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Zielsetzung: Untersuchung des Einflusses des C677T- bzw. A1298C-Genpolymorphismus im
Methylentetrahydrofolatreduktasegen (MTHFR-Gen) auf Toxizitdt und Effektivitit von
Methotrexat bei juveniler idiopathischer Arthritis

Methoden: Die Mutationsanalyse im MTHFR-Gen erfolgte mit Hilfe der
Polymerasekettenreaktion, Restriktionsenzymverdau und gelelektrophoretischer Auftrennung.
Die erforderlichen klinischen Daten zur Erhebung von Toxizitdt und Effektivitit wurden

retrospektiv aus Krankenakten der Patienten erhoben.

Ergebnisse: Der C677T Polymorphismus war mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit von
Nebenwirkungen assoziiert. 677T — Alleltrdger erlitten hdufiger Nebenwirkungen als
Patienten ohne Mutation. Wurden 677CT- mit 677CC-Patienten verglichen, ergaben sich
signifikante Unterschiede hinsichtlich Nebenwirkungen im Allgemeinen,
Transaminasenanstieg, Erbrechen sowie GI-Symptomen. Bei der Betrachtung des 1298A—C
Polymorphismus ergab sich kein Zusammenhang beziiglich der Methotrexatvertriglichkeit.
Der A1298C Polymorphismus hingegen wies eine Korrelation zu besserem Therapieerfolg
auf. Triger des Allels 1298C zeigten unter Therapie mit Methotrexat bessere
Entziindungsparameter als Patienten ohne Mutation und erreichten hdufiger Normwerte fiir
BSG bzw. CRP. Klinisch boten 1298C—Alleltrager unter Therapie weniger schmerzhafte
Gelenke als 1298AA — Patienten. 1298 AC-Patienten prisentierten unter Methotrexattherapie
niedrigere Entziindungswerte, litten unter weniger schmerzhaften Gelenken und erreichten
haufiger Normwerte fiir BSG bzw. CRP. Dagegen zeigten die 677C—T Genotypen keine
Assoziation mit der Effektivitit der Behandlung.

Zusammenfassung: Bei der Behandlung der juvenilen idiopathischen Arthritis mit
Methotrexat scheint der C677T Polymorphismus mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit von
Nebenwirkungen - der A1298C Polymorphismus hingegen mit besserem Therapieerfolg

assoziiert zu sein.

Biber, Daniel Franz: Methylentetrahydrofolatreduktasegenpolymorphismen und Toxizitét und
Effektivitit von Methotrexat bei juveniler idiopathischer Arthritis. Halle, Univ., Med. Fak.,
Diss., 63 Seiten, 2006
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1. Einleitung

1.1 Juvenile idiopathische Arthritis

Die juvenile idiopathische Arthritis (JIA) ist die hdufigste chronisch entziindlich rheumatische
Erkrankung im Kindesalter. Sie stellt eine fortschreitende Gelenkentziindung dar, die zu
Schiaden an Knorpel, Kapselbandapparat und gelenknahem Knochen fiihren kann. Auch eine
Beteiligung innerer Organe ist moglich. Die Diagnose JIA steht fiir eine chronische,
mindestens 6 Wochen persistierende Arthritis mit einem Erkrankungsbeginn im Alter von
unter 16 Jahren, bei Ausschluss anderer Ursachen (Arthritis bei Morbus Crohn oder Colitis
ulcerosa, reaktive Arthritis, infektiose Arthritis u.a. - Liste bei Brewer et al., 1977). Der
Begriff der juvenilen idiopathischen Arthritis (JIA) soll nach den Empfehlungen der
International League of Associations for Rheumatology (ILAR) und der WHO die zuvor
gebrauchlichen Bezeichnungen juvenile Arthritis, juvenile rheumatische Arthritis (JRA) und
juvenile chronische Arthritis (JCR) ersetzen. Nach den ILAR-Klassifikationskriterien
existieren 7 Unterformen der JIA (siehe 1.1.1).

Zentrales Symptom aller JIA-Formen ist die Arthritis, die mit Schwellung, Schmerz und
Bewegungseinschrinkungen sowie mit Uberwidrmung und Ergussbildung einhergehen kann.
Typischerweise klagen die Kinder iiber eine Morgensteifigkeit der Gelenke. Aus der
chronischen Arthritis konnen schnell funktionelle Einschrdnkungen, Fehlhaltungen und
Gelenkdeformierungen resultieren. Haufig ergeben sich nach langem Krankheitsverlauf
Ulnardeviationen oder Bajonett-Deformitidten im Handgelenk sowie Radialdeviationen in
Metacarpophalangealgelenken. Ebenso kommt es zu Wachstumsstorungen mit Minder-
/Mehrwachstum der GliedmaBen. Eine Beteiligung des Achsenskeletts, héiufig der
Halswirbelsdule, ist vor allem bei der systemischen Arthritis sowie bei der
rheumafaktornegativen und rheumafaktorpositiven Polyarthritis zu beobachten. Das etwaige
Auftreten von Tendopathien und Baker-Zysten ist allen JIA Formen gemeinsam. Vor allem
bei frithem Auftreten der Erkrankung kann die motorische aber auch die psychosoziale
Entwicklung im Kindesalter stark behindert werden.

Die Atiologie der JIA ist bis heute weitgehend ungeklirt. Als mdgliche auslosende Ursachen
diirften Traumen und Stress, Infektionen, autoimmunologische Vorgénge und genetische
Disposition eine Rolle spielen. Umfassende Untersuchungen ergaben fiir Deutschland eine

Inzidenz von 5 - 6/100 000 und eine Pravalenz von 20 - 30/100 000 Kinder und Jugendliche



unter 16 Jahren (Truckenbrodt, 2002). Im Vergleich dazu, betrdgt die Inzidenz der akuten
lymphatischen Leukédmie (ALL), der haufigsten malignen Erkrankung im Kindesalter 3,5/100
000 Kindern unter 15 Jahren (Graf, 2002).

1.1.1 ILAR-Klassifikationskriterien fiir die juvenile idiopathische Arthritis

Nach den ILAR-Klassifikationskriterien fiir die juvenile idiopathische Arthritis erfolgt nach
Ablauf von 6 Erkrankungsmonaten und klinischer Beobachtung des Verlaufs eine Einteilung
der Erkrankung in eine von 7 Subtypen. Im Folgenden sollen die einzelnen Subtypen der JIA
und die aktuellen ILAR-Klassifikationskriterien (nach Hofer et Southwood, 2002) kurz
aufgezeigt werden. Fiir jede ILAR-Kategorie miissen die jeweils angegebenen

Ausschlusskriterien berticksichtigt werden:

Ausschlusskriterien:

(a) Arztlich gesicherte Psoriasis beim Patienten selbst oder bei einem Verwandten 1.
Grades

(b) Arthritis bei einem HLA-B27 positiven Jungen mit Krankheitsbeginn nach dem 6.
Lebensjahr

(©) Ankylosierende  Spondylitis, Enthesitis-assoziierte  Arthritis, Sakroiliitis  bei
entziindlicher Darmerkrankung, Reiter Syndrom, akute anteriore Uveitis bei einem
Verwandten 1. Grades

(d) Rheumafaktor-Nachweis bei zwei Untersuchungen im Abstand von mindestens 3
Monaten

(e) Zeichen der systemischen Arthritis

1. Systemische Arthritis (Still-Syndrom)
Arthritis und Fieber (in Zusammenhang mit der Arthritis auftretend oder dieser
vorausgehend fiir mindestens 2 Wochen Dauer und an mindestens 3 Tagen
intermittierend bis 39°C und mehr) + eins der folgenden Kriterien:
- Exanthem
- Generalisierte Lymphknotenschwellungen
- Hepato- und/oder Splenomegalie

- Serositis



Ausschlusskriterien: a, b, ¢, d
Das Still-Syndrom tritt in jedem Alter auf, unter Umstédnden schon im 1. Lebensjahr, bei 2/3
der Patienten tritt die Erkrankung im 2. bis 4. Lebensjahr auf (Woo et Wedderburn, 1998).
Eine geschlechterspezifische Haufung ist nicht vorhanden. Das Leitsymptom dieser Kategorie
ist das intermittierende Fieber mit Spitzen iiber 39°C. Meist nur wiahrend des Fiebers zeigt
sich vorzugsweise am Stamm und iiber den groflen Gelenken ein lachsfarbenes polymorphes
Exanthem. Die Arthritis manifestiert sich als Mon-, Oligo- oder Polyarthritis. Sie kann in
Zusammenhang mit dem Fieber auftreten, kann aber auch initial nicht erkennbar sein und erst
nach Wochen, Monaten, evtl. auch erst nach Jahren zum Vorschein kommen. Eine
Achsenskelettbeteiligung mit Befall der Halswirbelsdule ist im Verlauf der Erkrankung
hiufig. Extraartikuldr konnen sich Tenosynovitiden manifestieren. Die inneren Organe sind
bei dieser Form der JIA in unterschiedlichem Ausmal beteiligt. Haufig zeigt sich eine
Lymphadenopathie, sowie eine Hepato- und Splenomegalie. Es konnen Myokarditiden,
Perikarditiden, Pleuritiden und Peritonitiden auftreten. Auch eine zerebrale Beteiligung mit
Miidigkeit und meningealer Reizung ist moglich. Selten tritt beim Still-Syndrom eine Uveitis
auf. Labormedizinisch zeigt sich eine hohe Entziindungsaktivitdt mit stark beschleunigter
BSG, erhohtem CRP, Leukozytose mit Linksverschiebung, Thrombozytose und hypochromer
Andmie. Antinukledre Antikorper sind nicht nachzuweisen. Die Erkrankung verlduft
typischerweise schubartig, wobei im Verlauf die Arthritis in den Vordergrund tritt und die
systemischen Symptome nachlassen. Verschiedene Infektionen werden als auslosende
Faktoren flir ein Wiederauftreten systemischer Symptome nach beschwerdefreiem Intervall
angesehen (De Vere-Tyndall et al., 1984). Aufgrund der systemischen Manifestationen, bietet
sich ein breites differentialdiagnostisches Spektrum. So miissen z.B. schwere Verldufe
bakterieller und viraler Infektionen, Leuk&mien, Lymphome, ein systemischer Lupus
erythematodes, Vaskulitiden, genetische episodische Fiebersyndrome u.s.w. ausgeschlossen

werden.

2. Rheumafaktor-negative Polyarthritis (mindestens 5 betroffene Gelenke in den ersten
6 Erkrankungsmonaten)
Ausschlusskriterien: a, b, ¢, d, e
An der Rheumafaktor-negativen Polyarthritis erkranken vor allem Médchen in der ersten und
zweiten Lebensdekade. Zu Beginn des Krankheitsverlaufes kann sich der Gelenkbefall
symmetrisch oder asymmetrisch présentieren, wobei die Polyarthritis groe und kleine

Gelenke befallen kann; hiufig sind Handgelenke und Halswirbelséule betroffen. Nicht selten



sind bei dieser Beginnform Tenosynovitiden Ausdruck der extraartikuldren Manifestation,
zudem besteht ein Uveitisrisiko. Eine radiologische Progression ist sehr variabel. BSG und
CRP sind teilweise erhoht, die Erkrankung kann jedoch auch mit Normwerten einhergehen.
Antinukledre Antikorper sind in 25% der Fille positiv, was oft mit einem aggressiveren

Verlauf der Erkrankung verbunden ist (Davidson, 2000).

3. Rheumafaktor-positive Polyarthritis (mindestens 5 betroffene Gelenke in den ersten
6 Erkrankungsmonaten, mindestens 2maliger Nachweis von RF im Abstand von 3
Monaten)

Ausschlusskriterien: a, b, ¢, €

Auch an der Rheumafaktor-positiven Polyarthritis erkranken iiberwiegend Médchen, mit einer

Haufung nach dem 12. Lebensjahr. Bei symmetrischem Gelenkbefall, mit in der Regel mehr

als zehn betroffenen Gelenken, treten haufig Tenosynovitiden der Hand auf. Auch

Rheumaknétchen zeigen sich bei einem Teil der Patienten; andere extraartikuldre

Manifestationen sind dagegen selten. Antinukledre Antikdper sind bei 50-70% der

betroffenen Kinder nachweisbar.

4. Oligoarthritis (1 — 4 betroffene Gelenke in den ersten 6 Erkrankungsmonaten)

(a) persistierende Oligoarthritis (nicht mehr als 4 betroffene Gelenke im Verlauf)

Ausschlusskriterien: a, b, ¢, d, €
Der Erkrankungsbeginn der Oligoarthritis liegt im Vorschulalter, Madchen sind hiufiger
betroffen als Jungen. Meist sind die groeren Gelenke, darunter vor allem Knie-, Hand- und
Sprunggelenke, bei dieser Form der JIA betroffen. In iiber 50% der Fille duflert sich die
Oligoarthritis im Befall des Kniegelenks. Nur selten ist das Achsenskelett beteiligt.
Hinsichtlich des Gelenkbefalls werden vier Verteilungsmuster unterschieden:

- nur groBe Gelenke

- nur kleine Gelenke

- kleine und grofe Gelenke — obere Extremitit bevorzugt

- kleine und groBe Gelenke — untere Extremitit bevorzugt
Durch den oft schleichenden Verlauf der Erkrankung, bestehen zum Zeitpunkt der Diagnose
hiufig schon Fehlhaltungen oder Kontrakturen, auch Beinldngendifferenzen konnen als Folge
der Entziindung beobachtet werden. Von grofler Bedeutung ist die chronische Uveitis, die in
bis zu 40% der Fille auftritt, meist ohne duBlere Symptome verlduft und nur durch

Spaltlampenuntersuchung zu erkennen ist. Komplikationen der chronischen Uveitis sind



hintere Synechien mit drohendem Sekunddrglaukom, sowie Keratopathie, Katarakt und

Ophthalmophthisis. Die Entziindungsparameter sind hdufig nur méBig erhoht oder im

Normbereich, Antinukledre Antikorper sind in 50-75% der Fille nachweisbar.

(b) extended Oligoarthritis (mehr als 4 betroffene Gelenke im Verlauf)

Ausschlusskriterien: a, b, ¢, d, e

Die extended Oligoarthritis stellt lediglich eine Sonderform der Oligoarthritis dar, bei der im

Krankheitsverlauf mehr als 4 Gelenke betroffen sind.

5. Enthesitis-assoziierte Arthritis

Arthritis und Enthesitis oder

Arthritis oder Enthesitis + mindestens zwei der folgenden Kriterien:

Druckschmerz tiber den Iliosakralgelenken und/oder entziindlicher Riickenschmerz im
Lumbosakralbereich

HLA-B27 — Nachweis

Junge mit Erkrankungsalter > 6 Jahre

HLA-B27 assoziierte Erkrankung bei einem Angehdrigen 1. Grades (ankylosierende
Spondylitis,  Enthesitis-assoziierte  Arthritis,  Sakroiliitis bei  entziindlicher

Darmerkrankung, Reiter-Syndrom, akute anteriore Uveitis)

Ausschlusskriterien: a, d, e

Diese JIA-Kategorie beschreibt eine Oligoarthritis, die meist in der zweiten Lebensdekade bei

mannlichen Jugendlichen auftritt. Der asymmetrische Gelenkbefall betrifft typischerweise das

Knie-, Sprung- oder Handgelenk. Die untere Extremitét ist bevorzugt betroffen. Héufig ist

diese Unterform mit Enthesiopathien, vorwiegend im Fuflbereich, und Riickenschmerzen

vergesellschaftet. Initial selten, jedoch im Verlauf héufig, tritt eine Sakroiliitis auf. Mogliche

weitere extraartikuldre Manifestationen sind neben den Tendopathien auch ein Erythema

nodosum und eine anteriore Uveitis, mit konjunktivaler R6tung, Schmerzen und Lichtscheu.

