALL 2 (6,5%)
T-NHL 2 (6,5%)
Anzahl der HD-MTX-Zyklen 124
MTHFR-Genotyp CC (Wildtyp) 14 (45%)
TC (heterozygot) |16 (52%)
TT (homozygot) |1 (3%)
bestrahlte Patienten 10 (32%)
Anzahl LEP der mit MRT untersuchten Pat. 7/23 (30,5%)
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Das Intervall zwischen der Hochdosis-MTX Therapie und der Bildgebung betrug
im Durchschnitt 8,63 Jahre (Range:2,08 Jahre — 16,17 Jahre, Standardabwei-
chung: 3,18). Von 56 infrage kommenden Patienten wurde schlieBlich bei 23
eine MRT angefertigt, bei diesen und weiteren 8, also insgesamt 31 Patienten
wurde nach Aufklarung und Einverstéandnis der Eltern bzw. Patienten der
MTHFR-Status erhoben. Die Ubrigen Patienten waren z.T. verzogen und der
neue Wohnort konnte nicht ausfindig gemacht werden, andere lehnten MRT
oder Blutentnahme ab oder meldeten sich nach mehrfachen Kontakt-
aufnahmen nicht zuriick. MRT Untersuchungen im Verlauf wurden nur angefer-
tigt, wenn hierzu aufgrund der Kooperationsféhigkeit der Patienten keine zu-
satzliche Narkose notwendig war.

Alle Patienten erhielten als Konsolidierungstherapie jeweils 4 Blécke mit hoch-
dosiertem MTX (5g/m?) intravends lber 24h und intrathekal altersabhangig 6-12
mg MTX alle 2 Wochen, jeweils gefolgt durch das Leukovorinrescue mit 15 mg
Folinsdure zu den Stunden 42, 48 und 56 nach MTX Beginn.

Taglich nahmen die Patienten auBerdem 25mg/m? 6-Mercaptopurin ein.

Mercaptopurin p.o. 25 mg/m?
(56 Tage)

MTX p.i. (24h) 5000mg/m* D D D D

Leucovorin-Rescue 15mg/m* m m m m
(Stunde 42, 48, 56)

MTX i.th. v v v v

<1J: 6mg
1J: Bmg
2J:10mg }
>=3J: 12mg

Protokoll M, ALL-BFM 2000

10 Patienten erhielten protkoligeman eine zerebrale Bestrahlung mit 12 bzw.18
Gy (1 Patient). 7 der Bestrahlten wurden mittels MRT nachuntersucht.
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ERGEBNISSE

Ausgewertet wurden 31 Patienten. Alle wurden retrospektiv auf Zeichen der
MTX-Toxizitdt wahrend und nach den HD-MTX-Blécken und die MTHFR-
Mutation C677T untersucht. Es wurden pro Patient 4 HD-MTX-Blécke
verabreicht, also lagen insgesamt 124 Blécke zur Auswertung vor. Bei 23
Patienten konnte nach AbschluB3 der Therapie ein kraniales MR durchgefihrt
werden. Bei 10 dieser Patienten lagen Vor-MR’s vom Therapiebeginn und ggf.

aus dem Therapieverlauf vor.

MUTATIONSHAUFIGKEIT

Die MTHFR-Mutation C677T trat bei 16 der 31 untersuchten Patienten in
heterozygoter Auspragung auf (51,6%), bei einer Patientin homozygot (3,2%).
14 Patienten wiesen den Wildtyp auf (45,2%).

Genotyp-Haufigkeiten

Allel- Allel-
MTHFR- | Anzahl | Erwartete | Eingetretene | Erwartete | Haufigkeit | Haufigkeit
Genotyp | Patienten | Anzahl Frequenz | Frequenz C T
% % Wildtyp Mutation

CC 14 15,6 45,2 50,4 28 0

CT 16 12,8 51,6 41,2 16 16

TT 1 2,6 3,2 8,4 0 2
Summe 31 31 100 100 44 =71% |18 = 29%

Die Allelfrequenz fir C ist somit (berechnet als Haufigkeit von CC + %
Haufigkeit CT) 0,71 far T (Haufigkeit TT + 2 Haufigkeit CT) 0,29. Hierdurch
ergeben sich nach Hardy-Weinberg die in der obigen Tabelle aufgefihrten
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theoretisch zu erwartenden Genotyphaufigkeiten. Mit einem p-Wert von 0,16 im
Chi-Quadrat-Anpassungstest gibt es bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5%
keinen Hinweis darauf, dass die Genotyphaufigkeiten unserer Patienten
signifikant von der theoretisch erwarteten Verteilung abweichen. Die untersuch-
te Gruppe befindet sich im Hardy-Weinberg-Equilibrium, die beobachteten Un-

terschiede sind zufalliger Natur.

Vergleich der Haufigkeiten der MTHFR-Genotypen der untersuchten ALL-
Population mit einer deutschen Vergleichspopulation aus Thirumaran et
al. 2005. (Thirumaran et al. 2005)

eigene o Kontrollgruppe o

ALL-Pat. ° (Thirumaran et al. 2005) °
CC 14 45% 600 41%
TT+CT 17 55% 848 59%

p= 0,71 OR: 1,16 95%-Cl: 0,57 - 2,4

Die durch uns bestimmten Haufigkeiten der Genotypen der C677T-MTHFR-
Mutation weichen nicht statistisch signifikant von einer der Literatur

entnommenen deutschen Kontrollgruppe ab.

HAUFIGKEIT DER TOXIZITATEN

Die haufigste Toxizitat war hdmatologischer Art: nach 44 von 124 MTX-Blécken
traten Leukozytenwerte unter 2000/ul auf (35%) gefolgt von Mukositis > 2° bei
20 von 124 Bloécken ( 16 %).

Bilirubin war nach 17 von 124 MTX-Blécken um mindestens das 1,5fache ,
Transaminasen (GOT oder GPT) nach 15 von 124 Blécken (12 %).
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HAUFIGKEIT DER TOXIZITATEN IN ABHANGIGKEIT VOM
MTHFR-STATUS

Bilirubin - MTHFR

MTX-Bloécke bei MTX-Bloécke bei
MTHFRC667T- MTHFR Wildtyp
Patienten % Patienten, %
17 Patienten, 14 Patienten, 56
68 Blocke Blocke
Bilirubin
11 16% 6 11%
erhdht, mind 2°
Bilrubin
. 57 94% 50 89%
weniger erhdht

p: 0,44 OR: 1,61 95%-Cl: 0,55 — 4,66

Bei insgesamt 56 an MTHFR-Wildtyp verabreichten MTX-Blécken trat bei 6 ein
mindestens um das 1,5 fache erhdhtes Gesamtbilirubin auf. Bei den 68 an
Mutationstrdger  verabreichten Blécken trat 11  mal eine solche
Bilirubinerhéhung auf.

Zwischen den beiden Gruppen liegt kein signifikanter Unterschied vor.

Transaminasen (AST/ALT) - MTHFR

MTHFRC667T- o MTHFR Wildtyp- o
MTX-Blécke ° MTX-Blocke °
AST/ALT
7 10% 6 11%
erhdéht, mind 2°
AST/ALT
_ ) 61 90% 50 89%
weniger erhdht

p:1, OR: 0,96, 95%-Cl: 0,3 - 3,02
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Bei insgesamt 56 an MTHFR-Wildtyp verabreichten MTX-Bldcken trat bei 6 eine
mindestens um das 2,6 fache erhdhte AST oder ALT auf. Bei den 68 an

Mutationstrager  verabreichten  Blécken trat 7 mal eine solche
Transaminasenerhéhung auf.
Zwischen den beiden Gruppen liegt kein signifikanter Unterschied vor.
Leukozytopenie - MTHFR
. MTHFR C667T- MTHFR-Wildtyp-
Leukozytopenie ) )
MTX-Blécke % MTX-Blécke %

<2000 23 34 21 37,5

>2000 45 66 35 62,5
p: 0,71 OR:0,85 95%-Cl: 0,41 -1,78

Bei insgesamt 56 an MTHFR-Wildtyp verabreichten MTX-Blécken trat bei 21
Bei den 68 an

Mutationstrager verabreichten Bldcken trat 23 mal eine solche Leukopenie auf.

eine Leukozytopenie von mindestens <2000/pl auf.

