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Zusammenfassung
Untersuchungen zur Asparagin Synthetase-Expression als Surrogatparameter fir das
Therapieansprechen auf L-Asparaginase und fur L-Asparaginase Toxizitat
Claudia Stern
Das Enzym L-Asparaginase ist Bestandteil der Behandlungsprotokolle in der Chemotherapie der
akuten lymphatischen Leukamie und des Non-Hodgkin-Lymphoms. Es katalysiert die Hydrolyse der
Aminosdure L-Asparagin, Uber deren Depletion im Extrazellularraum es zytotoxisch auf
neoplastische Zellen wirkt, fir die sie eine essentielle Aminosdure darstellt. Normale Korperzellen
besitzen das Enzym Asparagin Synthetase (ASYN), das die Eigensynthese des L-Asparagins
ermdglicht. Eine erhéhte Expression der ASYN kann zur Entwicklung einer Resistenz neoplastischer
Zellen gegeniiber Asparaginase fiinren. Der Grad der ASYN-Expression stellt also einen wichtigen
Parameter fiir die Beurteilung der Sensitivitat gegentiber L-Asparaginase dar.
Flr eine Subgruppe der ALL mit der Translokation t(12;21), aus der das Fusionsgen TEL/AML 1
resultiert, konnte im MTT-Test eine signifikant hohere Sensitivitdt gegeniiber Asparaginase im
Vergleich zu anderen untersuchten Kollektiven nachgewiesen werden. Die Bestimmung der
m-RNA-Konzentration mit Hilfe der RT-PCR in Subgruppen mit und ohne Translokation konnte auf
molekulargenetischer Ebene bestétigen, dass es in der TEL/AML1 positiven Gruppe zu einer
verminderten Expression der ASYN kommt, welche die hohe Sensitivitat dieser Subgruppe
gegeniber L-Asparaginase bedingt.
Neben der Bedeutung der ASYN fiir die Chemosensitivitat leuk&mischer Zellen wurde auch seine
Rolle im Zusammenhang mit unerwiinschten Wirkungen der L-Asparaginase uberprift. Eine
unzureichende Expression der ASYN in normalen Korperzellen konnte (iber &hnliche Mechanismen
wie in neoplastischen Zellen zu einer Stérung der Proteinbiosynthese und damit der DNA- und
RNA-Synthese filhren. Ein matched-pair Vergleich von Patienten mit und ohne Nebenwirkungen
unter der Therapie mit L-Asparaginase ergab jedoch eine ausgepragte Variabilitat der Expression in
beiden Gruppen, so dass eine prognostische Aussage hinsichtlich mdglicher Nebenwirkungen mit
Hilfe des Grades der ASYN-Expression nicht mdglich ist.
Tag der mundlichen Prufung: 13.02.2004
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Einfihrung in die Thematik

1.0  EINFUHRUNG IN DIE THEMATIK

1.1 L-Asparaginase

1.1.1 Entdeckung

Die Entdeckung der wachstumshemmenden Wirkung von L-Asparaginase wurde 1953 von Kidd
gemacht. Er fand heraus, dass Meerschweinchenserum das Wachstum von Lymphomen in
Méusen und Ratten hemmt [11]. Aus vergleichenden Versuchen mit Pferde- und
Kaninchenserum, die diese Wirkung nicht besitzen, folgerte Broome, dass das Enzym
L-Asparaginase fur diesen antineoplastischen Effekt verantwortlich ist. Auf der Suche nach
ergiebigeren Enzymquellen fir den therapeutischen Einsatz der L-Asparaginase fanden
Mashburn und Wriston heraus, dass das Enzym aus dem Bakterium Escherichia coli (E.coli)
ahnliche antileukdmische Eigenschaften besitzt. Mit diesem Wissen wurde es mdglich, grofiere
Mengen fiir den klinischen Gebrauch zu gewinnen. Heutzutage existieren Préparate von
Escherischia coli (E.coli), nativ oder gekoppelt an Polyethylenglykol, und von Erwinia
chrysanthemi [11]. Auch andere Mikroorganismen (Bacillus coagulans, Fusarium tricinctum),
Pflanzen und Vertebraten besitzen das Enzym, die antineoplastische Potenz ist jedoch nicht bei
allen vorhanden [40; 46; 80].

1.1.2 Chemische Eigenschaften

Das Enzym L-Asparaginase hat ein Molekulargewicht von 130.000 Dalton [80]. Es besteht aus
vier Untereinheiten mit einem Gewicht von 32.500 Dalton [23], die jeweils ein aktives Zentrum
besitzen und uber nichtkovalente Bindungen miteinander verknipft sind. Nach intravendser oder
intramuskularer Applikation hydrolysiert L-Asparaginase das L-Asparagin im Serum und
Extrazellularraum zu L-Asparaginséure und Ammoniak (siehe Abb.1).

Auch die Aminoséure L-Glutamin wird durch das Enzym gespalten, jedoch hat es zu dieser nur
eine wesentlich niedrigere Affinitdt. Da das L-Asparagin schon innerhalb weniger Minuten
abgebaut ist, kommt es aber bei der Gabe hoher Dosen auch zum vollstandigen Abbau des

L-Glutamins.
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Abbildung 1 Hydrolyse von L-Asparagin und L-Glutamin durch L-Asparaginase

1.1.3 Wirkungsmechanismus

L-Asparagin stellt nur fur solche Zellen eine essentielle Aminosaure dar, die nicht oder in nur
unzureichender Aktivitat tiber das Enzym Asparagin Synthetase (ASYN) verfugen, welches
normalen Korperzellen unter L-Asparaginmangel eine ausreichende Eigensynthese aus

L-Asparaginsaure und L-Glutamin als Aminogruppendonator ermdglicht.

L-Asparaginsaure ASYN L-Aspargin
0 0
OH ATP, Mg NH
+ 2
HO NH, HO
NH, O /\" NH, O
o] o] [o] [0}
HO NH, HO OH
NH, NH,
L-Glutamin L-Glutaminsaure

Abbildung 2 Katalytische Aktivitat der Asparagin Synthetase
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Solche Tumorzellen, die sensibel auf eine L-Asparaginase Therapie reagieren, sind auf einen
extrazelluléren L-Asparagin Pool angewiesen [9; 30; 80]. Die Gabe des Enzyms L-Asparaginase,
welches nicht in die Zelle gelangt, fihrt bei diesen durch die Reduktion des verfigbaren
L-Asparagins im Extrazelluléarraum in kurzer Zeit zu einer verminderten Proteinbiosynthese und
zu einer Hemmung der DNA- und RNA-Synthese. Es kommt zu DNA-Strangbriichen und zur
Apoptoseinduktion [2; 40; 74].

Da normale Zellen Uber das Enzym ASYN verfiigen, kann das Enzym L-Asparaginase bei
Tumorzellen mit unzureichender ASYN-Aktivitat als selektive antineoplastische Substanz wirken.

1.1.4  Nebenwirkungen der Therapie mit L-Asparaginase

Entgegen den Erwartungen traten unter der Behandlung mit L-Asparaginase trotz ihres gezielten
und selektiven Wirkungsmechanismus zahlreiche Nebenwirkungen auf, die in den meisten Fallen
reversibel sind. Die Art und Schwere der Reaktion variiert deutlich von Patient zu Patient, was
nicht allein durch die unterschiedliche Wahl der Dosierung und Apllikationsform ausreichend zu
erklaren ist [10; 29; 42].

Folgende Nebenwirkungen werden im Zusammenhang mit einer L-Asparaginase Therapie
beobachtet.

Immunologische Reaktionen

Als immunologische Reaktion kommt es bei einem grof3en Teil der Patienten (ca. 70%) zur
Bildung spezifischer Antikorper, die die Grundlage unterschiedlicher Reaktionen sein kdnnen.
Diese héngt jedoch nicht mit der Wirkung von Endotoxinen zusammen, die durch Kontamination
von aus E. coli gewonnenen Préparaten bedingt sein konnte. Eine gehdufte Inzidenz wurde bei
gleichzeitiger intravendser Gabe von Vincristin und Prednison beobachtet [29; 42]. Die klinische
Symptomatik reicht von Schmerzen an der Injektionsstelle Uber lokale Erythembildung,
generalisierte  Urtikaria, Larynxdédemen wund Bronchospasmus bis zum systemischen
anaphylaktischen Schock. Die Inzidenz liegt bei 5- 35% (davon sind etwa 10% schwerwiegende
Reaktionen), wobei bei einem GroRteil der Félle lokale Reaktionen und/oder Urtikaria auftreten

[10]. Sie steigt mit der Anzahl der Gaben innerhalb eines Behandlungszyklus, bei erneuter Gabe
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nach l&angerer Therapiepause und wird bei Kombinationschemotherapien vermutlich durch den
immunsuppressiven Effekt der Begleitmedikation seltener beobachtet. Intravendse Gaben fiihren
haufiger zu Reaktionen als intramuskulédre Injektionen [10]. Diskutiert wird, ob die Antikorper,
welche gegen unterschiedliche Determinanten des Enzyms gerichtet sind, die Ursache fir eine
erhbhte Rate von Enzyminaktivierung darstellen. In einigen Féllen tritt ein sehr friher
Aktivitatsabfall der L-Asparaginase auf, der ohne Zeichen einer anaphylaktischen Reaktion
ablauft ("silent inactivation”). Dies kénnte auch ein Grund fiir eine (erworbene) Resistenz gegen
eine L-Asparaginase-Therapie sein [11; 43]. Es konnte ein klarer Zusammenhang zwischen
Symptomen einer allergischen Reaktion, der Enzymaktivitdt und dem Vorkommen von
Antikdrpern hergestellt werden.

Neben immunogener beobachtet man auch eine immunsuppressive Wirkung der L-Asparaginase
durch Hemmung der Knochenmarksfunktion [33; 75]. Dieses kann zu einer vermehrten
Infektanfalligkeit flihren [8; 11; 75].

Gastrointestinale Stérungen

Gastrointestinale Stérungen in Form von Ubelkeit und Erbrechen, Diarrhoen und Appetitverlust,
oft begleitet von Fieber [29; 75], treten neben Gewichtsverlusten bei mehr als der Halfte aller
Patienten auf. Generell wird eine Haufung bei Erwachsenen, inshesondere bei &lteren Patienten
beobachtet [10; 75].

Toxische Effekte auf die Mund- und Darmschleimhaut und auf Haarfollikel werden dagegen nicht
gefunden [10; 29; 75].

Gerinnungsstorungen

Eine Affektion des Gerinnungssystems kann sowohl als Hyperkoagulobilitat mit Thrombosen als
auch als Hamorrhagien und dissiminierter intravasaler Gerinnung in Erscheinung treten. Bedingt
sind diese Zwischenfélle durch einen Mangel oder durch eine Imbalance verschiedener Faktoren
der Gerinnungskaskade. H&ufig kann eine verminderte Konzentration des Fibrinogens (in
50-100% der Falle), der Faktoren IX und XI (in 75-100% der Félle), des Antithrombin Il und des
Plasminogens gemessen werden. Eine klinische Manifestation bleibt aber trotz der hohen
Inzidenz der Laborverdnderungen in den ersten 3-4 Wochen der Behandlung selten. Von den



Einfihrung in die Thematik

Laborveranderungen Riickschlisse auf die Wahrscheinlichkeit eines Zwischenfalls zu ziehen, ist
nicht maglich [8]. Diese Veranderungen sind in den meisten Féllen auch bei Fortsetzung der
Therapie innerhalb weniger Wochen reversibel. Nur 1- 2% der Patienten entwickeln schwere
Komplikationen [49]. Auch hier bleiben zusétzliche Faktoren, die eine eindeutige Zuordnung nicht
moglich machen, zu berlcksichtigen. Gerade im fortgeschrittenen Erkrankungsstadium treten
Thrombozytopenien auf, die ein erhéhtes Hamorrhagierisiko bewirken kdnnen. Eine genetische
Disposition z.B. in Form einer APC-Resistenz flihrt zu einer erhohten Inzidenz von
thrombembolischen Zwischenféllen [41].

Beschrieben sind aber auch direkte Effekte auf das Knochenmark, die von milder bis zu

vollstandiger Suppression aller drei Zelllinien reichen kénnen.

Neurotoxizitat

Selten bei Kindern, jedoch geh&uft bei Erwachsenen kommt es zu einer Beeintrachtigung der
Funktionen des zentralen Nervensystems, die sich als Agitation, Depression, Halluzination,
Desorientiertheit, Konvulsion und Somnolenz bis hin zum Koma manifestieren kénnen [10; 29].
Die Inzidenz dieser Nebenwirkungen steigt nur bei der Gabe sehr hoher Dosen
(1000-50001U/kg/d). Ausgeprégte Klinische neurologische Lé&sionen treten nicht auf. Die
Dysfunktion wird im Zusammenhang mit metabolischen Verénderungen des Liquors bedingt
durch die Depletion des L-Asparagins und L-Glutamins gesehen. Beschrieben wurde ein
Zusammenhang zwischen neurologischen Symptomen und einem ausgepragtem Anstieg des
Ammoniakspiegels. EEG-Veranderungen in Form eines Abfalls der alpha-Wellen-Aktivitat und
eines vermehrtem Auftretens von delta- und theta-Wellen wurden bei 33% von 147 behandelten

padiatrischen Patienten beobachtet [42].

Stoffwechselstérungen

Der Lipidmetabolismus zeigt ebenfalls Veranderungen unter L-Asparaginase in Form von Hypo-
oder Hyperlipiddmien, die ebenso im Zusammenhang mit der Glukokortikoidgabe stehen
kénnten. Einige Autoren beschreiben einen Abfall des Serumcholesterins, der nicht
dosisabhéngig stattfand. Bei anderen Patienten des selben Kollektivs entwickelte sich eine
Hypercholesterindmie, eine Erhéhung der Phospholipide sowie der Triglyzeride [20; 40]. Die
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Aktivitat der Lipoproteinlipase wurde niedrig gemessen. Die Befunde entsprechen dem
biochemischen Muster einer Typ V Hyperlipoproteindmie [42]. Andere Autoren beobachten einen
zum Teil massiven Anstieg der Triglyzeride. Hohe Serumspiegel der VLDL-Fraktion sind

assoziiert mit einem Abfall der LDL-Lipoproteinfraktion und erhdhter Lipoproteinlipaseaktivitét.

Veradnderungen der Serumproteine

Die beeintrachtigte Proteinbiosynthese kann zu einem Abfall der Serumproteine fiihren. Oettgen
et al. beobachteten bei 80% der Patienten einen verringerten Albuminspiegel, auf3erdem
erniedrigte alpha-2- und beta-Globuline, wéhrend die alpha-1-Globuline keine signifikante
Veranderung zeigten. Die Fraktion der gamma-Globuline war bei einem Teil der Patienten erhéht.
Hypoproteinamische Odeme unter L-Asparaginase treten nur selten auf (5- 7% der Félle) [40].

Lebertoxizitat

Einschrankungen der Leberfunktion unter der Behandlung tauchen haufig auf, bleiben aber in
einem GroRteil der Félle klinisch inapparent. In 30-40% der Félle werden im Serum erhdhte
Spiegel der alkalischen Phosphatase und der Aspartat Aminotransferase gemessen, desweiteren
sind Bilirubin- (30-60% der Patienten) und 5"-Nukleotidase-Anstiege und eine erhohte
Bromsulphthaleinretention zu beobachten. Eine signifikante Dosisabhéngigkeit dieser
Verénderungen konnte nicht festgestellt werden. Der Mechanismus dieser Dysfunktion liegt
vermutlich einerseits in der Stérung der Proteinsynthese und andererseits in einer fettigen
Degeneration des Parenchyms, die bei Gber 70% der Patienten bei der Autopsie diagnostiziert
wird [8; 10; 20; 29].

Pankreastoxizitat

Bei ca. 3-16% der Patienten kommt es zu akuten Pankreatitiden mit Ubelkeit, Erbrechen und
Anorexie, die zum Teil zu lebenshedrohlichen Zustanden [4; 75; 80]. Uber Todesfalle wurde
mehrfach berichtet. Die Enzymdiagnostik ergibt h&ufig erhthte Amylase- und Lipasespiegel, kann
aber auch unauffallig bleiben [38; 77]. Die histologische Aufarbeitung von Autoptaten zeigt fokale
Nekrosen und Zeichen einer abgelaufenen Entzindung. Eine Zuordnung zu der applizierten
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L-Asparaginase Dosis ist jedoch nicht moglich [8; 10]. Ein Zusammenhang mit der Einnahme von
Steroiden wird kontrovers diskutiert [4; 5; 77]. Die Veranderungen kénnen auch Wochen bis
Monate nach Beendigung der Therapie auftreten.