IgM-Rheumafaktoren und antinukleére Antikorper lassen sich nicht nachweisen, jedoch zeigt

sich in tiber 80% der Fille eine Assoziation mit HLA-B27.

6. Psoriasisarthritis

Arthritis und Psoriasis oder

Arthritis + mindestens zwei der folgenden Kriterien:

Daktylitis



- Nagelauffilligkeiten (Tiipfel oder Onycholyse)

- Arztlicherseits bestitigte Psoriasis bei einem Angehérigen 1. Grades

Ausschlusskriterien b, ¢, d, e
Typisch fiir die Psoriasisarthritis ist ein oligoartikuldrer Gelenkbefall, gelegentlich kommen
auch polyartikuldre Verlaufsformen vor. Die Arthritis zeigt sich meist in den Finger- bzw.
Zehengelenken, ebenso charakteristisch ist der Befall der Finger- oder Zehengelenke im
Strahl (Daktylitis). Wie bei der Oligoarthritis werden unterschiedliche Verteilungsmuster
hinsichtlich des Gelenkbefalles unterschieden:

- nur groBe Gelenke

- nur kleine Gelenke

- kleine und grofe Gelenke — obere Extremitit bevorzugt

- kleine und grofe Gelenke — untere Extremitit bevorzugt

- kleine und groB3e Gelenke — keine Bevorzugung

- Beteiligung des Achsenskeletts: Sakroiliitis (hdufig erst im Verlauf)
Das typische Erkrankungsalter liegt in der zweiten Lebensdekade, Médchen sind hiufiger
betroffen als Jungen. Die Psoriasis kann gleichzeitig mit der Arthritis auftreten, kann aber
auch erst im Verlauf der Erkrankung hinzutreten (Southwood, 1998). Die
Nagelauffilligkeiten finden sich bei 70-80% der Kinder. Zusitzlich konnen Enthesiopathien
und eine akute Uveitis auftreten. Die Erkrankung verlduft hdufig mit radiologischer

Progression.

7. unklassifizierbare Arthritis
Sind keine der obigen Kategorien 1-6 erfiillt bzw. mehrere Kategorien zutreffend, erfolgt die

Klassifikation in diese Untergruppe.

1.1.2 Therapie der JIA

Die Therapie der juvenilen idiopathischen Arthritis ist symptomatisch. Sie erfolgt in enger
Kooperation von Arzten unterschiedlicher Fachrichtung (Pddiater, péadiatrische
Rheumatologen, Orthopdden und Ophthalmologen) sowie Physio- und Ergotherapeuten.

Die Physiotherapie hilft, friihzeitig begonnen, Gelenkkontrakturen und Fehlstellungen zu
verhindern oder zu korrigieren, der ergotherapeutische Bereich umfasst die Verbesserung von

Gelenkfunktionen. Zusétzlich ist die Anfertigung von Lagerungs- und Funktionsschienen



sowie die Hilfsmittelversorgung wichtig. Operative Eingriffe, meist als Ultima ratio,
umfassen Synovektomien, Korrekturen von Kontrakturen und Fehlstellungen sowie den
Gelenkersatz. Wichtigstes therapeutisches Standbein bei der Behandlung der chronischen
Arthritis ist die medikamentdse Therapie. Die Behandlung folgt dabei keinesfalls einem
strengen  Stufenkonzept, vielmehr folgt sie individuell angepasst an JIA-Typ,

Krankheitsaktivitét, Verlauf und Prognose.

Folgende Medikamentengruppen stehen zur Verfligung:

1. Nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR)

Der Wirkungsmechanismus der nichtsteroidalen Antirheumatika beruht im Wesentlichen auf
einer Hemmung der Prostaglandin- und Thromboxansynthese, einer Gruppe von Mediatoren,
welche u.a. eine wichtige Rolle bei Entziindungsreaktionen, sowie bei der Entstehung von
Fieber und Schmerzen spielen. Pharmakologischer Angriffspunkt ist das im menschlichen
Organismus ubiquitir vorhandene Enzym Cyclooxygenase (COX), welche von den einzelnen
NSAR auf unterschiedliche Weise gehemmt wird. Von der COX existieren die zwei
Isoformen COX-1 und COX-2, welche sich durch ihre Gewebeverteilung unterscheiden. So
findet dich das Isoenzym COX-1 im Korpergewebe andauernd und ubiquitir, COX-2
hingegen présentiert sich vor allem temporir, wie zum Beispiel bei Gewebeschadigungen
bzw. entziindlichen Reizen in Makrophagen oder Synovialgewebe (Laufer et al., 2002). Mit
ihrer analgetischen, antiphlogistischen und z.T. antipyretischen Wirkung stellen sie die erste
Stufe der medikamentdsen Therapie dar, und konnen fiir sich allein bei einem Teil der an JIA
erkrankten Kindern schon eine adidquate medikamentdse Therapieform darstellen.
Unerwiinschte Arzneimittelwirkungen der NSAR betreffen den Gastrointestinaltrakt
(Schmerzen, Ubelkeit, Erbrechen, erhohtes Ulzerarisiko), die Niere (Odeme, Hypertonie,
Nierenschdden bei Langzeitanwendung), die Leber (Enzymerhohung, selten dauerhafte
Schiaden), das ZNS (Kopfschmerzen, psychische Alterationen), die Haut (allergische und
toxische Reaktionen) und die Gerinnung. Haufig zum Einsatz kommende NSAR sind z.B.

Ibuprofen, Naproxen, Diclofenac und Indometacin.

2. Steroide
Fiihrt die Therapie mit nichtsteroidalen Antirheumatika nicht zum Erfolg, dann erfolgt
iblicherweise der Einsatz von Steroiden. Neben der hocheffektiven entziindungshemmenden

Potenz, wirken Steroide vor allem im Hinblick auf die JIA antiproliferativ und



immunsuppressiv. Die antiphlogistische Wirkung wird im Wesentlichen durch die
Beeinflussung der Transkription, und damit durch die Beeinflussung der Synthese von an
Entziindungsmechanismen beteiligten Proteinen (proinflammatorische Zytokine, COX-2)
hervorgerufen. Das membranstabilisierende Potential der Steroide unterstiitzt den
entzlindungshemmenden Effekt. Vor allem bei lianger durchgefiihrter und hochdosierter
systemischer Applikation ist die Steroidtherapie mit einer Reihe erheblicher Nebenwirkungen
behaftet:  Cushing-Syndrom, Wachstumshemmung, Hypertonie, Ulcus ventriculi,
prodiabetische =~ Wirkung,  Osteoporose,  aseptische = Knochennekrosen,  erhdhtes
Infektionsrisiko, Glaukom/Katarakt, Hautatrophie usw. Weitgehend ohne systemische

Nebenwirkungen behaftet, ist die topische (intraartikulédre, konjunktivale) Anwendung.

3. Basistherapeutika und Immunsuppressiva

Basistherapeutika (Disease Modifying Antirheumatic Drugs — DMARDs) konnen die
Progression der Erkrankung in unterschiedlichem Male beeinflussen, verlangsamen und
sogar Teil- oder Vollremissionen erreichen. Basistherapeutika werden heute nicht mehr nur
zur Therapie schwerer Verldufe eingesetzt, vielmehr kommen sie oft schon sehr frith zum
Einsatz, um irreparable Schdden durch den destruktiven Krankheitsverlauf der JIA zu
vermeiden. Zu den Basistherapeutika gehoren zahlreiche Substanzen {iber deren
Wirkungsmechanismen oft nur geringe Kenntnisse vorhanden sind. Zum Teil verursachen
diese Medikamente erhebliche Nebenwirkungen. Zur Behandlung der JIA kommen im
wesentlichen Chloroquin und Hydroxychloroquin, Sulfasalazin sowie die Immunsuppressiva
Cyclosporin A, Azathioprin und Methotrexat (MTX) in Frage. Auf die Wirkung von

Langzeittherapeutika, im speziellen Methotrexat, wird in Kapitel 1.2 ndher eingegangen.

4. Immunmodulatorische Therapieansitze

In den letzten Jahren ist der Zytokinhemmstoff des Tumornekrosefaktor o (TNFa),
Etanercept, viel versprechend zur Anwendung gekommen, und der Nutzen in der Behandlung
der JIA bereits durch kontrollierte Studien und positive Therapieerfahrungen belegt (Lovell et
al., 2000).



1.1.3 Prognose der JIA

Die unterschiedlichen JIA-Formen, Geschlecht, Erkrankungsalter und individueller
Krankheitsverlauf haben groBen Einfluss auf die Prognose der juvenilen idiopathischen
Arthritis, so dass Aussagen zu Prognose der JIA nur sehr schwer moglich sind. In aktuellen
Studien zeigten Kinder mit oligoartikuldrer Beginnform in 22-41% der Félle eine
persistierende aktive Arthritis iiber eine Zeitraum von tiber 10 Jahren, 27-48% der Kinder mit
systemischen und ca. 50% der Kinder mit polyartikuldrem Beginn wiesen eine iiber 10jdhrige
aktive Arthritis auf (Petty, 1999). Midchen scheinen ein flinfmal hoheres Risiko fiir
persistierende Krankheitsaktivitdt zu haben als Jungen (Ansell, 1999).

Beziiglich der Mortalitdtsrate sind im Wesentlichen die Kinder mit systemischer Arthritis
gefdhrdet (Mortalitdtsrate < 1%). Neben kardiologischen Komplikationen im Rahmen der
Grunderkrankung, kommen Amyloidose, Makrophagenaktivierungssyndrom sowie
therapiebedingte Komplikationen als Todesursache in Frage (Wallace, 1991).

Obwohl eine kausale Behandlung der juvenilen idiopathischen Arthritis derzeit noch nicht zur
Verfligung steht, kann der chronische Entziindungsprozess mit Hilfe des mehrdimensionalen
Therapieansatzes langfristig durchaus eingeschrinkt bzw. aufgehalten, und die Chance auf

eine gute Prognose verbessert werden.

1.2 Methotrexat

Bereits 1948 wurde Methotrexat (MTX) als Nachfolger von Aminopterin zur Behandlung
von Tumorleiden entwickelt. Zur Behandlung der rheumatoiden Arthritis (RA) wurde das
Medikament erst in den 80er Jahren breiter angewendet. Zuvor erschienen lediglich
vereinzelte Berichte iiber den Einsatz von Methotrexat bei verschiedenen rheumatischen
Erkrankungen. Bei der RA gehort Methotrexat bereits seit langem zu den am erfolgreichsten
eingesetzten Basistherapeutika. In der Kinderrheumatologie hat sich Methotrexat als sehr gut
wirksames Medikament etabliert. Seit 2004 besteht fiir Methotrexat in Deutschland zur
Therapie der JIA eine Zulassung. Die Wirksamkeit der Substanz ist in kontrollierten

Doppelblindstudien bereits nachgewiesen (Giannini et al., 1992).



1.2.1 Molekularer Wirkungsmechanismus von Methotrexat

Durch die chemische Abwandlung der Folsdure wurde der Folséureantagonist Methotrexat als
ein hochselektives, falsches Substrat des Enzyms Dihydrofolat-Reduktase (DHFR) entwickelt
(Kremer JM, 1999). Im Stoffwechsel vermittelt die DHFR die Bildung von Tetrahydrofolat
(FHy), die biologisch aktive Form des Vitamins Folsdure. Als Coenzym fiir die Ubertragung
von 1-Kohlenstoffresten, spielt FH4 fiir eine Reihe von Biosynthesen eine wichtige Rolle
(Loftler, 2001), wobei im Hinblick auf den Wirkungsmechanismus von Methotrexat folgende
biochemischen Reaktionen im Folsdurestoffwechsel von Bedeutung sind:
- FHy liefert zwei Kohlenstoffeinheiten fiir die Purinnucleotidsynthese
- FHj, stellt die Methylgruppe fiir die Biosynthese des Thymins
- Durch Kohlenstoffiibertragung von 5-Methyl-Tetrahydrofolat wird aus Homocystein
Methionin synthetisiert. Aus Methionin entsteht wiederum S-Adenosyl-Methionin
(SAM). SAM liefert die Methylgruppen bei iiber 100 Methylierungsreaktionen, so
z.B. fiir die Methylierung von DNA, RNA und Proteinen, sowie fiir die Biosynthese

von Lipiden und Neurotransmittern (Ueland, 1982).

Methotrexat, das intrazelluldr als Polyglutamat gespeichert wird, besitzt eine wesentlich
hohere Affinitdt zur DHFR als die Folsdure selbst (Mutschler, 1996). Allein schon aufgrund
den beschriebenen zahlreichen Beziehung des Folséduremetabolismus zu verschiedenen
Biosynthesen, wird die inhibitorische Wirkung von MTX auf die Synthese von DNA, RNA,
Aminosduren, Proteinen und Phospholipiden, und damit auf den gesamten Zellstoffwechsel
und die Zellproliferation deutlich.

Neben der Hemmung der Dihydrofolat-Reduktase fungiert Methotrexat auch als potenter
Inhibitor der Methylentetrahydrofolatreduktase (Chabner et al., 1985). AuBerdem sind
mittlerweile weitere Wirkungsmechanismen von Methotrexat beschrieben. So Darunter die
Hemmung der THYM — Synthetase (THYM = Thymidilat), ein Enzym der
Pyrimidinsynthese, der GAR-Transformylase (GAR = Glycinamid-ribonucleotid), sowie der
AICAR-Transformylase (AICAR = 5-Aminoimidazol-4-carboxamid-ribonucleotid), zwei
Enzyme der Purinbiosynthese (Ranganathan P et al., 2003). Von grof3erer Bedeutung scheint
dabei die Hemmung der AICAR-Transformylase zu sein, welche zudem auch indirekt {iber
den DHFR-Mechanismus, durch MTX inhibiert wird. Es resultiert eine Akkumulation von
AICAR, was iiber weitere Stoffwechselschritte letztlich zu einem Anstieg von extrazellulirem

Adenosin fiihrt (Cronstein BN et al., 1993). Viele der antientziindlichen Effekte von MTX
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konnten in Zusammenhang mit erhdhten Adenosinkonzentrationen gebracht werden (Cutolo
M et al., 2001). Ob dabei tatsdchlich ein bestimmter Mechanismus die entscheidende Rolle in
der antientziindlichen Wirkung von MTX bei rheumatischen Erkrankungen spielt, ist dabei
immer noch Gegenstand der Forschung. Zudem ergeben sich Hinweise, dass einzelne
Wirkmechanismen unterschiedlichen Einfluss auf Wirksamkeit bzw. Toxizitit der MTX-

Therapie haben.