Zwischen den beiden Gruppen zeigt sich kein signifikanter Unterschied.

Mukositis - MTHFR

- MTHFR C667T- MTHFR Wildtyp-
Mukositis
MTX-Blocke % MTX-Blocke %
min. 2° 10 8.9 10 14
keine oder 1° 58 91,1 46 86

p: 0,63 OR: 0,79 95%-Cl: 0,3 — 2,06

Bei insgesamt 56 an MTHFR-Wildtyp-Patienten verabreichten MTX-Blécken trat
bei 10 eine mindestens 2-gradige Mukositis auf. Bei den 68 an Mutationstrager
verabreichten Blécken trat 10 mal eine solche Mukositis auf.

Zwischen den beiden Gruppen liegt kein signifikanter Unterschied vor.
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Leukenzephalopathie - MTHFR

MTHFR C667T o MTHFR Wildtyp o

13 untersuchte Patienten ° 10 untersuchte Patienten °
LEP 3 23,1 4 40
Keine LEP 10 76,9 6 60

p: 0,65 OR:0,45 95%-Cl: 0,074 — 2,74

Von den 23 mit cranialem MR nachuntersuchten Patienten zeigten 13 die
MTHFR-Mutation.  Von  diesen wiesen 3 leukenzephalopathische
Veranderungen auf. Von den 10 MR-tomographisch nachuntersuchten
Patienten mit MTHFR-Wildtyp wiesen 4  leukencephalopathische
Veranderungen auf. Mit einem p-Wert von 0,65 besteht kein signifikanter
Zusammenhang zwischen Auftreten einer Leukenzephalopathie nach HD-MTX
und dem MTHFR-Status.

Gesamttoxizitat- MTHFR

MTHFR C667T o MTHFR Wildtyp o
Toxizitat 54 19% 43 18,5%
Keine Toxizitat 231 81% 191 81,5%

p= 0,91 OR=1,04 95%-CI=0,67 - 1,62

Fasst man alle Toxizitdtsmerkmale zusammen, also  Mukositis,
Transaminasenanstieg, Hyperbilirubindmie, Leukozytopenie und Leuk-
enzephalopathie, so ergibt sich eine bei Wildtyp und MTHFR-Mutationstragern
nahezu identische Haufigkeit. Entsprechend zeigt der p-Wert mit 0,651 mit
Irtumswahrscheinlichkeit von 5%, dass kein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen Gesamttoxizitat und MTHFR-Status besteht.
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HAUFIGKEIT DER TOXIZITATEN IN ABHANGIGKEIT VOM
MTX-SPIEGEL

Erhohte MTX-Spiegel - Leukozytopenie

MTX-Spiegel MTX-Spiegel
Leukozyten
erhéht n=19 Y% normal n=105 Y%
<2000/ul 12 63% 32 30%
> 2000/ul 7 37% 73 70%

p= 0,009 OR=3,9 95%-Cl=1,4-10,85

Bei 12 von 19 verabreichten MTX-Blécken, die mit erh6hten MTX-Spiegeln
einhergingen, trat infolge eine Leukozytopenie unter 2000 Leukozyten/ul auf.
Nur bei 32 von 105 MTX-Blécken, die ohne anschlieBende MTX-Spiegel-
Erhéhung einhergingen, trat eine Leukozytopenie <2000/ul auf. Hier findet sich
ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen erhéhten MTX-Spiegeln

und dem Auftreten einer anschlieBenden Leukozytopenie.

Erhohte MTX-Spiegel - Mukositis
MTX-Spiegel MTX-Spiegel

erhoht n=19 % normal n=105 %

Mukositis> 2° 9 47 11 10,5

Keine Mukositis oder 1° 10 53 94 89,5

p=0,0004 OR=7,7 95%-Cl= 2,6 - 23

Bei 9 von 19 verabreichten MTX-Blocken, die mit erhéhten MTX-Spiegeln
einhergingen, trat infolge eine mindestens 2-gradige Mukositis auf. Nur bei 11
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von 105 MTX-Blécken, die ohne anschlieBende MTX-Spiegel-Erh6hung
einhergingen, trat eine solche Mukositis auf. Es findet sich ein statistisch
signifikanter Zusammenhang zwischen erhéhten MTX-Spiegeln und dem

Auftreten einer anschlieBenden Mukositis.

Erhohte MTX-Spiegel - Bilirubin

MTX-BIldcke MTX-Spiegel MTX-Spiegel
n=124 erhdht n=19 % | normaln=105 | %

Bilirubin erhéht auf min.
2fach

Bilirubin weniger erhoht 12 73 95 90,5

p= 0,005 OR=5,5 95%-Cl=1,8 - 8,9

Bei 7 von 19 verabreichten MTX-Blécken, die mit erhéhten MTX-Spiegeln
einhergingen, trat infolge eine mindestens 2-gradige Bilirubinerhéhung auf. Nur
bei 10 von 105 MTX-Blécken, die ohne anschlieBende MTX-Spiegel-Erhéhung
einhergingen, trat eine solche Bilirubinerhéhung auf. Es findet sich ein
statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen erhéhten MTX-Spiegeln und
dem Auftreten einer anschlieBenden Hyperbilirubinamie.

Erhéhte MTX-Spiegel - Transaminasen

MTX-BIldcke MTX-Spiegel MTX-Spiegel
n=124 erhéht n=19 % normal n=105| %
AST/ALT erhéht, min. 2° 4 21 9 8,6
AST/ALT weniger erhdht 15 79 96 91,4

p=0,11 OR=2,8 95%-CI= 0,77 -10,4
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Bei 4 von 19 verabreichten MTX-Bldcken, die mit erhéhten MTX-Spiegeln ein-
hergingen, trat infolge eine mindestens 2.-gradige Transaminasenerhéhung auf.
Nur bei 9 von 105 MTX-Blécken, die ohne anschlieBende MTX-Spiegel-
Erhéhung einhergingen, trat eine solche Transaminasenerhéhung auf. Hierbei
findet sich kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen erhdhten
MTX-Spiegeln und dem Auftreten einer anschlieBenden Transaminasenerhé-
hung.

Erhohte MTX-Spiegel - Leukenzephalopathie

MTX-Spiegel MTX-Spiegel
Pat. mit MRT mind. 1x erhoht o normal o
n=23 n=10 n=13
LEP 3 30 4 31
Keine LEP 7 70 9 69
p=1, OR=0,96, 95%-Cl= 0,16 - 5,8

Bei 3 von 10 mittels MRT nachuntersuchten Patienten, die mindestens einmal
erhéhte MTX-Spiegel aufwiesen, zeigte sich im Verlauf eine Leukenzephalo-
pathie. Bei 4 von 13 MR-tomographisch nachuntersuchten Patienten ohne
MTX-Spiegel-Erhéhung traten leukenzephalopathische Veranderungen auf. Ein
statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen erhéhten MTX-Spiegeln und

dem Auftreten einer Leukenzephalopathie findet sich nicht.

MTX-Spiegel- MTHFR-Status

MTX-Blécke MTHFR C667 MTHFR-Wildtyp

N= 124 n=68 % n=56 %
MTX-Spiegel erhéht 10 15 9 16
MTX-Spiegel normal 58 85 47 84

p=1 OR=0,9 95%-Cl= 0,34 -2,34
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Bei insgesamt 56 an MTHFR-Wildtyp-Patienten verabreichten MTX-Bl6cken trat
bei 9 eine Erhdhung der MTX-Spiegel auf. Bei den 68 an Mutationstrager ver-
abreichten Blécken trat 10 mal eine solche MTX-Spiegelerhéhung auf.

Zwischen den beiden Gruppen liegt kein signifikanter Unterschied vor. Erhéhte

MTX-Spiegel traten in beiden Gruppen fast genau gleich haufig auf.

LEP - Bestrahlung

Pat. mit MRT Radiatio Keine Radiatio
N=23 n=7 n=16
LEP 2 5
Keine LEP 5 11
p=1, OR= 10,88, 95%-Cl=0,13-6,2

Von den 23 mittels MRT nachuntersuchten Patienten waren 7 auch bestrahlt
worden. 2 der Bestrahlten zeigten Zeichen einer LEP. 16 der MR-
tomographisch nachuntersuchten Patienten waren nicht bestrahlt worden. Unter
diesen fanden sich bei 5 Hinweise auf eine LEP. Es zeigt sich kein statistischer
Zusammenhang zwischen LEP und Radiatio. Auch sind die beiden bestrahlten
Patienten mit LEP Wildtypen fir MTHFR.
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KLINISCHE PRASENTATION UND MRTOMOGRAPHIE /
MRSPEKTROSKOPIE

Patient 20 , R.N.