Storungen der endokrinen Pankreasfunktion

Als verminderte Glukosetoleranz manifestiert sich bei ca. 11% der Patienten eine Schédigung
der endokrinen Pankreasfunktion [77]. Ein direkter Zusammenhang mit einer parallel
bestehenden Pankreatitis ist nicht gesichert [15]. Dabei treten sowohl Hypoglykémien als auch
schwere Ketoazidosen und nicht ketoazidotische hyperosmolare Hyperglykdmien, die auf
exogenes Insulin gut ansprechen, auf. Zurtickgefiihrt werden hyperglyk&mische Zustéande haufig
auf eine verminderte Insulinverflgbarkeit [12; 78]. Andere Autoren postulieren eine
eingeschrankte Insulinsekretion [30; 77; 78], eine strukturelle Anderung des Insulinmolekiils und
eine Verringerung der Insulinrezeptordichte aufgrund einer Hypoglyk&mie bzw. eine Veranderung
dessen Konformation und Aktivitat [12]. AulRerdem kénnte ein Effekt auf alpha- und beta-Zellen
zu einem Insulindefizit in Kombination mit einer Hyperglukagondmie fiihren [55]. Die
Hyperglykdmien wurden in einer schweren und prolongierten Form bei einer kombinierten Gabe
mit Glukokortikoiden beobachtet [14]. Manche Autoren beschreiben keine Verénderungen bei
einer Kombinationstherapie. Eine Dosisabhdngigkeit wurde beschrieben [78]. Die
Wahrscheinlichkeit fiir derartige Zwischenfélle ist abhangig vom Alter des Patienten, von dessen
Gewicht, der Familienanamnese und von einem etwaigen Down-Syndrom bei Kindern tber 10
Jahren [8; 51].

Nephrotoxizitat

Die Nierenfunktion kann in unterschiedlichem AusmaR affektiert sein. Dabei kommt es haufig zu
einer Erhéhung des Harnstoffspiegels im Blut, die auch im Zusammenhang mit einem erhohten
Ammoniakspiegel stehen konnte. Sie ist unabhéngig von der applizierten L-Asparaginase Dosis.
Félle von Hypertension und akutem Nierenversagen sind ebenfalls beschrieben. Wird die
Behandlung im Fall einer Azotamie, die oft von prarenalen Stdrungen begleitet ist, fortgefihrt,
kommt es innerhalb von zwei bis drei Wochen zu einer Normalisierung des Harnstoffspiegels.

Eine transiente Proteinurie leichten Grades taucht bei nur etwa 10% der Patienten auf [8].
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Immunh&molytische Anédmie

Unter der Therapie wird bei einer kleinen Anzahl von padiatrischen Patienten eine klinisch
manifeste akute hamolytische Anédmie beobachtet. Dabei féllt der direkte Antikdrpertest (Coombs)
negativ aus, wahrend der indirekte bei Vorhandensein von L-Asparaginase ein positives Ergebnis
zeigt. Die Atiologie bleibt ungeklart, moglicherweise handelt es sich um eine sekundare

medikamenteninduzierte Immunh&molyse [8; 75].

1.1.5 Anwendungsgebiete

Die in vitro beobachtete Antitumoraktivitat der L-Asparaginase liel3 sich in vivo nur bei wenigen
Tumorentitaten bestatigen. Fest in die Therapieplane aufgenommen wurde das Enzym bei der
Behandlung der akuten lymphatischen Leukamie (ALL) und des Non-Hodgkin-Lymphoms (NHL)

im Kindes- und Erwachsenenalter.
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1.2 Akute lymphatische Leuk&mie im Kindesalter

Die akute lymphatische Leukamie (ALL) ist eine maligne Erkrankung unreifer lymphatischer
Vorlauferzellen aus Knochenmark, Thymus oder lymphatischem Gewebe. Das unkontrollierte
Wachstum der lymphatischen Blasten flihrt zu einer Verdrangung des normalen blutbildenden
Systems, was eine h@matopoetische Insuffizienz zur Folge hat. AuRerdem kommt es zur
Ausschwemmung lymphatischer Blasten in das periphere Blut und zur disseminierten Infiltration
anderer Organe. Innerhalb der Leukamien ist die akute lymphatische Leukamie mit etwa 80% die
haufigste Form. Die ALL tritt groftenteils im Kindesalter (1-5 Jahre) auf mit 5,3/100.000
Einwohnern im Jahr. Ein zweiter Haufigkeitsgipfel liegt im Alter von tiber 80 Jahren (2,3/100.000).
Das ménnliche Geschlecht tiberwiegt leicht (Verhaltnis 3:2) [25; 32].

1.2.1 Diagnostik und Klassifizierung

Zu den Routineuntersuchungen bei der Erstdiagnose der ALL gehdrt die lichtmikroskopische
Beurteilung von Knochenmarksausstrichen. Die Blasten werden nach der FAB-
(French-American-British-) Klassifikation je nach vorherrschender Zellart in drei Gruppen (L1 bis
L3) eingeteilt.

Als biochemische Marker dienen neben der Desoxynukleotidyltransferase (TdT), der von diesen
die grofte Bedeutung zukommt, die Adenosindesaminase, desweiteren die 5'Nukleotidase und
die Purinnukleosidphosphorylase, die bei der c-ALL die hochsten Aktivitaten aufweisen, sowie die
unterschiedlichen Isoenzyme der Hexosaminidase.

Die Immunphénotypisierung stellt die wesentliche Untersuchung fur die Diagnosebestétigung und
Klassifizierung dar. Die Unterteilung erfolgt in der Durchflusszytometrie mit Hilfe von
monoklonalen Antikorpern in T- und B-Linien-ALL und ihre Subgruppen gemafR dem
Differenzierungsstadium der Blasten. Die Antikorper sind gegen an der Zelloberflache oder
intrazelluldr lokalisierte Antigene gerichtet. International werden die verschiedenen Antikdrper mit
CD-Codes (cluster designation) bezeichnet. Hybridleukamien, die sowohl lymphatische als auch
myeloische Antigene exprimieren, kdnnen so ebenfalls identifiziert werden.

Prognostische Bedeutung kommt lediglich der Einteilung in B-Vorlaufer-ALL, T-ALL und reife
B-ALL zu [53].
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Die wichtigsten Marker fiir die immunph&notypische Differentialdiagnostik bei der akuten
lymphoblastischen Leukamie wurden von der ,European Group for the Immunological
Characterisation of Leukemias‘“vereinheitlicht und sind in Tabelle 1 zusammengefasst [25; 32].

ALL der B-Zellinie £D19+ u/o CD79a+ u/o CD22+
4ositiv mind. zwei von drei der 0.g. Antigene
aneist TdT+ und HLA-DR+

&5&Pro- B- ALL keine Expression weiterer Differenzierungsantigene

&&C (common)- ALL CD10+

&ePra- B- ALL zytoplasmatisches IgM+

&5&B-ALL/ B-NHL slgM+ (membranstandig oder zytoplasmatisch)

ALL der T-Zellinie zZytoplasmatisch (membransténdig) CD3+
aneist TdT+, HAL-DR- und CD34-

&epro-T-ALL CD7+

&ePra-T-ALL CD2+ulo CD5+ u/o CD8+

esentermedidre T-ALL CDla+

&segeife T-ALL membranstandig CD3+, CD1a-

& ealR+ T-ALL anti-TCR a/l3+

&5&?d+ T-ALL anti- TCR ?/d+

ALL mit Koexpression von £D13, CD33, CD65

myeloischen Antigenen (My+ALL)

Tabelle 1 Marker in der immunphd&notypischen Differenzialdiagnostik der ALL

1.2.2 Prognostische Marker bei der ALL

Innerhalb der ALL besteht eine groRe Heterogenitat beziglich prognostisch bedeutsamer
Merkmale, aus der unterschiedliche Heilungsraten der Patienten resultieren. Durch die gezielte
Intensivierung der Therapie der T- und B-ALL, sowie der Behandlung junger Erwachsener (16-21
Jahre) konnte das Rezidivrisiko der Patienten gesenkt werden [18; 53]. Auf der anderen Seite
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kommt es bei einigen Kindern, die schon durch eine milde Chemotherapie geheilt werden
konnen, aufgrund einer zu intensiven Behandlung zu vermeidbaren Nebenwirkungen [61].

Eine wichtige Aufgabe besteht also darin, klinische und biologische Merkmale zu definieren, die
von prognostischer Bedeutung sind und zu einer Klassifizierung in unterschiedliche
Risikogruppen flihren [69]. Die Kenntnis bestimmter zum Zeitpunkt der Diagnose identifizierbarer
Parameter ermdglicht es, das individuelle Rezidivrisiko eines Patienten abzuschétzen und ihn
entsprechend einer modifizierten Behandlung zuzufihren.

Das wichtigste prognostische Kriterium ist das Erreichen einer kompletten Remission. Patienten,
die kein Ansprechen auf die Therapie zeigen, haben eine extrem schlechte Prognose.

Als Standardrisiko-Kriterien wurden 1993 nach dem Cancer Therapy Evaluation Program (CTEP)
ein Alter von 1,00 bis 9,99 Jahren und eine Leukozytenzahl (WBC) von weniger als 50.000/uL
definiert. Dieser Gruppe gehoren zwei Drittel aller Kinder mit B-Vorlaufer-ALL an. Alle anderen
Kombinationen dieser Merkmale fihren zu einer Zuordnung in den Hochrisiko-Therapiezweig
(Die 4-Jahres-Uberlebensrate fiir diese beiden Gruppen wird mit 80% bzw. 65% eingeschitzt)
[69; 70]. Der DNA-Gehalt der Leukamiezellen besitzt ebenfalls Bedeutung fir die Beurteilung des
Rezidivrisikos. Hyperdiploidien, die h&ufig durch Trisomie der Chromosomen 4 und 10 entstehen,
gelten als giinstiger Parameter [64; 69]. Der Zeitpunkt des Ansprechens auf die Therapie
(bewertet mittels Knochenmarkspunktion an Tag 14) stellt ein weiteres prognostisches Kriterium
dar. Die BFM-Studie (Berlin-Frankfurt-Minster) bewertet die Prednison-Response an Tag 8 des
Protokolls | bezogen auf die Anzahl der Blasten im peripheren Blut [53; 66; 69].

Als Marker auf molekulargenetischer Ebene gilt der Nachweis der Translokation t(9;22), bei der
das BCR-ABL-Fusionstranskript nachgewiesen wird, als ungtinstig. Sie weist eine Haufigkeit von
2-4% bei B-Vorlaufer-ALL auf. Von &hnlicher Bedeutung ist die Translokation t(4;11) mit dem
molekulargenentischen Aquivalent MLL/AF4. Sie zeigt eine Pravalenz von 1- 2% [69]. Das
Fusionsgen TEL/AML1 (i[12,21]) wurde bisher nicht als diagnostisches Kriterium fiir die
Evaluation des Rezidivrisikos aufgenommen. Es stellt die haufigste Translokation bei der ALL im
Kindesalter dar (ca. 25%) [6; 62]. Zahlreiche Studien deuten auf seine positive prognostische
Bedeutung hin [39]. Das Fusionsgen E2A/PBX1 gilt daneben fur die B-Vorlaufer-ALL als
zweithdufigste Translokation mit einer Inzidenz von 5- 6%.

Die Bedeutung anderer Aberrationen wie Inversionen, Deletionen, (berzahlige oder fehlende
Chromosomen sowie Hyper- und Hypodiploidien ist noch nicht vollstandig gekléart.
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Merkmal gunstige Prognose ungiinstige Prognose
Leukozytenzahl bei <50.000/pL >50.000/pL
Diagnosestellung (WBC)

Manifestationsalter 1- 9,99 Jahre Sauglinsalter
>10 Jahre
Zyto-/ Molekulargenetik [t (12;21) t (4;11); 1(9;22)
Chromosomenzahl bzw. |> 50 Chromosomen <46 Chromosomen
DNA- Index DNA- Index > 1,16
Zeitpunkt des z.B. Prednison — Response an Tag 8 |> 1000 Blasten/ uL an Tag 8
Ansprechens auf die <1000 Blasten/ pL
Therapie
in vitro- Verhalten Niedrige LCso Resistenz  gegenliber der
getesteten Substanz
extramedullarer Befall ZNS- Befall

Tabelle 2 Prognostische Marker bei der ALL

Beim Auftreten eines Rezidivs treten andere prognostische Faktoren in den Vordergrund. Hier ist
die Latenz der ersten Remission, der Immunph&notyp der leukdmischen Zellen und ihr Ursprung

von Bedeutung [67].
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1.3 Translokation t(12;21) und TEL/AML 1-Fusionsgen

1.3.1 Inzidenz und molekulargenetische Bedeutung des Fusionsgens

Die Translokation t(12;21)(p13;922), aus der das Fusionsgen TEL/AML 1 resultiert, stellte in den
letzten Jahren einen Parameter von wachsendem Interesse und zunehmender Bedeutung fiir die
Beurteilung der Prognose von Kindern mit ALL dar.

TEL/AML 1 kann bei ca. 22- 25% der padiatrischen Patienten mit akuter lymphoblastischer
B-Vorlaufer Leukamie (ALL) gefunden werden (bei 18- 22% aller Kinder mit ALL) und ist damit
die haufigste Genfusion bei kindlicher ALL [57; 61; 62; 73]. Bei Erwachsenen mit ALL wird es nur
bei 1,5- 3% der Félle diagnostiziert [38].

Das Fusionsgen wurde 1994 von Berger et al. entdeckt. Seine Pravalenz unter den padiatrischen
Patienten mit ALL wurde friher mit der herkémmlichen Routine-Zytogenetik bedingt durch die
Annlichkeit des Bandenmusters des kurzen Arms von Chromosom 12 und des langen Arms von
Chromosom 21 zum Teil erheblich unterschétzt [6; 58]. Durch die Detektion mit der Floureszenz
in situ Hybridisation (FISH) und PCR-basierten Methoden ist eine exaktere Bestimmung mdglich
geworden [6; 62; 68].

Das TEL-Gen (TEL steht fiir translocation ets leukemia) auf Chromosom 12p13 gehort zu der
ETS-Familie von Transkriptionsfaktoren und agiert als spezifischer DNA-bindender Regulator der
Transkription [56; 62; 67]. Der TEL-abh&ngigen Regulierung bestimmter Zielgene kommt eine
zentrale Bedeutung flir die Hamatopoese aller Zellinien zu, besonders in bezug auf die aus der
Leber stammenden fetalen Vorlauferzellen [44].

Bei der Translokation 1(12;21)(p13;q22) fusioniert TEL mit AML1, das auch als CBFA2 bekannt
ist und sich auf Chromosom 21g22befindet [62]. AML1 wurde erstmals entdeckt durch seine
Fusion mit dem ETO-Gen in der Translokation t(8;21)(q22;922), das mit der akuten myeloischen
Leukamie assoziiert ist [27; 58]. Es stellt die DNA-bindende Untereinheit des AML-1/CBFR
Transkritionsfaktorenkomplexes dar und reguliert mit diesem in Verbindung mit anderen
Transkriptionsfaktoren die Expression Hadmatopoese-spezifischer Gene wie der Myeloperoxidase,
dem Rezeptor fur CSF-1 und der Zytokine IL-3 und GM-CSF [44; 67; 68; 72].

Es konnten zwei Formen von Transkripten des Fusionsgens identifiziert werden. Ein langer Typ
mit 267 Basenpaaren und ein kurzer, weniger haufig vorkommender mit 228 Basenpaaren. Dem
kiirzeren Fragment fehlt ein Exon, das im Bereich des AML1-Gens liegt [6; 38; 73]. TEL und AML

13



Einfihrung in die Thematik

sind unabhdngig voneinander an zahlreichen Translokationen in akuten und chronischen

Leukamien und myelodysplastischen Syndromen beteiligt [7; 45; 72].

1.3.2 Klinische Bedeutung von TEL/AML 1

Padiatrische Patienten, die das TEL/AML 1-Gen besitzen, zeigen phanotypisch hdufig eine
B-Vorlaufer ALL (CD10+, CD19+, HLA DR+) bei einem Alter zwischen 1 und 12 Jahren, wobei
der Haufigkeitsgipfel bei 1- 5 Jahren liegt [6; 62]. Inr DNA-Gehalt ist nicht hyperdiploid [6; 73]. Bei
der T- oder B-Zell-ALL konnte das Fusionstranskript nicht gefunden werden. Beschrieben wurde
auch das Fehlen von OrganvergroRerungen und Hyperleukozytosen in dieser Patientengruppe
[13]. Eine statistisch signifikante Assoziation mit myeloischen Antigenen wie CD13, CD33 und
CDw65 wurde beobachtet, der aber keine negative prognostische Wertigkeit wie bei
Erwachsenen zugeschrieben wurde [6; 13; 53].