1.2.2 Antientziindliche Wirkungen von Methotrexat

Die antientziindliche Potenz von Methotrexat ist zu einem gewissen Teil sicherlich durch
dessen antiproliferative Wirkung zu erkldren. So verursachte beispielsweise Methotrexat in
Studien eine Herabsetzung der Proliferation von Lymphozyten (Olsen et al., 1989) und
Fibroblasten (Rosenblatt DS et al., 1978). Ebenso konnte nachgewiesen werden, dass
Methotrexat eine Hemmung des klonalen Wachstums von T- und B-Zellen hervorruft
(Nakajiama et al., 1996). Von vielleicht sogar groflerer Bedeutung scheint jedoch die dulerst
vielfiltige Wirkung auf Zytokinebene zu sein. So konnten unter Methotrexattherapie bei
Patienten mit rheumatoider Arthritis geringere Serumspiegel an Interferon-y (INF-y) und
Interleukin-6 (IL-6) gemessen werden (Kraan et al, 2004). Methotrexat hemmt die
Zytokinproduktion aktivierter T-Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass Methotrexat die T-
Zell vermittelte Produktion der Zytokine Interleukin-4 (IL-4), Interleukin-13 (IL-13),
Tumornekrosefaktor o (TNFa), Interferon-y (INF-y) und Granulozyten-Makrophagen-
Kolonie-Stimuliernder-Faktor (GMCSF) hemmt, und diese Hemmung eine Folge der
Interferenz mit der Purin- bzw. Pyrimidinsynthese darstellt, die Zytokinsynthese durch
Monozyten wurde dagegen kaum beeinflusst (Gerards et al. 2003). Die Produktion von
Leukotrien-B4 in Neutrophilen Zellen von RA Patienten wird durch Methotrexat gehemmt
(Sperling et al., 1992). Aus den Einfliissen auf die Produktion der Zytokine, ergeben sich
zahlreiche weitere immunmodulatorische Effekte. So ergeben sich Interaktionen mit der
Synthese von Chemokine, matrixzerstorende Enzyme, Prostaglandine, C-reaktivem Protein

und natiirlich auf die Expression vieler weiterer Zytokine.
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1.2.3 Pharmakologisches Profil von Methotrexat

Methotrexat steht in oraler, subkutaner, intramuskuldrer und intravendser Applikationform
zur Verfligung. Die mittlere Bioverfligbarkeit nach oraler und parenteraler Gabe betriagt 70%
(Laufer et al., 2002), es sind jedoch erhebliche Schwankungen (25-100%) mdglich (Rau,
2000). Methotrexat weist eine Plasmaproteinbindung von weniger als 50% auf, und wird {iber
ein aktives Transportsystem ins Zellinnere aufgenommen, und zu Polyglutamaten
metabolisiert, wodurch es fiir einen langen Zeitraum im Zellinneren gehalten wird (Galivan J,
1980). Die Eliminationshalbwertszeit betrdgt 6-8 Stunden (Laufer et al., 2002), jedoch ist
auch hier eine erhebliche Schwankungsbreite bekannt. 50-80% werden unverdndert durch
glomerulédre Filtration und 9-26% mit der Galle ausgeschieden (Rau, 2000), wobei ein
erheblicher enterohepatischer Kreislauf existiert.

Bei einer iiblichen Dosierung von 10-15mg/m’Kérperoberfliche/Woche in der Therapie der
JIA, ist nach einer Latenz von 4-8 Wochen mit einem Einsetzen der Wirkung zu rechnen.
Klinische Parameter einer erfolgreichen Methotrexattherapie sind Verringerung der Anzahl an
schmerzhaften, geschwollenen und bewegungseingeschrinkten Gelenken, sowie eine
Besserung  der  Morgensteifigkeit.  Laborchemisch  ist der  Riickgang  der
Entziindungsparameter (CRP, BSG) fiir eine Einschitzung des Therapieerfolges von
Bedeutung.

1.2.4 Nebenwirkungen der MTX-Therapie

Die Therapie von rheumatischen Erkrankungen mit Methotrexat ist mit einer Reihe von
moglichen Nebenwirkungen behaftet. Im Wesentlichen scheinen die Nebenwirkungen mit

dem Folsdure-Antagonismus zusammenhéngen:

Gastrointestinaltrakt

Hiufige Nebenwirkungen die den Gastrointestinaltrakt betreffen sind Ekel, Ubelkeit,
Erbrechen und Transaminasenanstieg. Ekel, Ubelkeit und Erbrechen treten innerhalb kurzer
Zeit nach Medikamentenapplikation auf und halten meist nur ein paar Stunden bis Tage an.
Ein Anstieg der Transaminasen ist wohl eine der am hdufigsten beobachteten Nebenwirkung
wiahrend der Therapie mit Methotrexat. Die Transaminasenerhdhung tritt dabei hiufig zu

Beginn der Therapie auf. Bei Patienten mit RA oder Psoriasis existieren zahlreiche Studien,
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die sich mit der Hepatotoxizitit einer Methotrexattherapie in niedrigen Dosen beschéftigen. In
Leberbiopsie-Studien an RA Patienten ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen vor und wéhrend laufender Methotrexatbehandlung (Rau, 2000). Die
Hepatotoxizitidt scheint bei Psoriatikern jedoch groBer zu sein als bei Patienten mit RA

(Schmidt, 2000).

Haut
Haufiger treten Stomatitis und Haarausfall auf. Seltener sind das Auftreten von Exanthemen,

Vaskulitis sowie Rheumaknoten (Nodulosis).

Blut/Knochenmark

Nebenwirkungen, die das hamatopoetische System betreffen sind seltene Komplikationen der
Methotrexatmedikation. Meist duBlern sich diese Komplikationen in einer Leukopenie. Auch
Thrombozytopenien, Granulozytopenien und (makrozytire) Andmien sind mdgliche

Erscheinungsformen der Knochenmarksdepression.

Lunge

Seltene aber potentiell lebensbedrohliche Nebenwirkung stellt die interstitielle Pneumonitis
dar. Bei RA Patienten wird die Haufigkeit der interstitiellen Pneumonitis zwischen 5 und 7%
angegeben (Schmidt, 2000). Das Auftreten der Nebenwirkung scheint von Dosis und

Therapiedauer unabhéngig zu sein.

Infektionen
Begiinstigt durch den immunsuppressiven Effekt von Methotrexat besteht ein erhdhtes

Infektionsrisiko.

Sonstige Nebenwirkungen

Weitere seltene Nebenwirkungen betreffen die Nieren (eingeschrinkte Nierenfunktion), das
ZNS (Kopfschmerzen, Schwindel, Konzentrationsstorungen, Stimmungsveranderungen) und
die Gonaden (Oligospermie, Impotenz und Gyndkomastie). Kontrovers diskutiert wird, ob die
Behandlung mit Methotrexat durch die Osteoblastenhemmung eine Osteoporose verstirken
kann. Obwohl Methotrexat kein karzinogenes Potential zugeschrieben wurde (Rustin et al.,

1983), sind doch Félle mit Tumoren beschrieben worden, darunter auch ein Hodgkin-
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Lymphom bei JIA (Padeh et al., 1997). Es besteht eine hohe Teratogenitidt sowie Embryo-

und Fetotoxizitét.

1.3 Der Methylentetrahydrofolatreduktasegenpolymorphismus

Ein Schliisselenzym des Folsduremetabolismus ist die 5,10-Methylentetrahydrofolat-
Reduktase (MTHFR), welche die Reduktion von 5,10-Methylentetrahydrofolat zu 5-
Methyltetrahydrofolat katalysiert (Abbildung 1). In einem Vitamin B, abhingigen
Reaktionsschritt wird Homocystein mit 5-Methyltetrahydrofolat zu Methionin remethyliert.
ATP-abhédngig entsteht aus Methionin in einem weiteren Schritt S-Adenosyl-Methionin
(SAM), das als Methylgruppenlieferant fiir eine Reihe wichtiger Synthesen dient (DNA- und
RNA-Synthese, Proteinbiosynthese). Die 5,10-Methylentetrahydrofolat-Reduktase wird von
Methotrexat in seiner polyglutamierten Form direkt gehemmt (Chabner et al., 1985).

DNA Synthese
Dihydrofolat
dTMP Methionin
DHFR
Tetrahydrofolat
S-Adenosyl-Methionin
Methylierte
B12 Prodkute
dUMP
5,10-Methylen-THF
wethyl-THF S-Adenosyl-Homocystein
MTHFR /
Homocystein

Abb. 1 Die 5,10-Methylentetrahydrofolat-Reduktase als Schliisselenzym im Folséiuremetabolismus

Das cytosolische Enzym MTHFR wird auf Chromosom 1p36.3 kodiert (Goyette et al., 1994).
Zahlreiche Polymorphismen im MTHFR-Gen wurden bereits beschrieben. In der
vorliegenden Arbeit sollen der C677T- sowie der A1298C-Polymorphismus betrachtet

werden.
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1.3.1 Der C677T Polymorphismus

1995 wurde erstmals der C677T-Polymorphismus beschrieben. Hierbei ergibt sich im
MTHFR-Gen an Position 677 ein Basenaustausch von Cytosin zu Thymin (C677—T), was
auf Proteinebene zur Substitution von Alanin durch Valin im katalytischen Zentrum der
MTHFR fiihrt (Frosst et al., 1995). Dieser Aminosdurenaustausch fiihrt zu einer
thermolabileren Variante der MTHFR mit verminderter Enzymaktivitdt. Der heterozygote
Genotyp 677CT zeigt eine Enzymaktivitit von ca. 65% und der homozygote Genotyp 677TT
von ca. 30%, verglichen mit der Aktivitdt des Wildtyps 677CC (Frosst et al., 1995). Durch die
deutlich reduzierte Enzymaktivitit lassen sich bei 677TT-Homozygoten aullerdem erhohte
Homocysteinplasmaspiegel messen (Frosst et al., 1995). Der Genotyp 677TT ist zudem mit
erniedrigten Folsdureplasmaspiegeln verbunden, verglichen mit den Genotypen 677CT und

677CC. (van der Put et al., 1998).

1.3.2 Der A1298C Polymorphismus

Ein weiterer Polymorphismus im MTHFR-Gen bewirkt einen Basenaustausch an Position
1298 von Adenin zu Cytosin (A1298—C), was auf Aminosidurenebene zu einer Substitution
von Glutamat zu Alanin in der regulatorischen Domine des Enzyms fiihrt. Auch dieser
Polymorphismus fiihrt sowohl in der heterozygoten, als auch in der homozygoten Form zu
einer im Vergleich zum Wildtyp reduzierten Enzymaktivitit von ca. 80% beim Genotyp
1298 AC bzw. ca. 60% beim Genotyp 1298CC (van der Put et al., 1998). Im Gegensatz zum
C677T-Polymorphismus konnte beim A1298C-Polymophismus, fiir sich allein betrachtet,
weder ein Zusammenhang mit verstirkter Thermolabilitit noch mit erhohten
Homocysteinplasmaspiegeln nachgewiesen werden (Weisberg et al., 2001). Ebenso bleibt der
Folsdureplasmaspiegel unbeeinflusst vom A1298C-Polymorphismus, wenn der C677T-
Polymorphismus nicht miteinbezogen wird (van der Put et al., 1998). Es konnte jedoch
gezeigt werden, dass kombiniert Heterozygote mit dem Genotyp 677CT/1298AC eine
geringere Enzymaktivitdt aufweisen, als Individuen mit dem Typ 677CT/1298AA oder
677CC/1298AC. Verglichen mit dem 677CT/1298AA-Genotyp filihrt der kombiniert
heterozygote Genotyp 677CT/1298AC zu erhohten Homocysteinspiegeln und erniedrigten

Folsdureplasmaspiegeln (van der Put et al., 1998).
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1.4 Ziel der Arbeit

In zahlreichen Studien wurden bereits Assoziationen des Polymorphismus mit verschiedenen
Erkrankungen untersucht. So konnten z.B. Zusammenhidnge mit dem Risiko fiir akute
lymphatische Leukidmie (Skibola et al., 1999), fiir Kolorektale Karzinome (Chen et al., 1996),
Neuralrohrdefekte (Ou et al., 1996), nicht syndromaler Lippen-Kiefer-Gaumenspalte (Prescott
et al., 2002), oder koronararterielle Erkrankungen (Kluijtmans et al., 1997) aufgezeigt werden.
Auch beziiglich der Wirksamkeit und Toxizitdt von Methotrexat bei der Therapie
verschiedener Erkrankungen, darunter auch rheumatoide Arthritis, konnten Zusammenhinge
zum C677T- bzw. A1298C-Polymorphismus nachgewiesen werden. Einzelheiten dazu sollen
in der Diskussion (Kapitel 4) abgehandelt werden. Ziel dieser Arbeit ist zu untersuchen, ob
bei Kindern, die an juveniler idiopathischer Arthritis erkrankt sind, einen Zusammenhang
zwischen C677T- bzw. A1298C-Polymorphismus und der Vertraglichkeit bzw. Wirksamkeit
von MTX besteht. Dazu wurden retrospektiv Effektivitditsmerkmale (Entziindungsparameter
und Gelenkstatus) sowie Nebenwirkungen unter der Therapie mit MTX dokumentiert und

anschlieBend die Patienten hinsichtlich der beiden Genpolymorphismen untersucht.

2. Patienten, Materialen und Methoden

Patienten:

58 Patienten (43 weibliche und 15 miénnliche) mit JIA, die regelmidBig an der
Universititsklinik und Poliklinik fiir Kinder- und Jugendmedizin der Martin-Luther-
Universitit Halle-Wittenberg in Behandlung waren, und die MTX per os fiir mindestens 3
Monate erhielten, wurden fiir diese Arbeit einbezogen. Eine gleichzeitige Behandlung mit
TNF-Inhibitoren galt als Ausschlusskriterium. Alle Patienten wurden nach den ILAR
Klassifikationskriterien eingeteilt: 21 Patienten litten unter Rheumafaktor-negativer, 8 unter
Rheumafaktor-positiver Polyarthritis; 14 Patienten waren an Oligoarthritis erkrankt, 7 an
Enthesitis-assozierter Arthritis, 4 an Psoriasisarthritis, 2 an systemischer Arthritis und 2
Patienten waren nicht klassifizierbar. Das mittlere Erkrankungsalter lag bei 6,9 + 4,0 Jahren
(Min — Max: 1,1 — 14,5 Jahre), die MTX-Therapie wurde im Mittel mit 10,0 = 4,2 Jahren
(Min — Max: 2,3 — 19,3 Jahre) begonnen. Die mittlere Behandlungsdauer und damit die
retrospektive Beobachtungszeit betrug 157,0 £ 115,7 Wochen (Min — Max: 12 — 459 Wochen)
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mit einer Dosierung von im Mittel 12,8 £ 2,6 mg/m? Korperoberfliche (Min — Max: 8,4 —
20,5 mg/m?). Wiéhrend der Behandlungszeit wurde bei keinem Patienten eine

Folsduresubstitution durchgefiihrt.

