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1 Einleitung

In entwickelten Landern stellen maligne Erkrankungen nach Unfdllen die zweithaufigste
Todesursache im Kindesalter dar.

Jahrlich erkranken 13 von 100 000 Kindern unter 15 Jahren an einem Tumor oder einer
malignen Erkrankung, wobei die Inzidenz in den verschiedenen Altersgruppen abhangig

von dem jeweiligen Tumortyp unterschiedlich ist (Abb. 1).
Leukamien sind mit 34,5% die haufigsten malignen Erkrankungen im Kindesalter.

80% der Leukamien sind akute lymphoblastische Leukamien (ALL), 15% akute
myeloische Leukamien (AML) und ca. 2% sind chronisch myeloische Leukdmien (CML)
(Graf 1995).

Relative Haufigkeit der malignen Erkrankungen im
Kindesalter 1990-1999

Keimzelltumore

3,1% )
Knochentumore sonstige 3,9%
4,6%
Nephroblastome
o
6,5% Leukamien
Weichteilsarkome 34,5%
6,5%
Neuroblastome
8,6%
Lymphome ZNS-Tumore
12,8% 19,4%

Abb. 1: Relative Haufigkeit der malignen Erkrankungen im Kindesalter

Quelle: Michaelis J, Kaatsch P, Spix C (2000) Jahresbericht 1999 des Deutschen Kinder-
Krebsregister
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Die gegenwartige Therapie der ALL basiert auf einer Polychemotherapie, deren Ziel es
ist, durch eine Kombination verschiedener Zytostatika den maligne transformierten
Zellklon vollstéandig zu entfernen und eine Restitution der normalen Hamatopoese zu

erreichen.

L-Asparaginase, ein Enzym des Aminosdurestoffwechsels, findet seit Jahren als fester
Bestandteil dieser Polychemotherapien Anwendung in der Behandlung lymphatischer
Leukamien. Es hydrolysiert Asparagin (Asn) zu Aspartat unter der Bildung von
Ammoniak. Bisher nahm man an, dass den Leukdamiezellen im Gegensatz zu gesunden
Kdrperzellen das Enzym fir die eigene Herstellung von Asparagin aus Aspartat fehlt.
Und deswegen Asn fir sie in diesem Falle eine essentielle Aminosdure darstellt. Eine
Depletion von Asn im Blut wirde somit bei Leukdmiezellen zur Unterbrechung der
Proteinbiosynthese und schlieBlich zum Zelltod flihren. Neuere Forschungen an
Leukamiezellen mit einem duBerst guten Ansprechen auf Asparaginasetherapie geben
jedoch Anlass zu der Annahme, dass dieses Postulat nicht mehr stimmt und dass
wahrscheinlich andere Apoptosewege, die durch die Asparaginase induziert werden, flr

den Zelltod verantwortlich sind.

Das hauptsachlich aus Escherichia coli Bakterien hergestellte Enzym fiuhrt als
FremdeiweiB haufig zu allergischen Reaktionen, die therapielimitierend sind. Eine an
Polyethylen gekoppelte L-Asparaginase, die PEG-Asparaginase, weist gegeniliber der
nativen Form eine verlangerte Halbwertszeit auf, was in einer Dosisreduktion resultiert.
Zusatzlich werden durch die chemische Modifikation allergene Epitope der Coli-
Asparaginase maskiert. Dies ermdglicht den Einsatz von PEG bei therapielimitierenden
allergischen Reaktionen auf native C-ASNase und gewahrleistet somit haufig die

Therapiefortflihrung.

Seit 1. April 1997 ist das Praparat auf dem deutschen Arzneimittelmarkt bei Patienten
mit bekannter Uberempfindlichkeit auf native L-Asparaginasen zugelassen.

Diverse Studien konnten die vergleichbare Wirksamkeit von PEG-ASNase gegentiber
normaler C-ASNase nachweisen (Kurtzberg et al. 1988, Kurtzberg et al. 1990, Ettinger et al.
1995, Abshire et al. 1995, Patel et al.1996). Die hierbei angewandten Dosierungen liegen
zwischen 1000-2500 IE/m2 KOF i.m. oder i.v. (Patel et al. 1996).
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Die uUberwiegende Mehrzahl der Studien wurden jedoch an Rezidiv-Patienten in der
Reinduktion mit einer intramuskuldaren Applikation, wie sie in den USA favorisiert wird,
vorgenommen. Weitere klinische Studien sind notwendig, um die Wirksamkeit nach
intravendser Applikation, die in Deutschland Ublich ist, zu beurteilen und eine

Dosisoptimierung erzielen zu kénnen.

Die BFM-Gruppe konnte in einem Drug Monitoring von PEG-Asparaginase in einer
Dosierung von 500 IE/m2 und 1000 IE/m2 i.v. zeigen, dass mit PEG-ASNase eine
vergleichbar lange Depletion und somit eine vergleichbare Wirksamkeit erzielt werden
kann, wie mit 10 000 IE/m2 der nativen Asparaginase (Mdller et al. 2002, Vieira Pinheiro
etal 2001).

Diese Ergebnisse zeigten jedoch auch inter-individuelle Schwankungen der
Asparaginase-Aktivitat. Bei 4 von 20 Patienten, die repetitive Gaben von C-ASNase oder
Erwinase erhalten hatten, konnte ein rascher Abfall der Asparaginase-Aktivitat nach
Gabe von 500 IE/m2 PEG-ASNase ohne klinische Zeichen einer allergischen Reaktion
festgestellt werden. Als Ursache flir den raschen Aktivitatsverlust vermutete man die
Bildung von Antikdrpern.

1.1  Akute lymphatische Leukdmie

Die akute Ilymphatische Leukdmie ist eine hochmaligne Erkrankung des
hamatopoetischen Systems, die gehauft im Kindesalter auftritt und unbehandelt schnell
zum Tode flihrt. Die Erkrankung tritt mit einer Inzidenz von 3,5/100 000 unter
15jahrigen auf. Der Altersgipfel der Erkrankung liegt im Kleinkindesalter zwischen 2
und 5 Jahren (Schrappe & Riehm 1997).

Die Atiologie der Erkrankung ist noch weitgehend unbekannt. Spontane somatische
Mutationen sind als wahrscheinlichste Ursache bei der Mehrzahl der Falle anzunehmen
(Greaves 1986, Greaves et Chan 1986, Williams et al. 1984, Pui et al. 1989). Bestimmte
Chromosomenanomalien gehen jedoch mit einem erhdhten Erkrankungsrisiko einher.
Kinder mit einem Down-Syndrom weisen ein 15fach erhohtes Erkrankungsrisiko auf
(Miller 1970). Des weiteren wird eine erhoéhte Inzidenz von ALL bei Klinefelter-Syndrom,
Fanconi-Anamie, Ataxia teleangiectatica oder Bloom s Syndrom beschrieben (Sawitsky
et al. 1966, Sasaki et al. 1973, Gotoff et al. 1967, Miller 1968). Untersuchungen unter den
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Uberlebenden des Atombombenangriffs auf Hiroshima belegen eindeutig die erhohte
Inzidenz von Leukdamien nach Strahlenexposition (Bizzozzero et al. 1966, Folley et al. 1952,
Brill et al. 1962).

Chronische Exposition gegeniliber Benzenen flhrt bei Erwachsenen zum Auftreten von
AML, ein Zusammenhang zur ALL im Kindesalter zeigte sich nicht (Aksoy et al. 1976,
Vigliani & Sarta 1964). Es konnte jedoch belegt werden, dass der Gebrauch von
Alkylantien in der Chemotherapie von Leukamien selbst leukdmoides Potential in sich
birgt. Die meisten dieser durch Chemotherapien induzierten Leukédmien waren AML
(Tucker et al. 1987).

Ausgehend von einem maligne entarteten lymphoblastischen Zellklon kommt es zur
Proliferation und Verdrangung des Knochenmarks mit nachfolgender hamatopoetischer
Insuffizienz mit Andmie, Thrombozytopenie und Granulozytopenie, wobei nicht immer

alle drei Zellreihen gleichzeitig betroffen sein missen.

Haufige klinische Symptome sind Fieber unklarer Genese, Gelenk- und
Skelettschmerzen, erhoéhte Blutungsneigung und gehdufte Infektanfalligkeit sowie
Midigkeit, Abgeschlagenheit und Appetitlosigkeit.

Die Diagnose wird primar durch die zytologische Untersuchung des Knochenmarks oder
des peripheren Blutes gestellt und gilt als gesichert, wenn > 25% der kernhaltigen
Zellen des Knochenmarks Lymphoblasten sind oder unreife Lymphoblasten im
peripheren Blut nachweisbar sind.

Die morphologische Einteilung erfolgt nach der French-American-British (FAB)-
Kiassifikation in 3 Gruppen (L1-L3) (Bennet et al. 1976). Dies ist auch prognostisch von
Bedeutung (Miller et al. 1981, Lilleyman et al. 1986). Mit Hilfe von Oberflachenmarkern
und zytoplasmatischen Markern lassen sich immunologisch unterschiedliche Typen
differenzieren, was sowohl prognostische als auch therapeutische Konsequenzen hat.

Der Nachweis bestimmter Aberrationen und Translokationen, wie z. B. des Philadelphia-
Chromosoms t(9/22) lasst sich mit Hilfe molekularbiologischer und zytogenetischer
Untersuchungen feststellen und hat ebenfalls eine groBe Bedeutung fiir die Prognose
und Stratifizierung innerhalb der Therapieschemata (Yunis et al. 1986).
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1.2  Therapie der akuten lymphatischen Leukdmie

Die Therapie der ALL basiert auf einer intensiven Polychemotherapie. Diese lasst sich in
3 Phasen gliedern: Induktions-, Konsolidierungs- und Erhaltungstherapie. Ziel ist es,
durch eine Kombination verschiedener antineoplastisch wirksamer Medikamente eine
komplette Remission des Knochenmarkes zu erreichen, d.h. den maligne entarteten
Zellklon aus dem Knochenmark zu entfernen und eine normale Hamatopoese wieder

herzustellen.

Die Intensitat der Therapie wird nach Risikofaktoren stratifiziert. Bisher gibt es kein
universell anerkanntes Stratifizierungsmodell. Zu den haufigsten Kriterien zahlen u.a.

die periphere Leukozytenzahl bei Diagnosestellung und das Alter des Patienten.