Im Alter von 2 Jahren 4 Monaten, ca. 10 Wochen nach der letzten hochdosier-
ten intravendsen MTX-Gabe und 5 Tage nach der letzten intrathekalen MTX-
Gabe fiel eine rasch zunehmende Parese von linker Gesichtshélfte, linkem Arm
und Bein auf. Am Folgetag traten in zunehmender Haufigkeit auch dystone Be-
wegungsstérungen mit Zittern der Extremitaten, Zuckungen und tonischer Stre-
ckung von linkem Arm und Bein auf. Die Patientin war dabei wach, zeigte keine
Aphasie aber fehlende Kopfkontrolle, eine linksseitige Abduzensparese und
eine Schluckstdérung. Im Verlauf der folgenden Wochen langsame Besserung
der Dystonien sowie von Blickmotorik, Schlucken und Kopfkontrolle.
Die Hemiparese links persistiert.

Im EEG fanden sich keine eindeutigen Krampfpotentiale. Vor Therapiebeginn
zeigte sich ein unauffalliges craniales MRT.

Zu Beginn der neurologischen Symptomatik im MRT ausgepragte Signalanhe-
bungen im Bereich der rechten Stammganglien inklusive Kopf des Nucleus
caudatus, rechts frontobasal kortikal, sowie rechts pra- und postzentral in korti-
kaler und subkortikaler Lokalisation. Linksseitig weniger deutliche Veranderun-

gen im Temporallappen sowie im linken Hirnschenkel.



Patient 20, Verlauf nach 4 Wochen (FLAIR)
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Im Verlauf Zunahme insbesondere der Hyperintensitaten im Marklager des lin-
ken Crus cerebri bis in die linke Capsula interna. Die beschriebenen Verande-
rungen waren im T2-gewichteten und FLAIR-Bild hyperintens, T1-gewichtet hy-
pointens und zeigen nach Kontrastmittel (KM)-Gabe eine diffuse Schrankensto-
rung. MR angiographisch waren die groBBen basalen cerebralen Arterien durch-
gangig. Keine Auffalligkeiten der groBen vendsen Blutleiter. Gegen eine Embo-
lie sprach beidseitiger Befall, ein diffuser Befall kleiner Parenchymarterien er-
schien wahrscheinlich.

Im Verlauf nach 6 Monaten und einem Jahr deutliche Verkleinerung der hype-
rintensen Areale in den rechten Basalganglien und der rechten Zentralregion
sowie im linken Kapselknie und Hirnschenkel. Ein kleiner Substanzdefekt im

rechten Linsenkern persistierte. Keine Kontrastmittelaufnahme mehr.

IR-TSEM

Patient 20, Verlauf nach 2 Jahren (FLAIR)

Nach 2 Jahren keine weitere wesentliche RuUckbildung der Veranderungen
mehr. Die Patientin wurde planmaBig nicht bestrahlt.

Die Patientin ist heterozygot fir die MTHFR-C677T-Mutation und zeigte wéah-
rend der HD-MTX-Blécke keine ausgepragte Toxizitat.
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Patient 12, K.M.

Alter: 6 Jahre 11 Monate

Nach neurologisch unauffalligem Verlauf und unauffalliger initialer cranialer
MRT zeigte der Patient einige Tage nach der letzten intrathekalen MTX-Gabe
am Ende des Protokoll Il eine passagere wenige Tage dauernde Hemiplegie
rechts mit Aphasie. Sensibilitatsausfélle zeigten sich nicht und es kam spontan
zur Restitutio ad integrum.

MR-tomographisch fanden sich bereits ca. 2 Wochen vor Auftreten klinischer
Symptomatik unscharf umschriebene Signalanhebungen des supraventrikula-
ren Marklagers sowie in Verldngerung der Vorder- und Hinterhérner in T2-
gewichteten Aufnahmen als Hinweis auf eine beginnende LEP. Keine Schran-
kenstérung. Zum Zeitpunkt der Hemiplegie fanden sich periventrikulare Signal-
abweichungen in der FLAIR-Sequenz. Keine Radiatio. Ca. 8 Jahre nach der
neurologischen Symptomatik zeigte sich kein Nachweis einer fokalen Lasion in
der FLAIR-Wichtung aber MR-spektroskopisch eine geringgradige Erhéhung
von Cholin als Hinweis auf eine Schadigung der weien Substanz bei regel-
rechter Konzentration des neuronalen Markers NAA.

Der Patient ist MTHFR-Wildtyp-Trager und zeigte keine ausgepragte Schleim-
haut-, Hamato-oder Hepatotoxizitat wahrend der HD-MTX-Blécke.

Patient 10, G.P.
Alter 3 Jahre

Der Patient zeigt wahrend der gesamten Therapie und auch darliber hinaus
keine neurologischen Aufféalligkeiten. Die erste routinemaBige kraniale MRT
erfolgte 3 Wochen nach Therapiebeginn, der Patient hatte also lediglich 2 Ga-
ben intrathekalen Methotrexates erhalten, noch keine systemischen MTX-
Gaben. Anamnestisch waren andere Ursachen einer zerebralen Schéadigung
nicht eruierbar. In den T2-gewichteten Aufnahmen zeigten sich bilateral Hyper-
intensitaten des occipitalen Marklagers, die bereits als wahrscheinlich therapie-
bedingt gewertet wurden. Keine Radiatio. 7 2 Jahre spater zeigt sich nahezu



65
ein Normbefund und eine unauffélige Spektroskopie.
Der Patient wies ebenfalls den MTHFR-Wildtyp auf und zeigte eine ausgepréag-
te Schleimhauttoxizitat bei 3 von 4 HD-MTX-Blécken, Hamatotoxizitat bei 2 von
4 HD-MTX-Blocken.

Patient 10, 3 Wochen nach Therapiebeginn und nur 2 Gaben MTX intrathekal
(FLAIR)

Patient 10, Verlauf nach 7 Jahren (FLAIR)
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Patient 11, G.M.

Alter: 4 Jahre 10 Monate

Nach initial unauffalligem cranialem CT traten in Phase 2 von Protokoll II, also
etwa 5 Wochen nach der letzten Hochdosis-MTX Therapie und einige Tage
nach der letzten intathekalen MTX-Gabe persistierende Kopfschmerzen auf. Ein
erneutes CT zeigte diffuse Hypodensitaten des subkortikalen Marklagers in ers-
ter Linie einer medikamenteninduzierten LEP entsprechend. Keine Kontrastmit-
telaufnahme. Nach Ende der Chemotherapie erfolgte protokollgemal die Be-
strahlung des Schadels mit 12 Gy.

7 Jahre spater zeigen sich beidseits im frontalen Marklager und im occipitalen
Marklager links ausgepragter als rechts T2-Hyperintensitaten. Keine Schran-
kenstérung.

Patient 11, Verlauf nach 7 Jahren (FLAIR)

Der Patient zeigt Auffalligkeiten im Sinne eines Hyperaktivitats-
Aufmerksamkeits-Defizit-Syndroms (ADHS).
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MTHFR-Wildtyp, ausgepragte Schleimhauttoxizitdt bei 2 von 4 HD-MTX-
Blocken, Hamatotoxizitat bei 3 von 4 HD-MTX-Bldcken.

Patient 5, D.A.
Alter: 5 Jahre 1 Monat

Die Routine-MRT des Kopfes zeigte ca. 10 Jahre nach Therapiebeginn auf H6-
he beider Hinterhérner eine leichte Hyperintensitat in der T2- und FLAIR- Wich-
tung. Die Spektroskopie war unaufféllig. Neurologische Symptomatik lag zu kei-

nem Zeitpunkt vor.

Patient 5, Verlauf nach 10 Jahren (FLAIR)

MTHFR-Wildtyp, keine ausgepragte Schleimhaut-, Hdmato- oder Hepatotoxizitat
wahrend der HD-MTX-Blocke.
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Patient 8, F.H.