Erhebung von Nebenwirkungen und klinischer Effektivitit:

Die erforderlichen Daten wurden retrospektiv aus den Krankenakten der Patienten erhoben.
Dies erfolgte ohne Kenntnis des jeweiligen Genpolymorphismus. Nebenwirkungen wurden
aufgezeichnet, wenn sie wahrend der Methotrexattherapie auftraten und eindeutig auf diese
zuriickzufithren waren. Alanin-Aminotransferase (ALT) und Aspartat-Aminotransferase
(AST) wurden als erhoht bezeichnet, wenn sie mindestens auf das doppelte der Norm erhoht
waren. Bei erhohten Werten fiir ALT bzw. AST erfolgte eine Therapiepause bis sich die
Lebertransaminasen normalisiert hatten. Zur Beurteilung der Effektivitit der Behandlung
wurden das C-reaktive Protein (CRP, Normwert: CRP < 6mg/l), die
Blutkorperchensenkungsgeschwindigkeit (BSG, Normwert: BSG < 15mm/h), sowie die
Anzahl an geschwollenen und schmerzhaften Gelenken zum einen vor Therapiebeginn mit
MTX erhoben, zum anderen wurde dann vergleichend dazu als zweiter Erhebungszeitpunkt
der jeweils aktuellste, wihrend laufender Methotrexattherapie, ambulante bzw. stationire
Vorstellungstermin gewahlt. Wurde die Therapie mit Methotrexat abgebrochen, so konnte im
Rahmen der retrospektiven Datenerhebung der Abbruchgrund hiufig nicht eindeutig dem
Versagen oder der Unvertrdglichkeit der Therapie zugeordnet werden. Die Abbruchrate als
Kriterium fiir Effektivitit bzw. Toxizitit der Methotrexattherapie wurde deshalb nicht

herangezogen.

Mutationsanalyse:

Alle Personen wurden iiber die Intention dieser Studie informiert und ausschlieBlich nach
Einverstindniserkldrung in die Untersuchung aufgenommen. Die Studie wurde von der
Ethikkommission der Martin-Luther-Universitidt Halle-Wittenberg gepriift und befiirwortet.
Die Mutationsanalyse beruhte auf Standardmethoden in der Molekularbiologie. Sie wurde
von Dr. Siegrid Heins im Forschungslabor der Klinik fiir Kinder- und Jugendmedizin der
Universitdt Halle-Wittenberg durchgefiihrt.

Die Isolation der DNA erfolgte aus EDTA Blut. AnschlieBend wurden mit Hilfe der

Polymerasekettenreaktion die Bereiche um den mdglichen Nukleotidaustausch an den

Positionen 677 bzw. 1298 des MTHFR-Gens amplifiziert. Der 677C-T Polymorphismus
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fiihrt zu einem Basenaustausch von Cytosin zu Thymin, was eine Hinfl-
Restriktionsschnittstelle einfiigt. Das Vorhandensein der Schnittstelle wurde mittels des
Restriktionsenzyms Hinfl nach den Methoden von Frosst et al. (1995) untersucht. Der zweite
Polymorphismus ergibt eine Basensubstitution von Adenin zu Cytosin. Dadurch wird eine
vorhandene MbolI-Schnittstelle zerstort, was mit Hilfe des Restriktionsenzyms Mboll nach
Hanson et al. (2001) nachgewiesen wurde. Nach dem Restriktionsverdau erfolgte die

gelelektrophoretische Analyse der Fragmente.

Statistik:

Fir die Erfassung der Daten wurde das Programm Excel fiir Windows® (Microsoft)
verwendet, filir die statistische Auswertung das Programmpaket SPSS® (SPSS Inc.). Um zu
Entscheiden, ob ein bestimmter Genotyp in Zusammenhang mit Toxizitdt bzw. Effektivitét
steht, wurden Gruppenvergleiche beziiglich kategorialer Daten (Nebenwirkungen ja/nein;
normale Entziindungsparameter ja/nein) anhand des Chi* Test bzw. Fisher’'s exact Test
ausgewertet. Fisher’s exact Test wurde als Alternative zum Chi* Test gewihlt, wenn dessen
Anforderungen nicht erfiillt waren (Weil, 2002). Gruppenvergleiche hinsichtlich der
Merkmale BSG, CRP, Anzahl geschwollener Gelenke und Anzahl schmerzhafter Gelenke
erfolgten anhand des Kruskall-Wallis- bzw. Mann-Whitney — Test. Das Signifikanzniveau
wurde auf 0,05 festgesetzt. Als MaB fiir das Risiko wurden das Odds Ratio (OR) sowie das
95%ige Konfidenzintervall (CI) berechnet.

3. Ergebnisse

3.1 Der 677C—>T Polymorphismus

Aus allen DNA-Proben der 58 JIA-Patienten konnte nach der PCR die Restriktionsspaltung
des 198-bp MTHFR-Fragment mit Hinfl erfolgreich durchgefiihrt werden. Durch einen
etwaigen Basenaustausch wird das 198bp Genfragment in ein 175bp und ein 23bp Fragment
gespalten. Damit zeigen bei der Agarosegelelektrophorese Wildtyp (CC) Individuen ein 198-
bp Fragment, Homozygote (TT) ein 175-bp Fragment und Heterozygote (CT) beide, 175- und
198-bp Fragmente.
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29 Patienten (50,0%) zeigten den MTHFR-Genotyp 677CC, 26 Patienten (44,8%) waren
heterozygot mit dem Genotyp 677CT und 3 Patienten (5,2%) wiesen die homozygote
Variante 677TT auf.

Tabelle 1 Verteilung des MTHFR 677C—T Genotyps und Allelfrequenzen
677C-T Polymorphismus Allelfrequenz
Anzahl CC CT TT C T
58 29 (50,0%) 26 (44,8%) 3 (5,2%) 0,72 0,28

58 Patienten wurden hinsichtlich des 677C—T Polymorphismus genotypisiert. AnschlieBend wurden die
Allelfrequenzen berechnet.

3.2 Der 1298A—C Polymorphismus

Der 1298A—C Polymorphismus konnte bei 56 Patienten untersucht werden, bei zwei
Patienten war der Restriktionsverdau erfolglos und ergab kein Ergebnis. Die DNA der
Wildtyp-Variante (AA) erscheint bei gelelektrophoretischer Auftrennung als ein 176-bp
Fragment (mit drei kleineren Fragmente mit 22-, 28- und 30-bp), bei Homozygoten fiir das
1298C Allel zeigt sich ein 204-bp Fragment (mit zwei kleineren 22- und 30-bp Fragmenten),
und 1298AC-Heterozygote préisentieren 176- und 204-bp Fragmente (mit den beiden kleinen
28- und 30-bp Fragmenten).

Den MTHFR-Genotyp 1298AA wiesen 31 Patienten (55,4%) auf, 21 Patienten (37,5%)
zeigten die heterozygote Variante 1298AC und 4 Patienten (7,1%) waren homozygot fiir das
Allel 1298C.

Tabelle 2 Verteilung des MTHFR 1298A—C Genotyps und Allelfrequenzen
1298 A—C Polymorphismus Allelfrequenz
Anzahl AA AC CC A C
56 31 (55,4%) 21 (37,5%) 4 (7,1%) 0,74 0,26

56 Patienten konnten hinsichtlich des 1298 A—C Polymorphismus genotypisiert werden. AnschlieBend wurden
die Allelfrequenzen berechnet.
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3.3 Genotypenkombinationen 677C—T und 1298A—C

Bei 56 Patienten wurden die Kombinationen der MTHFR-Genotypen untersucht. Aufgrund
der fehlenden zwei Mutationsanalysen des 1298 A—T Polymorphismus wurden zwei
Individuen mit Genotyp 677CC bzw. 677CT nicht mit in Betracht gezogen. Die Verteilung
der moglichen Kombinationen zeigt Tabelle 3. Die Genotypenvarianten 677TT/1298AC,
677CT/1298CC und 677TT/1298CC sind nicht aufgetreten. 8 Patienten (14,3%) erwiesen sich

als kombiniert heterozygot.

Tabelle 3 Kombinationen der MTHFR-Genotypen
(677C—T und 1298A—C)

MTHFR 677CC 677CT 677TT

1298AA 11 (19,6%) 17 (30,4%) 3 (5,4%)

1298AC 13 (23,2%) 8 (14,3%)* -

1298CC 4 (7,1%) - -

n=56; * definiert als kombiniert heterozygot
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3.4 Korrelation der MTHFR-Polymorphismen mit der Toxizitit von Methotrexat

Bei 26 Patienten (44,8%) traten unter der Behandlung mit Methotrexat Nebenwirkungen auf.
Bei 19 Patienten (32,8%) zeigte sich ein Anstieg der Transaminasen (TA-Anstieg) auf
mindestens das doppelte des Normalwertes, Ubelkeit trat bei 12 (20,7%) und Erbrechen bei 5
Patienten (8,6%) auf. Jeweils 3 Patienten (5,2%) klagten i{iber Bauchschmerzen bzw.
Haarausfall nach Einnahme von Methotrexat. Symptome wie Bauchschmerzen, Ubelkeit und
Erbrechen wurden zudem zu gastrointestinalen Nebenwirkungen (GI-Symptome)

zusammengefasst, sie traten bei insgesamt 14 Patienten (24,1%) auf.

Haarausfall 5,2%
Ubelkeit | 20,7%
Erbrechen - 8,6%
Bauchschmerzen - 5,2%
Transaminasen Anstieg | 32,8%
0 é All (IS él3 1I0 1I2 1I4 1I6 1I8 20
Anzahl Patienten mit der jeweiligen Nebenwirkung

Abb. 2 Hiufigkeitsverteilung der Nebenwirkungen unter n= 58 Patienten

Wie bereits erwihnt, wurden Nebenwirkungen nur aufgezeichnet, wenn sie wéhrend der
Methotrexattherapie auftraten und eindeutig auf diese zurlickzufiihren waren. Dennoch sollte
untersucht werden, ob Patienten, die auller Methotrexat weitere Medikamente einnahmen,
hiufiger unter dem Auftreten von Nebenwirkungen zu leiden hatten.

Bis auf 5 Patienten wurden alle anderen Patienten gleichzeitig mit nichtsteroidalen
Antirheumatika behandelt. 3 (60,0%) von den 5 Patienten, die nicht gleichzeitig mit NSAR
behandelt wurden, wiesen Nebenwirkungen auf, im Gegensatz zu 23 (43,4%) von 53

Patienten, die Methotrexat und NSAR gleichzeitig erhielten. Ebenso erhielten lediglich 10
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Patienten zusétzlich keine Steroide, wohingegen 48 Patienten parallel mit Steroiden (oral, mit
einer maximalen Dosierung von 10mg/Tag) therapiert wurden. Unter den 10 Patienten die
keine Steroide zu sich nahmen klagten 4 Patienten (40,0%) {iber Nebenwirkungen. Unter den
48 Patienten, die zusidtzlich Methotrexat erhielten, zeigten sich bei 22 Patienten (46,8%)
Nebenwirkungen. 21 Patienten standen unter einer Kombinationstherapie mit Sulfasalazin
(n=16), Chloroquin (n=5), Cyclosporin A (n=1) oder Goldsalz (n=1), 37 Patienten dagegen
erhielten nur Methotrexat. Von den 21 Patienten die neben Methotrexat weitere sog.
DMARDs erhielten, wiesen 11 Patienten (52,4%) Nebenwirkungen auf, im Gegensatz zu 16
(43,2%) von insgesamt 37 Patienten, die nicht unter einer Kombinationstherapie mit
DMARDs standen. Es zeigte sich in keinem der betrachteten Félle ein Zusammenhang
zwischen der Kombination von Medikamenten und dem Auftreten von Nebenwirkungen

(p>0,05; x*-Test bzw. Fisher’s Exact test).

3.4.1 Der 677C—T Polymorphismus und Nebenwirkungen

Der Zusammenhang zwischen dem 677C—T Polymorphismus und dem Auftreten von
Nebenwirkungen (Transaminasenanstieg, Ubelkeit, Erbrechen, Bauchschmerzen und
Haarausfall) unter der Therapie mit Methotrexat wurde bei allen 58 Patienten untersucht.
Unter den 29 Patienten mit dem Genotyp 677CC, traten bei 9 Patienten (31,0%)
Nebenwirkungen auf, unter den 26 Patienten mit dem heterozygotem Genotyp 677CT bei 17
Patienten (65,4%). Bei den nur 3 Patienten mit der homozygoten Variante 677TT zeigten sich
keine Nebenwirkungen. Damit ergibt sich ein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen dem MTHFR 677C—T Polymorphismus und dem Auftreten von Nebenwirkungen
(p<0,05; x*-Test).

Tabelle 4 MTHFR 677C—T Polymorphismus und Nebenwirkungen

Nebenwirkungen
MTHEFR Genotyp nein ja Total
677CC 20 9 29
677CT 9 17 26
677TT 3 - 3
Total 32 26 58

Verteilung der Nebenwirkungen unter den einzelnen MTHFR 677C—T Genotypen
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3.4.1.1 Vergleich Wildtyp Patienten mit Trigern des Allels 677T

Um die Auswirkungen des Polymorphismus auf das Auftreten von Nebenwirkungen zu
untersuchen, wurden die drei Genotypen zunichst in zwei Gruppen eingeteilt:
- ohne T: Patienten ohne Mutation an Position 677, also mit Genotyp 677CC
- mitT: Patienten, welche Tréger des Allels 677T sind, also Patienten mit Genotyp
677CT sowie Patienten mit Genotyp 677TT

29 Patienten haben keine Mutation an Position 677 (ohne T) und 29 Patienten sind Alleltrager
(mit T). Nebenwirkungen im Zusammenhang mit der Methotrexattherapie waren bei Trigern
des Allels 677T signifikant haufiger (58,6%), als bei Patienten ohne Mutation (31,0%)
(p<0,05 y*-Test). Das Odds Ratio von Trigern der Mutation zu Wildtyp Patienten mindestens
eine Nebenwirkung zu erleiden, betrdgt damit 3,15 : 1 (95% CI 1,07 — 9,26). Wurden die
Nebenwirkungen einzeln untersucht, ergaben sich die in Tabelle 5 dargestellten

Haufigkeitsverteilungen.