Ziel der Induktionstherapie ist eine komplette Remission der leukamischen Zellmasse,
d.h. <5% Blasten im Knochenmark in 4-6 Wochen zu erreichen. Die urspriingliche
Induktionstherapie bestand aus einer Kombination von Prednison und Vincristin.
Obwohl unter dieser Therapie bei 85% der Patienten eine Remission erreicht werden
konnte, verbesserte sich die Remissionsrate unter Hinzunahme von L-Asparaginase
und/oder Anthrazyclinen auf 95% (Ortega et al. 1977).

Fir die Konsolidierung werden heutzutage von den meisten Multicenterstudien
Polychemotherapien mit Einsatz von 6-9 verschiedenen Zytostatika verwendet. Es
konnte belegt werden, dass hierunter die Dauer der Remissionsrate auch fiir Patienten
mit einem hohen Risiko erheblich verbessert werden konnte (Paolucci et al. 1989, Henze
et al. 1982, Riehm et al. 1990, Harms et al. 2000).

Ziel dieser Konsolidierungstherapie ist es, die nun nicht mehr sichtbare leukamische
Zellmasse weiter zu reduzieren. Trotz klinischer Remission sind nach Erreichen der
Remission noch eine groBe Zahl leukamischer Zellen im submikroskopischen Bereich
(108-10'° Zellen) vorhanden. Dieses so genannte *minimal residual disease” kann mit
Hilfe verschiedener Methoden wie z.B. DurchfluBzytometrie (immunol. Marker), in-vitro-
Zell-Kultivierung oder molekularbiologischen Methoden oder zytogenetischen Methoden
nachgewiesen werden (Farahat et al. 1998, Hanssen-Hagge et al. 1989, Morgen et al. 1989,
Yokota et al. 1991, ).
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Der Konsolidierung folgt die Reinduktion. Der Begriff wird verwendet, da die
Therapieelemente denen der Induktionsphase sehr ahnlich sind. (Henze et al. 1982,
Rivera et al. 1991, Pinkerton et al. 1987).

Im Anschluss an diese Therapiephasen folgt eine Dauertherapie mit 6-Mercaptopurin
und MTX bis 2 Jahre nach Diagnosestellung.

1.2.1 Therapieprotokolle

Die Therapieschemata zur Behandlung der akuten lymphoblastischen Leukdmie werden
in multizentrischen Studien erarbeitet, um eine optimale Zytostatikazusammenstellung
mit einer hdchstmdglichen ereignisfreien Uberlebensrate bei méglichst geringen

Nebenwirkungs- und Toxizitatsraten zu gewahrleisten.

In Deutschland gibt es derzeit die kooperative Studie zur ALL-Behandlung (COALL) und
die Berlin-Frankfurt-Miinster (BFM) Studie, die Therapieprotokolle zur Primartherapie
der ALL konzipiert haben, sowie die ALL-REZ-BFM-Studie zur Behandlung von ALL-
Rezidiven (Harms et al. 2000, Riehm et al. 1995, Henze et al. 1997).

Weitere Studien gibt es in Holland, England, Frankreich, den USA und anderen

Landern.

1.2.2 Therapieprotokoll COALL-06-97

Im Rahmen der Therapiestudie COALL-06-97 wurden Kinder >1 Jahr und Jugendliche
bis zum 18. Lebensjahr mit einer neu diagnostizierten non-B-ALL behandelt. Patienten
mit T-NHL und >25% Blasten im Knochenmark wurden als ALL-Patienten gefiihrt und

auch evaluiert.

Die Erfahrungen und Ergebnisse der vorangegangenen COALL-Studien 80, 82, 85, 89
und 92 sind in das vorliegende Protokoll ibernommen worden.

Die Patienten wurden nach Prognosefaktoren wie initiale Leukozytenzahlen, Alter,
Immunzytologie, Remmissionsstatus an Tag 29 und chromosomalen Translokationen
(t(9;22), t(4;11)) stratifiziert und entweder dem High-Risk oder Low-Risk Protokoll



Einleitung 12

zugefuhrt. Zusatzlich zu diesen Kriterien erfolgte eine weitere Unterteilung in
“Standard” und “Reduziert” anhand des PVA-Score, einer "in-vitro Resistenztestung’
der entnommenen Leukdmiezellen gegeniber den Medikamenten Prednisolon,
Vincristin und Asparaginase (Abbildungen der Therapieprotokolle COALL-97 HR/LR siehe

Anhang).
Protokoll COALL-06-97
Prephase Induction Intensive phase CNS phase Reinduction
Low Risk
WEIC = 25
Age =10 yrs
C-fpreB-ALL
# ¢+

f f f MTH ith

AT LS L3P ASP
High Risk
WEIC = 25
Age =10 yrs
ProBsT-aLL
9,22 411

# ¢t

f f f f MT¥ ith ?

ASP ASP ASP ASP ASP AP
B e S
4 0 1 2 3 4 5 B 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 ¥ 25 29 30 H

Abb. 2: Schematische Darstellung des COALL Protokolls-06-97

Zusatzliche Stratifikation in HR und LR-Gruppe wurde entsprechend der in-vitro-Resistenz
durchgefiihrt

Im Rahmen der Induktionstherapie und Intensivtherapie, die im LR-Protokoll 13
Wochen und im HR-Protokoll 18 Wochen dauert, erhalten die Patienten Asparaginase
medac in einer Dosierung von 45 000 IE/m?2 i.v. Uber 2 Stunden (LR-Patienten an den

Tagen 31, 59 und 80 und HR-Patienten and den Tagen 32, 46, 87, 108).
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In der Reinduktion wird Asparaginase medac® in gleicher Dosierung verabreicht (LR-
Patienten am Tag 9 und HR-Patienten an den Tagen 9 und 30).

Kam es hierunter zu allergischen Reaktionen wurde bisher Erwinia-Asparaginase 2 x 45
000 IE/m2 im Abstand von 48 Stunden gegeben. Da dieses Produkt jedoch mittlerweile
vom deutschen Arzneimittelmarkt genommen wurde, kann derzeit auf PEG-
Asparaginase (Oncaspar® der Firma Medac) in einer Dosierung von 2500 IE/m?2
zurlickgegriffen werden, das seit dem 1. April 1997 auf dem deutschen

Arzneimittelmarkt zugelassen ist.
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2 L-Asparaginase

2.1 Alilgemeine Charakterisierung der Substanz

L-Asparaginase ist ein Enzym des Aminosaurenstoffwechsels, das ubiquitdr in einer
Vielzahl von Pflanzen, Tieren und Mikroorganismen vorkommt (Wriston 1973, Wriston
1985, Yurek et al. 1983).

Es katalysiert die Hydrolyse von Asparagin zu Aspartat (Asparaginsaure) unter der
Bildung von Ammoniak (siehe Kap. 2.3).

L-Asparaginasen fir den klinischen Gebrauch werden heutzutage fast ausschlieBlich
aus bakteriellen Kulturen von Escherichia coli oder Erwinia carotovora ' gewonnen
(siehe Kap. 2.7).

Das Enzym beider Spezies besteht aus 4 identischen Untereinheiten mit jeweils einer
katalytisch wirksamen Endsequenz (Maita et al. 1974, Minton et al. 1986). (Abb.3)

Die C-ASNase hat ein Molekulargewicht von ca. 141 000 Da; das der E-ASNase betragt
ca. 138 000 Da. PEG-Asparaginase, eine an Polyethylenglykol gekoppelte C-ASNase
erreicht ein etwas hoheres Molekulargewicht von 145 000 Da als die native C-ASNase,
was sich in pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Veranderungen
bemerkbar macht (siehe Kkap. 2.5). Hinsichtlich des isoelektrischen Punktes
unterscheiden sich die E.coli-ASNase (pH 5,0 ) und Erwinia-ASNase (pH 8,7) sehr stark
voneinander (Abb. Tab 1). Beide Enzyme zeigen eine hohe Stabilitdt und eine hohe
Substratspezifitat fur L- und D-Aminosauren mit vier und flinf C-Atomen, was sich in
einer niedrigen Michaelis-Menten-Konstante (K, 6-15 pM) auBert (Nakamura et al. 1971).

Die Enzymaktivitat wird hierbei nicht durch hohe Konzentrationen von Aspartat oder

Ammoniak im Sinne einer Endprodukthemmung beeinflusst (Schwartz et al. 1970).

! auch Erwinia chrysanthemi
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Abb. 3: 3D-Darstellung der E.coli Asparaginase
Dargestellt ist die Anordnung der 4 Untereinheiten in unterschiedlicher farbiger Markierung.

Quelle: mit freundlicher Genehmigung von Clare E. Sansom, Department of Crystallography,
Birkbeck College, London,UK and Venus Internet Ltd., London, UK.
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2.2 Geschichte der Asparaginase

Die Entdeckung der Asparaginase und ihrer antineoplastischen Wirkung ist einem Zufall
zu verdanken. 1953 beobachtete Kidd im Rahmen immunologischer Untersuchungen
von Lymphomen die antiproliferative Wirkung von Meerschweinchenserum, das im
Gegensatz zu Pferde- und Kaninchenserum einen Riickgang von Lymphomen in Mausen
und Ratten bewirkte. Kidd hatte aus dem Meerschweinchenserum gewonnenes
Komplement dazu benutzt, Antigen-Antikdrperreaktionen nachzuweisen (Kidd 1953).

Ausgehend von dieser Entdeckung konnte Broome spdter zeigen, dass nicht das
Komplement Ursache fiir die antiproliferative Wirkung war, sondern das Enzym L-
Asparaginase, das in sehr hohen Konzentrationen in Meerschweinchenserum enthalten
ist (Broome 1961).

Unabhangig davon wiesen weitere Untersuchungen nach, dass bestimmte Tumoren wie
z. B. das Walker Carcinosarcoma 256 und die L5178Y Leukdmiezellen, L-Asparagin fur
das /in-vitro-Wachstum bendtigen (Neumann und McCoy 1956, Haley et al. 1961).

1964 gelang es Mashburn und Wriston nachzuweisen, dass aus Escherichia colF
Bakterien gewonnene L-Asparaginase eine vergleichbare Enzymaktivitdat und somit eine
vergleichbare antineoplastische Wirkung besitzt wie aus Meerschweinchenserum
hergestellte L-Asparaginase (Mashburn und Wriston 1964, Roberts et al.1966, Boyse et al.
1967).

Diese Entdeckung machte es mdglich, groBe Mengen hochgereinigter Enzympraparate
fir den klinischen Gebrauch herzustellen (Campbell et al. 1967, Whelan et al. 1969, Ho et
al. 1970).