Alter : 3 Jahre, 1 Monat

Ein Routine-MRT 9 Tage nach erstem HD-MTX zeigte in T2-FLAIR kortikal und
subkortikal links occipital lokalisierte inhomogene Hyperintensitaten und fleck-
formige Hyperintensitaten rechts occipital. Keine KM-Aufnahme. Weitere Hyper-
intensitat im linken Marklager lateral angrenzend an den linken Thalamus. Kei-
ne neurologische Symptomatik.

Patient 8, nach 1. HD-MTX (FLAIR)

7Jahre spéter zeigte sich noch die Hyperintensitat im linken occipitalen Markla-
ger, keine KM-Aufnahme. Spektroskopisch war der NAA / Kreatin-Quotient pas-
send zu einer Leukenzephalopathie erniedrigt, der Cholin/Kreatin-Quotient er-
hoéht. Weiterhin neurologisch unaufféllig.



Patient 8, Verlauf nach 7 Jahren (FLAIR)
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Patient 8, Spektroskopie nach 7 Jahren

MTHFR-heterozygot, ausgepragte Schleimhauttoxizitat bei 1 von 4 HD-MTX-

Blécken, Hamatotoxizitat bei 3 von 4 HD-MTX-Blécken, Bilirubinerhéhung bei 2 von 4
HD-MTX-Bl6cken.
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Patient 26, U.T.

Alter: 6 Jahre 9 Monate

Der einzige fur die MTHFR-C677T-Mutation homozygote Patient zeigte bild-
morphologisch keine Hinweise auf leukenzephalopathische Veranderungen,
jedoch fand sich ca. 5 Wochen nach Therapiebeginn, also vor Beginn der
Hochdosis-MTX-Therapie, aber nach 3 i.th. MTX- und v.a. 8 Asparaginase-
Gaben im Routine-Verlaufs-MR eine asymptomatische Quersinusthrombose.
Die kraniale MRT 8 Jahre spater zeigte ein bildmorphologisch unauffalliges
Hirnparenchym ohne Residuen der Sinusvenenthrombose, doch zeigte sich in
der Spektroskopie eine erhdéhte Cholin/Kreatin-Ratio bei normaler NAA/Kreatin-
Ratio als Hinweis auf Leukenzephalopathie. Neurologische Auffalligkeiten be-

standen nicht. Nach 1 von 4 HD-MTX-Bl6cken hatte Hamatotoxizitat bestanden.

MAGNETRESONANZTOMOGRAPHIE

Bei allen Patienten mit zerebralen Aufalligkeiten lagen Veranderungen der wei-
Ben Substanz im Marklager und meist periventrikular mit Hyperintensitaten in
der FLAIR-Wichtung vor. Auch kortikale und subkortikale Veranderungen traten
auf. Bei der am schwersten betroffenen Patientin waren auch die Basalganglien

betroffen und die Lasionen zeigten initial eine Kontrastmittelaufnahme.

SPEKTROSKOPIE

Von 18 Patienten wurde eine Langechospektroskopie angefertigt. Bei 3 fand
sich ein auffalliger Befund. Bei 2 Patienten ein erhéhter Cholin/Kreatin Quotient,
bei einem auBerdem ein erniedrigter NAA/Kreatin-Quotient.

Bei 2 dieser 3 Patienten lagen auch bildmorphologische Veranderungen mit
hyperintensen Marklagerlasionen vor, bei einer Patientin war der bildmorpholo-
gische Befund eine LEP betreffend immer unauffallig, allerdings hatte sie in
Protokoll | eine asymptomatische Sinusvenenthrombose entwickelt.
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DISKUSSION

Seit den Arbeiten von Goyette et al. (Goyette et al. 1998; Goyette et al. 1994),
die Uber Isolierung der cDNA und die Lokalisation des MTHFR-Gens auf Chro-
mosom 1p36.3 schlieBlich zur Aufklarung der Genstruktur 1998 fihrten, war die
Methylen-Tetrahydrofolat-Reduktase (MTHFR) und ihr Gen Gegenstand inten-
siver Forschung. So fand allein Martin (Goyette et al. 1994; Martin et al. 2006) 65 Po-
lymorphismen des Gens, wovon sich 11 als nicht synonyme SNP’s (single nuc-
leotide polymorphisms) herausstellten, also mit einer veranderten Aminosauren-
folge im Protein einhergingen. 1995 beschrieben Frosst et al.(Frosst et al) die
C677T Mutation im MTHFR-Gen und bestimmten die Allelfrequenz in einer
franzdsisch-kanadischen Population auf 38%. Auch die infolge bestimmten
Haufigkeiten entsprechen den bei uns bestimmten. Wilcken (Wilcken et al. 2003)
fand bei Neugeborenen in den Niederlanden und Frankreich Heterozygotenfre-
quenzen von 42 bzw. 48 % und Homozygotie fur MTHFR-C677T bei 6,4 bzw.
11,8 % bei einer Allelfrequenz von 27,4 bzw. 35,7. Auch die Frequenzen der
weiBen US-amerikanischen Bevélkerung (Atlanta) passen mit einer Heterozy-
gotenfrequenz von 42% bei 11% Homozygoten fir die MTHFR C677T-Mutation
und einer T-Allelfrequenz von 31,7% zu unseren Daten (Wilcken et al. 2003). In
einer britischen Population bestand eine T-Allelfrequenz von ca. 30% mit 7,4%
Homozygotie und 44,7% Heterozygoten (Schneider JA 1998). Schnakenberg
(Schnakenberg et al. 2005) fand in seiner Studie in der Kontrollgruppe in Deutsch-
land anséassiger Personen kaukasischer Abstammung eine Haufigkeit der CT-
Variante (Heterozygote) von 40% bei 11% TT-Homozygozten, Thiurmaran
(Thirumaran et al. 2005) 47 % bzw.11,5 % bei 41,5 % Wildtyp-Homozygoten in ei-
ner Kontrollgruppe von 1472 Personen.

Die Anzahl der bei den oben genannten Studien untersuchten Personen lag mit
94 — 1472 deutlich Uber der des eigenen Patientengutes, so dass bei Uberein-

stimmung der Genotypfrequenzen mit unseren Daten eine in etwa der Normal-
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bevélkerung entsprechende Verteilung bei den durch uns untersuchten Patien-
ten angenommen werden darf.

AuBerdem zeigte sich eine dem Hardy-Weinberg-Gesetz entsprechende Vertei-
lung der Genotypen, so dass auch nach populationsgenetischen Gesichtspunk-
ten kein Hinweis auf eine die MTHFR-Mutation betreffende Selektion vorliegt.
Die in unserer Untersuchung gefundene Haufigkeit der MTHFR-C677T- Varian-
te entsprach also den bei der Normalbevélkerung aus Mitteleuropa und
Deutschland sowie bei weiBen US-Amerikanern bekannten Verteilungen.
Weiterhin bestand zwischen einer 1472 Personen umfassenden deutschen
Kontrollgruppe (Thirumaran et al. 2005) und unseren an ALL-Patienten bestimmten
Haufigkeiten fur die C677T-MTHFR-Genotypen kein statistisch signifikanter Un-
terschied, passend zu den Daten von Gast (Gast et al. 2007) und Thirumaran
(Thirumaran et al. 2005) und der Metaanalyse von Pereira (Pereira et al. 2006), die
ebenfalls gleiche Haufigkeiten bei padiatrischen ALL-Patienten und einer Kon-
troligruppe fanden. Die Mutation kam also bei unseren padiatrischen ALL-
Patienten nicht gehauft vor, so dass die Daten von Seidemann (Seidemann et al.
2006), die bei padiatrischen lymphoblastischen NHL -einer in klinischer, immuno-
logischer und patholgischer Hinsicht der ALL sehr ahnlichen Erkrankung- eine
erhéhte Frequenz gefunden hatte und hieraus eine maégliche Rolle in der Pa-
thogenese der Erkrankung folgerte, nicht nachvollzogen werden kénnen.
Andere Berichte, die aufgrund eines geringeren Vorkommens der C677T-
MTHFR-Mutation bei padiatrischen ALL-Patienten (Chatzidakis et al. 2006; Franco et
al. 2001; Skibola et al. 1999; Wiemels et al. 2001) einen protektiven Effekt der C677T-

MTHFR-Mutation vermuteten, konnten wir ebenso nicht bestatigen.
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SCHLEIMHAUT-, LEBER- UND HAMATOTOXIZITAT

Shimasaki berichtet in seiner Studie (Shimasaki et al. 2006) an padiatrischen ALL-
Patienten, die &hnlich wie unsere mit HD-MTX ( allerdings nur 3g/m?) behandelt
wurden, Uber Auftreten von Mukositis >2° in 9% der MTX-Bldcke, Uber Erho-
hung der Transaminasen mindestens auf das 2,6fache der Altersnorm in 33%
und in 51 % Uber mindestens 3.-gradige Hamatotoxizitat.