Tabelle 5 Einzelne Nebenwirkungen und MTHFR Genotyp
MTHFR Nebenwirkungen
TA-Anstieg Ubelkeit Erbrechen = Bauchschmerzen GI-Symptome  Haarausfall
ohne T (n=29) 5(17,2%) 4 (13,8%) - 1 (3,4%) 4 (13,8%) 2 (6,9%)
mit T (n=29) 14 (48,3%) 8(27,6%)  5(17,2%) 2 (6,9%) 10 (34,5%) 1 (3,4%)
p*<0,05 NS* NS* Ns” NS* NS*

p*<0,05 (*-Test); NS* = nicht signifikant (x*~Test); NS” = nicht signifikant (Fisher's Exact Test)

Ein signifikanter Zusammenhang ergibt sich hinsichtlich der Héufigkeit erhohter
Lebertransaminasen. Unter den Patienten, die das Allel 677T tragen, trat unter
Methotrexattherapie bei 17 Patienten (48,3%) ein Transaminasenanstieg auf, im Vergleich zu
5 Patienten (17,2%), die 677CC homozygot sind. Das Odds Ratio eines
Transaminasenanstiegs von Alleltrdgern betrdgt das 4,48fache des Odds Ratio von Wildtyp
Patienten (95% CI 1,34 — 14,99). Zwar traten bei 677CT/TT Patienten auch hiufiger Ubelkeit,
Erbrechen und Bauchschmerzen auf, als bei 677CC Patienten — so litten 10 677CT/TT
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Patienten (34,5%) und 4 677CC Patienten (13,8%) unter gastrointestinalen Nebenwirkungen —
ein statistisch gesicherter Zusammenhang ist damit jedoch nicht nachzuweisen (p>0,05 -
Test bzw. Fisher’s Exact test). Auch beziiglich der Haufigkeit von Haarausfall ergibt sich kein
gesicherter Zusammenhang mit dem 677C—T Polymorphismus (p>0,05 Fisher’s Exact test).
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Abb.2  Hiufigkeitsverteilung der Nebenwirkungen bei Wildtyp Patienten und Trigern der

Mutation; bei Alleltrigern (CT/TT) treten signifikant hiufiger Nebenwirkungen auf.

p*<0,05 (x*-Test); OR = 3,15 95% CI 1,07 — 9,26; ebenso zeigt sich ein signifikanter

Zusammenhang hinsichtlich erhohter Lebertransaminasen. p*<0,05 (x’-Test); OR = 4,48

95% CI 1,34 — 14,99; es kann kein Zusammenhang zwischen Polymorphismus und der

Hiufigkeit von GI-Symptomen, Ubelkeit, Erbrechen, Bauchschmerzen und Haarausfall

nachgewiesen werden. p*>0,05 (’-Test) bzw. p*>0,05 (Fisher’s Exact Test)
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3.4.1.2 Vergleich 677CC- mit 677CT-Patienten

Ein Vergleich der einzelnen Genotypen untereinander erfolgte aufgrund der nur geringen Zahl
(n=3) an 677TT Patienten, lediglich zwischen 677CC und 677CT Patienten. Unter den 26
677CT-Heterozygoten zeigten sich bei 17 Patienten (65,4%) Nebenwirkungen, dies ist
signifikant haufiger als bei den 29 677CC-Homozygoten, unter denen 9 Patienten (31,0%)
Nebenwirkungen boten (p<0,05 y°-Test). Nebenwirkungen treten damit beim heterozygoten
Genotyp 4,2mal héufiger auf, als bei Individuen ohne Mutation (95% CI 1,36 — 12,96). Wird
auch hier das Auftreten der einzelnen Nebenwirkungen untersucht, ergeben sich die in Tabelle

6 gezeigten Verteilungen.

Tabelle 6 Vergleich 677CC mit 677CT
MTHFR Nebenwirkungen
TA—Anstieg Ubelkeit ~ Erbrechen  Bauchschmerzen GI-Symptome Haarausfall
677CC (n=29) 5(17,2%) 4 (13,8%) - 1 (3,4%) 4 (13,8%) 2 (6,9%)
677CT (n=26) 14 (53,8%)  8(30,8%) 5(19,2%) 2 (7,7%) 10 (38,5%) 1 (3,8%)
p*<0,05 NS* p'<0,05 NS* p*<0,05 NS*

p*<0,05 (x*-Test); p'<0,05 (Fisher’s Exact Test); NS* = nicht signifikant (y*-Test);
NS” = nicht signifikant (Fisher’s Exact Test)

Signifikante Zusammenhédnge des Polymorphismus mit den einzelnen Nebenwirkungen,
zeigen sich beim Transaminasenanstieg (p<0,05 x> - Test) beim Auftreten von Erbrechen
(p<0,05 Fisher’s Exact Test) sowie bei GI-Symptomen im Allgemeinen (p<0,05 > - Test).
Beim Genotyp 677CT kommt es 5,6mal hdufiger zu einem Anstieg der Transaminasen (95%

CI 1,63 — 19,24), GI-Symptome treten 3,9 1mal hiufiger auf (95% CI 1,05 — 14,60).
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Abb. 3 Hiufigkeitsverteilung der Nebenwirkungen bei 677CC — und 677CT — Patienten; bei 677CT
Patienten treten signifikant hiufiger Nebenwirkungen auf. Im einzelnen zeigen sich
signifikant hiufiger erhohte Transaminasen, Erbrechen und allgemeine GI-Symptome.
p*<0,05 (’-Test) bzw. p“<0,05 (Fisher’s Exact Test); OR(Nebenwirkungen) 4,20 95% CI
1,36 — 12,96; OR(Transaminasenanstieg) 5,60 95% CI 1,63 — 19,24; OR(GI-Symptome) 3,91
95% CI 1,05 — 14,60; beziiglich Ubelkeit, Bauchschmerzen und Haarausfall sind die
Unterschiede nicht signifikant. p*>0,05 (x>-Test) bzw. p*>0,05 (Fisher’s Exact Test)
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3.4.2 Der 1298A—C Polymorphismus und Nebenwirkungen

Ob auch zwischen dem 1298 A—C Polymorphismus und dem Auftreten von Nebenwirkungen
(Transaminasenanstieg, Ubelkeit, Erbrechen, Bauchschmerzen und Haarausfall) unter der
Therapie mit Methotrexat ein Zusammenhang besteht, wurde bei 56 Patienten analysiert. 15
Patienten (48,4%) zeigten unter den insgesamt 31 Patienten mit Genotyp 1298AA
Nebenwirkungen, unter den 21 Patienten mit dem heterozygotem Genotyp 1298AC traten bei
9 Patienten (42,9%) Nebenwirkungen auf. Bei den 4 Patienten mit der homozygoten Variante
1298CC zeigte ein Patient (25,0%) Nebenwirkungen. FEin statistisch gesicherter
Zusammenhang zwischen dem MTHFR 1298 A—C Polymorphismus und dem Auftreten von
Nebenwirkungen kann damit nicht festgestellt werden (p>0,05; x*-Test).

Tabelle 7 MTHFR 1298A—C Polymorphismus und Nebenwirkungen
Nebenwirkungen

MTHFR Genotyp Nein ja Total

1298AA 16 15 31

1298AC 12 9 21

1298CC 3 1 4

Total 32 26 58

Verteilung der Nebenwirkungen unter den einzelnen MTHFR 1298A—C Genotypen

3.4.2.1 Vergleich Wildtyp Patienten mit Trigern des Allels 1298C

Wieder wurden die drei Genotypen zunédchst in zwei Gruppen eingeteilt, um die
Auswirkungen der Mutation auf das Auftreten von Nebenwirkungen zu untersuchen:

- ohne C: Patienten ohne Mutation an Position 1298, also mit Genotyp 1298AA

- mitC: Patienten, welche Triager des Allels 1298C sind, also Patienten mit

Genotyp 1298AC sowie Patienten mit Genotyp 1298CC

Unter den 25 Triagern des Allels 1298C (mit C) zeigten 10 Patienten (40,0%), und unter den
31 Individuen ohne Mutation (ohne C) zeigten 15 Patienten (48,4%) Nebenwirkungen. Beide
Gruppen unterscheiden sich statistisch nicht hinsichtlich der Haufigkeit von Nebenwirkungen

(p>0,05 y*-Test). Bei der Untersuchung der einzelnen Nebenwirkungen ergeben sich die in
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Tabelle 8 und Abbildung 4 dargestellten Haufigkeitsverteilungen. Auch hierbei ergibt sich
kein Zusammenhang zwischen einzelnen Nebenwirkungen und dem Vorhandensein der

Mutation an Position 1298.

Tabelle 8 Einzelne Nebenwirkungen und MTHFR Genotyp
MTHFR Nebenwirkungen
TA-Anstieg Ubelkeit Erbrechen = Bauchschmerzen = GI-Symptome  Haarausfall
ohne C (n=31) 12 (38,7%) 6 (19,4%) 4 (12,9%) 1 (3,2%) 7 (22,6%) 1(3,2%)
mit C (n=25) 6 (24,0%) 6 (24,0%) 1 (4,0%) 1 (4,0%) 6 (24,0%) 2 (8,0%)
NS* NS* NS NS NS* NS

NS* = nicht signifikant (x> Test); NS” = nicht signifikant (Fisher’s Exact Test)
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Abb. 4 Haufigkeitsverteilung der Nebenwirkungen bei Wildtyp Patienten und Trigern der

Mutation; es kann kein Zusammenhang zwischen Polymorphismus und der Hiufigkeit von

Nebenwirkungen nachgewiesen werden. p*>0,05 (x*-Test) bzw. p">0,05 (Fisher’s Exact

Test)
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3.4.2.2 Vergleich 1298 AA- mit 1298AC-Patienten

Auch hier waren in der fiir die Mutation homozygoten Gruppe (1298CC) nur 4 Patienten,
weshalb wiederum lediglich der Vergleich von Patienten mit Genotyp 1298AA und Patienten
mit Genotyp 1298 AC durchgefiihrt wurde. Unter den 21 1298 AC-Heterozygoten wiesen 9
Patienten (42,9%), und unter den 31 1298AA-Homozygoten 15 Patienten (48,4%)
Nebenwirkungen auf. Der Unterschied ist statistisch nicht signifikant (p>0,05 y*-Test).

Tabelle 9 Vergleich 1298AA mit 1298AC
MTHFR Nebenwirkungen
TA-Anstieg Ubelkeit  Erbrechen  Bauchschmerzen — GI-Symptome Haarausfall
1298AA (n=31) 12(38,7%)  6(19,4%) 4(12,9%) 1 (3,2%) 7 (22,6%) 1 (3,2%)
1298AC (n=21) 5(23,8%) 6 (28,6%) 1 (4,8%) 1 (4,8%) 6 (28,6%) 2 (9,5%)
NS* NS NS NS NS* NS

NS* = nicht signifikant (x>~ Test); NS” = nicht signifikant (Fisher’s Exact Test)

Tabelle 9 und Abbildung 5 zeigen die Haufigkeitsverteilungen der Nebenwirkungen, wenn
diese einzeln betrachtet werden. Ein Zusammenhang zwischen den Genotypen 1298AA bzw.

1298AC und der Wahrscheinlichkeit des Auftretens einzelner Nebenwirkungen, ergibt sich

beim 1298 A—~C Polymorphismus nicht.
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Abb. 5 Haufigkeitsverteilung der Nebenwirkungen bei 1298AA — und 1298AC - Patienten; es

besteht kein Zusammenhang zwischen Polymorphismus und der Hiufigkeit von

Nebenwirkungen. p*>0,05 (x>-Test) bzw. p*>0,05 (Fisher’s Exact Test)
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3.5 Korrelation der MTHFR-Polymorphismen mit der Effektivitit von Methotrexat

Um einen etwaigen Einfluss der beiden MTHFR-Polymorphismen auf die Effektivitit der
Methotrexattherapie zu untersuchen, wurden aus den Krankenakten der Patienten die
Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) und C-reaktives Protein (CRP) sowie die Anzahl
geschwollener (Schwellung) und schmerzhafter (Schmerz) Gelenke betrachtet. Damit wurde
jeweils der klinische bzw. laborparametrische Status vor Beginn der Methotrexattherapie
erhoben, und zum Vergleich wurde dann als zweiter Erhebungszeitpunkt der jeweils
aktuellste, wihrend laufender Methotrexattherapie, ambulante bzw. stationdre
Vorstellungstermin gewihlt. Alle 58 Patienten wurden dabei mindestens 12 Wochen mit
MTX therapiert; es ergibt sich ein Median von 130,0 Wochen Methotrexattherapie
(Mittelwert = Standardabweichung 157,0 £ 115,7 Wochen);

Tabelle 10 zeigt die Mediane sowie die Mittelwerte = Standardabweichung (SD) der Labor-
und Gelenkparameter aller Patienten vor Beginn der Methotrexattherapie sowie den aktuellen
Status. Ebenso ist die mittlere Verbesserung der Labor- und Gelenkparameter unter der

Methotrexattherapie angegeben.

Tabelle 10 Labor- und Gelenkparameter vor Therapie sowie unter laufender Methotrexattherapie

Labor- und Gelenkparameter

BSG (mm/h) CRP (mg/l) Schwellung Schmerz
Status vor Median 38,0 32,70 5,5 4,0
Therapie Mittelwert = SD 42,2 +27,5 45,98 £41,92 8,9+38,0 6,7+6,4
Aktueller Median 11,5 7,90 2,0 1,5
Status Mittelwert + SD 21,2+20,8 21,93 +34,23 6,7+8,5 34+5,0
Verbesserung 49,8% 52,3% 24, 7% 49,3%

Mediane, Mittelwerte =+ Standardabweichung (SD) sowie mittlere Verbesserung (in % vom
Ausgangswert); n=58

3.5.1 Der 677C—T Polymorphismus und Effektivit:it
Zunichst wurde gepriift, ob ein Unterschied hinsichtlich der Labor- und Gelenkparameter vor

Beginn der Methotrexattherapie bestand. Tabelle 11 zeigt die jeweiligen Mediane und

Mittelwerte = SD der einzelnen Genotypen. Verglichen wurden die drei einzelnen Genotypen
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untereinander, 677CC mit 677CT/677TT sowie 677CC mit 677CT. Es ergibt sich kein

statistisch gesicherter Unterschied unter den Genotypen hinsichtlich der einzelnen Parameter

vor Beginn der Therapie mit Methotrexat (p>0,05 Kruskall-Wallis- bzw. Mann-Whitney —

Test).

Tabelle 11  Labor- und Gelenkparameter vor Therapie
BSG (mm/h) CRP (mg/)
Median  Mittelwert=SD  Median  Mittelwert + SD
677CC 35,0 39,4+25,1 28,00 39,98 + 33,76
677CT 40,0 44,9 + 30,6 41,60 52,27 +51,39
677TT 41,0 457+273 46,00 49,53 £ 8,21
677CT/TT 40,0 45,0 +29,8 41,60 51,99 + 48,62
Schwellung Schmerz
Median  Mittelwert £+ SD  Median  Mittelwert £ SD
677CC 5,0 7,8+7,1 4,0 6,6+773
677CT 7,0 10,5+9,1 5,0 72+5,8
677TT 11,0 53+4.2 5,0 4,0+1,0
677CT/TT 7,0 10,0 + 8,8 5,0 6,8+5,6

Mediane sowie Mittelwerte + Standardabweichung (SD); es besteht kein

Unterschied hinsichtlich den Parametern vor Beginn der Therapie mit

Methotrexat. p>0,05 (Kruskall-Wallis- bzw. Mann-Whitney — Test)

Des weiteren wurde tiberpriift, ob ein Genotyp vor Beginn der Therapie mit MTX héufiger

laborparametrisch im Normbereich lag (Tabelle 12). Eine BSG kleiner gleich 15mm/h und ein

CRP kleiner gleich 6mg/l wurde als Normbereich angesehen. Es ergibt sich kein

Zusammenhang zwischen den Entziindungswerten und dem 677C—T Polymorphismus vor

Beginn der Methotrexattherapie (p>0,05 Fisher’s Exact Test).