1.3.3 TEL/AML 1 als mdgliches Stratifizierungskriterium fur eine risikoadaptierte Therapie

Die Bedeutung der Translokation im Hinblick auf die Prognose der Patienten wird kontrovers
diskutiert. Manche Autoren beschreiben einen sehr ginstigen Verlauf mit 5 Jahres
Uberlebensraten (JUR) von 91 +/- 5%, verglichen mit 65 +/- 5% bei Patienten ohne diese
Translokation [6; 38; 59; 60; 61], wahrend in anderen Studien nur ein verzégertes Einsetzen von
Rezidiven beobachtet wird [28; 73; 81].

In vergleichenden Studien zur Beurteilung der prognostischen Aussagekraft der Translokation ist
es wichtig, dass das Merkmal isoliert beurteilt wird. Da TEL-AML1 positive Patienten eine
Subgruppe definieren, die unabhangig von der Translokation giinstige prognostische Merkmale
wie einen niedrigen WBC und ein Alter <10 Jahren besitzt, kommt es bei den Vergleichen
teilweise zur Separierung einer TEL-AML 1 negativen Gruppe, die gleichzeitig andere
Hochrisikofaktoren aufweist, so dass die Wertigkeit des Fusionsgens nicht definitiv einzuschatzen
ist [6].

Eine Studie von Rubnitz et al. wéhlte die Patientenkollektive zusétzlich unter Beriicksichtigung
anderer prognostisch bedeutender Merkmale so aus, dass sich das Vorhandensein des
Fusionsgens allein als aussagekréftig darstellte. Unabhangig von anderen Faktoren ergab der
Vergleich zwischen Patienten mit und ohne TEL/AML 1 einen signifikanten Unterschied im
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Hinblick auf das ereignisfreie Uberleben (Event-free-Survival [EFS]), wéhrend sich beim
Vergleich mit Kindern mit Hyperdiploidie kein Vorteil herausstellte. Die Wahl des
Therapieprotokolls ist dabei von grof3er Bedeutung. Die Translokation stellt laut dieser Studie
unter der Therapie mit modernen Protokollen ein von anderen Merkmalen unabhangiges
Kriterium fir die Beurteilung der Prognose dar [61]. TEL/AML positive Patienten profitieren nicht
von einer Reduktion der Therapieintensitiat [62], wie teilweise postuliert wurde. Daflir sprechen
u.a. die Beobachtungen einer Studie aus Japan, in der nur flr solche Patienten eine héhere
EFS-Rate festgestellt werden konnte, die mit einem intensiveren Regime behandelt worden
waren. Bestandteil dieser Therapie war auch das Enzym L-Asparaginase, welches in den ersten
4 Wochen in einer Dosierung von 20.000U/m? gegeben wurde [73]. Vorteile zeigen auch auf
Antimetaboliten basierende Therapieregime [63].

Welche Verénderungen in den leuk&mischen Blasten durch die Fusion im Hinblick auf die
Therapierbarkeit stattfinden, bleibt bisher nicht ausreichend geklart. Die Translokation scheint
einen Unterschied in der Sensitivitat gegeniber bestimmten Chemotherapeutika zu generieren.
Die Toxizitatsprufung unterschiedlicher Immunphanotypen der ALL in vitro mit Prednison und
L-Asparaginase ergab eine signifikant hohere Ansprechrate der c-ALL und pra-B-ALL im
Vergleich zur T-ALL [48; 54].

Die Verénderungen in diesen neoplastisch veranderten Zellen bedingt durch die Translokation
TEL/AML 1 konnten zu einer verdnderten Regulation von Genen fihren, die Einfluss auf
Vorgange und Stoffwechselprozesse haben, die im Zusammenhang mit der Sensitiviat und
Resistenz der Zellen eine Rolle spielen. Unter anderem Uber die Affektion von Promotorregionen
kénnte es zu einer Beeinflussung der Transkriptionsrate bestimmter Genregionen kommen [21;
27; 44]. Die Beteiligung von Onkogenen, die im Rahmen der Translokation eine Veranderung in
Form einer Aktivierung, Deaktivierung oder Dysregulierung erfahren, ist ebenfalls denkbar.

Eine erhohte Sensitivitat der Blasten, die die Translokation tragen, gegenliber dem Enzym
L-Asparaginase ware unter Umsténden durch einen gezielten, intensivierten Einsatz bei dieser

Subgruppe der ALL zu nutzen.
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1.4 Bedeutung der L-Asparaginase als Therapieelement in den Behandlungsprotokollen
der ALL

Noch vor 25 Jahren war die Prognose eines Kindes, das an akuter lymphatischer Leuk&mie
erkrankte, infaust. Der Grof3teil starb innerhalb von 2-3 Monaten nach Diagnosestellung [6; 50;
52).

Mit den heutigen Chemotherapie-Protokollen erreichen mehr als 90% der Patienten eine
komplette Remission, von denen wiederum die Mehrzahl rezidivirei bleibt (continuous complete
remission= CCR) [63].

Die Therapie der akuten lymphatischen Leuk&mie und des Non-Hodgkin Lymphoms im
Kindesalter erfolgt derzeit nach den Protokollen multizentrischer Studiengruppen, an den
Universitatskliniken Minster nach dem BFM-Protokoll . Die derzeitige ALL-BFM-2000 Studie
basiert auf Erfahrungen der vorherigen Studien 81, 83, 86, 90 und 95.

Die Behandlung nach dem ALL-BFM-Protokoll erstreckt sich iber einen Zeitraum von insgesamt
zwei Jahren (104 Wochen) und ist in verschiedene Abschnitte unterteilt. Vor Therapiebeginn
werden die Patienten nach bestimmten Kriterien (siehe Kapitel 1.2.2) Risikogruppen von SR
(Standard Risiko) uber MR (Mittleres Risiko) bis zu HR (Hoch Risiko) zugeordnet, um sie
risikoadaptiert unterschiedlichen Therapieintensitidten auszusetzen.

Das Enzym L-Asparaginase stellt ein wichtiges Element in den Therapieprotokollen der ALL dar.
Es ist Bestandteil der Protokolle I (Induktionsphase), Il und Il (Reinduktionsphase). Die
intensivierte L-Asparaginase Gabe in der Konsolidierungsphase (Protokoll M-A) im MRG-Zweig
des Therapieprotokolls ALL-BFM-90 zeigte keinen Vorteil [65]. In der Phase der Dauertherapie
wird L-Asparaginase nicht verabreicht.

Die Patienten erhalten im Protokoll I acht Gaben mit je 5.000 E/m2/d pi (1h) E. coli Asparaginase
(CO-SPAR® von Fa. MEDAC), in den Protokollen Il und Ill 10.000E/m2d pi (1h) an vier Tagen.
Bei allergischen Reaktionen erfolgt die Umstellung auf ein Alternativpraparat,
Erwinia-Asparaginase (Erwinase® von Fa. SPEYWOOD) oder PEG-Asparaginase (Oncaspar®
von Fa. MEDAC). Ziel der Gabe ist es, eine Enzymaktivitat zu erreichen, die eine vollstandige
L-Asparagin Depletion im Plasma Uber einen Zeitraum von mindestens 2 Wochen sicherstellt. Da
L-Asparaginase nicht myelosuppressiv wirkt, ist es fur Multichemotherapieregime zusammen mit

potentiell hdmatologisch toxischen Substanzen geeignet. Im ALL-BFM-Protokoll wird es mit
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Dexamethason/Prednison, Vincristin, Methotrexat, 6-Mercaptopurin, Cytarabin, 6-Thioguanin,

Cyclophosphamid und Daunorubicin kombiniert.

1.5 Therapieprotokoll der ALL/NHL-BFM-2000 Stu
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1.6 Asparagin Synthetase (ASYN)

Schon 1969 konnte von Haskell et al. gezeigt werden, dass das Enzym Asparagin Synthetase
(ASYN) von zentraler Bedeutung flir das Ansprechen von Tumorzellen auf eine Therapie mit
L-Asparaginase ist [30].

EXTRACELLULAR

INTRACELLULAR

L-asparagine L-asparagine
Asparaginase H,O Asparagine- HO0 ®protein-
Synthetase NH, synthesis
NH;

L-aspartic acid L-aspartic acid

Abbildung 4 Wirkungsmechanismus der ASYN

Tumorzellen, die keine oder eine nicht ausreichende Aktivitdt der ASYN besitzen, reagieren
sensibel auf eine Therapie mit L-Asparaginase. Diese Zellen sind nicht in der Lage, ausreichend
L-Asparagin zu synthetisieren. Unter L-Asparaginmangel kommt es Uber die Induktion von
Apoptosevorgangen zum Absterben der Zellen [33].

Eine hohe ASYN-Aktivitdt dagegen verleint den Zellen Resistenz, da der L-Asparaginmangel
durch Eigensynthese kompensiert werden kann. In MOLT-4 Leuk&miezellen konnte gezeigt
werden, dass Uber eine retrovirale Transformation die Expression der ASYN allein ausreichend
ist, eine Resistenz der Zellen gegentiber L-Asparaginase zu induzieren [1].

Einen Mechanismus, der (iber eine erniedrigte Expression der ASYN zu einer Sensitivitat der
Blasten gegentiber dem Enzym L-Asparaginase fiihrt, kann die Methylierung der Promotorregion
des ASYN-Gens darstellen. In Abh&ngigkeit vom Methylierungsstatus von Zytosin-Basen in der
5’Region verschiedener Gene kommt es zu einer veranderten Expression dieser Genregion. Der
Grad der Methylierung verhélt sich dabei umgekehrt proportional zu der Transkriptionsaktivitat
des Genabschnittes. In chinesischen Hamster-Ovarialzellinien N3, die keine ASYN-Aktivitat

besitzen und damit sensitiv gegentiber einer L-Asparaginase Therapie sind, konnte durch die
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Gabe von 5-Azazytidin, welches eine direkte Hemmung der Methyltransferase bewirkt, und
ebenso durch die Gabe von L-Asparaginase eine Demethylierung der 5 Region des ASYN-Gens
erzeugt werden, die zu einer vermehrten ASYN-m-RNA-Expression fihrte. Die Zellen wurden
dadurch resistent gegentiber einer Therapie mit L-Asparaginase [79].

In einigen Tumorzellen, die zundchst sensibel auf das Enzym L-Asparaginase reagiert haben,
konnte es im Laufe der Therapie zur Entwicklung einer Resistenz gegentiber der L-Asparaginase
kommen. Dazu kommt es uber die Induktion einer erhéhten Expression des ASYN-Gens. Unter
L-Asparaginmangel vermégen diese Zelle die Eigensynthese zu adaptieren. Untersuchungen
bezlglich des Mechanismusses dieser Hochregulation der ASYN-AKktivitét ergaben, dass aus der
Inkubation in Medien, denen bestimmte Aminos&uren fehlen, ebenfalls eine erhdhte Aktivitat des
Enzyms resultiert. Aus diesen Beobachtungen wurde die Hypothese aufgestellt, dass die
ASYN-Expression tber den Mangel an Aminoséuren induziert wird. Eine andere Untersuchung
fand einen Zusammenhang der Expression mit der Kohlenhydratversorgung der Zellen. In
Abwesenheit von Glukose wurde die Aktivierung des ASYN-Gens ebenfalls beobachtet [3; 26;
35]. Bisher ist eine Wirksamkeit der L-Asparaginase nachgewiesen in der Behandlung der ALL
und des NHL, akute myeloische Leuk&mien gelten als resistent.

Entgegen diesen Erwartungen stellten Dibbers et al. bei der Bestimmung der ASYN-Aktivitat
unterschiedlicher leuk&mischer Blasten eine gro3e Heterogenitét fest [19]. Sowohl in der Gruppe
der ALL als auch in der AML existierte eine weite Spannbreite von sehr niedrigen bis zu hohen
Aktivitaten des Enzyms. Die ndhere Untersuchung von Subgruppen wiederum ergab bei der
B-Linien-ALL sowie bei dem Subtyp AML-M5 eine deutlich niedrigere Expression mit einer
geringeren Streubreite.

Auch monozytére Leukamiezellen besitzen eine niedrige basale ASYN-Expression und auch
nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden mit L-Asparaginase in vitro konnte keine
Induzierbarkeit des Genabschnittes festgestellt werden. Diese Beobachtungen weisen darauf hin,
dass L-Asparaginase bei diesen Subtypen der ALL mdglicherweise eine therapeutische Option
eroffnet.

Entsprechende Ergebnisse zeigten die Untersuchungen von Ramakers-van Woerden et al., die
sich mit der in vitro Sensitivitdt frisch gewonnener Knochenmarkszellen von Kindern mit
B-Vorlaufer-ALL vor Therapiebeginn beschéftigten. Besonderes Augenmerk wurde auf die
Translokation t(12;21)(p13;022) gelegt, aus der das Fusionsgen TEL/AML 1 resultiert. Mittels
MTT-Test konnte gezeigt werden, dass bei den Leukamiezellen, die das Fusionsgen TEL/AML 1
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besitzen, gegeniiber L-Asparaginase eine signifikant hohere Sensitivitdt besteht als bei der
Gruppe, die die Translokation nicht tragt [54].

Kritisch zu bewerten sind Schlussfolgerungen dieser Ergebnisse flir die Therapie mit
L-Asparaginase. Von den Autoren wird postuliert, dass TEL/AML 1 positive Patienten von einem
intensiveren Einsatz der L-Asparaginase profitieren wirden, weil diese Blasten in vitro eine
hohere Sensitivitat besalien.

Zu ber(cksichtigen bleibt aber, dass bei in vitro Untersuchungen andere Einflisse, die nicht mit
denen in vivo (ibereinstimmen, bedeutsamen Einfluss nehmen konnen. Die Tatsache, dass auch
L-Glutamin ein Substrat des Enzyms L-Asparaginase ist, konnte von grof3er Wichtigkeit sein. Vor
allem in L-Asparagin-freiem Medium kommt es schnell zum kompletten Abbau des L-Glutamins.
So wird in vitro nach Abbau von L-Asparagin, welches eine hohere Affinitat zur L-Asparaginase
hat, L-Glutamin zu L-Glutaminsdure und Ammoniak abgebaut [11].

Fumarola et al. konnten zeigen, dass in CEM und HL-60 Zellen durch akuten L-Glutaminmangel
die CD95-abhangige Apoptose induziert wird. L-Glutaminmangel bewirkt in einigen
Leuk&miezellen einen intrazellularen Mangel an Osmolyten und damit aufgrund der verringerten
Spannung der Zelloberflache eine Zellschrumpfung. Durch diese kommt es zur Multimerisation
von CD95-Rezeptoren an der Zelloberflache. Aus dieser Aggregation der Rezeptoren resultiert
die Initiation einer Signaltransduktion ins Zellinnere, durch die Apoptose induziert wird

Dieser L-Glutaminmangel konnte auch durch die Gabe von L-Asparaginase erzeugt werden und
hatte denselben Effekt. Die Depletion des L-Asparagins spielte in diesem Zusammenhang keine
Rolle, in L-Asparagin-freiem Medium kam es nicht zur Induktion von Apoptosevorgangen [24].
Rama Krishna Narla et al. untersuchten die Expression des pro-apoptotischen Proteins Fas/CD
95 und des anti-apoptptischen Proteins Bcl2. Der CD95/Fas-Rezeptor gehort zu der Familie der
Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptoren und ist einer der Hauptregulatoren der Apoptose in
zahlreichen Zelltypen. Sie fanden heraus, dass TEL/AML 1 positive Blasten im Vergleich mit
TEL/AML 1 negativen vermehrt CD95/Fas exprimieren und eine niedrigere Bcl2-Expression
zeigen und machten diese Tatsache fir die Chemosensitivitdt dieses Subtyps der ALL
verantwortlich [36].

Aullerdem entsteht bei der Hydrolyse des L-Asparagins neben L-Asparaginsdure und

L-Glutamins&ure auch Ammoniak, welches ebenfalls zytotoxisch wirkt. Die in vitro Bedingungen
entsprechen daher nicht denen in vivo, denn die verschiedenen Stoffe stellen im Kérper unter
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Gleichgewichtsbedingungen Substrate und Produkte unterschiedlicher Stoffwechselvorgénge
dar. Durch Veranderungen im Kulturmedium konnte es so zu zusétzlichen zytotoxischen Effekten
kommen [76].

Um zu prifen, ob die erhéhte Sensitivitt analog zu den Beobachtungen von Dubbers et al. mit
einer auf molekularbiologischer Ebene nachweisbaren erniedrigten Expression des ASYN-Gens
assoziiert ist, wurde in dieser Untersuchung der m-RNA-Gehalt des entsprechenden
Genabschnitts bestimmt.