Erste klinische Studien zeigten die hohe Sensibilitdt lymphoblastischer Leukamien
gegenliber der L-Asparaginase (Dolowy et al. 1966; Roberts et al. 1966). 1967 berichteten
Hill und Oettgen Uber erste Remissionen im Menschen unter L-Asparaginase-Therapie
(Hill et al. 1967, Oettgen et al. 1967).

Auf der Suche nach weiteren Quellen flir die Asparaginasegewinnung wurden
systematische Studien an verschiedenen Mikroorganismen durchgefiihrt, die Asparagin
zur Energiegewinnung hydrolysieren. Erwinia carotovora-Bakterien zeigten sogar eine
héhere Asparaginase-Enzymaktivitat als die bisher bekannte £. co/i-ASNase (Wade et al.
1971).
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Auch in anderen Mikroorganismen wie Serratia marcescens und Vibrio succinogenes,
die zur Klasse der Wolinella gehdren (Distasio et al. 1976, Wade et al. 1968), und
zahlreichen anderen Bakterien und Pilzen konnten L-Asparaginasen nachgewiesen
werden (Altenbern et al. 1954, Manning et al. 1957, DeGroot et al. 1960). Diese zeigen
jedoch kaum antineoplastische Aktivitat (Haley et al. 1961).

Somit erlangten lediglich Enzympréparate aus £.coli ?und Erwinia carotovora klinische
Bedeutung (siehe Tab. 2 Klinisch gebréuchliche Praparate).

Verschiedene Versuche sind unternommen worden, um die Immunogenitat der L-
Asparaginase als FremdeiweiB abzuschwachen, sowie die Halbwertszeit zu verlangern
und ihre Glutaminase-Aktivitdt zu reduzieren, um so eine optimale Therapie zu
gewahrleisten. Sowohl das Einflihren von Polypeptid-Seitenketten (Uren & Reagin 1979)
als auch eine Kopplung des Enzyms an verschiedene Polysaccharide, v.a. Dextrane und
Polyethylenglykole (PEG), zeigten diesbeziiglich einen Erfolg. Durch die kovalente
Bindung von Monomethoxy-Polyethylenglykol oder Dextranen an die native L-
Asparaginase kommt es zur Maskierung der allergenen Gruppen (Park et al. 1981,
Abuchowski et al. 1984, Wileman et al. 1986, Yoshimoto et al. 1986, Wada et al. 1990, Wileman
et al. 1991). AuBerdem verlangert sich durch das gréBere Molekulargewicht und den
erschwerten Abbau durch Proteasen die Halbwertszeit (Asselin et al. 1993, Ho et al. 1986,
Wada et al. 1990).

Weitere Verfahren wie z. B. die Verwendung von Erythrozyten als Tragerkapsel (Updike
et al. 1976, Alpar & Lewis 1985), Umgehung der Exposition des Organismus mit der L-
ASNase durch Hamodialyse und extrakorporale enzymatische Hydrolyse an L-ASNase
tragenden Oberflachen (Gombotz et al. 1985, Edman et al. 1987) oder die Polymerisation
mit Albumin (Poznansky et al. 1982) erwiesen sich als zu aufwendig oder nicht effektiv
genug, um eine Reduktion der unerwinschten immunologischen Wirkungen der L-

ASNase zu erreichen ohne zu einem Aktivitatsverlust zu fiihren.

2 von den bekannten E.coli-Asparaginasen EC-1 und EC-2 besitzt nur die EC-2-ASP antitumordse
Aktivitat
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2.3 Wirkmechanismus

L-Asparaginase ist ein Enzym des Aminosaurenstoffwechsels, das die Hydrolyse von L-
Asparagin (L-Asn) zu L-Asparaginsaure (L-Asp) unter Abspaltung von Ammoniak
katalysiert. L-Asparaginase stort somit den Aminosdurenhaushalt, indem es die
Konzentration von L-Asn reduziert. Im Gegensatz zu gesunden Korperzellen sind
Leukamiezellen nicht in der Lage, Asparagin selbstandig zu synthetisieren, da ihnen das
hierfir erforderliche Enzym, die L-Asparaginsynthetase, fehlt. Fiir sie stellt L-Asparagin
eine essentielle Aminosaure dar. Somit sind sie auf die Aufnahme von L-Asn aus dem
Plasma angewiesen (Prager et al. 1968, Astaldi et al, 1969, Haskell et al. 1970).

Durch Zufuhr von L-Asparaginase kommt es zu einer Verarmung an L-Asn im
extrazelluldren Aminosduren-Pool und somit zu einer selektiven metabolischen Stérung
des Proteinstoffwechsels der Tumorzellen. Ohne extrazelluldre Zufuhr von L-Asparagin
kommt es zum Abbruch der Proteinbiosynthese und zum Zelluntergang der

Leukdmiezellen.

Auf zelluldrer Ebene bewirkt der Mangel an L-Asn eine Hemmung der
Nukleinsdurenbildung sowohl flir RNA- als auch DNA-Molekile. Es konnte
nachgewiesen werden, dass eine L-Asparaginase-Konzentration ab 1 IE/I /n-vitro den
Einbau von Valin und Uridin hemmen (Oettgen et al. 1967).

Eine Korrelation zwischen der /in-vitro-Hemmung des Uridin-Einbaus in RNA oder des
Valin-Einbaus in Polypeptide von Leukdmiezellen, die Patienten vor der Therapie mit L-
Asparaginase entnommen worden waren, und dem Kklinischen Erfolg der Therapie
bestand jedoch nicht (Capizzi et al. 1971).

Eine kirzlich veréffentlichte Studie an Leukamiezellen mit t(12;21)-Translokation stellt
jedoch den bisher angenommenen Wirkmechanismus aufgrund des Fehlens der
Asparagin-Synthetase in Frage. Die t(12;21) Translokation flihrt zu einer TEL/AML1
Genfusion und ist in etwa 25% der akuten lymphoblastischen Leukdmien nachweisbar.
Diese Zellinien weisen sich durch duBerste in-vitro Sensibilitét gegeniiber Asparaginase
aus (Ramakers et al. 2000). Stams et al. postulierten, dass das ,enhancer core" der
Asparagin-Synthetase durch das TEL/AML1-Gen unterdrlickt wiirde und dadurch die
Inhibierung der Asparagin-Synthetase und damit die Sensibilitdt gegeniber der
Asparaginase erklart ware. Tatsachlich zeigte sich jedoch, dass t(12;21) positive Zellen
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5-fach mehr Asparagin-Synthetase-mRNA exprimieren (Stams et al. 2003). Es wurde die
Hypothese aufgestellt, dass diese Zellen zu wenig Aspartat und Glutamin herstellen
oder in das Zellinnere transportieren. Diese dienen als Substrat flir die AS-Synthetase.
Glutamindeprivation  fihrt zu einer Aktivierung eines CD-95-vermittelten
Apoptoseweges in Leukamiezellen (Fumalrola et al. 2001).

Extrazellularer
Raum

Asparagin
H,O Asparagin ——p Proteinbiosynthese

'l.
‘0
o,

Asparagin ™.,
Synthetase ™

L-Asparaginase

NH;
Asparaginsaure

N Zelle
p Asparaginsaure

\/

Abb. 4: Wirkmechanismus der L-Asparaginase

Der Unterschied zwischen einer normalen Zelle und Tumorzelle ist durch die gestrichelte Linie
gekennzeichnet, die die von der Asparaginsynthetase katalysierte Reaktion darstellt.

Die Hemmung der Proteinbiosynthese ist nur bedingt selektiv und betrifft zum Teil auch
gesundes Gewebe, was sich in unerwiinschten Nebenwirkungen auBert, auf die spater
noch eingegangen werden soll (siehe Kap. 2.7). Die Wirkung der L-Asparaginase ist
bedingt phasenspezifisch, da die Hemmwirkung der Proteinbiosynthese in der G;- und
S- Phase, den Phasen des grtBten Zell-turnovers, am effektivsten ist (7akase et al.
1985).
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2.4 Eigenschaften therapeutischer Asparaginasen
Aktivitat" | K,(uM) Ratio Molekular |Isoelektr.| Halbwerts
Maximale |gewicht Punkt Zeit
Aktivitat
(IU/mg | L-Asn | L-GIn | L-Asn/L-GIn (Da) (pH) (d)
Protein)
E. coli 280-400 12 3000 0,03 141.000 5,0 1,28 + 0,35
Erwinia | 650-700 15 1400 0,10 138.000 8,7 0,65 + 3,12

Tab. 1: Therapeutische Asparaginasen

“eine IU hydrolysiert 1 umol Asparagin pro Minute

Wiedergabe einer Tabelle von Capizzi & Holcenberg (1993) Asparaginase; in Cancer Medicine
(3. Auflage) Lea & Fiebiger, Philadelphia, Kap. XVI-9, 796-803

Da die meisten Enzympraparate neben der katalytischen Aktivitat fir L-Asn auch eine

Aktivitat flr L-Glutaminsaure (3-9%) besitzen, kommt es unter der Therapie ebenfalls

zu einer Depletion von L-GIn. Die K, fur Glutamin ist etwa um das 100fache gréBer als
die der Asn (Miller et al. 1969).

Hohe Asparaginasedosen flihren somit auch zu einer Depletion von Glutamin im Serum,

was einen Teil der Nebenwirkungen ausmacht (siehe kap. 2.6.2).
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2.5 PEG-Asparaginase

Wie bereits mehrfach erwdhnt, handelt es sich bei der PEG-Asparaginase um eine
E.coli-Asparaginase, die kovalent an Monomethoxy-Polyethylengycol gebunden ist.

PEG — »

Linker

Asparaginase-Enzym

Abb. 5: schematisches Darstellung der PEG-Asparaginase.

Abbildung der kovalenten Bindung der Monomethoxy-Polyethylenglykol-Molekiile an die PEG-
Asparaginase

[In Anlehnung an Holle LM. Ann. Pharmacother. 1997;31:616-624]

Der isoelektrische Punkt der PEG-ASNase andert sich durch die kovalente Bindung nicht

und entspricht somit dem der nativen Asparaginase.

Durch die kovalente Bindung der Asparaginase wird ein héheres Molekulargewicht von
etwa 145.000 Da erreicht, wobei der Anteil des Monomethoxy-Polyethylenglycol etwa
5000 Da ausmacht (Duncan et al. 1994).

Folge des erhdhten Molekulargewichts ist die dadurch verlangerte Halbwertszeit von
573 d + 3,24 d versus 1,3 d + 0,35 d bei nativer E.coli Asparaginase (Asselin et al
1993).