Tabelle 12 Normwerte BSG/CRP vor Therapiebeginn

BSG CRP
MTHFR Genotyp <15mm/h > 15Smm/h < 6mg/l > 6mg/1
677CC 5(17,2%) 24 (82,8%) 2 (6,9%) 27 (93,1%)
677CT 3(11,5%) 18 (88,5%) 2 (7,7%) 24 (92,3%)
677CT/TT 3(10,3%) 22 (89,7%) 2 (6,9%) 27 (93,1%)

Es besteht kein Zusammenhang zwischen normalen Entziindungswerten und den Genotypen vor Beginn der
Therapie mit Methotrexat. p>0,05 (Fisher’s Exact Test)
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Um nun zu untersuchen, ob der Polymorphismus Einfluss auf die Effektivitit der
Methotrexattherapie hat, wurde darauf folgend der letzte dokumentierte Status unter laufender

Methotrexattherapie in Zusammenhang mit den einzelnen Genotypen betrachtet.

3.5.1.1 Vergleich Wildtyp Patienten mit Trigern des Allels 677T

Die drei Genotypen wurden anschlieBend zundchst wieder in zwei Gruppen eingeteilt:
- ohne T: Patienten ohne Mutation an Position 677, also mit Genotyp 677CC
- mitT: Patienten, welche Trager des Allels 677T sind, also Patienten mit Genotyp
677CT sowie Patienten mit Genotyp 677TT

In Tabelle 13 sind Mediane und Mittelwerte £ SD der aktuellen Labor- und Gelenkparameter,
sowie die laborparametrische bzw. klinische Verbesserung in Prozent vom Ausgangswert
angegeben. Es ergibt sich kein signifikanter Unterschied in der Effektivitit der Behandlung
zwischen Wildtyp Patienten und Triagern des Allels 677T (p>0,05 Mann - Whitney Test)
(Abbildung 6).

Tabelle 13 Aktuelle Labor- und Gelenkparameter unter Methotrexattherapie
BSG (mm/h) CRP (mg/l)
Median Mittelwert £ SD  Verbesserung | Median  Mittelwert + SD Verbesserung
ohne T (n=29) 11,0 19,6 + 18,4 50,3% 7,80 15,10 + 14,26 62,2%
mit T (n=29) 16,0 22,7+232 49,6% 8,00 28,75 + 45,66 44,7%
Schwellung Schmerz
Median Mittelwert £+ SD  Verbesserung | Median Mittelwert + SD Verbesserung
ohne T (n=29) 2,0 54+7.2 30,8% 1,0 2,8+43 57,6%
mit T (n=29) 3,0 7,9+9,6 21,0% 2,0 4,1 +5,6 39,7%

Es besteht kein Unterschied zwischen 677CC Homozygoten bzw. Tragern des Allels T hinsichtlich der
Effektivitat der Methotrexattherapie. p>0,05 (Mann-Whitney Test)
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Abb. 6 Dargestellt sind Median, 1. und 3. Quartil sowie Lage des Minimums und Maximums der

Stichprobe. Es ergibt sich kein Zusammenhang zwischen der Effektivitit der
Methotrexattherapie und 677CC Homozygoten bzw. Triigern des Allels T. p>0,05 (Mann-
Whitney Test)
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Vergleichend zum Status vor Therapie wurde dann untersucht, ob ein Genotyp unter

laufender Methotrexattherapie haufiger normale Entziindungswerte aufwies (Tabelle 14,

Abbildung 7). Es ergeben sich jedoch keine statistisch gesicherten Unterschiede zwischen den

einzelnen Genotypen (p>0,05 y*-Test).

Tabelle 14 Normwerte BSG/CRP unter Methotrexattherapie
BSG CRP
MTHFR Genotyp <15mm/h > 15mm/h < 6mg/l > 6mg/l
ohne T (n=29) 18 (62,1%) 11 (37,9%) 14 (48,3%) 15 (51,7%)
mit T (n=29) 14 (48,3%) 15 (51,7%) 11 (37,9%) 18 (62,1%)
NS* NS*
NS* = nicht signifikant (y*-Test);
O BSG < 15mm/h O CRP < 6mg/l
W BSG = 15mm/h [l CRP 2 6mg/I
35 - p>0,05 p>0,05
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Abb.7 Auch unter laufender Methotrexattherapie ergibt sich kein Zusammenhang zwischen der

Anzahl an Patienten mit normalen Laborparametern und 677CC Homozygoten bzw.

Alleltriiger (677CT/TT). p>0,05 (’-Test)
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3.5.1.2 Vergleich 677CC- mit 677CT-Patienten

Ein Effektivitdtsvergleich der einzelnen Genotypen untereinander erfolgte, wie bereits bei der
Untersuchung der Nebenwirkungen erldutert, auch hier wieder lediglich zwischen 677CC und
677CT Patienten. Die Ergebnisse sind in Tabelle 13 und Abbildung 8 angegeben, ein

Zusammenhang zwischen klinischen Parametern und Genotyp ergibt sich nicht (p>0,05 Mann

— Whitney Test).

Tabelle 15 Aktuelle Labor- und Gelenkparameter unter Methotrexattherapie
BSG (mm/h) CRP (mg/l)
Median Mittelwert+SD  Verbesserung Median  Mittelwert + SD Verbesserung
677CC 11,0 19,6 £ 18,4 50,3% 7,80 15,10 + 14,26 62,2%
677CT 15,0 20,8 +21,5 53,7% 7,55 28,70 + 47,96 45,1%
Schwellung Schmerz
Median Mittelwert+ SD  Verbesserung Median  Mittelwert + SD Verbesserung
677CC 2,0 54+7,.2 30,8% 1,0 2,8+43 57,6%
677CT 2,5 8,2+9,9 21,9% 2,0 43+58 40,3%

Es zeigt sich kein Zusammenhang zwischen klinischen Parametern und den einzelnen Genotypen. p>0,05

(Mann — Whitney Test)
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Abb. 8 Dargestellt sind Median, 1. und 3. Quartil sowie Lage des Minimums und Maximums der
Stichprobe. Es ergibt sich kein Zusammenhang zwischen Labor- bzw. Gelenkparametern und
den Genotypen 677CC bzw. 677CT wihrend der Therapie mit Methotrexat. p>0,05 (Mann-
Whitney Test)
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Wiederum wurde dann noch vergleichend zum Status vor Therapie analysiert, ob sich die

Genotypen hinsichtlich der Anzahl an Patienten, die unter laufender Methotrexattherapie

normale Entziindungswerte erreicht haben, unterscheiden. (Tabelle 16 und Abbildung 9).

Auch hier sind die Unterschiede nicht signifikant (p>0,05 y*-Test).

Tabelle 16 Normwerte BSG/CRP unter Methotrexattherapie
BSG CRP
MTHFR Genotyp <15mm/h >15mm/h < 6mg/l > 6mg/l
677CC 18 (62,1%) 11 (37,9%) 14 (48,3%) 15 (51,7%)
677CT 13 (50,0%) 13 (50,0%) 10 (38,5%) 16 (61,5%)
NS* NS*
NS* = nicht signifikant (y*-Test);
O BSG < 15mm/h O CRP < 6mg/l
W BSG 2 15mm/h Il CRP 2 6mg/l
35 - p>0,05 p>0,05
| |
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Abb. 9 Es besteht kein statistisch gesicherter Unterschied zwischen 677CC- und 677CT-Patienten

beziiglich des Erreichens von normalen Laborparametern. p>0,05 (’-Test)
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3.5.2 Der 1298A—C Polymorphismus und Effektivitit

Auch der 1298A—C Polymorphismus wurde hinsichtlich der Behandlungseffektivitidt von

Methotrexat untersucht. Die Analyse erfolgte anhand des gleichen Datensatzes (Labor- und

Gelenkparameter), der bei der Betrachtung des 677C—T Polymorphismus herangezogen

wurde. Aufgrund der fehlenden zwei Genotypenanalysen gingen 56 Patienten in die
Betrachtung ein. Wiederum erfolgte zunichst die Betrachtung zum Zeitpunkt vor Beginn der
Methotrexattherapie. Mediane und Mittelwerte = SD zeigt Tabelle 17. Auf statistische
Signifikanz wurden getestet die drei Genotypen untereinander, 1298 AA mit 1298AC/CC
sowie 1298AA mit 1298AC. Ein statistisch gesicherter Zusammenhang zwischen Genotyp
und Labor- bzw. Gelenkparameter vor Therapie ergibt sich nicht (p>0,05 Kruskall-Wallis- —
bzw. Mann-Whitney — Test).

Tabelle 17 Labor- und Gelenkparameter vor Therapie

BSG (mm/h) CRP (mg/l)
Median  Mittelwert+SD  Median  Mittelwert = SD
1298AA 41,0 48,2 £ 30,1 46,00 51,40 £44,93
1298AC 31,0 36,9 +24,1 25,00 43,60 + 41,43
1298CC 37,0 38,5+ 14,4 29,05 33,03 +21,68
1298AC/CC 31,0 37,2+22,6 25,00 41,91 + 38,79
Schwellung Schmerz
Median  Mittelwert =+ SD  Median  Mittelwert = SD
1298AA 11,0 10,5+7,9 5,0 79+7,0
1298AC 4,0 7,0 +8,1 3,0 54+63
1298CC 5,5 9,0+9,5 4,0 4,8+3,0
1298AC/CC 4,0 7,3+8,1 4,0 53+58

Mediane sowie Mittelwerte = Standardabweichung (SD); es besteht kein
Unterschied unter den Genotypen hinsichtlich den einzelnen Parametern
vor Beginn der Therapie mit Methotrexat. p>0,05 (Kruskall-Wallis- bzw.
Mann-Whitney — Test)
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Ebenso ergeben sich bei der Betrachtung der Normwerte von BSG bzw. CRP vor
Therapiebeginn (Tabelle 18) keine signifikanten Unterschiede unter den einzelnen Genotypen

(p>0,05 Fisher’s Exact Test).

Tabelle 18 Normwerte BSG/CRP vor Therapiebeginn

BSG CRP
MTHFR Genotyp <15mm/h > 15mm/h < 6mg/l > 6mg/1
1298AA 4 (12,9%) 27 (87,1%) 3(9,7%) 28 (90,3%)
1298AC 3 (14,3%) 18 (85,7%) 1 (4,8%) 20 (95,2%)
1298AC/CC 3 (12,0%) 22 (88,0%) 1 (4,0%) 24 (96,0%)

es besteht kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Entziindungsparameter unter den Genotypen vor
Beginn der Therapie. p>0,05 (Fisher’s Exact Test)

Um nun wieder den Einfluss des Polymorphismus auf die Effektivitit der Methotrexattherapie
zu analysieren, wird im Folgenden der Zusammenhang der einzelnen Genotypen mit dem

Status unter laufender Methotrexattherapie betrachtet.

3.5.2.1 Vergleich Wildtyp Patienten mit Trigern des Allels 1298C

AnschlieBend erfolgte wieder die Zusammenfassung der drei Genotypen in zwei Gruppen:
- ohne C: Patienten ohne Mutation an Position 1298, also mit Genotyp 1298AA
- mitC: Patienten, welche Triager des Allels 1298C sind, also Patienten mit

Genotyp 1298AC sowie Patienten mit Genotyp 1298CC

Tabelle 19 zeigt Mediane und Mittelwerte + SD der aktuellen Labor- und Gelenkparameter
sowie die mittlere Verbesserung unter laufender Methotrexattherapie. Alleltrager weisen unter
der Therapie signifikant niedrigere Entziindungsparameter auf als 1298 AA Homozygote. So
betrug die BSG beim Genotyp 1298AA im Median 18,0mm/h und bei 1298 AC/CC-Patienten
10,0mm/h. Das CRP lag bei Patienten ohne Mutation im Median bei 24,00mg/l im Vergleich
zu 5,00mg/l bei Patienten mit Mutation. Klinisch zeigt sich ein statistisch gesicherter
Zusammenhang zwischen Polymorphismus und Effektivitit lediglich beziiglich der Anzahl

der schmerzhaften Gelenke. 1298 AA-Patienten klagten unter Methotrexat im Median iiber 2,0
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und 1298 AC/CC-Patienten iiber 0 schmerzhafte Gelenke (p<0,05 Mann — Whitney Test).

Hinsichtlich der Anzahl an geschwollenen Gelenken unter Methotrexattherapie ergibt sich mit

p>0,05 kein signifikanter Unterschied zwischen den zwei Gruppen (Abbildung 10).

Tabelle 19

Aktuelle Labor- und Gelenkparameter unter Methotrexattherapie

ohne C (n=31)
mit C (n=25)

ohne C (n=31)
mit C (n=25)

BSG (mm/h) CRP (mg/l)

Median  Mittelwert £ SD  Verbesserung Median Mittelwert £ SD  Verbesserung
18,0 28,0 £24.4 41,9% 24,00 32,39 + 43,01 37,0%
10,0 ]* 14,0+ 12,3 62,4% 5,00 ] 10,43 + 12,74 75,1%

Schwellung Schmerz
Median  Mittelwert £ SD  Verbesserung Median Mittelwert £ SD  Verbesserung
4,0 82+38,6 21,9% 2,0 4,6+5,5 41,8%
2,0 5,1+84 30,1% 0 ]* 2,0+4,0 62,3%

Alleltrager zeigen unter Methotrexattherapie signifikant bessere Entziindungsparameter und leiden unter
signifikant weniger schmerzhaften Gelenken als Patienten ohne Mutation. * = p<0,05 (Mann-Whitney

Test)
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Abb. 10 Dargestellt sind Median, 1. und 3. Quartil sowie Lage des Minimums und Maximums der

Stichprobe. Triger des Allels T weisen unter Methotrexattherapie signifikant bessere
Entziindungsparameter auf, und leiden unter signifikant weniger schmerzhaften Gelenken
p<0,05 (Mann-Whitney Test). Hinsichtlich der Anzahl an geschwollenen Gelenken ergeben

sich mit p>0,05 keine statistisch gesicherten Unterschiede.
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Von den 25 1298AC/CC-Patienten erreichten 18 (72,0%) eine BSG von kleiner gleich
I15mm/h im Vergleich zu 12 (38,7%) von den 31 1298 AA-Patienten. CRP-Werte kleiner
gleich 6mg/l wurden von 16 Patienten (64,0%) aus der Gruppe der Alleltrdger (n=25) erreicht.
Von den 1298AA-Homozygoten erreichten hingegen nur 7 von 31 Patienten (22,6%) normale
CRP-Werte. Damit erreichen 1298AC/CC-Patienten unter Methotrexatbehandlung haufiger
normale Entziindungswerte als Patienten mit Genotyp 1298AA (p<0,05 y>-Test) - 4,1mal
hiufiger normale BSG-Werte (95% CI 1,31 — 12,65) und 6,1mal hiufiger normale CRP-
Werte (95% CI 1,89 — 19,70). (Tabelle 20 und Abbildung 11)

Tabelle 20 Normwerte BSG/CRP unter Methotrexattherapie
BSG CRP
MTHFR Genotyp <15mm/h >15mm/h < 6mg/l > 6mg/l
ohne C (n=31) 12 (38,7%) 19 (61,3%) 7 (22,6%) 24 (77,4%)
mit C (n=25) 18 (72,0%) 7 (28,0%) 16 (64,0%) 9 (36,0%)
p<0,05 p<0,05
O BSG < 15mm/h O CRP < 6mgl/l
M BSG 2 15mm/h Il CRP 2 6mg/l
p<0,05 p<0,05

35 4
| |

Anzahl Patienten

AC/CC AA AC/CC AA

Genotyp

Abb. 10 Patienten mit Mutation an Stelle 1298 (1298AC/1298CC) weisen unter
Methotrexatbehandlung signifikant hiufiger normale Werte fiir BSG bzw. CRP auf, als
Patienten mit Genotyp 1298AA. p<0,05 (y’-Test); OR(BSG) 4,1 95% CI 1,31 — 12,65;
OR(CRP) 6,1 95% CI 1,89 — 19,70;
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3.5.2.2 Vergleich 1298 AA- mit 1298AC-Patienten

Beim Effektivititsvergleich zwischen den Genotypen 1298AA und 1298AC zeigten sich
ebenfalls signifikante Unterschiede bei den Parametern BSG, CRP und Anzahl an
schmerzhaften Gelenken. Die BSG beim Genotyp 1298AA betrigt im Median 18,0mm/h und
bei 1298 AC-Patienten 10,0mm/h. Das CRP liegt bei Patienten ohne Mutation im Median bei
24,00mg/l verglichen mit 4,60mg/l bei 1298 AC Heterozygoten. Klinisch ergibt sich ein
gesicherter Zusammenhang zwischen Polymorphismus und Effektivitit wiederum beziiglich
der Anzahl der schmerzhaften Gelenke. 1298AA-Patienten klagen unter Methotrexat im
Median iiber 2,0 und 1298 AC-Patienten iiber 0 schmerzhafte Gelenke (p<0,05 Mann —
Whitney Test). Der Unterschied in der Anzahl an geschwollenen Gelenken war dagegen nicht
signifikant (p>0,05 Mann — Whitney Test). Die Ergebnisse zeigt Tabelle 21 und Abbildung
12.