Auch bei unseren Patienten trat Hamatotoxizitdt mit 35% am haufigsten auf,
jedoch kam es mit 12% deutlich seltener zu Transaminasenerh6hungen. Muko-
sitis fand sich bei uns mit 16% wesentlich haufiger.

Imanishi (Imanishi et al. 2007) fand in seiner Untersuchung bei padiatrischen ALL-
und NHL-Patienten bei homozygoten Tragern der C677T-MTHFR-Mutation sta-
tistisch signifikant héhere MTX-Spiegel. In unserer Untersuchung traten MTX-
Spiegel-Erhéhungen  gleich  haufig bei Wildtyp und C677T-MTHFR-
Mutationstragern auf, so dass wir seine Folgerung, der C677T-Polymorphismus
sei fur die MTX-Elimination relevant, nicht nachvollziehen kénnen.

SCHLEIMHAUT-, LEBER-, HAMATOTOXIZITAT UND
ASSOZIATION ZUR MTHFR-C677T-MUTATION

Standen zunachst Verschlusskrankheiten kardialer, cerebraler und peripherer
Arterien und Thromboseneigung (Frosst et al. 1995; Kang et al. 1993; Kelly et al. 2002;
Kluijtmans et al. 1996; Morita et al. 1997) aufgrund der vor allem bei TT-Homozygoten
auftretenden Hyperhomozysteindmie im Vordergrund der klinischen Forschung,
so zeigte van der Put (van der Put et al. 2001) 1995 die Relevanz der C677T-
Mutation fir Neuralrohrdefekte, andere auch fir weitere angeborene Fehlbil-
dungen (Finnell et al. 1998) und Schwangerschaftskomplikationen (Ray & Laskin
1999).
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In der Folge wurde bei einer Vielzahl von Erkrankungen nach Zusammenhan-
gen mit MTHFR-Polymorphismen gesucht, unter anderem auch bei Krebser-
krankungen und auch hierbei eine Vielzahl von Assoziationen beschrieben
(Ueland et al. 2001).
Toffoli (Toffoli et al. 2000) berichtete 2000 erstmals Uber die erhéhte Toxizitat eines
Regimes aus Cyclophosphamid, 5-Fluouracil (5-FU) und MTX zur Therapie von
Mamma-Karzinomen bei bestimmten Patientinnen.
Es war aufgefallen, dass bei manchen Patientinnen eine Grad-4-Toxizitat be-
reits friih im Therapieverlauf auftrat und es bei der Mutter einer der Patientinnen
zu ahnlichen Nebenwirkungen bereits im Rahmen einer Chemotherapie wegen
eines Magenkarzinoms gekommen war. Auch die Mutter war unter anderem mit
MTX und 5-FU behandelt worden. Bei der molekulargenetischen Untersuchung
der Patientin und ihrer Mutter fand man die MTHFR-C677T Mutation und unter-
suchte infolge auch andere Patientinnen mit ausgepragter Toxizitat und fand bei
5 von 6 Patientinnen die gleiche Mutation. Bei den Ubrigen Patientinnen fand
sich eine den lokalen Verhaltnissen entsprechende Verteilung der Mutation.
Ulrich (Ulrich et al. 2001) beschrieb 2001 ausgepragtere MTX-induzierte Mukositis
und langer anhaltende Thrombozytopenie bei niedrig dosierter MTX-Gabe nach
allogener Knochenmarktransplantation bei CML-Patienten mit homozygoter
MTHFR-C677T Mutation. Ahnliche Ergebnisse erhielt Kim (Kim et al. 2007).
2002 zeigte Taub in vitro an Lymphoblasten 6 padiatrischer ALL-Patienten eine
héhere MTX-Empfindlichkeit der Blasten mit TT-Genotyp (Taub et al. 2002). De
Jonge konnte das 2005 an Lymphoblasten einer gréBeren Population padiatri-
scher ALL-Patienten nicht statistisch signifikant nachvollziehen, verwies aber
ebenfalls auf einen Trend zu mehr Toxizitdt bei homozygoter C677T MTHFR-
Mutation (de Jonge et al. 2005). De Jonge verwendete Nahrmedien mit hoher Fol-
saurekonzentration, was er als Begriindung fir einen mdglicherweise abge-
schwachten Effekt der Mutation anfuhrte.
Ebenfalls 2002 berichtete Chiusolo (Chiusolo et al. 2002) erstmals Uber starkere
unerwinschte Wirkungen bei Kindern mit ALL, die sich in der Erhaltungschemo-
therapie befanden und MTX in einer niedrigen Dosierung von 15 =30 mg/m?%
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Woche ohne Folinsauresubstitution erhielten. 2007 bestatigte sie diese Ergeb-
nisse bei Erwachsenen mit ALL (Chiusolo et al. 2007).
Untersuchungen von Aplenc (Aplenc et al. 2005) und Costea (Costea et al. 2006) wie-
sen in ahnlichen Patientengruppen mit &hnlicher Therapie keine Unterschiede
zwischen den Toxizitdten bei Patienten mit MTHFR-Wildtyp und C677T-
Mutation nach.
Die antirheumatische Therapie mit MTX in vergleichbar niedriger Dosierung
zeigte bei verschiedenen Untersuchern mehr Nebenwirkungen beim Vorliegen
der MTHFR C677T Mutation in hetero- oder homozygoter Auspragung
(Schmeling 2005; Urano et al. 2002) sofern keine Folinsdure gegeben wurde. Wurde
Folinsaure verabreicht fand sich kein Unterschied (Aggarwal et al. 2006; Hughes et al.
2006).
Wurde mit Hochdosis-MTX-Protokollen und der notwendigen anschlieBenden
Folinsaure-Rescue behandelt zeigte Gemmati (Gemmati et al. 2007) bei Erwach-
senen mit hochmalignen Non-Hodgkin-Lymphomen vermehrte Toxizitat bei Mu-
tationstragern, Chatzidakis (Chatzidakis et al. 2006) bei padiatrischen ALL-
Patienten lediglich eine verstarkte Hepatotoxizitat beim TT-Genotyp, wahrend
die Hamatotoxizitat beim CC-Genotyp ausgepragter war.
Seidemann (Seidemann et al. 2006), Shimasaki (Shimasaki et al. 2006) und Imanishi
(Imanishi et al. 2007) konnten bei Hochdosis-MTX-Protokollen mit Folinsdure-
Rescue bei padiatrischen ALL- und NHL-Patienten keine ausgepragteren Ne-
benwirkungen bei Mutationstragern (MTHFR-C677T) finden.
Die genannten Untersuchungen bewerteten zur Beurteilung der MTX-Toxizitat
lediglich hdmatologische Parameter, Leberwerte, Infektion oder Mukositis.
Kishi (Kishi et al. 2003) erweiterte das Spektrum um neurotoxische Nebenwirkun-
gen der Therapie mit MTX wie Krampfanfalle und fand keinen Zusammenhang
mit erhéhten Homozysteinwerten oder der C677T-MTHFR-Mutation. 2005 un-
tersuchte Linnebank (Linnebank et al. 2005) Erwachsene mit primaren ZNS-
Lymphomen und HD-MTX-Therapie bezliglich Risikofaktoren fir das Auftreten
einer Leukencephalopathie. Hierbei erhéhte neben dem Alter ein gestérer
Methionin-Stoffwechsel, u.a. durch die Kombination aus MTHFR-C677T-

Mutation mit anderen Faktoren das Risiko. Krajinovic (Krajinovic et al. 2005) unter-
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suchte als MaB mdglicher Langzeittoxizitat den Intelligenzquotienten nach ALL-

Therapie und fand keine Unterschiede im Zusammenhang mit der C677T-
MTHFR-Mutation.