PEG-Asparaginase kann aufgrund der langeren Halbwertszeit in deutlich niedrigeren
Dosierungen und in gréBeren Applikationsintervallen verabreicht werden.
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Ein weiterer Effekt der kovalenten Bindung an PEG ist die Maskierung der
immunogenen Epitope. Hieraus folgt eine geringere Immunogenitat als die der
herkdbmmlichen E.coli Asparaginase, so dass sich der Einsatz der PEG-ASNase
insbesondere als effektive Alternative bei Patienten ergibt, die allergisch auf native C-
ASNase reagiert hatten. Etwa 70% der Patienten, die eine allergische Reaktion auf
E.coli-Asparaginase gezeigt hatten, konnten unter PEG-ASNase die Therapie ohne
Zeichen einer Hypersensitivitat fortsetzen (Weiss 1992, Park et al. 1981, Kurztberg et al.
1990).

Asselin et al. berichten jedoch von einer verkirzten Halbwertszeit (1,82 d + 0,26 d)
nach 2500 IE/m2 PEG-ASNase bei Patienten, die vorher eine allergische Reaktion auf C-
ASNase gezeigt hatten. Bei nur 1 vom 7 Patienten mit einer milden allergischen
Reaktion (leichte Urtikaria, R6tung und Schwellung an der Injektionsstelle i.m.) auf C-
ASNase (25 000 IE/m2), war 7 Tage nach Applikation eine nachweisbare Aktivitat
nachweisbar (Asselin et al. 1993). Auch Ho et al. fanden eine kiirzere
Plasmahalbwertszeit bei Patienten mit vorausgegangener Sensibilisierung auf E. coli
Asparaginase (Ho et al. 1986).

In Studien mit 174 teils mit C-ASNase vorbehandelten Patienten traten in 18% der Fdlle
allergische Reaktionen auf PEG-Asparaginase auf, von denen die meisten bei den
Patienten auftraten, die zuvor schon sensibilisiert waren. Die Kreuzsensitivitat zur
nativen Form wird mit 32 % angegeben. (Product information. Rhone Poulanc Rorer.
Oncaspar®. In: Gole WJ. Editor. Physician s desk reference, 49th ed. Montvale (NJ): Medical
economics data production, 1995:1976-8).

Die Ansprechrate unter PEG-Asparaginase entspricht der nativer Asparaginase. In einer
randomisierten, multizentrischen Studie an 21 padiatrischen ALL-Rezidivpatienten (1-20
Jahre) konnte nach einer 2 wochigen Induktionstherapie mit 2000 IE/m2 PEG-ASNase
i.m./i.v. alle 14 Tage als Monotherapie in 22 % der Patienten eine komplette Remission
erreicht werden. In den nachfolgenden 3 Wochen wurde eine Kombinationstherapie mit
Vincristin und Prednison durchgefiihrt. Hierunter konnte nach den insgesamt 5 Wochen
Induktionstherapie in 78% der Patienten eine komplette (67%) oder partielle (11%)
Remission beobachtet werden. Alle Patienten hatten vorher mehrfach C-ASNase
erhalten. Einer der Patienten erfuhr eine therapielimitierende allergische Reaktion unter
C-ASNase, erreichte hingegen unter PEG an Tag 35 eine CR (Ettinger et al. 1995). Die
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Ergebnisse unter PEG sind vergleichbar mit einer Remissionsrate von 76% flr ALL-
Rezidivpatienten unter C-ASNase in gleicher Kombinationstherapie (Sutow et al. 1971).

In einer Studie an ALL-Rezidivpatienten (n=20), die keine allergische Reaktion auf C-
ASNase gezeigt hatten, fand sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied der
Gesamtansprechrate (60% unter 2500 IE/m2 PEG alle 14d versus 50% unter 10 000
IE/m2 C-ASNase 3x wdchentlich) (Pate/ et al. 1996).

2.6 Pharmakologie und Toxikologie

Die meisten Autoren proklamieren flir das pharmakokinetische Verhalten der L-ASNase
ein Ein-Kompartment-Modell. Der Abbau des Enzyms erfolgt Uber das RES
(retikuloendotheliales System)? v.a. in der Leber (Hall 1970, Brueck et al. 1989).

Die Halbwertszeit der L-Asparaginase wird flr die einzelnen Enzympraparate
unterschiedlich angegeben. Diverse klinische Studien wurden unternommen um die
Abhdngigkeit zwischen Halbwertszeit und Wirksamkeit sowie Toxizitat der
verschiedenen Prdparate nachzuweisen und zu vergleichen, um somit eine

Dosisoptimierung zu erreichen.

Boos et al. konnten nachweisen, dass 2 verschiedene E.coli Praparate (Asparaginase
Medac® und Crasnitin®) in der gleichen Dosierung von 10 000 IE/m2 wahrend der
Induktion unterschiedliche Halbwertszeiten und Spitzenspiegel hatten. Die
Spitzenspiegel 24h nach Gabe betrugen nach dem Medac Praparat 2200 IE/I gegeniiber
750 IE/I unter Crasnitin®. Die Tal-Aktivitit war nach Medac etwa 6fach hoher als die

der Crasnitin Asparaginase (Boos et al. 1996).

In einer Studie von Asslin et al. konnte weder durch wiederholte Gaben noch durch die
Hbhe der Dosis ein Einfluss auf die Halbwertszeit (1,24 + 0,17d unter 25.000 IE/m2 C-
ASNase vs. 1,35 + 0,3d unter 2.500 IE/m?2 C-ASNase) festgestellt werden (Asselin et al.
1993).

Gleichzeitige Messungen von Enzymaktivitat und Konzentration von Asn im Plasma
zeigten, dass Asn im Serum nicht nachweisbar (<1uM) ist, solange die Enzymaktivitat
>0,02 IE/ml betragt. Hieraus entwickelte Holcenberg unter Einbeziehung kinetischer
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Enzymeigenschaften ein mathemathisches Modell, das eine optimale Dosierung und
das Dosierungsintervall voraussagen sollte (Holcenberg 1975, Holcenberg & Roberts 1977).
Dieses Modell wurde in einer Studie von Sallan et al. angewandt. Verglichen wurden die
Halbwertszeiten drei verschiedener Asparaginasen. Nach 25 000 IE/m2 Erwinase betrug
diese 0,6 Tage, nach der gleichen Dosis E.coli ASNase betrug sie 1,2 Tage und nach
2500 IE/m2 PEG-ASNase war die Halbwertszeit 5,8 Tage. Alle 3 Asparaginasen zeigten
eine komplette Depletion solange die Aktivitat > 0,03 IE/| lag (Sallan et al. 1983).

Die Enzymaktivitat in Lymphflissigkeit wurde mit 5-20% der des Plasmas angegeben.
In interstitiellen Flissigkeiten betragt sie ca. 10%. Im Liquor wird die Aktivitat der
Asparaginase mit 0,19% der Plasma-Aktivitdt angegeben (Capizzi 1993; Riccardi et al.
1981).

Die Depletion von Asn im Liquor wird auf die systemische Wirkung der L-ASNase
zurlickgefiihrt und den damit verbundenen verringerten Transport von Asn durch die
Blut-Hirn-Schranke sowie den Transport von Asn aus dem Liquor Uber die Blut-Hirn-
Schranke ins Blut aufgrund des durch die Depletion veranderten

Konzentrationsgradienten .

Riccardi et al. geben eine komplette Depletion von Asn im Liquor bei Asparaginase-
Aktivitdten im Serum von 100 IE/l an (Riccardi et al. 1981). Die Spitzenspiegel der
Asparaginase-Aktivitat sind nach i.m. Gabe nur etwa halb so groB wie nach i.v.
Administration (Schwartz 1970).

3 Auch als RHS (rethikulohistiozytéres System) oder MMS (Monozyten-Makrophagen-System)
bezeichnet
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Hinsichtlich der klinischen Wirksamkeit fanden Nesbit et al. keine Unterschiede
zwischen i.m. und i.v. Gabe. Jedoch war die Nebenwirkungsrate in Form von
Hypersensitivitdt nach der intravendsen Applikation hdher als nach intramuskularer
Gabe (Nesbit et al. 1979).*

2.7 Nebenwirkungen der Asparaginase
2.7.1 Immunologische Nebenwirkungen

Zu den haufigsten Nebenwirkungen gehéren allergische Reaktionen, die in der Literatur
mit einer Haufigkeit von 3-70% angegeben werden (Capizzi et al. 1971, Ettinger et al.
1997). Die meisten Félle sind milde ausgepragt (Hautausschlag, Urtikaria, Erythem,
Odem). Aber auch schwere Symptome wie Atembeschwerden und Bronchospasmus bis
hin zum anaphylaktischen Schock (<1%) sind berichtet worden.

Ursache hierfir sind immunologische Reaktionen auf das Fremdprotein. Die hohe
Immunogenitat wird auf die Bildung spezifischer IgG-Antikdrper zurtickgefiihrt, die
nicht nur zu allergischen Nebenwirkungen fiihren sondern auch mit einer erhdhten
Clearance des Enzyms einhergehen (Fabry et al. 1985). Dies flihrt zu einer verkirzten
Halbwertszeit und einer reduzierten Aktivitat und somit zu einer verminderten

Asparagindepletion (4sselin et al. 1993).

Capizzi beschrieb eine enge Korrelation zwischen dem Nachweis von Anti-ASNase-
Antikdrpern und dem raschen Abfall der Asparaginase Aktivitat im Plasma, die etwa 2-4
Tage vor dem Auftreten einer Allergie nachweisbar waren (Capizzi 1993). Ahnliche
Ergebnisse erbrachte die Studie von Killander et al. (Killander et al. 1976).

In einigen Fallen wurde eine rasche Inaktivierung der Asparaginase und die Bildung
spezifischer IgG-Antikdrper trotz Abwesenheit klinischer Symptome einer allergischen
Reaktion gefunden. Dieses Phanomen wird als “silent inactivation" in der Literatur
beschrieben (Capizzi et al. 1971).

* Bei dieser Betrachtung ist jedoch die Wahrscheinlichkeit der Kontamination mit Endotoxinen
und anderen bakteriellen Proteinen zu beachten, die besonders bei friiheren Praparationen
noch sehr hoch war und somit nur eingeschrankt mit den heutigen Préparaten vergleichbar
ist.
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Allergische Reaktionen traten in Multichemotherapie-Protokollen seltener auf als bei
einer Monotherapie mit Asparaginase, was auf immunsupprimierende Effekte der
Begleitchemotherapeutika zurtickgefiihrt wurde (Oettgen et al. 1970).