Tabelle 21 Aktuelle Labor- und Gelenkparameter unter Methotrexattherapie
BSG (mm/h) CRP (mg/l)
Median Mittelwert £ SD  Verbesserung Median Mittelwert £ SD  Verbesserung
1298AA 18,0 28,0+24,4 41,9% 24,00 32,39 +43,01 37,0%
1298AC 10,0 ]* 11,4+7,0 69,1% 4,60 ] 9,70 £ 13,19 77,8%
Schwellung Schmerz

Median Mittelwert = SD  Verbesserung Median Mittelwert = SD  Verbesserung
1298AA 4,0 8,2+8,6 21,9% 2,0 ] 4,6 +5,5 41,8%
1298AC 2,0 4,7+8,2 32,9% 0 2,1 +44 61,1%

1298AC Patienten bieten unter Methotrexattherapie signifikant bessere Entziindungsparameter und leiden
unter einer signifikant geringeren Anzahl an schmerzhaften Gelenken als 1298AA Patienten.
* = p<0,05 (Mann-Whitney Test)
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Abb. 12 Dargestellt sind Median, 1. und 3. Quartil sowie Lage des Minimums und Maximums der

Stichprobe. Patienten mit Genotyp 1298AC zeigen unter Methotrexattherapie signifikant
geringere BSG- und CRP-Werte. Ebenso leiden 1298AC-Heterozygote unter signifikant
weniger schmerzhaften Gelenken. p<0,05 (Mann-Whitney Test) Hinsichtlich der Anzahl an

geschwollenen Gelenken ergibt sich mit p>0,05 keine statistisch gesicherter Zusammenhang.
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16 (76,2%) von 21 1298 AC-Patienten erreichten eine BSG von kleiner gleich 15mm/h im
Vergleich zu 12 (38,7%) von den 31 1298 AA-Patienten. CRP-Werte kleiner gleich 6mg/1
wurden von 14 Patienten (66,7%) aus der Gruppe der 1298 AC-Homozygoten (n=21) erreicht.
Von den 1298AA-Homozygoten erreichten hingegen nur 7 von 31 Patienten (22,6%) normale
CRP-Werte. Es besteht damit ein statistisch gesicherter Zusammenhang zwischen Genotyp
und dem Erreichen von normalen Entziindungswerten (p<0,05 y>-Test). Das Odds Ratio von
1298 AC-Patienten zu 1298 AA-Patienten, normale Entziindungsparameter zu erreichen,
betrigt hinsichtlich der BSG 5,0 : 1 (95% CI 1,47 — 17,46) und hinsichtlich des CRP 6,9 : 1
(95% CI 1,99 — 23,64). (Tabelle 22 und Abbildung 13)

Tabelle 22 Normwerte BSG/CRP unter laufender Methotrexattherapie
BSG CRP

MTHEFR Genotyp <15mm/h >15mm/h < 6mg/l > 6mg/1
1298AA 12 (38,7%) 19 (61,3%) 7 (22,6%) 24 (77,4%)
1298AC 16 (76,2%) 5(23,8%) 14 (66,6%) 7 (33,3%)

O BSG < 15mm/h O CRP < 6mg/l

W BSG 2 15mm/h Il CRP 2 6mg/l

p<0,05 p<0,05

35 - | |

Anzahl Patienten

Genotyp

Abb. 13 1298AC Heterozygote Patienten weisen unter Methotrexatbehandlung signifikant haufiger
normale Werte fiir BSG bzw. CRP auf, als Patienten mit Genotyp 1298AA. p<0,05 (-
Test); OR(BSG) 5,0 95% CI 1,47 — 17,46; OR(CRP) 6,9 95% CI 1,99 — 23,64;
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3.6 Genotypenkombinationen und Toxizitit bzw. Effektivitit

Neben der Betrachtung der einzelnen Genpolymorphismen, erfolgte analog dazu auch die
Untersuchung des Einflusses der verschiedenen Genotypenkombinationen auf Toxizitdt und
Effektivitit der Methotrexattherapie. Bei der Analyse der einzelnen Kombinationen
untereinander ergaben sich jedoch keine Unterschiede hinsichtlich der Toxizitdt bzw.
Effektivitit bei der Behandlung mit Methotrexat. Wie bereits in Kapitel 3.3 dargestellt,
erwiesen sich 8 Patienten (14,3%) als kombiniert heterozygot. Auch beim Vergleich von
kombiniert homozygoten Patienten (677CC/1298AA) mit kombiniert heterozygoten Patienten
(677CT/1298AC) ergaben sich keine Unterschiede beziiglich dem Auftreten von
Nebenwirkungen bzw. dem Labor- und Gelenkstatus unter Methotrexattherapie (die

Ergebnisse der statistischen Auswertung sollen hier nicht weiter aufgefiihrt werden).

4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss zweier MTHFR - Polymorphismen auf
Toxizitdt und Effektivitit von Methotrexat bei der Behandlung von Patienten mit juveniler
idiopathischer Arthritis untersucht. Bis jetzt existieren keine Studien mit JIA — Patienten
beziiglich des MTHFR-Polymorphismus, es bietet sich jedoch der Vergleich der vorliegenden

Daten mit Studien bei Patienten an, die an rheumatoider Arthritis erkrankt sind.

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Der MTHFR 677C—T Polymorphismus war mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit
hinsichtlich des Auftretens von Nebenwirkungen assoziiert. 677T — Alleltrdger erleiden
signifikant hdufiger mindestens eine Nebenwirkung als Patienten ohne Mutation (58,6% vs.
31,0%) — das Odds Ratio betrdgt 3,15 : 1. Bei 65,4% der 677CT Patienten traten mindestens
eine Nebenwirkung auf vs. 31,0% der 677CC Patienten — 4,2mal héufiger. Bei einzelner
Betrachtung der Nebenwirkungen ergibt sich lediglich hinsichtlich des TA-Anstiegs ein
gesicherter Zusammenhang zwischen Alleltrdger und Enzymanstieg (48,3% bei Trigern des

Allels 677T vs. 17,2% bei 677CC — Patienten — das Odds Ratio betrigt das 4,48fache).
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Werden hingegen 677CT mit 677CC Patienten verglichen, ergeben sich signifikante
Unterschiede hinsichtlich Transaminasenanstieg (53,8% vs. 17,2%; 5,6mal héaufiger),
Erbrechen (19,2% vs. 0%) sowie GI-Symptomen (38,5% vs. 13,8%; 3,91mal héufiger). Im
Gegensatz zum 677C—T Polymorphismus ergab sich bei der Betrachtung des 1298A—C

Polymorphismus kein Zusammenhang beziiglich der Vertraglichkeit von Methotrexat.

Unter laufender Methotrexattherapie zeigten die unterschiedlichen 677C—T Genotypen keine
Assoziation mit der Effektivitidt der Behandlung - die einzelnen Gruppen unterschieden sich
nicht hinsichtlich der Labor- und Gelenkparameter. Der 1298 A—C Polymorphismus
hingegen wies eine Korrelation zu besserem Therapieerfolg auf. Triager des Allels 1298C
bieten unter Therapie mit Methotrexat im Median signifikant bessere Entziindungsparameter
auf als Patienten ohne Mutation (BSG: 10,0mm/h vs. 18,0mm/h; CRP: 5,0mg/1 vs. 24,0mg/1)
— ebenso erreichen 1298AC/CC-Patienten 4,1mal haufiger Normwerte fiir BSG bzw. 6,1mal
haufiger Normwerte fiir CRP (Normwerte BSG: 72,0% vs. 38,7%; Normwerte CRP: 64,0%
vs. 22,6%). Klinisch leiden 1298C-Alleltrdger unter Therapie im Median an signifikant
weniger schmerzhaften Gelenken als 1298AA — Patienten (0 vs. 2). Ahnliche Ergebnisse
lieferte der Vergleich von 1298AC- mit 1298 AA-Patienten — heterozygote Patienten
prasentieren im Median signifikant niedrigere Entziindungswerte, leiden unter
Methotrexattherapie unter signifikant weniger schmerzhaften Gelenken (BSG: 10,0mm/h vs.
18,0mm/h; CRP: 4,6mg/I vs. 24,0mg/l; Anzahl schmerzhafter Gelenke 0 vs. 2) und erreichen
5,0mal haufiger Normwerte fiir BSG bzw. 6,9mal haufiger Normwerte fiir CRP (Normwerte
BSG: 76,2% vs. 38,7%; Normwerte CRP: 66,6% vs. 22,6%).

4.2 Zum 677C-T Polymorphismus und dessen Einfluss auf Toxizit:it

Es existieren bereits einige Studien hinsichtlich des Einflusses des 677C—T Polymorphismus
und der Vertrdglichkeit einer MTX-Behandlung. So berichtete Ulrich et al. iiber einen
Zusammenhang der Mutation und der Nebenwirkungsrate bei Patienten mit chronischer
myeloischer Leukdmie, die im Rahmen der Knochenmarktransplantation Methotrexat
erhielten. Alleltrdger litten dabei hdufiger unter oraler Mukositis als Wildtyppatienten. Ebenso
stellte sich heraus, dass sich unter Mutationstrdgern die Thrombozytenzahl langsamer erholte

(Ulrich et al., 2001). In einer Studie {iber den Einfluss von Sulfasalazin und Methotrexat auf
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die Homocysteinplasmakonzentration bei Patienten mit rheumatoider Arthritis wurden 105
Patienten auch auf eine Assoziation mit dem MTHFR-Genpolymorphismus untersucht
(Haagsma et al, 1999). Es zeigte sich, dass der 677CT-Genotyp mit erhohten
Homocysteinplasmaspiegeln unter der Behandlung mit Methotrexat assoziiert war. 677CT-
Patienten wiesen nach 52wochiger Therapie signifikant hohere Homocysteinkonzentrationen
auf, als 677CC-Patienten. 677TT-Patienten hatten schon vor Beginn der Therapie hohere
Spiegel als 677CC- bzw. 677CT-Patienten, ohne dass sich die Konzentrationen unter
Methotrexattherapie verdnderten. Patienten, die iiber gastrointestinale Nebenwirkungen
(Ubelkeit, Bauchschmerzen und Sodbrennen) klagten, zeigten wiederum hdhere
Homocysteinspiegel als beschwerdefreie Patienten. Es ergab sich jedoch kein direkter
Zusammenhang zwischen dem 677C—T Polymorphismus und dem Auftreten von
Nebenwirkungen, obgleich ein erhdhter Homocysteinplasmaspiegel jedoch Vermittler der
gastrointestinalen Nebenwirkungen darstellen konnte. Eine weitere Studie betrachtete den
677C—T Genpolymorphismus als etwaigen Risikofaktor fiir Nebenwirkungen der
Methotrexattherapie bei RA-Patienten (van Ede et., 2001). 236 Patienten wurden in die Studie
eingeschlossen und prospektiv untersucht. Im Vergleich zu Wildtyppatienten hatten 677T-
Mutationstrager ein 2,01fach hoheres Risiko (95% CI 1,09 — 3,70) die Methotrexattherapie
aufgrund von Nebenwirkungen zu unterbrechen — das Risiko, die Therapie aufgrund von
erhohten ALAT-Werten zu unterbrechen, lag 2,38fach hoher (95% CI 1,06 — 5,34). Eine
Folsduresubstitution wihrend der Behandlung mit Methotrexat konnte die Hiufigkeit erhohter
Lebertransaminasen, sowie die Therapieabbruchrate aufgrund von Nebenwirkungen im
Allgemeinen und aufgrund erhohter ALAT-Werten im Vergleich zur Placebogruppe
signifikant verringern. Van Ede et al. betrachtete zudem den Einfluss des 677C—T Genotyps
auf die Effektivitit der Methotrexatbehandlung, konnte aber keinen Zusammenhang
feststellen. 2001 ver6ffentliche van Ede et al. eine Studie mit 434 RA-Patienten, bei der der
Einfluss einer Folsduresubstitution auf Effektivitit und Toxizitit der Methotrexattherapie
betrachtet wurde. Hierbei zeigte sich, dass die Folsduresubstitution die Haufigkeit des
Auftretens erhohter Leberenzyme (ALAT) und in einer Folge daraus die Haufigkeit eines
Therapieabbruches reduzierte (van Ede et., 2001). In einer 2002 ebenfalls von van Ede et al.
veroffentlichten Studie an 113 RA-Patienten, zeigte sich zwar, dass 677TT Patienten erhohte
Homocysteinkonzentrationen vor Beginn der Therapie aufwiesen, dass Methotrexat zu
erhohten =~ Homocysteinspiegeln ~ fithrte  und  eine  Folsduresubstitution  die
Homocysteinplasmaspiegel senken konnte, es ergab sich jedoch kein Zusammenhang

zwischen dem Ausmall des Homocysteinanstiegs unter der Methotrexattherapie und dem
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677C - T Genotyp. Auch konnte kein Zusammenhang zwischen dem

Homocysteinstoffwechsel und der Wirksamkeit bzw. Vertriglichkeit der Methotrexattherapie
aufgezeigt werden (van Ede et al., 2002).