1.7 Atiologie der Nebenwirkungen

Zusammenhdange zwischen den Pharmaka und ihren Nebenwirkungen sind im Rahmen der
Kombinationschemotherapie schwer zu definieren. Die genauen Mechanismen, die im Rahmen
einer L-Asparaginase Therapie zu der Funktionsstérung der Gewebe fiihren, bleiben bisher
unklar. Neben immunologischen Reaktionen auf das fremde Makromolekil kommt es in
gesundem Gewebe zur Beeintréchtigung der Proteinbiosynthese.

Ein mdglicher Erklarungsansatz beschreibt die Ursache fir unerwlnschte Wirkungen der
L-Asparaginase in einer unzureichenden Aktivitdt der ASYN in den betroffenen Geweben, die in
einer zu niedrigen Basisexpression oder einer zu geringen Induzierbarkeit begriindet liegt. In
Organen mit erhéhtem Proteinumsatz konnte wahrend der Therapie nach dem gleichen
Mechanismus wie in L-Asparaginase-sensiblen Tumorzellen die Depletion der Aminoséure im
Extrazellularraum nicht ausreichend kompensierbar sein. Die Hemmung der Proteinsynthese
wirde in solchen Geweben zu toxischen Effekten durch die Beeintrachtigung der DNA- und
RNA-Synthese und gegebenenfalls nachfolgende Apoptoseinduktion fihren.

Dieser  unzureichenden  Aktivitst des Enzyms ASYN konnte ein  defekter
Regulationsmechanismus zugrunde liegen, der zu einer verminderten Konzentration des Enzyms
und/oder zu einer gestorten Induzierbarkeit fiihrt. Unter dieser Annahme wére die genetische
Disposition einer niedrigen ASYN-Aktivitdt in Mangelsituationen als Risikofaktor fiir die
Entstehung von Nebenwirkungen zu bewerten. Besonders anfallig fur Stérungen ihrer Funktion
sind solche Organe, die einen erhghten Proteinumsatz besitzen wie die Leber und das Pankreas.
Die Beobachtung, dass vor allem in diesen Organen die Rate und Gravitat der unerwiinschten
Wirkungen besonders hoch ist, unterstitzt diese Hypothese.
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1.8 Zielsetzung der eigenen Untersuchung

L-Asparaginase stellt ein zentrales Element bei der Therapie der akuten lymphatischen Leukamie
dar. Im Rahmen der Optimierung einer Zytostatikatherapie wird eine risikoadaptierte Behandlung
flir Patienten angestrebt, die einerseits vorhandene Sensitivitaten von Untergruppen der
leukamischen Blasten optimal nutzt, andererseits aber wegen der Gefahr von unerwiinschten
Wirkungen des Medikamentes nur so intensiv wie notwendig gewéahlt wird.

Das Enzym Asparagin Synthetase stellt in diesem Zusammenhang einen entscheidenden
Parameter dar. Die Aktivitdt des Enzyms in leukdmischen Blasten gilt als Mal3 fiir das
Ansprechen von Tumorzellen auf eine Therapie mit L-Asparaginase.

Unter der Fragestellung ,ob auf molekularbiologischer Ebene die in vitro beobachtete Sensitiviat
der TEL/AML 1 positiven Blasten gegeniber einer L-Asparaginase Therapie zu bestétigen ist,
wurde in Blasten unterschiedlicher leukamischer Untergruppen die m-RNA-Expression als
Surrogatparameter fir die Aktivitat der ASYN gemessen.

Im Zusammenhang mit der Entstehung von L-Asparaginase-bedingten Nebenwirkungen besteht
zweitens die Hypothese, dass sich in solchen Zellen des Korpers unerwinschte Wirkungen
manifestieren, in denen aufgrund einer unzureichenden Aktivitat der ASYN der
L-Asparaginmangel nicht kompensiert werden kann.

In dieser Studie sollte die Frage beantwortet werden, ob sich iber die ASYN-mRNA-Expression
eine genetische Disposition flir das Auftreten von Nebenwirkungen im Rahmen der
L-Asparaginase Therapie identifizieren lieRe. Korrelierte eine verminderte ASYN-Aktivitat mit dem
Auftreten von Nebenwirkungen, konnte diese als Risikofaktor bzgl. einer L-Asparaginase
Therapie fir den Patienten gewertet werden.
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2.0 EIGENE UNTERSUCHUNG

2.1 Untersuchungen zur ASYN-m-RNA-Expression in leukdmischen Blasten

2.1.1 Patientenkollektiv

Untersucht wurden Knochenmarksproben von Patienten mit akuter lymphatischer Leuk&mie
(ALL), speziell mit B-Vorlaufer-ALL und T-lymphozytérer Leuk&mie (T-ALL). Diese Biopsate
wurden routineméRig bei der Erstdiagnose entnommen.

Aus den verfugbaren Proben, die freundlicherweise von der Pathologie der WWU Miinster in
vollstandig und irreversibel anonymisierter Form zur Verfigung gestellt wurden, ergab sich

folgendes Patientenkollektiv:

Diagnose TEL/AML1 positive ALL | TEL/AML1 negative ALL T-ALL

Anzahl der Patienten 11 9 4

Tabelle 3 Patientenkollektiv fir ASYN-Expression in leukdmischen Blasten

Die Daten der Patienten sind im Anhang aufgefiihrt.

2.2 Asparagin Synthetase als prognostischer Parameter fiir L-Asparaginase-Toxizitét

2.2.1 Studiendesign

Es handelt sich um eine klinisch-pharmakologische Vertraglichkeitsstudie, die retrospektiv
durchgefiihrt wurde.

Untersucht wurden Patienten, die im Rahmen einer akuten lymphatischen Leuk&mie oder eines
Non-Hodgkin-Lymphoms mit L-Asparaginase nach den ALL/NHL-BFM-Protokollen behandelt

wurden/werden.

Die Asparagin Synthetase-Aktivitdten von Kindern, deren Behandlung ohne Komplikationen
hinsichtlich der Funktion von Pankreas und Leber verlief, wurden mit denen von Kindern mit

durch L-Asparaginase induzierten Nebenwirkungen wie Hepatotoxizitat, Pankreatitis oder einer
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transitorischen insulinpflichtigen Hyperglykdmie wahrend der Therapie verglichen. — Zwei
Kontroll-Patienten wurden jedem Patienten mit Nebenwirkungen zugeordnet. Fir die Studie
vorgesehen waren 16 Kinder, die in Munster im Zeitraum von 1977 bis 2001 therapiert wurden.
Die Ethikkommission der Arztekammer Westfalen-Lippe gab am 09.06.2000 ihr
uneingeschranktes positives Votum fiir die Durchfiihrung der Studie. Die Erziehungsberechtigten
bzw. im Falle der Einwilligunsféhigkeit die Patienten selbst erhielten eine schriftliche Aufklarung
Uber die Zielsetzung und den Ablauf der Studie. Die Einverstandnis tber die Aufnahme in die
Studie wurde schriftlich gegeben (siehe Anhang). Die &rztliche Schweigepflicht und die derzeit
gultigen Datenschutzbestimmungen wurden beachtet.

2.2.2 Patientenkollektiv

2.2.2.1 Einschlusskriterien

Als Einschlusskriterien galten die Erkrankung an einer akuten lymphatischen Leukamie oder
einem  Non-Hodgkin-Lymphom. Die Therapie musste nach dem Protokoll der
ALL/NHL-BFM-Studie erfolgen/erfolgt sein. Desweiteren war eine der folgenden Nebenwirkungen
obligat:

& Hepatotoxizitat Grad Il /IV
& Pankreatitis Grad Il /IV

& Transitorische insulinpflichtige Hyperglykamie

Tabelle 4 Einschlusskriterien
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Die Toxizitatsgrade sind in den Protokollen der ALL-BFM-2000 Studie wie folgt definiert. Sie sind

an die Studienzentrale Hannover zu melden.

Lebertoxizitat Grad Il | Bilirubin 3,0- 10,0x N
SGOT/SGPT: 5,0- 20,0 x N
Grad IV |Bilirubin>10,0x N
SGOT/SGPT: > 20,0 x N
Pankreastoxizitdt | GradIll | S-Lipase >2,0-5,0x N
S-Amylase> 2,0- 5,0 x N

Pankreassonographie: Echogenitét generalisiert ?
S-Glukose (mmol/l) > 13,9- 27,8

Grad IV | S-Lipase>5xN

S-Amylase > 5 x N

Pankreassonographie: Pseudozyste, Blutung
S-Glukose (mmol/l) > 27,8 oder Azidose

Tabelle 5 Toxizitatsgrade der L-Asparaginase

Andere Nebenwirkungen, die auch im Zusammenhang mit der L-Asparaginase-Therapie
beobachtet werden, sind in der Zuordnung ihrer Entstehung nicht ausreichend eindeutig und
wurden deshalb als Kriterien flir diese Studie ausgeschlossen.

Jedem Patienten, der im Laufe seiner Behandlung Nebenwirkungen entwickelte, wurden nach

den im folgenden beschriebenen Kriterien zwei Kontrollpatienten zugeordnet.

Die Auswahl erfolgte nach:

& dem Geschlecht

& (er Diagnose

5 dem Alter zu Erkrankungsbeginn

5 dem Studienprotokoll und Therapiezweig

Tabelle 6 Zuordnungskriterien der Kontrollpatienten
Die Therapie dieser Patienten sollte ohne unerwiinschte Wirkungen der L-Asparaginase sowie

der anderen verabreichten Medikamente verlaufen sein.
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2.2.2.2 Patienten

Retrospektiv konnten 16 Patienten identifiziert werden (9 weibliche, 7 ménnliche), die in einem
Beobachtungszeitraum von 1977 bis 2002 an den Universitatskliniken Minster behandelt wurden
und im Rahmen ihrer Therapie L-Asparaginase bedingte Nebenwirkungen entwickelten.

Die Patienten wurden nach den folgenden Therapieprotokollen behandelt:

Name des Protokolls Anzahl der Patienten
Westberliner Therapieprotokoll (1977) 1
ALL-BFM-79 2
ALL/NHL-BFM-90 9
ALL-BFM-95 3
ALL-BFM 95 + AML-BFM-93 (Hybridleuk&mie) 1

Tabelle 7 Angewandte Therapieprotokolle

GemaR den oben genannten Kriterien wurden 32 Kontrollpatienten zugeordnet.

Die Suche der entsprechenden Kontrollpatienten wurde freundlicherweise von der
Studienzentrale in Hannover ibernommen.

Die Daten der Studienteilnehmer sind im Anhang tabellarisch aufgefiihrt.

Folgende Nebenwirkungen wurden beobachtet:

Art der Nebenwirkung Anzahl der Patienten
Transitorische insulinpflichtige Hyperglykémie 7
Pankreatitis
Pankreatitis und Hepatotoxizitat Grad Il 2
Hepatotoxizitat Grad Il 1
Hepatotoxizitat Grad IV 5

Tabelle 8 Aufgetretene Nebenwirkungen unter der Therapie

Insgesamt wurden 7 Patienten mit transitorischer insulinpflichtiger Hyperglykamie, ein Patient mit
Pankreatitis und zwei Patienten mit Pankreatitis und gleichzeitiger Hepatotoxizitat in die Studie
aufgenommen. Hepatotoxizitdt Grad Il trat bei einem Patienten, Hepatotoxizitdt Grad IV bei 5
Patienten wahrend der Therapie auf.
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Zusétzlich sollte ein Vergleich mit Personen angestellt werden, die nicht an einer akuten
lymphatischen Leuk&mie oder einem Non-Hodgkin-Lymphom erkrankt waren.

Hierfiir wurden zellulére Bestandteile aus Restblut, das freundlicherweise von der Abteilung der
Transfusionsmedizin  der  Universitatskliniken Miinster in vollstdndig und irreversibel
anonymisierter Form zur Verfligung gestellt worden war, untersucht. Die Ergebnisse des
Materials von 32 Personen wurden fiir die Studie verwendet. Ebenso konnte vollstandig
irreversibel anonymisiertes Restmaterial von 8 padiatrischen Patienten, das von dem Zentrallabor
der pédiatrischen Klinik der Universitatskliniken Minster zur Untersuchung freigegeben worden
war, untersucht werden. Dieser Ansatz ermdglichte es, auch das Alter der Probanden im Hinblick
auf einen mdglichen Zusammenhang mit der ASYN-Aktivitat zu berticksichtigen.
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2.3 Material und Methoden

2.3.1 RNA-Isolation aus leukdmischen Blasten

Die RNA-Proben, die fiir die Untersuchung der Translokation TEL/AML1 verwendet wurden,
waren aus der Pathologie der WWU-Munster freundlicherweise zur Verfligung gestellt worden.
Sie waren aus Knochenmarks-Biopsaten mit einem Blastenanteil von 90% gewonnen worden.
Die RNA-Isolation erfolgte nach Chomczynski [16; 17].

Die weitere Aufarbeitung der RNA fir diese Studie erfolgte wie unten beschrieben.

2.3.2 Probenaufarbeitung

2.3.2.1 Isolierung der RNA aus Vollblut unter Verwendung des kommerziell erhéltlichen
QIAamp RNA blood Mini Kits

RNA wurde aus Leukozyten im peripheren Blut gewonnen. Zur Lyse der Erythrozyten wurden

maximal 1,5 ml Vollblut mit der dreifachen Menge ? 7,5ml Erythrozytenlysepuffer EL (Puffer EL)

versetzt. Der Ansatz wurde fir 10-15 Minuten auf Eis inkubiert und dabei zweimal durch Vortexen
gemischt. Durch Zentrifugieren fiir zehn Minuten bei 4°C und 400x g wurde ein erstes Zellpellet
gewonnen und der Uberstand verworfen. Die Lyse wurde mit der zweifachen Menge des Puffers
EL wiederholt, wobei das Pellet durch Vortexen resuspendiert wurde. Durch die Zugabe eines mit
R-Mercaptoethanol (B-MC) versetzten Puffers RLT (Verhdltnis RMC: RLT= 1:100) wurde die
Membran der Leukozyten zerstort. Zur Homogenisierung des lysierten Gemisches diente eine
QIAshredder Séaule. Nach Zentrifugation flir zwei Minuten bei maximaler Geschwindigkeit, bei der
das Lysat durch die Membran gepresst wurde, wurde es mit demselben Volumen an Ethanol
(70%) versetzt und die Mischung auf eine QlAamp Silikagel-Saule aufgetragen. Proteine, DNA,
Phospholipide und Zellmembranen wurden durch die Silikagel-Membran von der RNA
abgetrennt. Als hydophiles Molekil adherierte die RNA auf der Sdule, wahrend die (ibrigen
Bestandteile beim Zentrifugieren durch die Silikagelmembran gespilt wurden. Durch
verschiedene Waschschritte wurde die an der Membran haftende RNA weiter aufgereinigt. Reste
der DNA, die ebenfalls hydrophile Anteile besitzt und somit an die Silikagelmembran bindet,
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wurden durch DNAse-Behandlung (Rnase-Free DNAse Set Protocol) enzymatisch abgebaut. Die
Séule wurde anschlieRend bei maximaler Geschwindigkeit fir 2 Minuten zentrifugiert, um die
Membran zu trocknen. Die RNA wurde mit 30l RNAse-freiem Wasser durch Zentrifugieren fiir

eine Minute aus der Membran eluiert.
2.3.2.2 Erststrangsynthese
Die Synthese einer cDNA aus der isolierten RNA fir die Weiterverarbeitung im Lightcycler wurde

mit dem 1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) der Firma Roche® durchgefiihrt.
Folgenden Reagenzien wurden mit 6,2l der eluierten RNA vermischt:

Eingesetzte Substanzen Menge
? 10xReaktionspuffer, 100mM Tris, 500mM KCI; pH 8,3 2,0ul
? 5mM Magnesiumchlorid 4,0u
? Deoxinukleotidmix (dAMTP)- dATP,dCTP, dTTP,dGTP; je 10mM 2,0ul
? Primer Asparaginsynthetase (1:10) 2,0l
? Primer GAPDH (1:10) 2,0l
? RNAse Inhibitor- 50 units/pl 1,0pl
? AMV Reverse Transkriptase 0,8ul

Tabelle 9 Verwendete Substanzen fiir die Erststrangsynthese

Die Erststrangsynthese erfolgte sequenzspezifisch fiir die beiden zu analysierenden Gene.

Folgende Primer wurden fiir die Synthese der c-DNA eingesetzt:

? GAPDH:

Primer: 5>ACGGCAGGTCAGGT-3”
GenBank Accession No.: M33197

? ASNS:

Primer: 5:GCGGAGTGCTTCAA-3”
GenBank Accession No. M27396.1
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Der Ansatz wurde zuné&chst fur 10 Minuten bei Raumtemperatur und anschlief3end flir 1 Stunde
bei 42°C inkubiert. Wahrend der ersten Inkubation konnte der Primer an die RNA binden, um
dann wahrend der 60 Minuten bei 42°C durch die Reverse Transkriptase in cDNA
umgeschrieben zu werden. Durch funfminltiges Erhitzen auf 99°C wurde die AMV Reverse
Transkriptase denaturiert und damit die Reaktion beendet. Anschlieend wurde die Probe flir 5
Minuten bei 4°C abgekdihlt. Die Lagerung konnte bei - 20°C erfolgen.