Des weiteren hat die Applikationsform Einfluss auf das Vorkommen von
Nebenwirkungen. So kam es nach intravendsen Gaben zu haufigeren und schwereren
Nebenwirkungen als unter der i.m. Gabe (WNesbit et al. 1979). Diese flihrt jedoch
teilweise zu sehr schmerzhaften lokalen Schwellungen, die ebenfalls therapielimitierend
sein kdénnen. Auch die wiederholte Applikation flihrt zu vermehrten
Hypersensitivitatsreaktionen (Nesbit et al. 1979, Oettgen et al. 1970).

Normalerweise zeigen L-Asparaginasen unterschiedlicher Herkunft keine Kreuzreaktion,
so dass bei Auftreten allergischer Reaktionen die Therapie mit einem anderen Praparat
fortgefiihrt werden kann.

In vergleichenden nicht randomisierten Studien zwischen Erwinia-Asparaginase und der
nativen E.coli-Asparaginase zeigte sich eine niedrigere Inzidenz allergischer Reaktionen
unter Erwinase (7,5%) im Vergleich zu E.coli (29%) (Barron et al. 1995).

Da polyethylenglykol-gekoppelte Asparaginase ebenso wie die native Form aus
Escherichia coli Bakterien gewonnen wird, kommt es zu einer Kreuzsensitivitat
(ca.32%). Jedoch werden durch die Bindung an Polyethylenglykol die immunogenen
Epitope des Fremdproteins teilweise maskiert (Niheres siehe Kap. 2.4.1).

2.7.2 Nebenwirkungen aufgrund der Proteinbiosynthese

Weitere Nebenwirkungen, die auf die verminderte Proteinbiosynthese zurlickzufiihren
sind, betreffen Stérungen des Gerinnungssystems in Folge dessen es sowohl zu

Blutungen als auch zu Thrombembolien kommen kann.

Es kommt zu einer Abnahme des Plasmafibrinogens und der Faktoren II, VI, VII, VIII
und X.

Hingegen werden thrombembolische Ereignisse durch die verminderte Synthese von
Antikoagulanzien wie ATIII, Protein C und S geférdert (Ramsay et al. 1977, Nowak-Gottel
et al. 1996).
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Funktionsstérungen der Bauchspeicheldriise koénnen in 10% zu einer akuten
Pankreatitis fihren, die in einigen Fallen auch als lebensbedrohlich beschrieben wurden
(Chambon et al. 1993, Sadoff et al. 1997). Hypoglykamien, die eine Insulinsubstitution
erforderlich machen, wurden ebenfalls beobachtet.

Direkte Wirkungen auf das Knochenmark bewirken eine milde bis moderate
Suppression aller 3 Zell-Linien, die jedoch selten klinische Relevanz erreichen (Kolarz et
al. 1971).

Eine ZNS-Beteiligung kann sich in Agitiertheit, Depression, Halluzinationen,
Disorientiertheit, Krampfen und Somnolenz bis hin zu Koma duBern, was auf den
Eingriff in den Glutamin-, Glutamat- und Ammoniakstoffwechsel des Gehirns
zurtickgefuhrt wird (Holland et al. 1974, Oettgen et al. 1970). Neurologische Dysfunktionen
sind selten und bilden sich meist spontan nach Absetzten des Praparates zurtick.

Fir die Dauer der Asparaginasetherapie kommt es zu einer Hyperlipoproteindmie mit
einem Anstieg der Triglyceride, der VLDL und des Apolipoprotein 100 (Parsons et al.
1997).

Des weiteren wurden Erh6hung der Transaminasen, der alkalischen Phosphatase, der
LDH und des Bilirubins im Sinne einer hepatischen Dysfunktion beobachtet sowie eine
Abnahme der Serumalbuminkonzentration, des Cholesterins und der Phospholipide
(Oettgen et al. 1970).

In den ersten 2 Stunden nach Asparaginase-Gabe kann es zu Fieber und

gastrointestinalen Stérungen kommen.

2.8 Asparaginasepraparate auf dem deutschen Arzneimittelmarkt

Auf dem deutschen Arzneimittelmarkt sind 3 verschiedene £. coli Praparate erhaltlich.

Asparaginase medac® und Crasnitin® stammen von unterschiedlichen £. co/i Stimmen.
Boos et al. konnten nachweisen, dass sie sich bei gleicher Dosierung (10 000 IE/m?2
KOF alle 3 Tage) in ihrer Halbwertszeit unterscheiden.

Die Studiengruppe zeigte ebenfalls, dass sich unter dieser Dosierung auch die
Aktivititen der Préparate unterschieden (475 IE/| bei Asparginase medac® vs. 75 IE/I
bei Crasnitin®). Wahrend in der Induktion die Asparagindepletion hierunter ausreichend
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war, zeigte sich in der Reinduktion mit Crasnitin® (mittlerweile nicht mehr im Handel

erhaltlich) lediglich in 57% eine vollstandige Depletion (Boos et al. 1996).

Handelsnahme Hersteller Bakterium Molekiilmasse Halbwertszeit

Asparaginase Medac E.coli 133-141 kDa 31,2h + 8,4h”

medac® (HAP, A1-3) 23,0h +2,5h°

Crasnitin® Bayer E.coli 120 kDa 17,7h+43h°
(W,ATCC 9637)

Onacspar® Medac E. coli 145 kDa 136,8h + 77,8h"
PEG-Konjugat

Erwinase® Speywood  Erwinia 135 kDa 15,6h + 3,12h"
chrysanthemi 72h+41h°

Tab. 2: Klinisch angewandte Asparaginasen auf dem deutschen Arzneimittelmarkt
“nach i.m. Gabe nach Asselin et al. 1993,

°nach i.v. Gabe nach Werber 1995

Die auf dem deutschen Arzneimittelmarkt nicht mehr erhéltliche Erwinase® sowie Crasnitin® sind

farblich grau hervorgehoben, soll hier aber der Vollstandigkeit halber zum Vergleich erwahnt
werden
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2.9 Klinische Bedeutung der Asparaginase

Seit der Entdeckung seiner antileukamischen Wirkung wird Asparaginase nunmehr seit
uber 20 Jahren in der Chemotherapie der ALL und des NHL eingesetzt. Es wurden zwar
vereinzelt komplette Remissionen in bis zu 50% der Patienten unter Einzeltherapie mit
Asparaginase berichtet (Jaffe et al. 1971, Nesbit et al. 1981). Diese waren aber im
Vergleich zur Kombinationschemotherapie deutlich geringer. Ortega et al berichteten
1977 eine initiale Remissionsrate von 95% unter der Kombination von Asparaginase,
Prednison und Vincristin (Ortega et al. 1977). Seither konnte in verschiedenen Studien
die klinische Bedeutung der Asparaginase als Teil von Multichemotherapie-Protokollen
belegt werden (Ertel et al. 1979, Jones et al. 1977, Clavell et al. 1986).

Anfanglich wurde Asparaginase fast ausschlieBlich in der Induktionstherapie eingesetzt.
Zunehmend etablierte sich jedoch auch die Anwendung in der Konsolidierungsphase
und der sogenannten Maintenance-Phase. So verlangerte sich beispielsweise die Dauer
der Remission um ein Drittel (Vesbit et al. 1979).

Sallan et al. konnten in einer randomisierten Studie zeigen, dass der Gebrauch von
hoch-dosierter Asparaginase 1 mal wodchentlich zusammen mit Vincristin, Prednison
und Doxorubicin eine signifikant hdhere ereignisfreie Uberlebensrate zur Folge hatte als
die Kombinationstherapie ohne ASNase (Sallan et al. 1983).



Material & Methoden 30

3 Material und Methoden

3.1 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen einer Begleitstudie des Therapieprotokolls
COALL-06-97 zur Behandlung akuter lymphatischer Leukdmien im Kindesalter
durchgefiihrt.

Es sollte die Wirksamkeit von 2500 IE/m2 KOF PEG-ASNase (Oncaspar®) i.v. mit der
von 45 000 IE/m2 KOF E.coli-Asparaginase (Asparginase medac®) i.v., wie sie bisher in
dem COALL-Protokoll-92 und 97 verwendet wurde, verglichen werden. Hierzu wurde in
dem COALL-Protokoll-06-97 die 3. bzw. die 4. C-ASNase Gabe (45 000 IE/m?2) des Low
Risk bzw. High Risk Protokolls durch 2500 IE/m2 PEG-ASNase substituiert und die
Dauer der Depletion von Asn im Serum bis zu 8 Wochen nach Gabe gemessen.
Insbesondere sollte die Dauer der Asparagin Depletion im Serum mit den Daten, die
nach Gabe von 45 000 IE/m2 C-ASNase in dem COALL-Protokoll-92 erhoben wurden,
verglichen werden. Neben der Depletion im Serum wurde auch die Asparagindepletion
im Liquor, sowie die Asparaginase-Aktivitat im Serum bestimmt.

Da es bisher Uberwiegend Daten zur intramuskuldaren Applikation von PEG-
Asparaginase gab, sollten im Rahmen des Protokolls eigene Daten zur intravendsen
Applikation von 2500 IE/m2 PEG-Asparaginase erhoben werden.

In der aktuellen Studie sollten zusatzlich zur Asparaginmessung im Serum die
Asparaginase Aktivitat unter 2500 IE/m2 PEG-ASNase erfasst werden, um somit eine

fundiertere Aussage Uber die Effektivitat treffen zu kénnen.

Die Asparaginmessungen im Liquor sollten Aufschluss Uber die ZNS-Wirksamkeit von
PEG-Asparaginase geben.

Von besonderem Interesse bei dem Vergleich der beiden Praparate (45 000 IE/m2 C-
ASNase vs. 2500 IE/m2 PEG-ASNase) war die Frage nach der Mdglichkeit, C-
Asparaginase eventuell durch PEG-Asparaginase in den kiinftigen Therapieprotokollen
zu ersetzen, um somit eventuell die Rate der klinisch relevanten Allergien zu senken.
Die bisherige Allergierate im COALL-Protokoll wird mit 30% angegeben
(unveréffentlichte Daten), 10% dieser Patienten mit einer allergische Reaktion auf C-
ASNase zeigen diese bereits nach der 2. Gabe, weitere 10 % jeweils nach der 3. und 4.
Gabe. Diese macht ein Umsetzen auf ein anderes Praparat erforderlich. Es stellt sich
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somit die Frage, ob eine gezielte Umsetzung von C-ASNase auf PEG-ASNase ( mit dem
Vorteil der Demaskierung der allergischen Epitope) nach der 2. Gabe weiteren Allergien

vorbeugen konnte.