In einer retrospektiven Studie untersuchten Urano et al. den 677C—T- sowie den 1298A—C-
Genopolymorphismus hinsichtlich Toxizitdt und Effektivitit einer Methotrexattherapie bei
Patienten mit rheumatoider Arthritis (Urano et al., 2002). Nebenwirkungen waren bei den
677T-Alleltragern signifikant hdufiger zu beobachten, als bei 677CC Patienten (26,9% vs.
8,6%) — ein Zusammenhang beziiglich der Wirksamkeit und 677C—T-Genotypen ergab sich
jedoch nicht (zum 1298A—C Polymorphismus siehe Kapitel 4.3). Es sind bisher keine
Studien zum MTHFR-Genpolymorphismus bei Patienten mit juveniler idiopathischer
Arthritis veroffentlicht wurden - die Daten der Studien an Patienten mit rheumatoider
Arthritis sind jedoch durchaus mit der vorliegenden Arbeit zu vergleichen. Die Ergebnisse der
vorgestellten Studien stehen im Einklang mit den Resultaten der vorliegenden Arbeit, in der
sich der Basenaustausch C—T an Stelle 677 des MTHFR-Gens als ein Risikofaktor fiir das

Auftreten von Nebenwirkung darstellt.

4.3 Zum 1298A—C Polymorphismus und dessen Einfluss auf Effektivitit

In keiner der bereits genannten Studien konnte ein Einfluss des 677-T Genpolymorphismus

auf die Effektivitdit einer Methotrexattherapie gezeigt werden. Die bereits zitierte

retrospektive Untersuchung von Urano et al. betrachtete auch den 1298A—C Polymorphismus

hinsichtlich Toxizitdt und Effektivitdt. Hatte der 1298A—C Genotyp keinen Einfluss auf die

Vertrdglichkeit der Behandlung der RA — Patienten, konnte Urano et al. zeigen, dass
Mutationstrager unter der Methotrexattherapie einen stirkeren Riickgang der
Entziindungsparameter BSG bzw. CRP aufwiesen als 1298 AA — Patienten. Eine Korrelation
mit den klinischen Parametern — Anzahl schmerzhafter bzw. geschwollener Gelenke — konnte
jedoch nicht nachgewiesen werden. Allerdings waren bei Patienten, die Trager des Allels C
waren, signifikant geringere Methotrexatdosen notwendig, um deren Krankheitsaktivitit zu
kontrollieren. Diese Ergebnisse von Urano et al. sind konkordant mit den Resultaten der

vorliegenden Arbeit, bei der 1298-Mutationstrager unter der Behandlung mit Methotrexat
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signifikant bessere Entziindungsparameter aufweisen und unter einer geringeren Anzahl

schmerzhafter Gelenke leiden. Im Gegensatz zum 677C—T Polymorphismus scheint der

1298 A—C Genotyp Einflussfaktor fiir ein besseres Ansprechen der Methotrexatbehandlung zu

sein.

In einer Studie die an 167 rheumatoiden Arthritis Patienten durchgefiihrt wurde, zeigte sich

weder hinsichtlich des 677C - T- noch des 1298A - C Genotyps eine Assoziation mit

Effektivitiat bzw. Toxizitét einer Methotrexatbehandlung (Kumagai et al., 2003).

4.4 Unterschiedliche Effekte der MTHFR Genpolymorphismen

Warum beide Mutationen unterschiedliche Effekte bei der Therapie mit Methotrexat

aufweisen ist letztlich unklar. Beide Mutationen fiihren zu einer verminderten Enzymaktivitit

der 5,10-Methylentetrahydrofolat-Reduktase. Allerdings liegt die 677C—~T Mutation in der

katalytischen und die 1298A—C Mutation in der regulatorischen Doméne des Enzyms. Ein

weiter Unterschied besteht darin, dass die Aktivitit in unterschiedlichem Ausmal} vermindert
wird: kommt es bei 677CT-Patienten zu einer Reduktion der Aktivitit auf ca. 65% bzw. bei
677TT-Patienten auf ca. 30%, reduziert sich die Aktivitit des Enzyms bei 1298 AC-Patienten

nur auf ca. 80% und bei 1298CC-Patienten auf ca. 60%. Neben der geringer ausgepriagten

Reduktion der Enzymaktivitit durch die 1298 A—~C Mutation, konnte bei 1298C-Alleltragern

im Vergleich zu 677T-Alleltragern auch keine Thermolabilitit des Enzyms nachgewiesen

werden. Zudem zeigte sich lediglich beim 677C—-T Polymorphismus ein Zusammenhang

zwischen Mutation und erhohten Homocystein- bzw. erniedrigten Folsdureplasmaspiegeln.

Sowohl die 677C-T Mutation im MTHFR-Gen als auch die Behandlung mit Methotrexat

haben einen inhibitorischen Einfluss auf die Enzymaktivitit der MTHFR sowie einen Einfluss
auf erhohte Homocystein- und erniedrigte Folsdureplasmaspiegel. Erhohte Homocystein- und
erniedrigte Folsdureplasmaspiegel wiederum scheinen Vermittler von Nebenwirkungen sowie
damit auch Ursache fiir einen etwaigen Therapieabbruch unter der Behandlung mit
Methotrexat zu sein. Folsduresubstitution senkte bei RA-Patienten, die mit Methotrexat

behandelt wurden die Haufigkeit erhohter Transaminasen sowie die Haufigkeit eines
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Therapieabbruches — die Effektivitit hingegen blieb von der Folsduresubstitution
unbeeinflusst. Die Methylentetrahydrofolatreduktase nimmt eine Schliisselrolle im
Folsaurestoffwechsel ein, und es ist wohl sehr wahrscheinlich, dass die Interaktion von
Methotrexat mit dem Folsduremetabolismus die entscheidende Rolle hinsichtlich der

Toxizitdt der Behandlung spielt — die Ergebnisse dieser Arbeit erscheinen damit plausibel: der

677C - T Genotyp stellt ein Faktor fiir Toxizitdt dar, wohingegen beim 1298A - C

Polymorphismus kein Zusammenhang mit der Vertrdglichkeit einer Methotrexattherapie
besteht, da im Gegensatz zur Mutation an Stelle 677 ein Basenaustausch an Stelle 1298
keinen FEinfluss auf die Homocystein- bzw. Folsdureplasmakonzentration hat, und

Homocystein bzw. Folséure als Vermittler von Toxizitdt fungieren konnten.

Weshalb jedoch der 1298A —C Genpolymorphismus ein Faktor fiir die Effektivitdt der

Methotrexatbehandlung darzustellen scheint, wihrend sich dies beim 677-T Polymorphismus

nicht aufzeigen lésst, ist durch die unterschiedlichen Auswirkungen auf den Homocystein-
bzw. Folsdurespiegel nicht zu erkldren. Es ist jedoch auch noch ungeklért, welcher bzw. ob
einer der bereits in Kapitel 1.2 dargestellten Mechanismen der Methotrexatwirkung die
entscheidende Rolle in der Therapie rheumatologischer Erkrankungen und damit der
Behandlung der JIA spielt. So konnte der inhibitorische Einfluss von Methotrexat auf die
folsdureabhidngige Methylentetrahydrofolatreduktase beziiglich der antirheumatischen
Wirkung eine weniger dominante Rolle spielen, als beziiglich der toxischen Wirkung der
Methotrexatbehandlung. Pharmakokinetische Untersuchungen kdnnten wertvolle Ergebnisse
iiber die unterschiedlichen Effekte der beiden Polymorphismen und damit {ber die

Verkniipfung von Genotyp und Phénotyp liefern.

Zahlreiche Studien unterstiitzen die Ergebnisse dieser Arbeit, wenngleich jedoch keine
vergleichbaren Untersuchungen an Patienten, die an juveniler idiopathischer Arthritis erkrankt
sind bisher verdffentlicht wurden. Es kann nur spekuliert werden, ob in Zukunft die Analyse
des MTHFR — Genotyps von klinischer Bedeutung bei der Behandlung der JIA sein wird - in

weiteren Untersuchungen konnten jedoch einige wichtige offene Aspekte geklart werden.
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6. Thesen

1. Die juvenile idiopathische Arthritis (JIA) ist mit einer Prdvalenz von 20 — 30/100 000
Kinder und Jugendlichen unter 16 Jahren die héufigste chronisch entziindliche
rheumatische FErkrankung im Kindesalter. Nach den ILAR-Klassifikationskriterien

existieren 7 Unterformen der JIA.

2. Die medikamentdse Therapie der JIA, als wichtigstes Standbein in der Behandlung, ist
individuell angepasst an JIA-Unterform, Krankheitsaktivitit und Prognose. Als
Medikamentengruppen stehen dabei Nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR), Steroide,
Basistherapeutika, Immunsuppressiva sowie Immunmodulatorische Therapieansitze zur

Verfiigung.

3. Methotrexat fungiert neben Hemmung der Dihydrofolat-Reduktase auch als potenter
Inhibitor der Methylentetrahydrofolatreduktase. Weitere Wirkmechanismen (Hemmung
der THYM-Synthetase, sowie der GAR- und AICAR-Transformylase) sind beschrieben.
Ob ein bestimmter Mechanismus die entscheidende Rolle bei der antirheumatischen
Wirkung spielt, ist noch Gegenstand der Forschung — es ergeben sich jedoch Hinweise,
dass einzelne Wirkmechanismen unterschiedlichen Einfluss auf Effektivitdt bzw. Toxizitét

der MTX-Therapie haben.

4. Klinische Parameter einer effektiven Methotrexattherapie sind Verringerung der Anzahl
an schmerzhaften, geschwollenen und bewegungseingeschrinkten Gelenken, sowie die
Besserung der Morgensteifigkeit. Laborchemisch ist der Riickgang der
Entziindungsparameter (CRP, BSG) Zeichen einer erfolgreichen Therapie.

5. Die Therapie mit Methotrexat kann mit einer Reihe von Nebenwirkungen
vergesellschaftet sein. Sie betreffen im Wesentlichen den Gastrointestinaltrakt, Haut,
Blut/Knochenmark, Lunge und das Immunsystem. Seltenere Nebenwirkungen betreffen

die Nieren, das ZNS und die Gonaden.

6. Die 5,10-Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR), ein Schliisselenzym des
Folsduremetabolismus wird von Methotrexat in seiner polyglutamierten Form direkt

gehemmt. Zahlreiche Genpolymorphismen im MTHFR-Gen wurden bereits beschrieben.
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Ein Basenaustausch an Stelle 677 fiihrt zu einer thermolabileren Variante der MTHFR mit
einer verminderten Enzymaktivitit von ca. 65% beim Genotyp 677CT und von ca. 30%
bei 677TT Homozygoten. Auch der A1298C-Polymorphismus ist mit einer reduzierten
Enzymaktivitit verbunden. Der Genotyp 1298 AC weist eine ca. 80%ige und der Genotyp
1298CC eine ca. 60%ige Enzymaktivitdt auf. Lediglich der C677T-Genpolymorphismus
stetht zudem in Zusammenhang mit erhdhten Homocystein- bzw. erniedrigten
Folsdureplasmaspiegeln. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des C677T- sowie
des A1298C-Poymorphismus auf Effektivitit und Toxizitdt bei der Behandlung der JIA

mit Methotrexat untersucht.

. 50% der untersuchten Patienten zeigten den Genotyp 677CC, 44,8% den Genotyp 677CT
und 5,2% waren 677TT homozygot. Den 1298AA Genotyp wiesen 55,4% auf, 37,5%
waren 1298AC heterozygot und 7,1% zeigten den Genotyp 1298CC. 14,3% erwiesen sich
als kombiniert heterozygot — 677CT/1298AC.

. Der C677T-Polymorphismus war mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit beziiglich des
Auftretens von Nebenwirkungen assoziiert. 677T-Alleltrdger (677CT- und 677TT-
Patienten) klagten signifikant hiufiger iiber Nebenwirkungen als Patienten ohne Mutation.
Im Vergleich zu Wildtyp-Patienten traten bei 677CT-Patienten 4,2mal héaufiger
mindestens eine Nebenwirkung auf. 677CT heterozygote Patienten zeigten signifikant
hiufiger erhohte Lebertransaminasen, Erbrechen und gastrointestinale Symptome im
Allgemeinen (Ubelkeit, Erbrechen und Bauchschmerzen). Der A1298C-Polymorphismus

zeigte keine Assoziation hinsichtlich der Toxizitdt von Methotrexat.

. Bei der Betrachtung der Effektivitit der Methotrexattherapie zeigte sich ein
Zusammenhang mit dem A1298C-Polymorphismus. Trager des Allels 1298C (1298AC-
und 1298CC-Patienten) zeigten unter laufender Methotrexattherapie signifikant bessere
Entziindungsparameter (BSG und CRP) und litten unter einer signifikant geringeren
Anzahl an schmerzhaften Gelenken als Patienten ohne Mutation. Im Vergleich zu
1298AA-Patienten prasentierten 1298AC-Patienten ebenso signifikant geringere
Entziindungsparameter, erreichten haufiger Normwerte fiir BSG bzw. CRP und klagten
iiber weniger schmerzhafte Gelenke. Die unterschiedlichen C677T-Genotypen zeigten

dagegen keine Assoziation mit der Effektivitit der Behandlung.
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10.Bis jetzt existieren keine Studien mit JIA-Patienten, die den Einfluss der MTHFR-

11.

13.

Polymorphismen auf Effektivitit bzw. Toxizitdt der Methotrexattherapie untersuchen.
Zum Vergleich der vorliegenden Daten bieten sich jedoch vor allem Studien bei Patienten
an, die an rheumatoider Arthritis (RA) erkrankt sind. Die Ergebnisse dieser Arbeit stehen

dabei im Wesentlichen in Konkordanz zu Studien an Patienten mit RA.

Sowohl die 677C - T Mutation als auch die Behandlung mit Methotrexat haben

hemmenden Einfluss auf die Enzymaktivitit der MTHFR sowie auf erhéhte Homocystein-
und erniedrigte Folsdureplasmaspiegel. Erhohte Homocystein- bzw. erniedrigte
Folsdureplasmaspiegel wiederum scheinen die wesentlichen Vermittler der Toxizitét bei
der Methotrexattherapie zu sein. Es erscheint damit plausibel, dass lediglich der C677T-
Polymoprhismus ein Faktor fiir die Vertrdglichkeit der Therapie darstellt, wohingegen sich
beim A1298C-Polymorphismus kein Zusammenhang feststellen ldsst, da im Gegensatz
zum C677T-Polymorphismus die Mutation an Stelle 1298 keinen Einfluss auf die

Homocystein- bzw. Folsdureplasmakonzentration hat.

Weshalb nur die 1298A - C Mutation ein Faktor fiur die Effektivitat der

Methotrexatbehandlung ist, wahrend der C677T-Polymorphismus keinen Einfluss darauf
hat, ist durch die unterschiedlichen Auswirkungen auf die Homocystein- bzw.
Folsdurespiegel nicht zu erkldren und bleibt letztlich ungeklart. Weitgehend unklar ist
jedoch auch, welcher bzw. ob einer der bisher bekannten Wirkmechanismen von

Methotrexat die entscheidende Rolle beziiglich der antirheumatischen Wirkung spielt.

14. Auch wenn die klinische Bedeutung der Analyse des MTHFR-Genotyps bei der

Behandlung der JIA spekulativ sein mag - weitere Untersuchungen konnten wertvolle
Erkenntnisse tliber die unterschiedlichen Effekte der beiden betrachteten Polymorphismen
liefern und wichtige offene Aspekte iiber die Verkniipfung von Genotyp und Phinotyp

klaren.
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