2.3.2.3 Quantitative PCR am Lightcycler

2.3.2.3.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mit der Polymerasekettenreaktion ist es mdglich, spezifische DNA-Sequenzen zu vervielféltigen.
Nach Trennung der komplementéren Strange der DNA durch Erhitzen kénnen einzelstréngige
Oligonukleotidprimer an bestimmte Regionen binden. Die zu amplifizierende Stelle der DNA
(Template) wird so von den Primern eingerahmt, wobei die Primer jeweils an die verschiedenen
DNA-Strange binden. Bei Zugabe von Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs) und
DNA-Polymerase werden komplementdre Basen entlang der durch die Primer definierten
Sequenz an das 5 Ende der Primer synthetisiert, so dass erneut Doppelstrange entstehen. Es ist
ein exponentieller Prozess, da die amplifizierten Produkte aus dem vorherigen Reaktionszyklus in
der n&chsten Reaktion als Template dienen. In einer definierten Anzahl von Zyklen lassen sich so

einzelne Sequenzen der DNA vermehren.

Bei der Messung mit dem Lightcycler benutzt man als Mal3 fiir die synthetisierte DNA-Menge die
Emission eines Fluoreszenzmarkers-(SYBR™ Green). Dieser wird nur in doppelstrangige DNA
eingelagert, was zu einer messbharen Verstarkung seiner Emission flhrt. Man erhélt einen
exponentiellen Anstieg der Fluoreszenz, die gegen Ende der Reaktion, wenn die Reagenzien
verbraucht sind, in eine Sattigungsphase tibergeht. Der Zeitpunkt, an dem die Amplifikation in die
exponentielle Phase ubergeht, ist umgekehrt proportional zur Menge an Template in der Probe
und wird zur Quantifizierung der m-RNA-Kopien in der Probe genutzt. Die
Ausgangskonzentration kann mit geeigneten Eichgeraden bestimmt werden.

30



Eigene Untersuchung

Zu Beginn der Messung wurde das Reaktionsgemsich auf 92°C erhitzt, wodurch der Antikérper
gegen die Tag-Polymerase denaturiert wurde. Der Start der Reaktion war somit genau definiert.
Es folgten 40 Reaktionszyklen, in denen zur Trennung der DNA-Doppelstrénge auf 72°C
(Extension Temperature) erhitzt und anschlieBend wieder auf 60°C (Annealing Temperature)
abgekuhlt wurde. Die Emission des Farbstoffes wurde jeweils in den Intervallen mit der
niedrigsten Temperatur gemessen, da hier die Fragmente als Doppelstrange vorlagen (siehe
Abb. 5).

Temperaturzyklus

T(°C) 100
2

w I\

70 \ /
w L/

50

40

30

20 t(S)

Abbildung 5 Temperaturzyklus einer Messperiode

Im Gegensatz zur konventionellen PCR, bei der nach Beendigung aller Zyklen die
PCR-Fragmente auf einem Agarose- oder Acrylamidgel aufgetrennt und anschlieend detektiert
werden, misst der Ligthcycler nach jedem Zyklus die Menge an synthetisierter DNA. Die
quantitative PCR am Lightcycler stellt so eine genauere Methode dar.

Die Messung der GAPDH, der Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase, ermdglicht eine
Aussage Uber die Menge und Integritat der isolierten m-RNA und (ber die Effizienz der
Erststrangsynthese. Die GAPDH ist ein Enzym, das in jeder Zelle konstitutiv exprimiert wird. lhre
Konzentration wird in jeder Probe ermittelt. Indem die Ergebnisse als Quotient aus gemessener
Konzentration des zu bestimmenden Fragments und der Konzentration der GAPDH angegeben
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werden, kann es nicht zu Verzerrungen durch eine maglicherweise unterschiedliche Effizienz bei

den oben genannten Reaktionsschritten kommen.

Eine PCR-Reaktion setzte sich aus folgenden Reagenzien zusammen:

Eingesetzte Substanzen Menge
- SYBR-Green (enthalt die DNA- Polymerase) 2,0ul
- Tag-Antikorper 0,16pl

Tabelle 10 Verwendete Substanzen fiir die PCR
Das Gemisch musste fiir 5 Minuten im Dunkeln gelagert werden, damit der Antikorper sich an die

Polymerase anlagern konnte, wodurch das Enzym gehemmt wurde. Erst bei dem initialen
Erhitzen des Ansatzes begann die PCR, da die Polymerase durch die Denaturierung des
Antikorpers aktiviert wurde.

Die Ansatze fur die Quantifizierung der Asparagin Synthetase und der GAPDH unterschieden
sich in den Volumina des H.O und des Magnesiumchlorids.

ASYN GAPDH
- 10,84ul H20 - 12,04l H20
- 3,0pl MgCl> - 1,8l MgCl>
- 1,0pl Primer S (Sense) - 1,0pl Primer S (Sense)
- 1,0pl Primer AS (Antisense) - 1,0pl Primer AS (Antisense)

Tabelle 11 Unterschiedliche Reaktionsansétze fir ASYN und GAPDH
18,0pl des Gemisches wurden mit 2,0ul der DNA- Probe vermischt.

Folgende Primer wurden fiir die PCR verwendet:

? GAPDH:
PCR-Fragment: 297 Basenpaare
Primer: Sense 5-CACCCATGGCAAATTCCATGGC-3'
Reverse 5-GCATTGCTGATGATCTTGAGGCT-3,
GenBank Position: 213 bis 234
509 bis 487
GenBank Accession No.: M33197

32



Eigene Untersuchung

? ASNS:
PCR-Fragment: 396 Basenpaare
Primer: Sense 5- GTTTGGCAGTGATGATTGC -3,
Reverse 5'- GTATCTCTACCCAGGAACAC -3
GenBank Position: 199 his 217
594 bis 575
GenBank Accession No. M27396.1
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2.3.2.3.2 Herstellung der Kalibrationsgeraden

PCR-Fragmente der zu untersuchenden Genabschnitte (ASYN, GAPDH) wurden in Vektoren in
Plasmide eingebaut und nach Transformation in E. coli Bakterien vermehrt. Die klonierten
Abschnitte wurden isoliert und durch Sequenzierung auf ihre Identitét Gberprft.

Der Gehalt der isolierten Fragmente wurde photometrisch bestimmt. Uber die Berechnung des
molekularen Gewichts der Fragmente kann aus dem gemessenen Gehalt auf die Konzentration
bzw. die Anzahl der Kopien geschlossen werden. Auf diese Weise lassen sich Proben bekannter
Konzentrationen herstellen, die fiir die Herstellung von Kalibrationsgeraden fiir die RT-PCR

genutzt werden konnen. Sie werden in demselben Lauf wie die zu untersuchenden Proben

gemessen.
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Abbildung 6 Kalibrationsgerade eines Lightcycler-Laufes
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Die Abbildungen 7 und 8 zeigen eine typische Lightcycler PCR.

11.0-

10.0-

9.0-

s50-

70-

E0-

a0-

4.0-

20-

20-

Fluorescence (F1)

10=-

oo-

-1.0

Proben

Kalibrationsstandards

Cycle Number

Abbildung 7 Lightcyclerlauf ASYN-Ergebnisse
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Abbildung 8 Lightcycler-Lauf GAPDH-Ergebnisse
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2.3.2.3.3 Uberpriifung der Reinheit des PCR-Produktes

Nach 40 Zyklen erfolgte eine langsame Erwdrmung auf 95°C, bei der die Fluoreszenz
kontinuierlich gemessen wurde. Man erhielt eine sogenannte ,Schmelzkurve® Jedes
PCR-Produkt besal’ eine spezifische Temperatur, bei der sich die komplementéren Strange
voneinander losten. Diese lie3 sich tber die Fluoreszenz des Markers genau bestimmen, da
durch die Trennung der Doppelstrange der Farbstoff nicht mehr an die DNA band, woraus die
Abnahme seiner Fluoreszenz resultierte. Fir jedes amplifizierte Fragment konnte so ein
spezifischer  Schmelzpunkt bestimmt werden. Unerwiinschte Reaktionsprodukte oder
Verunreinigungen hatten zu additionalen Schmelzpunkten auf der Kurve gefiihrt, deren

Schmelzpunkt von dem der gewiinschten PCR-Produkte abgewichen hatte.
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Abbildung 9 Schmelzkurve der PCR-Produkte
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3.0 ERGEBNISSE

3.1 Methodenvalidierung

3.1.1 m-RNA Expression in Leukozyten als Surrogatparameter fir die ASYN-Aktivitat

In der vorliegenden Studie wurde die m-RNA Expression in leukamischen Blasten und peripheren
Leukozyten als Surrogatparameter fir die Enzymaktivitat der ASYN benutzt.

In der Vergangenheit gab es verschiedene Ansatze, die Aktivitdt der Asparagin Synthetase in
unterschiedlichen Leukamieformen zu bestimmen. Eine Mdglichkeit stellt die Messung der
L-Asparaginbildung in Zellysaten in einem bestimmten Zeitintervall dar, bei der leukdmische
Blasten unter Substratsattigung und Cofaktorzusatz inkubiert werden. Nach verschiedenen
Zeitintervallen wird die Bildung von L-Asparagin mittels HPLC bestimmt. Die Syntheseleistung
wird als nM Asparagin/mg Protein/h angegeben. Diese Methode bendtigt sehr viel
Untersuchungsmaterial und ist sehr zeitaufwendig. Fur die Messung der Enzymaktivitat in
peripher gewonnenen Leukozyten war sie damit nicht einsetzbar. Eine fir diese Studie effektivere
Analyse stellte die Messung der m-RNA-Expression mittels RT-PCR dar, bei der ein
Probenvolumen von 1,5 ml Vollblut ausreichend war.

Um zu prifen, ob die beiden Methoden vergleichbare Ergebnisse generieren, wurde die
ASYN -m-RNA von leuk&dmischen Blasten, die bereits von Dibbers mit Hilfe der HPLC auf ihre

L-Asparagin Synthese untersucht worden war, mit Hilfe der Lightcycler PCR quantifiziert.
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In Abbildung 12 sind die Ergebnisse beider Verfahren in einem Scatter-Plot abgebildet. Das
gemessene Verhaltnis der m-RNA Kopien ASYN/GAPDH wurde der Asparagin Synthese-Aktivitat
in den Blasten gegentibergestellt. Die Grafik zeigt eine hohe Korrelation zwischen den Resultaten
beider Verfahren (Pearson Korrelation; r = 0,751; P = 0,00767).
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Abbildung 12: Korrelation der gemessenen Kopienzahl mit der Syntheseleistung in leuk&mischen Blasten
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3.1.2 Untersuchungen zur Stabilitat der m-RNA in Leukozyten

Da die Stabilitdt der m-RNA aufgrund von RNAsen und chemischer Hydrolyse kritisch zu
bewerten ist, sollte vor Beginn der Messungen tberprift werden, in wieweit die Lagerung von
peripherem Blut die Ergebnisse der quantitativen PCR beeinflussen. Dazu wurden zwei Proben
direkt nach der Entnahme auf 4°C herunter gekiihit. Die Aufarbeitung erfolgte entweder direkt
oder nach einer Lagerungszeit von 24 Stunden bei 4°C.

In Probe 1 war nach 24 Stunden eine Reduktion der gemessenen Kopienzahl der ASYN um 43%,
in Probe 2 um 50% zu beobachten. Bei der Messung der GAPDH nach 24 Stunden wurde eine
Reduktion um 48% bzw. um 57% gefunden. In beiden Féllen kam es zu einer deutlichen
Verminderung, die etwa in gleichem Ausmal} stattfand. Dadurch dass die GAPDH eine
geringfugig groRere Instabilitat zeigte, ergab sich fir das Kopienverhaltnis ASYN/GAPDH, das als
Ergebnis fir diese Untersuchung verwendet wurde, fir die Probel nach 24 Stunden ein Anstieg
um 10%, flir die Probe 2 um 16%.

Da die Ergebnisse der Stabilitatsprifung der RNA flir diese Untersuchung nicht als akzeptabel
bewertet wurden, fand die Aufarbeitung der Blutproben immer direkt nach der Entnahme statt.
Abbildungen 13 und 14 zeigen die Stabilitdt der ASYN und GAPDH der Proben 1 und 2 bei
direkter Aufarbeitung und nach Lagerung fiir 24 Stunden.
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3.2 ASYN-Expression in c-ALL und T-ALL

Aufgrund der geringen Fallzahl dieser Untersuchung wurde die Uberpriifung auf Normalverteilung
nicht fiir sinnvoll gehalten, so dass die statistische Auswertung mit nicht-parametrischen Tests
erfolgte.

Die Abbildung 15 zeigt die ASYN-Expression der drei beschriebenen Subgruppen der ALL als
Boxplots angegeben als Quotient aus gemessenem m-RNA-Gehalt der Asparagin Synthetase
(ASYN) und der Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase (GAPDH). Deutlich zu erkennen ist,
dass die Gruppe der TEL/AML1 positiven Blasten die niedrigste Expression im Vergleich zu der
TEL/AML 1 negativen und der Gruppe der T-ALL aufweist. Es besteht ein statistisch signifikanter
Unterschied in der ASYN-Expression der Patientengruppe der TEL/AML1 positiven gegentber
den TEL/AML1 negativen Patienten (Mann-Whitney Rank Sum Test; P=0,048).

Ebenfalls statistisch signifikant ist der Unterschied zwischen der Gruppe der TEL/AML1 positiven
Patienten und den TEL/AML1 negativen und Patienten mit T-ALL als gemeinsames
Vergleichskollektiv (Mann-Whitney Rank Sum Test ; P=0,009).
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Abbildung 15 ASYN-Expression in Blasten unterschiedlicher Subtypen der ALL -Box-Plot
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In Abbildung 16 sind die einzelnen Messergebnisse der Gruppen als Frequency Plot dargestellt.
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Abbildung 16 ASYN-Expression unterschiedlicher Subtypen der ALL - Frequency-Plot
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In den Tabellen sind die Ergebnisse der Messungen in den entsprechenden Gruppen

zusammengefasst aufgefihrt.

TEL/AML 1 pos. ASYN/GAPDH
ANZAHL n=11
Mw 0,0085
STAW 0,0074
MEDIAN 0,0054
VK 0,054
Tabelle 12 Ergebnisse der TEL/AML 1 positiven Blasten
TEL/AML 1 neg. ASYN/GAPDH
ANZAHL N=9
Mw 0,0189
STAW 0,0133
MEDIAN 0,0155
VK 0,02
Tabelle 13 Ergebnisse der TEL/AML 1 negativen Blasten
T-ALL ASYN/GAPDH
ANZAHL n=4
Mw 0,0563
STAW 0,0815
MEDIAN 0,0281
VK 0,66

Tabelle 14 Ergebnisse der Blasten der T-ALL
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3.3 ASYN-Expression in peripheren Leukozyten

3.3.1 Untersuchungskollektiv

Die padiatrsichen Patienten in der Nachsorge der ALL erschienen alle 6-12 Monate in der
Kinderonkologischen Ambulanz der Universitatskliniken Miinster.

Innerhalb von 22 Monaten gelang es, Proben von 8 Patienten, die wahrend ihrer Therapie
Nebenwirkungen entwickelten, und von 13 Kontrollpatienten zu bekommen. Trotz zweimal
wochentlicher Uberpriifung der laufenden Terminplanung gelang es u.a. durch kurzfristige
Terminverschiebungen und Wechsel der Arzte nicht, die anderen Patienten an ihrem Termin in
der Ambulanz zu erreichen und Untersuchungsmaterial zu bekommen.

Aus dem Institut fir Pathologie der UKM wurde freundlicherweise Material von
Knochenmarkshiopsaten von 5 Patienten, die als Kontrollpersonen fir die Studie ausgesucht
worden waren, in vollstandig und irreversibel anonymisierter Form zur Verfugung gestellt, das

anstelle der Blutproben fir die Untersuchung Verwendung fand.