3.2 Patienten - Auswahlkriterien

In die Studie aufgenommen wurden 71 Patienten (38 Jungen und 33 Madchen), bei
denen eine ALL diagnostiziert wurde und die innerhalb des Studienprotokolls COALL-
06-97 registriert waren und nach demselben Therapieschema behandelt wurden.
SechsunddreiBig Patienten wurden nach dem Low Risk Protokoll behandelt,
FlinfunddreiBig nach dem High Risk Protokoll (siehe Protokolle im Anhang). Der
Altersmedian lag bei 4 Jahren und 5 Monaten (1 Jahr 7 Monate — 15 Jahre).

Sduglinge und Kinder < 1 Lebensjahr mit ALL waren ausgeschlossen, ebenso wie
Kinder, die an einem Rezidiv erkrankt waren oder einen primdren ZNS-Befall erlitten
hatten.

AuBerdem waren Patienten mit bekannter vorheriger Allergie auf C-ASP im Rahmen der
Therapie nicht flir die Studie qualifiziert.

Da es sich um zusatzliche Blutentnahmen im Protokoll handelte, wurde die Studie der
Ethikkommission vorgelegt und die Einverstandniserklarung der Eltern eingeholt (siehe

Anhang).

3.3 Probengewinnung
3.3.1 Zeitpunkt der Probenenthahmen

Um eine Aussage Uber eine ausreichend lange Asparagindepletion im Zusammenhang
mit der Enzymaktivitdt machen zu kdnnen, war es ndtig, einen mdglichst langen
Abstand zwischen zwei Asparaginasegaben zu bestimmen. Hierflir erwiesen sich

folgende Zeitpunkte im Studienprotokoll COALL-06-97 als geeignet:

Die 3. Asparginasegabe im Low-Risk-Protokoll am Tag 80 (2. MTX-ASP-Block) und
entsprechend die 4. Gabe im High-Risk-Protokoll am Tag 108 (2. HIDAC-ASP-Block).
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Direkt vor Gabe der PEG-Asparaginase wurde eine Blutprobe entnommen und der
Leerwert bestimmt. Danach wurden wochentliche Blutentnahmen (ber einen Zeitraum
von 8 Wochen durchgeflihrt sowie Liquorproben im Rahmen der im Protokoll
vorgesehenen Lumbalpunktionen zur Verabreichung intrathekaler MTX-Gaben

gewonnen (siehe Protokoll im Anhang).

3.3.2 Behandlung der Proben

Es wurden 6ml Blut (ohne Zusatze) entnommen und direkt nach Blutentnahme auf Eis
gestellt, um die Enzymaktivitat zu stoppen. Sofort danach wurden die Proben gekihlt
abgesehrt und in 2 Portionen a 1-2 ml Serum bei —20°C tiefgefroren und zur
Bestimmung der L-Asparagin-Konzentration (1. Probe) und der Enzymaktivitdt (2.
Probe) auf Trockeneis verschickt.

Ebenso wurden Liquorproben bei einer LP gewonnen und in 2 Portionen a 1-2 ml sofort
nach Entnahme nach demselben Schema wie die Blutproben eingefroren und
verschickt.

Da Uber die Dauer der Depletion der PEG-Asparaginase nach i.v.-Gabe mit der hier
angewandten Dosis von 2500 IE/m2 keine gesicherten Daten vorlagen, den Patienten
durch die einmalige Gabe jedoch kein Therapienachteil entstehen sollte, wurden bei
den ersten 10 Patienten der Studie die Proben der Woche 3-5 flir die Bestimmung der
Asparaginkonzentration im Blut sofort nach Entnahme einzeln verschickt und
gemessen, so dass im Falle einer nicht ausreichenden Depletion eine erneute Dosis
PEG-Asparaginase von 1000 IE/m2 gegeben werden konnte.

Die Proben der Woche 0-2 sowie die Proben der Woche 6-8 wurden gesammelt
verschickt. Die Messung der ersten 10 Patienten zeigte jedoch, dass bei >50% der
Kinder eine Depletion (iber mindestens 5-6 Wochen nachzuweisen war, so dass bei den
nachfolgenden Patienten die Proben gesammelt nach Beendigung der 8-wdchigen
Messung verschickt werden konnten.
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3.4 Quantitative Bestimmung der Aminosauren mittels HPLC
(Ionenaustauschchromatographie)

3.4.1 Allgemeine Technik der Ioneneaustauschchromatographie

Aminosduren sind polare Substanzen, die Protonen aufnehmen und abgeben kdnnen.

Da sie sich wie Sduren und Basen verhalten, gehdren sie zu der Gruppe der Ampholyte.

Aufgrund ihrer unterschiedlichen funktionellen Gruppen in den Seitenketten besitzen sie
unterschiedliche pK-Werte, die bei bestimmten pH-Werten einen unterschiedlichen
Dissoziationsgrad annehmen.

Als isoelektrischen Punkt (IP) bezeichnet man den Zustand einer Aminosaure, an dem
sie aufgrund des Dissoziationsgrades keine Nettoladung tragt und somit auch nicht im
elektrischen Feld wandert. Somit lassen sich Aminosauren entsprechend ihres IP mit
Hilfe von pH-Veranderungen voneinander trennen. Dies Prinzip hat sich die

Ionenaustauschchromatographie zu Nutzen gemacht.

Prinzip:

Bei saurem pH (pH1) liegen Aminosauren als Kationen vor. In diesem Zustand werden
sie  auf eine Kationenaustauschersaule aufgebracht, eine hochpolymere
Kunstharzmatrix, deren Polysterenketten durch cross-links (Divinylbenzen-gruppen)
miteinander verbunden sind und die in sulfoniertem Zustand vorliegen und somit

negativ geladen sind.

Kationenaustauscher werden gewonnen, in dem man sie in Sdure quellen lasst, d.h.
sie bilden mit den Salzen Kationen. Die entstandenen H;O*-Ionen sind an SOs
gebunden. Die positiv geladenen Gruppen der zu untersuchenden Aminosauren gehen
mit der Sulfonylgruppe der Matrix eine Ionenwechselwirkung ein und verdrangen somit

die Kationen aus ihrer Bindung (Ionenaustausch).
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Matrix-S03'H;0" + H;N*-CH-COO Matrix—S0; H;N*-CH-COO + H;0*

Abb. 6: Schematische Darstellung des Ionenaustausches an einer Kunstharzmatrix
mit sulfonierten Gruppen

Steigerung des pH-Wertes, der Temperatur und der Pufferionenkonzentration
resultieren im Erreichen des IP der Aminosauren zu unterschiedlichen Zeitpunkten und
fihren somit zum Verlust der ionischen Eigenschaft. Die Aminosduren dissoziieren von

den Sulfonylgruppen ab und gehen in Lésung.

Das Eluat wird mit einem photometrischen Reagenz versehen. Hierzu werden
verschiedene  Derivatisierungsreagenzien  verwendet; wie  z.B.  Ninhydrin
(Indantrionhydrat), ortho-Phthaldialdehyd (OPA), Phenylisothiocyanat (PITC) und 9-
Fluorenylmethoxycarbonylchlorid (FMOC). Derivatisierungsreagenzien gehen chemische
Verbindungen ein, die ein Fluoreszenzprodukt zur Folge haben, das dann wiederum
photometrisch gemessen und quantitativ bestimmt werden kann. Von den oben
genannten Reagenzien kann nur OPA sowohl zur pre-column als auch als post-column-

Derivatisierung verwendet werden.

OPA weist eine zehnfach hdhere Sensitivitdt gegentiber Ninhydrin auf und gehdért zu
den am meisten verwendeten Substanzen in der HPLC-Methode (High performance
liquid chromatography).

Pre-column-Derivatisierung besitzt eine hohere Sensitivitdt als post-column-
Derivatisierung, da bei der post-column-Derivatisierung eine Verunreinigung des Eluats
durch die Tragersubstanz des Detergenz die Auftrennung der Aminosauren erschwert.

Das Reaktionsgemisch aus Aminosaureneluat und Detergenz wird dem high
temperature reaction coil zugefiihrt und zur Reaktion gebracht.
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Es folgt die photometrische Bestimmung der Aminosdauren und schlieBlich die
chromatographische Darstellung der Aminosaurentrennung, wobei die Retentionszeiten
der einzelnen Peaks eine bestimmte Aminosdure identifizieren und die Flache (Area
under the peak= AUP) die Quantitat der Aminosaure angibt.

Durch Variation der einzelnen Parameter wie z.B. PartikelgréoBe der Kunstharzmatrix,
Grad der Sulfonierung, bzw. der cross-links, Saulendurchmesser und —lange, Flussrate,
Pufferzusammensetzung, Temperatur und pH-Wert kann die Analyse beeinflusst und

optimiert werden.
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PUFFER SELECTOR ‘ PUFFER I
AMMONIAK OPAREAGENS
AUFFANGER

‘ PUMPE I ‘ PUMPE I

‘ PROBENINIEKETDOR I
‘ ANALYTISCHE I MIXER

SALULE C——— | 1-Verbindungsstiick
‘ FLUODROMETER I: ‘ REACTION COIL I

‘ RECORDER I ‘ INTEGRATOR I

Abb. 7: Schematische Darstellung eines Aminosaurenanalysators
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3.4.2 Angewandte Methode zur quantitativen Aminosdaurenanalyse

Methode: HPLC high performance liquid chromatography

Post-column-Derivatisierung mit OPA

Gerate: Biochrom 20

Aminosaurenanalysator mit HPLC-System

Aufarbeitung der Proben:

Zur Bestimmung der Proben wurden 100 pl Serum oder Liquor bendtigt. Um freie
Aminosdauren im Serum/ Liquor zu bestimmen, musste das Material zuerst
deproteinisiert werden. Dies erfolgte unter Zusatz von 25ul 10%iger Sulfosalicylsdure.
Nach 30mindtiger Inkubation wurden 25upl 0,3 molare NaOH und 450ul Interne
Standardlésung (400ul Norleucin-Lésung ad 10 ml mit Verdinnungspuffer aufgefillt)
hinzugegeben und bei 2000 U/s mindesten 2 Minuten zentrifugiert.

Zusatzlich zu den Proben wurde jeweils ein Testgemisch, bestehend aus 50l
Testldsung, 50ul  Asparaginsdurelésung, 200pl Norleucinlésung, 200pl

Glutaminsaurelésung ad 10ml mit Verdlinnungspuffer, untersucht.