Somit lagen aus der Literatur zahlreiche Untersuchungen Uber MTX-Therapie
bei MTHFR-C677T-Mutationstragern und das Auftreten unterschiedlicher Zei-
chen von MTX-Toxizitat vor.

Die Ergebnisse sind jedoch widersprichlich und der Zusammenhang zwischen
dem Auftreten von leukenzephalopathischen Veranderungen bei Hochdosis-
MTX-Therapie und dann niedrig dosierte MTX-Dauertherapie mit dem Vorlie-
gen einer C677T-Mutation im MTHFR-Gen wurde bei péadiatrischen ALL-
Patienten bisher unseres Wissens bis auf Einzelfallbeschreibungen (Strunk et al.
2003) nicht untersucht.

Fand sich in der Literatur eine signifikant vermehrte Toxizitdt des MTX bei
C677T mutierter MTHFR so waren meist Therapieregime betroffen, die MTX
nur in niedriger Dosierung verabreichten und keine Folinsdure verwendeten.
Solche Regime fiihren zu einem mehrere Tage oder Wochen dauerndem An-
stieg des Homozysteins (Broxson et al. 1989; Kishi et al. 2003; Refsum et al. 1986;
Refsum et al. 1991).

Es ist jedoch bekannt, dass die verminderte MTHFR-Funktion aufgrund der
C677T-Mutation nur bei relativem Folatmangel relevant wird bzw. durch ausrei-
chende Folsauresubstitution auszugleichen ist (Castro et al. 2004; Frosst et al. 1995;
Guttormsen et al. 2001; Jacques et al. 1996; Malinow et al. 1997). Ein solcher Ausgleich
findet, anhand der Homozysteinspiegel ablesbar, bei der HD-MTX-Therapie
statt. Kishi (Kishi et al. 2003) und Sterba (Sterba et al. 2006) zeigten bei padiatri-
schen ALL-Patienten und Refsum (Refsum et al. 1991) bereits 1991 bei Erwachse-
nen, dass die Homozysteinspiegel zwar unter der hochdosierten MTX-Gabe
passager ansteigen, sich aber durch die Folinsauregabe rasch normalisieren.
Effekte einer ausgepragteren Hyperhomozysteindmie sollten erst nach Tagen
oder Wochen ohne Folsauresubstitution zu erwarten sein (Kishi et al. 2003), SO
dass der regelméaBige Folinsdure-Rescue aus den unterschiedlichen MTHFR-

Genotypen resultierende Unterschiede verwischen kénnte.
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Somit erscheinen die diskrepanten Befunde zumindest zum Teil durch einen
unterschiedlichen Folsaurestatus, zum Beispiel aufgrund unterschiedlicher
Substitutionsregime erklarbar. Bei Untersuchungen von Therapieformen, die
keine Folate substituierten- wie in der ALL-Erhaltungstherapie, der Behandlung
oder Prophylaxe einer GvHD oder z.T. in der Rheumatherapie, war ein Effekt
der C677T-MTHFR-Mutation erkennbar, wurde die insuffiziente MTHFR- Aktivi-
tat aber durch vermehrte Zufuhr von Folinsdure -wie nach der Hochdosis-MTX-
Therapie lebensnotwendig- ausgeglichen, waren mégliche Effekte, wie z.B. eine
erhdhte Toxizitat nicht mehr nachweisbar.
In unserer Untersuchung betrachteten wir die Akuttoxizitdt nach den Hoch-
dosis-MTX-Blécken in Form von Schleimhaut-, Hamato- und Hepatotoxizitat in
Bezug auf den C677T-MTHFR-Status der Patienten. Die Patienten erhielten
samtlich Folinsdure ab Stunde 42 nach MTX-Beginn, so dass jeweils nur kurze
Phasen erhéhter Homozysteinspiegel aufgetreten sein sollten. Eine Bestim-
mung der Homozysteinspiegel erfolgte jedoch nicht.
Innerhalb dieses Therapieregimes fanden wir weder flr die Schleimhaut- noch
fir die Hamoto-oder Hepatotoxizitat signifikante Unterschied zwischen C677T-
MTHFR-Wildtyp und Mutation. Damit konnten wir die Ergebnisse der meisten
Untersucher, die ahnliche Patientengruppen und Therapieregime (intrathekale
und Hochdosis-MTX und Folinsaure-Rescue) untersucht haben, bestatigen.

Neben den verschiedenen MTX- und Folinsdureregimen bei z.T unterschiedli-
chen Erkrankungen kommen als Grund fiir die unter vielen Untersuchern dis-
krepanten Ergebnisse (Chiusolo et al. 2002; Gemmati et al. 2007; Lee et al. 2007; Schme-
ling 2005; Taub et al. 2002; Toffoli et al. 2000; Ulrich et al. 2001; Urano et al. 2002) insbe-
sondere mogliche Unterschiede in vielen anderen die Folsdure-Homdostase
beeinflussenden Faktoren in Frage. Neben Alkohol- und Nikotingenuss oder
Komorbiditat wie Niereninsuffizienz (Bostom & Culleton 1999) oder Hypothyreose
(Nedrebo et al. 1998), die in der untersuchten Gruppe péadiatrischer ALL-Patienten
eher eine untergeordnete Rolle spielen sollten, kénnte eine Komedikation mit
Antiepileptika oder Folsaureantagonisten wie Trimethoprim (Smulders et al. 1998;
Ueland et al. 2001) flir den Folsaurehaushalt und die Homozysteinspiegel relevant
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sein. Trimethoprim wird bei Immunsuppression routinemagig zur Pneumocystis
carinii-Prophylaxe an 3 Tagen der Woche verabreicht und sollte, um eine zu-
satzliche Folsduredepletion zu vermeiden, in méglichst groBem zeitlichen Ab-
stand zum MTX eingenommen werden. In unserer Studie wurde dieses Vorge-
hen bei allen Patienten in gleicher Art und Weise durchgeflihrt, inwieweit das
Vorgehen anderer Untersucher hiervon abweicht, ist aus der Literatur nicht zu
ersehen. Ebenso ist nicht erkennbar in welchem MaBe mit dem Folsdurehaus-

halt interagierende Antikonvulsiva eingenommen wurden.

Die Verstoffwechslung von Medikamenten wird oft nicht monogenetisch son-
dern eher polygenetisch vererbt. Der Phanotyp einer Medikamentenwirkung
resultiert dann aus einer Summe unterschiedlicher genetischer Anteile, die als
Einzelne nur geringe Penetranz besitzen. Dieser polygenetische Ansatz passt
gut auf die Gruppe der Antimetaboliten, da die regelrechte Funktion des Folsau-
re-Purin-Pyrimidin-Stoffwechsels vital fiir das Uberleben der Zelle ist und somit
insbesondere bei Schllisselenzymen nur solche Mutationen eine Chance haben
vererbt zu werden, die lediglich geringe Veranderungen bewirken. Phanotypisch
wirksam werden kdénnten Mutationen dann, wenn sich Effekte gleichsinnig auf-
addieren (Dervieux et al. 2005).

Somit stellen, neben den o.g. im weiteren Sinne Umwelteinfliissen, die bei den
Untersuchten unbekannten bzw. nicht untersuchten angeborenen Varianten
anderer Enzyme oder deren Promotoren (Dulucq et al. 2008) mit Einfluss auf den
Folsaurezyklus mogliche Modulatoren der Wirksamkeit und Toxizitat von Fol-

saureantagonisten dar.

Einige der infrage kommenden Enzyme sind:
e MTR: 5-Methyltetrahydrofolat-Homozystein-Methyltransferase
= Methionin -Synthtase
e TS: Thymidylat-Synthtetase
e DHFR: Dihydrofolat-Reduktase
e DHFR-Promotor (Dulucq et al. 2008)
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e MTHFD: 5,10-Methylen-Tetrahdrofolat-Dehydrogenase
e SHMT: Serin-Hydroxy-Methyltransferase
e TYMS: Thymidylat-Synthtetase
¢ MTRR: 5-Methylentetrahydrofolat-Homozystein-Methyltransferase-
Reductase = Methionin-Synthase-Reductase
e AICART: Aminoimidazol-Carboxamid-Ribonucleotid-Transformylase

e und der RFC: reduced folate carrier
(Dervieux et al. 2005; Dervieux et al. 2006; Dulucq et al. 2008; Gast et al. 2007; Gemmati et al.
2004; Kredich & Hershfield 1980; Kremer 2004; Matsuo et al. 2001; Pierik et al. 2006; Sharp &
Little 2004; Skibola et al. 2004; Weisman et al. 2006)

Letztendlich bleibt auch die méglicherweise unterschiedliche Folataufnahme mit
der normalen Nahrung oder speziell angereicherten Lebensmitteln oder Vita-
minpraparaten als Ursache unterschiedlicher Ergebnisse mdglich, da, wie auch
bei uns, in den vorliegenden Studien keine Daten Uber Erndhrung oder Fols&u-
restatus erhoben wurden.