Das endgliltige Patientenkollektiv setzte sich folgendermalien zusammen:

Patientengruppe | Identifikation | Probenherkunft | Geburtsjahr | Therapieprotokoll
M67 M 39 toc P 1992 ALL-BFM 95 SRG
M88 M39 aej P 193 ALL-BFM 95 SRG
M39M 39 enn A 1991 ALL-BFM 95 SRG

M 114 M 82 aav A 1988 ALL-BFM 90 RG
M48 M 82 aev A 1984 ALL-BFM 90 RG
M82 M 82 imj A 1984 ALL-BFM 90 RG
M 44 XX1 oei P 1987 ALL-BFM 95 RG
M 33 XX1 roc A 1984 ALL-BFM 95 RG
XX1 XX1 run A 1985 ALL-BFM 95 RG
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M 82 M 42 iek P 1987 ALL-BFM 95 RG
M 16 M 42 eie P 1981 ALL-BFM 95 RG
M 42 M 42 asj A 1980 ALL-BFM 95 RG
M 108 M 109 th A 1991 ALL-BFM 90 RG
M 109 M 109 ueh A 1992 ALL-BFM 90 RG
M33M 23 uef A 1987 NHL-BFM 90
M35M 23 ues A 1983 NHL-BFM 90 12
M 23 M 23 chd A 1984 NHL-BFM 90 1
M33 HV33 ocd A 1988 ALL-BFM 99 RG
HV33HV33 ydy A 1988 ALL-BFM 99 RG
M 46 ocd A 1983 ALL-BFM 90 SRG
M 58 ayy A 1982 ALL-BFM 90 SRG

Tabelle 15 Endgultiges Patientenkollektiv

A = Ambulanz der Klinik und Poliklinik des UKM
P = Gerhard-Domagkinstitut fur Pathologie

Die Untersuchung von zellularen Bestandteilen aus Restblut, das freundlicherweise von der
Abteilung der Transfusionsmedizin der Universitatskliniken Miinster in vollstandig und irreversibel
anonymisierter Form zur Verfugung gestellt worden war, hatte fur diese Studie zwei Ziele.

Es konnte erstens ein Vergleich mit gesunden Personen angestellt werden, die nicht an einer
akuten lymphatischen Leuk&mie erkrankt waren und sich somit nie einer Behandlung mit
L-Asparaginase unterzogen haben. Desweiteren sollte auf eine gegebenenfalls vorhandene
Altersabhéngigkeit der Aktivitat der ASYN untersucht werden.

Um die Altersspanne zu erweitern und einen direkten Altersvergleich zu den untersuchten
Patienten zu ziehen, konnte vollstandig und irreversibel anonymisiertes Restmaterial von

8 padiatrischen Patienten, das von dem Zentrallabor der padiatrischen Klinik der
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Universitatskliniken Miinster zur Untersuchung freigegeben worden war, als ein ergénzendes

Kollektiv in die Studie aufgenommen.

Die Daten der Kinder sind im Anhang aufgefiihrt.

Die Ergebnisse der 3 Kollektive sind in den nachfolgenden Tabellen zusammengefasst.

Ergebnisse der Patienten ASYN/GAPDH
ANZAHL n=21
Mw 0,13
STAW 0,06
MEDIAN 0,11
VK 0,3
Tabelle 16 Ergebnisse der Patienten
Probenmaterial der erwachsenen ASYN/GAPDH
Probanden
ANZAHL n=31
Mw 0,23
STAW 0,10
MEDIAN 0,22
VK 1,02
Tabelle 17 Ergebnisse der erwachsenen Probanden
Untersuchungsmaterial aus der P&diatrie ASYN/GAPDH
ANZAHL n=8
Mw 0,28
STAW 0,21
MEDIAN 0,24
VK 4,29

Tabelle 18 Ergebnisse des Untersuchungsmaterials aus der Pédiatrie
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3.3.2 ASYN-Expression in Patienten mit ALL und gesunden Personen

In Abbildung 17 sind die Ergebnisse der in der matched-pair Analyse gebildeten Gruppen als
Balkendiagramm dargestellt. Die ASYN-Expression ist als Quotient aus der gemessenen
Kopienanzahl der ASYN und der GAPDH angegeben. Es wird deutlich, dass kein signifikanter
Unterschied zwischen den ASYN-Aktivitdten der Patienten (schwarzer Balken) und denen der
Kontrollpersonen besteht (Wilcoxon Signed Rank Test; P = 0,742). Die Balken zeigen eine
unsystematische Verteilung der Ergebnisse bei allen Probanden.
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Abbildung 17 Matched-pair Vergleich der ASYN-Expression
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Die Abbildung 18 zeigt den Vergleich der ASYN-Expression aller Patienten mit unerwiinschten
Wirkungen unter L-Asparaginase mit dem Kollektiv der Patienten, die keine Komplikationen unter
der Therapie entwickelten. Die Werte sind als Box Plots und in Abbildung 19 als Frequency-Plot
dargestellt.
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ANZAHL n=38 n=13
Mw 0,0130 0,0134
STAW 0,06 0,10
MEDIAN 0,113 0,106
VK 0,0014 0,0126

Tabelle 19 Ergebnisse der Patienten mit und ohne Nebenwirkungen
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In dem Frequency-Plot in der Darstellung 20 sind die Ergebnisse der drei Vergleichskollektive
aufgeflihrt. Sowohl die Kinder (n= 8) als auch die Erwachsenen (n=30) zeigen eine signifikant
hohere Aktivitst der ASYN als die Gruppe der ALL-Patienten (n=21; mit und ohne

Nebenwirkungen unter L-Asparagianse) (P< 0,001; Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance

on Ranks).
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Abbildung 20 Vergleich der ASYN-Expression zwischen Patienten und gesunden Personen
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In Abbildung 21 ist die ASYN-Expression in Abhéangigkeit vom Alter der untersuchten Personen
(Patienten und gesunde Probanden) dargestellt. Aufgrund der Fallzahl der einzelnen Gruppen
wurde auch hier auf die Uberpriifung auf Normalverteilung der Werte verzichtet. Die Auswertung
erfolgte mit einem nicht-parametrischen Test. Eine Korrelation zwischen der ASYN-Aktividt in
Leukozyten und dem Alter der Probanden und Patienten konnte jedoch nicht festgestellt werden
(Spearman Rank Order Correlation; r=0,329; P=0,0104).
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In Abbildung 22 ist die ASYN-Expression in Abhangigkeit von dem Abstand (in Jahren) nach
Beendigung der Therapie zum Zeitpunkt der Blutentnahme aufgetragen. Eine statistisch
signifikante Korrelation besteht nicht (Pearson Product Moment Correlation P >0,050). Es konnte
kein Zusammenhang zwischen der ASYN-Aktivitat der mit L-Asparaginase behandelten Patienten
und der Lange des Zeitraumes nach Abschluss der Chemotherapie festgestellt werden.

Flr diese Auswertung wurden nur die Daten der peripher gewonnenen Leukozyten verwendet, so

dass sich die Fallzahl auf n=16 reduziert.
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Ein geschlechtsspezifischer Unterschied wurde nicht gefunden wie in Abbildung 23 dargestellt ist.
Uberpriift wurden die Ergebnisse der gesunden Probanden und die der Patienten (Frauen n= 22;
Manner n=17) (Mann-Whitney Rank Sum Test P=0,179).
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3.3.3 Vergleich der ASYN-Expression in leuk&mischen Blasten und peripheren Leukozyten

AbschlieRend sei die Expression des ASYN-Gens in leuk&mischen Blasten (n= 25) und
peripheren Leukozyten (n= 75; Ergebnisse der gesunden Probanden und der Patienten) in der
Abbildung 24 gegenubergestellt. Alle Subgruppen der ALL weisen eine niedrigere ASYN-AKktivitat
auf als die Leukozyten der Patienten mit ALL. Der Unterschied ist statistisch signfikant
(Mann-Whitney Rank Sum Test P= < 0,001).
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4.0 DISKUSSION

4.1 Methodenvalidierung

Bei dem Vergleich der Messungen der Enzymaktivitdt der ASYN in leukdmischen Blasten bei
Patienten mit akuter lymphatischer Leukamie konnte eine hohe Korrelation (0,7<|r|<0,9) zwischen
den Ergebnissen der beiden Methoden festgestellt werden. Die Bestimmung der m-RNA
Konzentration mit Hilfe der RT-PCR kommt zu vergleichbaren Ergebnissen wie die Messung der
Syntheseaktivitét in Zellysaten.

Der Gebrauch der m-RNA Konzentration kann folglich als Parameter fiir die Enzymaktivitat in
Zellen herangezogen werden.

Diese Ergebnisse werden aufRerdem von Untersuchungen von Hutson et al. unterstiitzt, welche
eine Aquivalenz der Expression der m-RNA im Northern Blot, des ASYN-Proteingehalts und der
Enzmyaktivitat beschrieben [34].

4.2 TEL/AMLLI als Marker fir das Ansprechen auf eine Therapie mit L-Asparaginase

Eine in vitro Studie von Ramakers et al. postuliert, dass leukamische Zellen, die das Fusionsgen
TEL/AML1 tragen, gegeniber einer L-Asparaginase Behandlung eine hohere Sensitivitat
besitzen als solche Blasten, bei denen die Translokation nicht nachgewiesen werden konnte bzw.
als leukamische Blasten T-zellularen Ursprungs [53].

Konsequenzen fiir die Therapie der ALL allein auf der Basis der Ergebnisse der in vitro Studie
erscheinen nicht akzeptabel. Aufgrund der mdglichen Nebenwirkungen unter der Therapie mit
L-Asparaginase ist eine validere Grundlage fur die Entscheidung (iber eine Modifikation der
L-Asparaginase Behandlung notwendig. Einflisse der in vitro Bedingungen und Artefakte
uberlagern moglicherweise den Effekt der L-Asparaginase auf die Tumorzellen, so dass eine
eindeutige Beurteilung der Wirkung der L-Asparaginase auf die leukamischen Blasten anhand
von in vitro Versuchen nicht maglich ist.

In vitro kann es allgemein dadurch, dass die Stoffe im Kulturmedium nicht wie im Korper einem
Gleichgewicht unterliegen, zu Veranderungen kommen, die bei der Untersuchung der Wirkungen
von Zytostatika von Bedeutung sein kénnen. Mdgliche zytotoxische Effekte konnten in dieser
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Studie u.a. dadurch entstanden sein, dass der bei der Hydrolyse der Aminosduren
Asparaginsédure und Glutaminséure entstehende Ammoniak eine toxische Substanz darstellt.

Von Bedeutung fir die Beurteilung der in vitro Ergebnisse ist auBerdem der Einfluss der
L-Asparaginase auf die Aminosdure L-Glutamin. Bei der Gabe von L-Asparaginase kommt es,
nachdem das L-Asparagin vollstandig abgebaut ist, auch zur Hydrolyse des Glutamins im
Kulturmedium [11; 78].

Interessant ist in diesem Zusammenhang die Untersuchung von Rama Krishna Narla et al. zur
Expression des pro-apoptotischen Proteins Fas/CD95 und des anti-apoptptischen Proteins Bcl2.
Sie konnten die Involvierung der Aktivierung von CD95/Fas bei der Exposition von leukédmischen
Zellen mit Zytostatika beweisen. Sie fanden heraus, dass TEL/AML1 positive Blasten im
Vergleich zu TEL/AML1 negativen vermehrt Fas/CD95 exprimieren, wahrend sie eine niedrigere
Bcl2-Expression zeigen. Diese Tatsache wurde fiir die Chemosensitivitat dieses Subtyps der ALL
verantwortlich gemacht [35]. Eine andere Studie konnte zeigen, dass ein Glutaminmangel in den
leukamischen Zellinien CEM und HL-60 Zellen, der auch durch die Gabe von L-Asparaginase in
vitro erzeugt wird, CD95-abhéngig Apoptose induziert [23].

In vitro kdnnte es folglich primar durch den dort entstehenden Glutaminmangel, der nicht wie in
vivo nur vorriibergehend besteht, Gber die Aktivierung des oben beschriebenen Mechanismusses
gerade in TEL/AML1 positiven Blasten zur Induktion der Apoptose kommen.

Ziel dieser Studie war es, die Ergebnisse der in vitro Untersuchungen auf molekulargenetischer
Ebene zu bestatigen, um Einfliisse der in vitro Untersuchungen auszuschalten und eine validere
Aussage (ber die zugrundeliegenden Mechanismen der erhohten Sensitividt der TEL/AMLL
positiven Blasten treffen zu kénnen. GemaR der allgemein akzeptierten Vorstellung, dass fir die
Beurteilung der Sensitividat von leukdmischen Blasten gegenuber einer Therapie mit
L-Asparaginase die Aktivitdit der ASYN den entscheidenden Parameter darstellt, wurde die
m-RNA-Expression des ASYN-Gens untersucht.

Diese wies in den unterschiedlichen Subgruppen der ALL tatsdchlich einen signifikanten
Unterschied auf. In Zellen, die das Fusionsgen TEL/AML1 tragen, wurde die Expression des
ASYN-Gens niedriger bestimmt als in solchen, die keine Translokation besitzen. Ebenso ergab
der Vergleich der Expression von Blasten mit translozierter DNA mit der von Blasten, die von
Patienten mit einer T-Zell- Leukdmie stammen, eine geringere ASYN-Expression bei den Blasten
mit TEL/AML 1 Fusionsgen.
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Stams et al. erstellten eine &hnliche Untersuchung ebenfalls mit der RT-PCR-Methode [70]. Sie
verglichen eine Gruppe von 30 pédiatrischen Patienten, welche die Translokation t(12;21)*
tragen, mit einer Kontrollgruppe von 17 t(12;21)-, die nach folgenden Kriterien ausgewéhlt worden
waren: Alter (zwischen 1 und 10 Jahren), Immunphdanotyp, keine Hyperdiploidie (>50), kein
MLL-Rearrangement, keine t(9;22) Translokation.

Diese Untersuchung ergab Uberraschenderweise eine 5-fach hohere ASYN-Expression in der
Gruppe der Patienten mit TEL/AML1 positiven Blasten im Vergleich zu denen mit TEL/AML1
negativen Blasten. Zwischen der t(12;21) Gruppe und einer Kontrollgruppe mit gesunden
Probanden (n=11) konnte kein Unterschied der m-RNA-Konzentration gefunden werden. Die
Unterteilung des t(12;21)* Kollektivs bezlglich ihrer Therapierbarkeit mit L-Asparaginase in eine
sensitive (14 Patienten), eine intermedidr sensitive (10 Patienten) und eine resistente
Untergruppe (6 Patienten) ergab keine signifikant unterschiedlichen Ergebnisse der
ASYN-m-RNA-Konzentrationen. Weder beide Gruppen gemeinsam, noch die TEL/AMLL positive
und negative getrennt betrachtet zeigten eine Korrelation zwischen ASYN-Expression und
Sensitivitat gegeniiber L-Asparaginase.

Um die Induzierbarkeit der ASYN-Expression als mdglichen Mechanismus der
Resistenzentstehung beurteilen zu kdnnen, wurden von 3 Patienten mit t(12;21)* Blasten und 4
Patienten mit t(12;21)- Blasten Proben mit unterschiedlichen L-Asparaginase Konzentrationen
inkubiert. Jeweils eine Probe aus jeder Gruppe zeigte keine Verénderung, wéhrend bei allen
anderen eine Hochregulierung der m-RNA-Expression zu messen war.

Ebenso konnten die Autoren zwischen der ASYN-Expression in leukdmischen Zellen und
gesunden Knochenmarks- bzw. peripheren Blutzellen keinen Unterschied feststellen.

Durch diese Ergebnisse stellen die Autoren die seit vielen Jahren anerkannte Hypothese in
Frage, dass eine erhdhte ASYN-Expression den entscheidenden Faktor fiir eine Resistenz
gegeniber L-Asparaginase darstellt. Sie verneinen auflerdem einen Zusammenhang zwischen
der basalen ASYN-m-RNA-Expression bei Erstdiagnose und der L-Asparaginase Sensitivitat bei
padiatrischer akuter lymphatischer Leukamie. Stams et al. widersprechen der allgemein
anerkannten Meinung, dass neoplastisch verdnderte Zellen einen Mangel an dem Enzym
Asparagin Synthetase haben, durch den L-Asparaginase als antineoplastische Substanz wirken
kann.

Diesen Aussagen widersprechen zahlreiche Studien, die durch verschiedene Analyseverfahren

zu dhnlichen Ergebnissen gekommen sind, wie die vorliegende Untersuchung.
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Scherf et al. fanden bei Genchip cDNA-Expressionsanalysen eine Korrelation zwischen
ASYN-Expression in Zelllinien und der Sensitivitdt von L-Asparaginase im Sulphorhodamin B
Assay. Eine Studie von Aslanian et al. stellte im Northern Blot dar, dass Gber die Induktion der
ASYN-Expression in Molt 4-Zelllinien eine Resistenz gegenliber L-Asparaginase induziert werden
kann [1]. Eigene weiterfihrende Arbeiten konnten einen Zusammenhang zwischen
m-RNA-Expression und L-Asparagin Syntheseleistung in Zelllysaten ebenfalls nachweisen.