3.4.3 Derivatisierung und Detektion der Aminosauren mit OPA
(Ortho-Phthaldialdehyd)

Durch die Reaktion primarer Aminosdauren mit ortho-Phthaldialdehyd kommt es zu
einem Fluoreszenzphanomen. Diese Reaktion findet in Gegenwart von Mercaptoethanol
und einem Thiol bei einem pH-Wert zwischen 9,5 und 10 statt.

Die Isoindole als Reaktionsprodukt zeigen fluoreszierende Aktivitat.
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Abb. 8: Darstellung der Reaktion von OPA (ortho-phthaldialdehyd) mit Aminosduren

Die Reaktionszeit ist sehr kurz und betragt 1-3 min. Allerdings sind die Isoindolderivate
relativ unstabil und werden bei Raumtemperatur schnell abgebaut, so dass bei der pre-
column-Derivatisierung fiir diese Reaktion ein pH von 7,2 eingehalten werden muss,
um eine Stabilisierung der Produkte zu gewahrleisten. Dies kann bei der post-column-
Derivatisierung auBer Acht gelassen werden.

Da OPA nur mit primaren Aminosduren reagiert, kdnnen sekunddre Amine wie z.B.

Prolin und Hydroxyprolin mit dieser Methode nicht erfasst werden.

Erstellung einer Reagenzldsung fiir OPA:

Hierzu werden 68 g Kaliumhydroxydplatzchen in ca. 1 Liter H,O gel6st und mit 123,6 g
Borsaure auf 2 Liter mit H,O aufgeflllt. Hinzugegeben werden 1 g ortho-
Phthaldialdehyd, in 20ml Ethanol gel6st, sowie 4ml Triton X 100 und 4ml
Mercaptoethanol. Diese Reagenzlosung wird 10 minltiger Stickstoffinsufflation

ausgesetzt.

Die FlieBgeschwindigkeit fur das Reaktionsgemisch wurde auf 20 ml/h eingestellt.
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3.4.4 Fluorometrische Bestimmung der Aminosauren

Nachdem die Aminosduren mit OPA derivatisiert wurden, erfolgt die Auftrennung Uber

eine Lithiumionen-Saule und die fluorometrische Bestimmung.

Die Anregungswellenlange hierfiir betragt Aie 330 nm. Die Emission erfolgt bei einer

Wellenldnge von Aem450 nm.

3.4.5 Puffersystem und Pufferzusammensetzung

Es werden derzeit 2 verschiedene Puffersysteme zur Proteinanalyse verwendet.

Proteinhydrolysate werden normalerweise mittels eines Sodium Citrat Puffer Systems
mit 3 bis 4 verschiedenen Puffern analysiert, wodurch die 17 am hdaufigsten
vorkommenden Aminosduren detektiert werden kdnnen. Fir die Aminosaurenanalyse
physiologischer Substanzen, wie z.B. Blut, Urin oder Gewebe wird ein aus 4 bis 5
verschiedenen Lithium Citrat Puffern bestehendes System verwendet. Hierdurch kann
im Gegensatz zum Sodium Citrat Puffer eine bessere Auftrennung von Asparagin und

Glutamin von den Aminosauren Threonin und Serin erzielt werden.

Allgemeine Definition eines Puffers

Puffer sind Systeme aus einer schwachen Sdaure und ihrer konjugierten Base. Sie
zeichnen sich durch einen stabilen pH-Wert aus, der sich auch unter Zugabe von
Sauren oder Basen nicht andert.

Die mathematische Grundlage zur Rechnung mit Puffersystemen bildet die Henderson-
Hasselbalch-Gleichung: pH = pK + log Base / konjugierte Sdure. Die Pufferkapazitat

gibt die quantitative Leistungsfahigkeit eines Systems an.

Sie ist von der Gesamtkonzentration des Puffersystems abhangig sowie von der
Entfernung des pK-Wertes des Puffersystems vom pH-Wert der Ldsung. Die
Pufferkapazitat ist am gréBten, wenn pK = pH , d.h. wenn das Verhaltnis Saure zu
konjugierter Base 1:1 betragt.

Die Pufferkapazitat gibt die Anzahl der Protonen (Hydroxyliumionen) in mmol an, die in
1 Liter Pufferldsung eine pH-Anderung von 1,0 bewirkt. Diese wird in mmol/l x pH

angegeben.
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Die Auswahl der Puffersysteme flir die Ionenaustauschchromatographie richtet sich

nach folgenden Kriterien.

Kationen werden nach ihrer Ladung und GréBe (Hydratationshille) ausgewahlt. Je
kleiner der Durchmesser, um so groBer die Affinitdt zu den negativ geladenen
Sulfonylgruppen der Sdulenmatrix und um so kirzer die Retentionszeit der
Aminosduren. Anionen werden nach dem pK-Wert der Sdure ausgesucht, der nach
Mdglichkeit dem gewiinschten pH des Puffers entsprechen sollte. Bei konstantem pH
gilt: je héher die Molaritat eines Puffers, um so kirzer die Retentionszeit. Umgekehrt
verkirzt sich die Retentionszeit ebenfalls bei steigendem pH und konstanter Molaritat.
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Zusammensetzung der Puffer:

Lade- Puffer 1 | Puffer 2 | Puffer 3 |Puffer 4 |Puffer5 Lithium
puffer Hydroxyd
pH 2,2 2,8 3,0 3,15 3,45 3,55 0
Li+ Ionen-Konz. | , 0,2 0,3 0,4 0,8 1,65 0,3
(M)
Citrat (g) 48,0 48,0 48,0 48,0 48,0 105,05 |0
'(-;t)hi“'“hyd“yd 42,0 42,0 42,0 42,0 42,0 35,0 62,95
Lithiumchlorid |, 0 21,25  |8475  |170,0 |31435 |0
(9)
Thiodiglycol
255 o) 4000 |0 0 0 0 0 0
Isopropanol 0 75,0 75,0 0 0 0 0
(ml) I I
Endvolumen (I) |5 5 5 5 5 5 5
HCL ad pH

Tab. 3: Pufferzusammensetzung

Die FlieBgeschwindigkeit fur die Puffer ist mit 25 ml/h eingestellt. Dauer der Laufzeit
der einzelnen Puffer sowie Temperatur sind nach dem Schema in Abbildung 9
eingestellt und automatisiert. Die reine Analysezeit fiir eine einzelne Probe betragt
hierbei 122 min (Schritt 1-8).

Nach jeder Probe folgt eine Sdulendquilibrierung (Schritt 9-12), die insgesamt 42 min
dauert, so dass sich eine Gesamtmessdauer von 164 min fir jede Probe ergibt.
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Messvorgang einer Probe

Schritt Zeit (min) Temperatur (°C) Puffer OPA
1 4-00 3N°C 1 ON
2 34:00 30°C 2 ON
3 7:00 30°C 3 ON
4 11:00 73°C 3 ON
5 10:00 73°C 4 ON
6 10:00 76°C 4 ON
7 40:00 76°C 5 ON
8 6:00 76°C 6 ON
9 6:00 76°C 1 ON
10 30:00 36°C 1(25%) OFF
11 5:00 36°C 1 ON
12 1:00 36°C 1 ON

Tab. 4: Darstellung des Messvorgangs in einzelnen Schritten

70 +
60 +

50 +

Temperatur 40 -
(°C) 30

20 +
10 +

Veranderungen des pH und der Temperatur im Verlauf
einer Probenmessung

4 2 pH

Zeit (min)

—s—Temperatur (°C)

——pH

Abb. 9: Abhdngigkeit von Temperatur und pH im Verlauf der Aminosdurenmessung

am Biochrom 20



Material & Methoden 43
0,006/ i 0,006
T
8 b
V0,004 E ¢ Eo 10,004 Vv
(] = o2 0
| . |
t ¢ CPe ) t
s' 0002 g b D °8 3 £ g 0002 s
I+ g
a® ’ ! \
o'(mw *—\&u.ﬁ‘h 10,000
0 50 100

Abb. 10: Darstellung der Aminosdaurenanalyse eines Testgemisches (Asn vorhanden)

Nachweisgrenze fiir Asn: 0,05 mg/dl
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Minutes
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Abb. 11: Darstellung der Aminosaurenanalyse eines Patienten nach Gabe von 2500

IE/m2 PEG-ASNase (Depletion von Asn)

Nachweisgrenze fiir Asn: 0,05 mg/dl
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3.5 Erstellung einer Methode zur Evaluierung der Asparagindepletion ex-
vivo in Abhdngigkeit von Temperatur und Zeit

Als eventuelle Fehlerquelle bei der Interpretation von Asparaginkonzentrationen im
Serum, gilt die moglicherweise noch nach der Blutentnahme bestehende Aktivitat der
Asparaginase, die zu falsch niedrigen Werten fiihren kann.

Um die Enzymaktivitat zu stoppen werden die Blutproben (iblicherweise direkt nach
Entnahme auf Eis gestellt, zentrifugiert und bis zur Messung tiefgefroren.

Ein weiteres Verfahren, um die Enzymaktivitdt zu stoppen, ist der Zusatz von
Asparaginase-Inhibitoren  wie z.B. DONV  (5-Diazo-4-oxo-L-norvalin),  ein
Asparaginabkdbmmling. Andere Asparaginanaloga, die auch zur Enzyminhibition
eingesetzt werden kdénnen sind Asparaginsaure-p-semialdehyd (ASA) und 6-Diazo-5-
oxo-L-norleucin. Werber et al. wiesen jedoch nach, dass sich das Absorptionsspektrum
von DONV zum Teil mit dem von L-Asparagin besonders in niedrigen
Nachweisbereichen Uberlagert und somit die exakte Bestimmung nicht moglich macht
(Werber 1995).

Um mdgliche Fehlerquellen bei der Interpretation der Asn-Konzentration durch
Unterbrechung der Kiihlkette (Temperaturerhéhung) berlicksichtigen zu kénnen,
wurden insgesamt 4 Messreihen mit Serumproben unterschiedlicher PEG-Asparaginase-
Konzentration in Abhangigkeit von Temperatur und Inkubationszeit durchgefihrt.