LEUKENZEPHALOPATHIE UND ASSOZIATION ZUR
MTHFR-C677T-MUTATION

Die Leukenzephalopathie als Spattoxizitat wurde zwar i.d.R erst nach der an-
schlieBenden niedrig dosierten MTX-Dauertherapie beurteilt, doch muB sie we-
sentlich auf die Hochdosis- und intrathekale MTX-Therapie zurtckgefthrt wer-
den (Haykin et al. 2006; Shuper et al. 2002). Leukenzephalopathische Veranderungen
nach alleiniger niedrig dosierter, nicht-intrathekaler MTX-Therapie sind nicht
beschrieben (Inaba et al. 2008). Dennoch ist nicht auszuschlieBen, dass sich die
leukenzephalopathischen Veranderungen als Folge einer Kumulativtoxizitat des
intrathekalen und Hochdosis-MTX sowie der niedrigdosierten Erhaltungsthera-
pie ohne Folsaduresubstitution und der Gbrigen protokollgemaBen Chemothera-

peutika ergeben -ohne die anschlieBende Erhaltungstherapie die Veranderun-



80

gen also weniger ausgepragt oder schneller wieder zurlickgebildet sein kdnn-
ten.

Geht man also davon aus, dass in Phasen mit regelmaBiger hochdosierter Fo-
linsauregabe, wie der HD-MTX-Therapie, die verminderte Aktivitat der C677T-
MTHFR zumindest zum Teil ausgeglichen wird und deshalb keine statistisch
signifikant vermehrte Toxizitdt der Chemotherapie auftritt, so kénnte die Aktivi-
tatsminderung in den folgenden Therapiephasen ohne Folsduresubstitution
wieder zum tragen kommen und als vermehrte Kumulativtoxizitat in Form leu-
kenzephalopathischer Veranderungen erkennbar werden.

Insofern hat unsere Untersuchung den Vorteil neben der akuten Toxizitat nach
den Hochdosis-MTX-Blécken auch eine mdgliche vermehrte Spéttoxizitat in

Form der Leukenzephalopathie zu untersuchen.

In unserem Patientenkollektiv zeigte sich, wenn auch aufgrund der kleinen Fall-
zahl nicht reprasentativ, die weite Bandbreite der leukenzephalopathischen
Symptomatik nach ALL-Therapie: passagere und persistierende Hemiparese,
orofaciale Symptome, Aphasie, Athetose, chronisch kognitive Stérung bei
ADHS und asymptomatischer Verlauf.

Von den 23 mit MRT nachuntersuchten Patienten fanden sich bei 7 (30%) leu-
kenzephalopathische Veranderungen in MRT oder Spektroskopie, 4 von diesen
zeigten keine offensichtliche neurologische oder neuropsychiatrische Sympto-
matik. Die zerebralen Veranderungen verliefen also bei mehr als der Halfte der
Patienten subklinisch. Von den 16 nicht bestrahlten Patienten zeigten 5 Hin-
weise auf eine LEP. Von den 7 zusatzlich Bestrahlten zeigten 2 leukenzephalo-
pathische Veranderungen.

Dies sind kleine Fallzahlen doch passen sie zu den literaturgangigen Angaben,
wonach It. einer Metaanalyse von Reddick (Reddick & al. 2005) nach Therapieen-
de 5-53% aller nicht bestrahlten Patienten leukenzephalopathische Verande-
rungen aufweisen. Eine neuere an Kindern durchgefiihrte Studie von Ziereisen
(Ziereisen et al. 2006) fand bei ca 17% der nicht bestrahlten Kinder MR-
tomographisch eine LEP, 60% davon waren asymptomatisch. Langer konnte
am Patientengut der ALL-BFM Studie nur bei 1 von 39 (2,5%) ohne Radiothe-
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rapie behandelten Patienten nach im mittel 7 Jahren noch Zeichen einer LEP
finden, hingegen bei 25% falls zusatzlich zur HD-MTX-Therapie auch eine kra-
niale Bestrahlung erfolgt war (Langer et al. 1998). Da in unserem Kollektiv nicht
von allen infrage kommenden Patienten MRT-Untersuchungen im Verlauf ange-
fertigt wurden, aber alle symptomatischen Patienten in die Untersuchung ein-
gingen, ist bei uns tendentiell von einer zu hoch bestimmten Haufigkeit auszu-
gehen.
Die akute Form der Neurotoxizitat, mit Beginn der Symptomatik innerhalb we-
niger Stunden bis maximal 2 Tage nach MTX-Gabe, tritt in 5-40% aller Patien-
ten auf, falls auch bestrahlt wurde, sonst wird die Haufigkeit akuter LEP mit Kili-
nischer Symptomatik mit 3-15% angegeben (Atra et al. 2004; Bleyer 1981; Mahoney et
al. 1998; Rubnitz et al. 1998).
Typische akute Formen neurotoxischer Symptomatik sahen wir nicht.
Bei 2 Patienten traten subakut also wenige Tage bis Wochen nach hochdo-
sierter und intrathekaler MTX-Gabe neurologische Verdanderungen auf. Beide
zeigten eine Hemiparese, die beim einen passager mit Aphasie verlief, bei der
anderen Patientin persistierte. Solche ,stroke-like syndromes® sind typisch fir
die subakute Verlaufsform und in der Regel kommt es nach 48-72 Stunden zur
kompletten Ruickbildung der Symptomatik. Die Haufigkeit wird mit 4-15% der
Patienten angegeben (Packer et al. 1983; Vezmar et al. 2003; Walker et al. 1986; Yim et al.
1991).
Auch die ausgepragte Symptomatik unserer am schwersten und persitierend
betroffenen Patientin, die neben der Hemiparese eine orofaciale Symptomatik
und eine Choreoathetose bei Stammganglienbeteiligung zeigte, findet sich in
der Literatur nahezu identisch wieder (Inaba et al. 2008).
Aufmerksamkeitsstérungen als chronische Neurotoxizitat von MTX und Be-
strahlung wie bei Patient G.M. sind ebenfalls typische Folgen der ALL-Therapie
(Brouwers et al. 1985; Cousens et al. 1988; Langer et al. 1998) .

Auch der subklinische Verlauf wie bei 4 unserer Patienten findet sich regel-
maBig bei Patienten mit HD-MTX-Therapie (Oka et al. 2003; Shuper et al. 2002).
Sofern eine MRT-Verlaufsbeurteilung erfolgte, waren die Veranderungen bei
allen Patienten, wie von Reddick beschrieben, nach Jahren deutlich ricklaufig
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(Reddick & al. 2005).

Traten MR-tomographisch faBbare morphologische Veranderungen auf, so
zeigten sich Hyperintensitaten an typischen Lokalisationen im periventrikularen
Marklager aber auch im frontalen oder occipitalen Marklager. Bei zwei Patien-
ten fanden sich auch kortikale und subkortikale Signalanhebungen. Bei einer
Patientin mit bleibenden neurologischen Ausféllen waren auch die Stammgang-
lien und die Capsula interna betroffen. Diese Lokalisationen stimmen mit Litera-
turbeschreibungen bei Shuper, Fisher, Inaba oder Oka Uberein (Fisher et al. 2005;
Inaba et al. 2008; Oka et al. 2003; Shuper et al. 2002).

MR-Spektroskopisch auffallige Befunde wurden bei 3 von 18 mittels Lang-
echospektroskopie Untersuchten erhoben. Wie Chu fanden wir erhéhte Cho-
lin/Kreatin-Quotienten, einmalig auch einen erniedrigten NAA/Kreatin Quotien-
ten. Bei einer Patientin fanden sich nur spektroskopische aber keine morpholo-

gische Veranderungen, auch das in der Literatur vorbeschrieben (Chu et al. 2003).