In der Untersuchung von Ramakers et al. geht im MTT-Test eine verminderte
ASYN-m-RNA-Expression in TEL/AML 1 positiven Blasten mit einer erhdhten Sensitivitat
gegeniber L-Asparaginase einher [54]. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie entsprechen
ebenfalls diesen Beobachtungen. Im Gegensatz zu den MTT- Daten von Ramakers et al. , die
eine 10fach hohere Toxizitat der L-Asparaginase bei TEL/AML1* Blasten finden konnten, ergab
die Bestimmung der ASYN-m-RNA-Konzentration nur einen ca. 2,5fachen Unterschied. Eine
Begriindung fur die Abweichung der vorliegenden Ergebnisse von denen des MTT-Tests konnte
darin liegen, dass wie oben beschrieben andere Faktoren wie die Glutamin-Depletion, die
Ammoniak-Freisetzung und die Fas-Rezeptor-Aktivierung die L-Asparaginase Toxizitat in vitro

beeinflussen.

Die Diskrepanz der Ergebnisse der Untersuchung von Stams et al. kdnnte mdglicherweise durch
methodische Unterschiede zu erkldren sein. Wahrend in der vorliegenden Untersuchung die
Erststrangsynthese mit sequenzspezifischen Primern durchgeflihrt wurde, verwendeten Stams et
al. oligo dt-Primer und Hexanukleotide mit willkiirlich ausgewahlten Basenabfolgen. Bei der
Etablierung der Methode zeigten sich bei der Erststrangsynthese mit oligo dt-Primern im SYBR-
Green Format unspezifische Produkte bei aus Blasten isolierter RNA wéhrend spezifische
Produkte bei der RNA-Amplifikation aus Zelllinien generiert werden konnten. Aus diesem Grund
erfolgte bei der vorliegenden Untersuchung die Umstellung auf eine sequenzspezifische
Erststrangsynthese.

Ein weiterer Unterschied liegt in der Art der Quantifizierung des PCR-Produktes. In der Analyse
von Stams et al. erfolgte diese ausschlieRlich tiber den Vergleich mit GAPDH. In dieser Studie
wurde mit Hilfe von Kalibrationsgeraden, die durch Amplifikation von linearisierten Plasmiden, die
das zu amplifizierende Fragment enthielten, die Kopienzahl im Ansatz bestimmt und
anschliel3end der Vergleich der Kopienzahl von ASYN und GAPDH durchgefiihrt.
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Ob die methodischen Unterschiede die unterschiedlichen Ergebnisse bedingen, kann an dieser
Stelle nicht abschliel}end geklart werden.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung entsprechen den seit langem gefundenen und in jlingster
Zeit in einer Reihe von Publikationen mit verschiedenen methodischen Ansétzen bestatigten
Zusammenhang zwischen ASYN-Expression und L-Asparaginase Toxizitat.

Diese Studie konnte somit auf molekularbiologischer Ebene belegen, dass die Translokation
1(12;21)(p13;922) eine verringerte Aktivitat der ASYN bedingt. Es kann mit dieser Arbeit bestatigt
werden, dass in Blasten, die das Fusionsgen tragen, eine unzureichende Aktivitat der ASYN fir
die erhdhte Sensitiviat gegeniiber dem Enzym L-Asparaginase verantwortlich ist. Ein gezielter
intensivierter Einsatz der L-Asparaginase in dieser Subgruppe der ALL ist damit gerechtfertigt
und konnte einen Profit fiir solche Patienten, die das Fusionsgen tragen, darstellen.

Ein moglicher Erkl&rungsansatz fir die Veranderung der Expression dieses Gens in TEL/AML1
positiven Blasten ist, dass es durch die Translokation zu Verénderungen der Transkriptionsrate
der entsprechenden Genregion kommt. Sowohl TEL als auch AML1 sind normalerweise an
Transkriptionsfaktorkomplexen beteiligt. TEL spielt unter normalen Bedingungen eine Rolle bei
der Regulierung bestimmter Zielgene, die bei der Hamatopoese beteiligt sind. Ahnlich hat AML1
Einfluss auf die transkriptionelle Aktivitdt von Genabschnitten, die fiir die Hamatopoese von
groRer Bedeutung sind [43; 55; 61]. Durch die Entstehung des Fusionsgens werden sie zu
Repressoren der Transkription. Ein durch die Translokation verénderter Einfluss dieser Faktoren
auf die Expression des ASYN-Gens ist damit gut vorstellbar. Méglicherweise entstehen durch das
Fusionsgen Transkritptionsfaktoren, die durch eine veranderte oder neue Aktivitat einen Einfluss
auf die ASYN-Expression ausiben. Die Transkriptionaktivitdt des ASYN-Gens konnte entweder
direkt affektiert oder durch seine Wirkung auf andere Transkritptionfaktoren, die fiir die
Regulation der ASYN-Expression verantwortlich sind, modifiziert werden.

Eine andere Erklarung fiir die erhdhte Sensitivitat von TEL/AML1 positiven Blasten wére, dass
ein Einfluss auf die Transkriptionsaktivitit tber eine Verdnderung des Acetylierungsstatus von
Histonen besteht, der sowohl durch das translozierte AML1 und als auch durch TEL bedingt ist.
Eine Studie von Fenrick et al. weist darauf hin, dass es Beweise fiir einen Zusammenhang
zwischen der Entstehung von Neoplasien und der transkriptionellen Kontrolle von
Histonacetylierung und —deacetylierung gibt. Das gilt besonders in bezug auf akute Leukamien,
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die durch chromosomale Translokationen zustande kommen. Aus genetischen Rearrangements,
die den Retinsdure-Rezeptor-alpha oder das AML1 betreffen, resultieren Fusionsproteine, die die
terminale Differenzierung von h&dmatopoetischen Zellen blockieren, indem sie die Transkription
hemmen. Diese Fusionsproteine interagieren mit nuklearen Hormon-Korepressoren wie N-CoR
(Nuclear receptor corepressor), die wiederum dazu fihren, dass es durch die Histon-Deacetylase
zur Repression der Transkription kommt [21; 33]. Auch TEL bendtigt als Repressor der
trankriptionellen Aktivitdt Korepressor-Komplexe wie N-CoR und mSin3A, um seine maximale
Wirkung zu erzeugen, so dass ein Zusammenspiel dieser Komponenten vorstellbar ware. Die
durch TEL/AML1 bedingte Repression der Transkription des ASYN-Gens konnte so eine erhdhte
Sensitivitat gegentiber L-Asparaginase generieren [26].

Ein weiterer Mechanismus, Gber den die Expression des ASYN-Gens mdglicherweise beeinflusst
wird, stellt die Methylierung der DNA dar. Der Grad der Methylierung von Promotorregionen
verhdlt sich umgekehrt proportional zu der daraus resultierenden Transkriptionsaktivitat der
entsprechenden Genregionen. Vor allem CpG-reiche Sequenzen, die man gehduft u.a. im
Bereich des ASYN-Gens gefunden hat, agieren als Akzeptoren fur Methylgruppen. In
Hamster-Ovarialzellinien N3 konnte (ber eine Demethylierung der DNA eine gesteigerte
Transkription des ASYN-Gens bewirkt werden, die zur Resistenz der Zellen gegentiber einer
Behandlung mit L-Asparaginase fihrte. Von den Autoren wurde postuliert, dass die Methylierung
des ASYN-Promotors neben anderen Veranderungen den primaren Grund fiir die unzureichende
Exprimierung der ASYN in L-Asparaginase sensiblen Leukdmiezellen darstellt [46].
Maglicherweise kommt es bei TEL/AMLL positiven Leukamiezellen z.B. Gber die veranderte
Expression von Transkriptionsfaktoren zu einer Beeinflussung des Methylierungsstatus des
ASYN-Gens. Denkbar ware eine Repression der Transkription von Enzymen, die bei der
Methylierung der DNA eine Rolle spielen.
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4.3 ASYN-Expression als Surrogatparameter fiir die Entstehung von Nebenwirkungen

unter L-Asparaginase

In dieser Untersuchung wurde tberprift, ob eine genetische Disposition fir die Entstehung von
Nebenwirkungen unter der Therapie mit L-Asparaginase existiert. Dazu wurde die Expression der
ASYN in peripheren Leukozyten als Surrogatparameter unter der Hypothese bewertet, dass
durch eine unzureichende Aktivitdt der ASYN ein L-Asparaginmangel unter der Therapie mit
L-Asparaginase nicht kompensiert werden kann. Dadurch konnte (ber &hnliche Mechanismen,
die bei neoplastisch verénderten Zellen zur Apoptose flihren, eine Schéadigung von normalen
Korperzellen zustande kommen. Erwartet wurde demzufolge eine niedrigere Aktivitat bei den
Patienten, die Nebenwirkungen wahrend der L-Asparaginase-Therapie entwickelten, im Vergleich
zu solchen Patienten, bei denen die Therapie ohne Komplikationen verlief.

Als Surrogatparameter wurde die ASYN-m-RNA Expression in peripheren Leukozyten gemessen
unter der Annahme, dass eine unzureichende Aktivitét in einzelnen Organsystemen, die fir die
Entstehung von Nebenwirkungen préadisponieren wirde, sich auch in einer verminderten
Expression in Leukozyten widerspiegeln wiirde.

Die Untersuchung konnte diese Hypothese nicht bestétigen. Es konnte kein Unterschied in der
Expression des ASYN-Gens zwischen den Patienten mit und den Probanden ohne unerwiinschte
Wirkungen unter der Therapie mit L-Asparaginase gefunden werden. Die Expression des Enzyms
ASYN in peripheren Leukozyten stellt somit keinen prognostischen Marker fir das Auftreten von
Nebenwirkungen bedingt durch L-Asparaginase dar.

Zu erklaren waren diese Ergebnisse damit, dass die ASYN-Expression in Leukozyten nicht mit
der Expression in anderen Organen korreliert. Damit koénnen (iber die Hohe der
ASYN-Expression in Leukozyten keine Riickschliisse auf eine ggf. verminderte Expression in
unter einer Therapie mit L- Asparaginase geféhrdeten Organen wie Leber und Pankreas gezogen

werden.

Eine andere Erklarung fiir die Entstehung von Nebenwirkungen durch L-Asparaginase wére, dass
nicht die Expression der ASYN den entscheidenden Faktor darstellt, sondern dass die Funktion
dieses Proteins bei den Patienten, die unerwiinschte Wirkungen entwickeln, gestort ist. Die

entscheidenden Verénderungen, die bei ihnen zu finden waren, konnten auf DNA-Ebene
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stattgefunden haben und nach dem Prozess der Transkription damit in dieser Untersuchung nicht
festzustellen gewesen sein. Beschrieben ist der Austausch von Basen, Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs), innerhalb der Exone 4, 9 und 12 des ASYN-Gens, die bei der Translation
zum Austausch von Aminosduren fihren. Das durch die Mutation verdnderte Protein kdnnte
bedingt durch eine modifizierte Struktur eine verringerte Aktivitat besitzen. Die Kompensation des
Asparaginmangels konnte dadurch nicht gewéhrleistet werden.

Desweiteren bleibt der Effekt der L-Asparaginase auf den Glutaminspiegel auch in diesem
Kontext zu bertcksichtigen. Nach vollstdndigem Abbau des L-Asparagins wird auch L-Glutamin
hydrolysiert. Da Glutaminmangel Auswirkungen auf zahlreiche Vorgange im Korper hat, bleibt es
als wichtiger Einflussfaktor zu berticksichtigen.

Von Bedeutung ist in diesem Zusammenhang, dass die Aminosaure genau wie L-Asparagin fiir
den Menschen keine essentielle Aminoséure darstellt, da sie in Mangelsituationen mit Hilfe des
Enzyms Glutamin Synthetase im Korper synthetisiert werden kann. Vorstellbar fir die Entstehung
von unerwiinschten Wirkungen durch L-Asparaginase wére also ein dhnlicher Mechanismus wie
der flir das Enzym ASYN postulierte. Nur solche Patienten wirden unter der Therapie mit
L-Asparaginase Nebenwirkungen entwickeln, die den Glutaminmangel nur unzureichend durch
Eigensynthese kompensieren kdnnen. Eine temporér insuffiziente Glutmaninversorgung der Zelle
bedingt durch die Glutaminase-Aktivitat der L-Asparaginase, konnte metabolische Stérungen bis
zur Apoptoseinduktion in normalen Korperzellen zur Folge haben.

Um diese Zusammenh&nge zu Uberpriifen, missten &hnliche Untersuchungen zur Expression

und Aktivitat der Glutamin Synthetase in gesunden Korperzellen durchgefiihrt werden.

Bei der Messung der ASYN-AKktivitat in einem Kollektiv gesunder erwachsener Personen ergab
sich (iberraschend eine signifikant hohere Aktivitat des Enzyms im Vergleich zu der Gruppe der
padiatrischen Patienten. Eine altersabhangige Expression der ASYN-Expression konnte jedoch
nicht nachgewiesen werden.

Der Unterschied der beiden Kollektive in der ASYN-Aktivitat konnte unter Umstanden durch die
L-Asparaginase Therapie, der sich die Patienten unterziehen mussten, zustande gekommen sein.
Maglicherweise spielen andere Komponenten der Chemotherapie der ALL bzw. des NHL auch
eine Rolle. Fir diesen Erklarungsansatz sprache eine Veranderung der ASYN-AKtivitat in
Abhangigkeit von der L&nge des Zeitraumes nach Beendigung der Chemotherapie.
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Ein statistisch signifikanter Zusammenhang konnte an den untersuchten Daten nicht
nachgewiesen werden. Der Vergleich der einzelnen Aktivititsbestimmungen zu den
verschiedenen Zeitpunkten nach Therapieende ergab nur einen tendenziellen Anstieg der ASYN-
Aktivitat mit zunehmender Dauer der therapiefreien Zeit, eine statistisch signifikante Korrelation
existiert nicht. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sollten an einem groReren

Patientenkollektiv abgesichert werden.



Zusammenfassung

5.0 Zusammenfassung

Das Enzym L-Asparaginase ist Bestandteil der Therapieprotokolle zur Behandlung der akuten
lymphatischen Leukamie (ALL) und des Non-Hodgkin-Lymphoms (NHL). Es katalysiert die
Hydrolyse der Aminoséure L-Asparagin zu L-Asparaginsaure und Ammoniak. Uber die Depletion
des L-Asparagins im Extrazellularraum wirkt es zytotoxisch auf neoplastisch verénderte Zellen, fir
die L-Asparagin eine essentielle Aminoséure darstellt. Normale Korperzellen besitzen das Enzym
Asparagin Synthetase (ASYN), das die Eigensynthese des L-Asparagins aus L-Asparaginséure
und einem Aminogruppendonator ermdglicht. Uber die Induktion einer vermehrten Expression der
ASYN kann es zur Entwicklung einer Resistenz von neoplastisch verénderten Zellen gegeniber
L-Asparaginase kommen, so dass der Grad ihrer Expression einen wichtigen Parameter fir die
Beurteilung der Sensitivitat gegentiber L-Asparaginase darstellt.

In vitro Studien mit verschiedenen Subtypen der ALL beschaftigten sich mit der Sensitivitat von
leukamischen Blasten gegentiber unterschiedlichen Zytostatika. Fiir eine Subgruppe der ALL mit
der Translokation t(12;21), aus der das Fusionsgen TEL/AML 1 resultiert, konnte im MTT-Test
eine signifikant hohere Sensitivitdt gegenlber dem Enzym L-Asparaginase nachgewiesen
werden. Da in vitro Untersuchungen zur Toxizitdt der L-Asparaginase die Gefahr von
Fehlinterpretationen aufgrund von L-Asparaginase bedingten in vitro-Artefakten in sich bergen,
wurden diese Ergebnisse auf molekulargenetischer Ebene geprift. Mit Hilfe der quantitativen RT-
PCR am Lightcycler™ wurde die m-RNA Konzentration der ASYN in leuké&mischen Blasten
gemessen. Es konnte bestéatigt werden, dass das Fusionsgen mit einer verminderten Expression
der ASYN assoziiert ist, wodurch es zu der hoheren Sensitivitat dieser Subgruppe der ALL
gegeniber einer Therapie mit L-Asparaginase kommt (TEL/AML1* Mw 0,0085, Staw 0,0074;
TEL/AML1- Mw 0,0189, Staw 0,0133).

Neben der Bedeutung des Enzyms ASYN fir die Chemosensitivitat von leuké&mischen Zellen
wurde auch seine Rolle im Zusammenhang mit unerwtnschten Wirkungen der L-Asparaginase,
die trotz ihres selektiven Mechanismusses auftreten, Gberprift. Unter der Annahme, dass eine
unzureichende Expression der ASYN in normalen Korperzellen iiber &hnliche Mechanismen wie
in neoplastisch veranderten Zellen zu einer Stérung der Proteinbiosynthese und damit der DNA-
und RNA-Synthese flihrt, wurde die Aktivitdt der ASYN von 16 Patienten mit definierten
Nebenwirkungen unter der Therapie (Pankreas- und Lebertoxizitdt Grad [l und IV) in einer
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matched-pair Analyse mit der doppelten Anzahl von Patienten ohne Komplikationen verglichen.
Als Surrogatparameter diente die m-RNA Konzentration in peripheren Leukozyten.

Die Expression der ASYN in den untersuchten Leukozyten war durch eine ausgeprégte
Variabilitat charakterisiert. Es konnte kein Unterschied zwischen den Gruppen gefunden werden
(Mw PAT ASYN/GAPDH=0,13; Mw KONT=0,23), so dass uber die Bestimmung ihrer Aktivitat keine
prognostische Aussage hinsichtlich einer  genetischen Disposition fiir das Auftreten von
Nebenwirkungen mdglich ist. Eine Abhéngigikeit der Expression von Alter oder Geschlecht
konnte ebenfalls nicht nachgewiesen werden. Auch hat der zeitliche Abstand zwischen
Beendigung der Chemotherapie und dem Zeitpunkt der Blutentnahme keinen Einfluss auf die
ASYN-AKktivitat.
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ANHANG

Daten der Studienteilnehmer zur Untersuchung zur ASYN-m-RNA-Expression in
leuk&dmischen Blasten

PCR-NR Name Geschlecht| Geburtsjahr Diagnose TEL/AML 1

TEL/AML 1 positiv
1 ehd m 1995 B-Vorl.-ALL +
3 emk w 1997 B-Vorl.-ALL +
4 era w 1991 B-Vorl.-ALL +
5 ofj w 1990 B-Vorl.-ALL +
7 rim w 1995 B-Vorl.-ALL +
20 ubd m 1996 c-ALL +
21 anp w 1991 B-Vorl-ALL +
22 ass W 1993 B-Vorl.-ALL +
23 mim m 1989 B-Vorl.-ALL +
24 aec m 1980 B-Vorl.-ALL +
25 erd m 1988 B-Vorl.-ALL +

TEL/AML 1 negativ

29 ocd m 1995 B-Vorl.-ALL

30 ara m 1986 B-Vorl.-ALL

31 iej w 1988 B-Vorl.-ALL

32 iek w 1987 B-Vorl.-ALL

14 osl w 1995 B-Vorl.-ALL

15 aga m 1998 B-Vorl.-ALL

16 en m 1994 B-Vorl.-ALL

17 all m 1994 B-Vorl.-ALL

18 ahf m 1983 B-Vorl.-ALL




Anhang

T-ALL
9 orm m 1984 T-ALL
10 rir W 1995 T-ALL
11 eim m 1992 T-ALL
26 oka m 1996 T-ALL
28 osd m 1988 T-ALL
Ergebnisse der RT-PCR
ASYN GAPDH ASYN/GAPDH
TEL/AML1 positiv
1 3020000 638500000 0,004729836
3 1111000 193100000 0,005753496
4 3563000 232600000 0,015318143
5 2242000 416600000 0,005381661
7 1159000 550700000 0,002104594
20 796600 39200000 0,020321429
21 622700 328600000 0,001895009
22 5281000 242900000 0,021741457
23 2230000 211000000 0,01056872
24 121700 105300000 0,001155745
25 1917000 388500000 0,004934363
TEL/AML1 negativ
14 275700 14640000 0,01883197
15 3770000 309200000 0,01219276
16 4440000 287100000 0,01546499




Anhang

17 2876000 116900000 0,02460222
18 1663000 376900000 0,00441231
29 3923000 112100000 0,03499554
30 6626000 152500000 0,04344918
31 818400 119000000 0,00687731
32 2851000 322900000 0,00882936
T-ALL

9 9055000 321900000 0,028129854
11 1130000 92740000 0,012184602
26 5138000 181400000 0,028324146
28 2148000 188500000 0,011395225
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Daten der Studienteilnehmer zur Untersuchung der ASYN-Expression

peripheren Leukozyten

Patienten und Kontrollpersonen

in

Studnr. | Diagnose | Alter zu Therapiestudie Zweig NW
Erkr.-Beginn

M108 Cc-ALL 2,9 ALL-BFM-90 RG

M119 c-ALL 2,9 ALL-BFM-90 RG

M109 c-ALL 2,3 ALL-BFM-90 RG Pankreatitis

M67 NB-ALL 57 ALL-BFM-95 SRG

M81 NB-ALL 51 ALL-BFM-95 SRG

M39 NB-ALL 5,6 ALL-BFM-95 SRG trans.Hyperglykamie

M114 c-ALL 6,6 ALL-BFM-90 RG

M48 c-ALL 7,7 ALL-BFM-90 RG

M82 c-ALL 8,4 ALL-BFM-90 RG trans.Hyperglykamie

M44  |H-Leuk&mie 10 ALL-BFM-95 RG

M33  |H-Leuk&mie 11,8 ALL-BFM-95 RG

XX1 Hybrid- 11,3 ALL-BFM-95 RG Pankreatitis +
leukamie Hepatotox.

M82 |B-Vorl.-ALL 11,5 ALL-BFM-95 RG

M16 |B-Vorl.-ALL 14,8 ALL-BFM-95 RG

M42 | B-Vorl.-ALL 16,4 ALL-BFM-95 RG Pankreatitis +

Hepatotox.
M35 T-NHL 10,2 NHL-BFM-90 12
M33 T-NHL 6,7 NHL-BFM-90 12

SV -
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M23 T-NHL 8,4 NHL-BFM-90 12 trans.Hyperglykamie
M122 Cc-ALL 10,4 ALL-BFM-90 RG
M25 Cc-ALL 13,7 ALL-BFM-90 RG
M67 Cc-ALL 11,9 ALL-BFM-90 RG Hepatotoxizitat
M62 Cc-ALL 8 ALL-BFM-90 SRG
M27 Cc-ALL 141 ALL-BFM-90 SRG
M81 Cc-ALL 12,7 ALL-BFM-90 SRG Hepatotoxizitat
M120 Cc-ALL ALL-BFM-90 RG
M98 Cc-ALL 3.2 ALL-BFM-90 RG
M87 Cc-ALL 4 ALL-BFM-90 RG Hepatotoxizitat
HV33 11,7 ALL-BFM-99 RG
HV33 9,8 ALL-BFM-99 RG
HV33 Cc-ALL 12,5 ALL-BFM-99 RG Hepatotoxizitat
M 90 Cc-ALL 4,9 ALL-BFM 90 SRG
M 75 Cc-ALL 4,6 ALL-BFM 90 SRG
M 97 Cc-ALL 4.4 ALL-BFM 90 SRG Hepatotoxizitat
M 104 Cc-ALL 58 ALL-BFM 90 SRG
M 51 Cc-ALL 6,2 ALL-BFM 90 SRG
M8 Cc-ALL 8,9 ALL-BFM 90 SRG
M 63 c-ALL 7,6 ALL-BFM 90 SRG trans. Hyperglykémie
M 28 Cc-ALL 9,2 ALL-BFM 90 SRG
M 46 Cc-ALL 8,6 ALL-BFM 90 SRG
M 39 Cc-ALL 9,8 ALL-BFM 90 SRG
M 58 Cc-ALL 10,5 ALL-BFM 90 SRG Hepatotoxizitat
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M13 c-ALL 4 ALL-BFM 76 SRG
M38 c-ALL 3,7 ALL-BFM 76 SRG
M5 c-ALL 4,3 ALL-BFM 76 SRG
M34 c-ALL 39 ALL-BFM 76 SRG trans. Hyperglykémie
M53 c-ALL 11,8 ALL-BFM 79 SRG
M30 c-ALL 11 ALL-BFM 79 SRG
M40 c-ALL 10,3 ALL-BFM 79 SRG trans. Hyperglykémie
M31 c-ALL 6,5 ALL-BFM 79 RG
M34 c-ALL 7 ALL-BFM 79 RG
xXX2 c-ALL 10 ALL-BFM 79 RG trans. Hyperglykémie
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-1l Probenmaterial der erwachsenen Probanden

Nummer | Geburtsjahrgang Alter Geschlecht
1 1952 49 m
2 1954 47 m
3 1964 37 m
4 1964 37 m
5 1967 34 m
6 1969 32 m
7 1969 32 m
8 1972 29 m
9 1974 27 m

10 1976 25 m
11 1976 25 m
12 1978 23 m
13 1979 22 m
14 1980 21 m
15 1946 55 w
16 1957 44 w
17 1960 41 W
18 1961 40 w
19 1961 40 w
20 1961 40 w
21 1970 31 w
22 1971 30 w
23 1975 26 w
24 1976 25 w
25 1978 23 w
26 1979 22 w
27 1980 21 w
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28 1980 21
29 1980 21
30 1981 20

-1l Probenmaterial der padiatrischen Patienten

Nummer Geburtsjahrgang Alter Geschlecht
1 1985 171 W
2 1994 8,0 m
3 1993 8,3 w
4 1985 17,2 m
5 1984 7,5 m
6 17,0 7,0 m
7 9,3 9,3 m
8 3,0 3,0 m
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Altersverteilung der Patienten zum Zeitpunkt der Blutentnahme

Mw 13,95
STAW 3,99
MEDIAN 14,90
RANGE 15,60
MIN 510
MAX 20,70
25% 10,10
75% 16,80
Altersverteilung der erwachsenen Kontrollpersonen:
Mw 31,0
STAwW 9,70
MEDIAN 29,0
RANGE 35,00
MIN 20,00
MAX 55,00
25% 22,30
75% 39,30
Altersverteilung der Patienten aus der P&adiatrie
MW 10,90
STAW 4,90
Median 9,40
Range 14,20
Min. 3,00
Max. 17,20
25% 8,00
75% 17,00
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Studiennummer Abstand nach Therapieende |  Ergebnis ASYN/GAPDH
in Jahren

M108 4.8 0,13962766
M109 4.5 0,112039

M67 0 0,06405931
M81 0 0,04593805
M39 1,7 0,06643952
M114 3,4 0,08076696
M48 6,2 0,11430356
M82 59 0,10081824
M33 2,5 0,0660696
M44 0 0,11691542
XX1 2,0 0,11949344
M82 0 0,1474901
M16 0 0,18300211
M42 2,5 0,13865939
M35 6,0 0,27091804
M33 6,4 0,22916307
M23 71 0,1404737
M33 1,1 0,08467808
HV33 0,1 0,19984428
M 46 8,0 0,16151737
M 58 3.3 0,10503474
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Abstand nach Therapieende

Mw 4,094
STAw 2,350
MEDIAN 3,950
RANGE 7,900
MIN 0,1000
MAX 8,000
25% 2,250
75% 6,100
\% Ergebnisse der RT-PCR
ASYN GAPDH ASYN/GAPDH
Patienten
2 15750000 112800000 0,13962766
5 26430000 235900000 0,112039
6 15600000 234800000 0,06643952
7 13690000 169500000 0,08076696
8 10980000 96060000 0,11430356
9 1725000 17110000 0,10081823
10 12910000 195400000 0,0660696
11 26420000 221100000 0,11949344
12 17790000 128300000 0,13865939
13 12660000 46730000 0,27091804
14 6702000 47710000 0,1404737
19 1540000 7706000 0,19984428
20 4156000 49080000 0,08467808
23 4700000 40200000 0,11691542
24 9314000 63150000 0,1474901
25 5191000 113000000 0,04593805
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29 8656000 47300000 0,18300211
35 8616000 82030000 0,10503474
36 12530000 195600000 0,0640593
34Tr 17670000 109400000 0,16151737
11 5312000 23180000 0,22916307
Kontrollpersonen
Padiatrie
1 2846000 5894000 0,48286393
2 1815000 8227000 0,22061505
3 2572000 9819000 0,26194113
4 2472000 56055000 0,04409955
5 2628000 3924000 0,66972477
6 1343000 9672000 0,13885443
7 2304000 7869000 0,29279451
8 1152000 10200000 0,11294118
Erwachsene
Probanden
1 3964000 19590000 0,20234814
2 858900 9337000 0,09198886
3 3677000 10610000 0,34655985
4 2093000 8909000 0,23493097
5 742600 11440000 0,06491259
6 1918000 11720000 0,16365188
7 638400 4095000 0,15589744
8 1115000 15440000 0,07221503
9 5059000 9615000 0,52615705
10 3143000 14810000 0,21222147
11 4537000 25440000 0,17834119
12 853000 2155000 0,39582367
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13 1168000 7561000 0,15447692
14 4671000 20350000 0,22953317
15 3212000 9609000 0,33426996
16 1009000 3824000 0,26385983
17 3013000 9125000 0,33019178
18 2680000 7859000 0,34101031
19 1143000 6646000 0,17198315
20 1386000 8493000 0,16319322
21 1874000 11440000 0,16381119
22 1336000 5114000 0,26124364
23 1631000 8180000 0,19938875
24 3447000 12360000 0,2788835
25 3416000 11640000 0,29347079
27 1518000 9352000 0,16231822
28 1502000 5241000 0,28658653
29 2803000 8386000 0,33424756
30 1394000 8214000 0,16971025
31 1800000 7180000 0,25069638
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V Einverstandniserklarung

Name der Patientin/ des Patienten:;

Geburtsdatum:

Ich erklare mich damit einverstanden, dass meiner Tochter/ meinem Sohn einmalig eine
bestimmte Menge Blut zusétzlich entnommen wird. Ich wurde dariiber aufgeklart, dass das Blut
fiir eine wissenschatftliche Studie genutzt wird, wogegen ich keine Einwande habe.

Uber die Grundlagen des Forschungsvorhabens wurde ich ausreichend informiert. Mir wurde
zugesichert, jederzeit weitere Fragen stellen zu kénnen.

Die Teilnahme an dieser Studie ist freiwillig, und ich kann meine Einversténdniserklarung
jederzeit riickgéngig machen auch ohne Angaben von Griinden und ohne nachteilige Folgen.

Die &rztliche Schweigepflicht bleibt selbstverstandlich gewahrt. Die Bestimmungen des
Datenschutzes werden eingehalten.

Ich habe ein Exemplar des Aufklarungsformulars zum Mitnehmen erhalten.

Datum

Unterschrift der Mutter/ Sorgeberechtigten Unterschrift des Vaters/ Sorgeberechtigten

Unterschrift der Arztin/ des Arztes Unterschrift des Patienten oder eines
Zeugen der Einwilligung
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VI Eltern- und Patientenaufklarung

Sehr geehrte Frau , sehr geehrter Herr ,

lhr Kind wurde/ wird im Rahmen seiner Erkrankung nach dem Therapieprotokoll der Studie ALL-
BFM-95 bzw. ALL-REZ-96 behandelt. Mit der Absicht die Risikofaktoren flir Nebenwirkungen
dieser Behandlung zu identifizieren und diese damit komplikationsloser zu gestalten, méchten wir
Sie bitten, an der im folgenden beschriebenen Studie teilzunehmen.

Zweck der Studie

Im Rahmen der unterschiedlichen Therapieprotokolle wird eine bestimmte Anzahl von
Medikamenten in einer bestimmten Reihenfolge und Dosierung verabreicht. Bestandteil des ALL-
BFM- und des REZ-Protokolls ist unter anderem auch der Wirkstoff "Asparaginase”.

Wie bei allen Chemotherapeutika treten auch im Rahmen der Therapie mit Asparaginase leider
bei einigen Patienten Nebenwirkungen auf. Diese zeigen sich insbesondere in der
Bauchspeicheldriise, der Leber sowie im Magen- Darm- Trakt. Die Kinder leiden unter
Entziindungen der Organe, Gerinnungsstorungen oder Durchféllen.

Mit der vorliegenden Studie versuchen wir herauszufinden, ob es personliche Faktoren gibt, die
das Auftreten solcher Nebenwirkungen begunstigen und eine Vorhersage ermdglichen.
Bestimmte Faktoren kénnten auf dem Erbmaterial festgelegt sein. Bestatigte sich diese
Vermutung, kdnnte man das Risiko schon vor Beginn der Therapie besser abgeschétzen und
bestimmte Patienten einer etwas veranderten und damit fiir sie risikodrmeren Behandlung
zufuihren.

Studienablauf

Es wird eine einmalige zusatzliche vendse Blutentnahme (6ml) notwendig sein. Aus dem Blut
isolieren wir die weiRen Blutkdrperchen und untersuchen deren Erbmaterial.

Um eine Kontrolle zu haben, sollen auch Patienten ohne Nebenwirkungen wéhrend der
Behandlung untersucht werden.
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