Sowohl die geringe Fallzahl als auch die geringe Zahl von homozygoten
MTHFR C677T-Patienten und die zum Teil retrospektive Datenerhebung limi-
tiert die Aussagekraft der vorliegenden Untersuchung, doch stimmen die Er-
gebnisse mit bereits verdffentlichten Daten, soweit vorhanden, tberein. Der Zu-
sammenhang zwischen Leukenzephalopathie nach MTX-Therapie und MTHFR
C677T-Mutation wurde bisher nicht systematisch untersucht, der mangelnde
Einfluss der Mutation passt jedoch gut in das Gesamtbild wonach Mutationstra-
ger, die mit Hochdosis-MTX-Protokollen und anschlieBender Folinsdurerescue
behandelt werden, keine vermehrten Toxizitatszeichen aufweisen.

Aufgrund des unklaren Zusammenhangs zwischen leukenzephalopathischen
Veranderungen und klinischer Symptomatik erscheint eine anhaltende Nach-
sorge der Patienten und insbesondere eine testpsychologische Untersuchung
auf subtile kognitive Defizite, wie sie in einer zweiten Untersuchung durchge-
fOhrt wird, notwendig.
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ZUSAMMENFASSUNG

Unsere Untersuchung zeigt, dass leukenzephalopathische Verdnderungen nach
Gabe von MTX zur Therapie einer ALL bei Vorliegen der MTHFR-C677T-
Mutation nicht haufiger auftreten als beim MTHFR-Wildtyp.

Eine systematische Untersuchung dieses Zusammenhangs lag bisher nicht vor.
Somit ist die Bestimmung des MTHFR-Status zur Aufdeckung eines erhéhten
Leukenzephalopathierisikos oder eine Dosisreduktion zur Vermeidung zusétzli-
cher MTX-Toxizitat nach heutigem Stand nicht sinnvoll.

Wir fanden, dass unter der hochdosierten und intrathekalen MTX-Therapie ne-
ben offensichtlichen neurologischen Ausfallen auch Marklagerverédnderungen
auftreten kdnnen, die nicht zu klinischen Symptomen fihren. Inwieweit solche
Veranderungen dennoch zu mit subtileren Testungen detektierbaren kognitiven
Defiziten oder langfristigen Problemen flhren ist bisher noch unklar, wird aber
in einer parallel durchgefihrten Arbeit untersucht.

Solange die fehlende Relevanz solcher Verdnderungen nicht gezeigt werden
konnte, sollten Nachuntersuchungen der Patienten erfolgen, um frih mdgliche
Defizite erkennen und die Patienten optimal zu férdern zu kdnnen.

Ein Zusammenhang zwischen vermehrter akuter MTX-Toxizitat i.R. der intensi-
ven ALL-Therapie und der MTHFR-C677T-Mutation konnte anhand von Muko-
sitis, hadmatologischen Parametern oder Leberwerten ebenfalls nicht nachge-
wiesen werden. Dies bestatigt die Ergebnisse anderer Untersucher mit ahnli-
chen Therapieregimen. Der Ausgleich der verminderten MTHFR-Funktion durch
die im Therapieregime vorgegebene und notwendige regelméaBige Folatsubsti-
tution ist hierflr ein plausibler Grund.

Andererseits ist bei der beschrankten Zahl der untersuchten Patienten und ins-
besondere durch das seltene Vorkommen der homozygoten MTHFR-C677T-
Mutation in unserer Patientengruppe die statistische Aussagekraft beschrankt
und ein mdglicherweise nur leicht ausgepréagter Effekt nicht nachweisbar.

Auch wenn die MTHFR-C677T-Mutation nicht zur vermehrten MTX-Toxizitat
beizutragen scheint, so kénnen doch vielfache Veranderungen im Folsdure-
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haushalt des Patienten und bei den multiplen beteiligten Enzymen bestehen,
die die unterschiedlich ausgepragte Toxizitat erklaren kénnten. Hier sollten wei-
tere Untersuchungen erfolgen, um eine auf den individuellen Folsaurestoff-

wechsel abgestimmte, maBgeschneiderte Therapie zu erreichen.
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ANHANG
Patientendaten
PATIENT, SEX |ALTER |TYP RAD MTHFR | MTXSTART JAEHS; mgN MR1 m ZSPE HEP |BIL |MTX |MUK [LEUK
1 AC. w 7,42 Pra-B, MR |- w 6/97 7 8 ob ob,ob 2 0 |1 1 3
2 AA. m 5 CALL,MR |- w 11/97 6 10 ob ob,ob 0 O |o o) 0
3 BC. w 5,42 CALL, MR |12gy w 7/94 10 3 ob,ob 0 4 |2 0 1
4 BS. w 4,25 CALLMR |12Gy |W 10/94 0 0 |2 1 3
5 DA. m 5,08 PraB, MR |[12Gy |W 7/94 10 2 LEP,0b 0 0 |0 0 0
6 DV. w 3 CALL, MR |12Gy [H 4/91 14 4 ob,ob 0 0 |1 2 4
7 FJ. w 1,92 CALL,SR |- W 1/99 0 0 |0 0 1
8 FH. m 3,08 CALL, MR |- H 9/97 70 LEP LEP, + 0 2 |0 1 3
9 FJ. m 9,42 |TNHL,MR |- H 8/97 70 ob ob 0 2 |1 0 1
0 |GP. m 3 CALL, SR |- W 12/97 7 2 LEP Besser,ob |O O |o 3 2
M |GM. m 4,83 CALL,MR [126Gy |W 6/95 7 3 CTLEP |LEP 0 O |O 2 3
2 |KM. m 6,92 CALL,MR |- w 8/96 8 1 ob ,LEP |ob,+ 0 0 |1 0 0
8 |KA. m 2,33 CALL,SR |- H 5/89 16 2 ob ob,ob 0 0 |0 0 1
4 |KC. m 12,92 |[PraB,MR |12Gy |W 4/92 4 0o | 2 4
5 KA. m 8,42 Pra-B, MR |- H 8/99 4 ob,ob 3 0 |0 1 2
1 |MD. m 717 |CALL,MR |12,6Gy |W 7/95 9 ob,ob 0 1 0 0 0
7 INT. w 5,42 CALL,SR |- H 8/96 9 ob ob,ob 0 2 |0 0 0
8 |PD. m 3,33 Pra-B, MR |- H 5/99 6 ob,ob 0 0 |1 0 3
9 RM. m 6,42 CALL, SR |- H 2/93 7 10 ob,ob 0 0 |2 0 1
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PATIENT, Sex  |Alter | TYP RAD  |MTHFR |MTX Start |Abst MR | MR il fpe TA [BIL [MTX MUk |50
20 |[RN. w 167 |CALLMR |- H 5/97 2 1 ob,+++ |LEP 1 1 1 1 3
21 |SP. m 492 |[CALLMR |[12Ggy |H 10/94 8 11 ob,ob o lo [o Jo o
22 [sv. w > CALL MR |18Gy |H 5/91 CcT ob o lo [+ Jo o
23 [sP. m 35 |T-ALLMR |12Gy |H 4/92 12 6 ob o lo o Jo |2
24 [SA m 1475 |CALLMR |- H 1/99 CT ob o [+ |2 [3 o
25 |T.G. w 9,08 |T-NHL MR |- H 11/96 6 6 ob,ob 3 |3 |1 1 0
o6 |UT. w 675 |CALLMR |- HOMO |10/96 8 1 SVT oblEP [0 [0 [o [o |1
27 |[WA. m 533 |TALLSR |- H CT ob o lo [o Jo |2
28 |ws. w 158 |CALLMCA |- W 4/97 8 ob ob,ob o lo [o Jo o
29 WA w 683 |CALLSR |- w 4/95 o |1 |1 1 2
30 (WS m 292 |[CALLMR |- H 5/90 o |o [o |1 0
31 |ZK  w 517 |CALL SR |- w 7/90 14 4 ob o lo [+ Jo |2

MTHFR: W= Wildtyp, H= Heterozygot, Homo= Homozygot
Rad= Radiatio, Abst.MR= Abstand zwischen MTX Beginn und letztem MRT, TA=Transaminasenerhéhung , Bili= Bilirubinerhéhung,
Muk= Mukositis, Leuk= Leukozytopenie
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