Reihe Inkubationszeit Temperatur

1 Keine Raumtemperatur
2 120 min Raumtemperatur
3 90 min 37°C

4 150 min 37°C

Tab. 5: Testseren unterschiedlicher PEG-ASNase-Konzentration

Dargestellt sind Testseren bei unterschiedlicher Temperatur (Raumtemperatur~18°C und 37°C)
sowie nach unterschiedlicher Inkubationszeit (keine = direkt nach Zugabe von PEG-ASNase-
Konzentrationen, 90 min, 120 min und 150 min)
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3.5.1 Herstellung eines Standard-Serums

Zur Herstellung eines Standard-Serums bekannter Asn-Konzentration wurde das Serum
freiwilliger Testpersonen (Altersmedian 23,5 Jahre) gepoolt. Die Asn-Konzentration
wurde mit dem Biochrom 20 Aminosdurenanalysator nach der bereits beschriebenen
Methode bestimmt und betrug 0,7 mg/dl (Normbereich 0,4 — 1, 0 mg/dI).

Nach grundlicher Mischung und Bestimmung des Aminosdaurengehalts wurde das
Serum in Proben zu je 5ml (40 x 5ml) bei —20 °C eingefroren.

3.5.2 Herstellung eines mit PEG-Asparaginase angereicherten Serums

Dem Standard-Serum mit bekannter Asn-Konzentration (0,7 mg/dl) wurde PEG-
Asparaginase (Oncaspar®) der Firma Medac GmbH, Hamburg zugesetzt. Hierzu wurden
100p! Oncaspar® zu 50ml Serum hinzugefiigt.

Ausgehend von diesem so angereicherten Serum mit einer PEG-Asparaginase-
Konzentration von 1500 IE/l wurden weitere Verdiinnungsreihen hergestellt.

Die Festlegung dieser Konzentration basierte auf der hypothetisch erstellten
physiologischen Konzentration von 3750 IE Oncaspar® bei einem Erwachsenen mit ca.
5| Blut. Hierbei ergibt sich eine Verdinnungskonzentration von 750 IE/I Blut. Die
gewahlte Ausgangskonzentration unseres Testserums von 1500 IE/l betragt das
Doppelte, so dass der physiologische Konzentrationsbereich sicher abgedeckt werden
konnte.

Die Zugabe des Enzyms sowie das Aliquotieren in Proben zu je 2 ml wurden im
Kihlraum bei —10°C im Eisbad vorgenommen, um somit eine vorzeitige Aktivierung der

Asparaginase zu verhindern.

3.6 Photometrische Bestimmung der Asparaginase-Aktivitat im Serum

Zusatzlich zu der Asn Konzentration im Serum und Liquor wurde die Enzymaktivitat
gemessen. Dies erfolgte in Kooperation mit dem Labor von Herrn Prof. Boos, Abteilung
fir Hamatologie und Onkologie der Kinderklinik der Westfalischen Wilhelms-Universitat

in Mlinster, wo diese Messungen freundlicherweise flir uns durchgeftihrt wurden.
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Die photometrische Bestimmung der Enzym-Aktivitat erfolgte iber die Hydrolyse von L-
Asparaginsaure-p-hydroxamat (AHA) bei 37°C. Asparaginase hydrolysiert AHA zu L-
Aspartat und Hydroxylamin. Dieses kondensiert mit 8-Hydroxychinolin und oxidiert zu
Indo-Oxin, das dann bei einer Wellenlénge von 710 nm photometrisch detektiert und
quantifiziert werden kann. Die untere Nachweisgrenze mit dieser Methode liegt bei 2,5
IE/I Asparaginase. Die Variationskoeffizienten flir diese Methode lagen fiir intra-Tages
Variabilitat bei 1,98 — 8,77% und flr inter-Tages Variabilitat bei 1,73 — 11% (Lanvers et
al. 2002).

Verdiinnungen fiir Kalibrationsgeraden

Es werden unterschiedliche Verdinnungen (50 IE/ml, 5 IE/ml, 0,5 IE/ml, 0,05 IE/ml)
des entsprechenden Enzympraparates zur Erstellung von Kalibrationsgeraden erstellt.
Somit werden die Kalibrationsbereiche von 2,5 — 1250 IE/I abgedeckt.

Richtigkeitskontrollen

Flir PEG-ASNase wird eine Ampulle (750 IE/ml) 1:50 mit Plasma auf eine Konzentration
von 15 IE/ml verdiinnt (20 pl PEG-ASNase + 980 pl Leerplasma). 133,34 ul dieser
Verdiinnung werden mit 19,867 ml Plasma gemischt (= 100 IE/l). Fur die
Richtigkeitskontrollen von 100 IE/l und 50 IE/I wird eine 20% +/-Abweichung von der

Sollkonzentration toleriert.

Labor Prof. Boos, Miinster)

Das Labor der ,Arbeitsgruppe flir klinische Pharmakologie™ um Herrn Prof. Boos an der

Wilhelms-Universitdt in Minster, das die Messungen der Asparaginase-Aktivitat
durchfiihrte, nahm auch Messungen der Asn- Konzentration im Liquor vor , da die dort
angewendete Methode eine niedrigere Nachweisgrenze von 0,2 UM besaB.

Hierzu wurde eine Reverse-Phase- High performance liquid chromatography (RP-HPLC)
Technik nach pre-column-Derivatisierung mit OPA eingesetzt. Die Fluoreszenz-
Detektion nach Lenda & Svenneby (Lenda & Svenneby, 1980) wurde durch Boos et al.
etwas modifiziert (Boos et al., 1996). Benutzt wurde ein HPLC-System von LKB, Bromma,
Schweden mit einer Lithium Sdule von Merck (LiChroCART250-4HPLC-Cartridge Li
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Chospher 100 RP-18 endcapped). Die photometrische Detektion erfolgte mit Aex 340
und Aem 450 nm.

Als FlieBmittel iber der Saule wurden ein 0,2 M Kaliumacetatpuffer (pH6) und Methanol

verwendet, die mit einer FlieBgeschwindigkeit von 1,3 ml/min eingestellt waren.

Probenaufarbeitung

Das direkt nach Entnahme abzentrifugierte Serum wurde bis zur Deproteinisierung mit
10% Sulfosalicylsdaure bei —20°C gelagert. Fir die Analyse wurde 35 pl Probe mit 70 pl
OPA versetzt und bei Raumtemperatur fiir 14 min derivatisiert, danach wurden 35 pl

des Gemisches durch den Autosampler auf die HPLC-Sdule gegeben.

Zur Systemkontrolle wurde 390 pl Standardhumanserum mit 10 pl Asparaginase
gemischt und fir 30 min bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe von 100 pl Sulfosalicylsaure
wurde die Hydrolyse der Asn gestoppt. Das depletierte Serum (50 pl) wurde bei jeder
Serie als Blindwert eingesetzt. Fir die Richtigkeitskontrolle wurde das so

deproteinisierte Serum mit 0,5 uM Asn gespikt.



Ergebnisse 48

4 Ergebnisse

4.1 Asparaginkonzentration unter PEG-Asparaginase unterschiedlicher
Verdiinnung in Abhangigkeit von Temperatur und Inkubationszeit

Da es bei der Verarbeitung der Proben vom Zeitpunkt der Abnahme bis zum
Verarbeiten dieser (Inaktivierung der Enzymaktivitdt mittels 10% Sulfosalizysdure) im
Rahmen der Kihlkette zu mdglichen Fehlerquellen kommen konnte, sollte evaluiert
werden, welchen Einfluss langeres Stehen lassen der Proben auf die
Asparaginkonzentration haben konnte.

Folgende Messreihen zur Bestimmung der Asparaginkonzentration in Abhdngigkeit von
Enzymkonzentration, sowie Zeit und Temperatur wurden durchgeflihrt. Wie bereits in
Kapitel 3.4.2. erldutert, basierte die Festlegung der Konzentration auf der zu
erwartenden Asparaginkonzentration pro ml Blut. Dies entspricht 0,75 IE/ml = 750
IE/l. Um den Bereich sicher abzudecken, wurde bei der ersten Versuchsreihe mit der
doppelten der postulierten physiologischen Konzentration begonnen und von da an in
10er Schritten verdinnt.

Reihe 1:

Probe PEG-Konz. IE/I| Asn-Konz. mg/dI*
1 1500 0

2 750 0

3 150 0

4 15 0

5 1,5 0

Tab. 6: Asn-Konzentration bei Raumtemperatur / keine Inkubationszeit

*(Nachweisgrenze fiir Asn: 0,05 mg/dl)

Diese Proben wurden nicht inkubiert, sondern direkt nach Versetzen des Serums mit
der ASNase und der Verdiinnung gemessen. Alle Verdiinnungen zeigte eine sofortige
Depletion, so dass durch langeres Stehen lassen der Proben kein falsches niedriges

Ergebnis zu erwarten ist. Somit galt es herauszufinden, ab welchen Konzentrationen
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Asparagin nicht mehr depletiert wiirde und welchen Einfluss eine langere Inkubation
auf die Asparaginkonzentration hat.

In Verdiinnungsreihe 2 wurde bei einer Konzentration 15 IE/l begonnen, also ein
Flinfzigstel der postulierten physiologischen Konzentration. Diese war auch schon in der
ersten Versuchsreihe sofort depletiert, so dass bei langerer Inkubation keine weitere
Senkung der Asn-Konzentration zu erwarten war. Erst niedrigere Verdlinnungen zeigten
messbare Asn-Spiegel nach 120 min Inkubation bei Raumtemperatur, d.h. es ist davon
auszugehen, dass diese auch direkt nach Zusatz der Asparaginase nicht depletiert
waren (Tabelle 6 & 7). Lediglich die Probe mit 1,5 IE/I ASNase war direkt nach Zugabe
des Enzyms depletiert, nach 120 min Inkubation war jedoch ein Asn-Spiegel von 0,2
mg/dl messbar. Es handelt es sich hierbei allerdings um eine so niedrige Asparaginase-
Konzentration (ein Flinfhundertstel der postulierten physiologischen Verdiinnung), dass

es wahrscheinlich zu Schwankungen bei den Messungen kommen kann.

Reihe 2:

Probe PEG-Konz. IE/I] Asn-Konz. mg/dI*
1 15 0

2 1,5 0,2

3 0,15 1

4 0,015 1,7

5 0,0015 1,6

6 0,00015 1,6

Tab. 7: Asn-Konzentration bei Raumtemperatur / 120 min Inkubationszeit
*(Nachweisgrenze fiir Asn: 0,05 mg/dl)

Zwei weitere Messreihe wurden mit den selben Verdlinnungen wie in Reihe 2 bei 37°C
durchgefiihrt und 90 min bzw. 150 min inkubiert. Diese Messreihen simulieren
Kdrpertemperatur. Sie sollten darstellen, ob die Erhéhung der Temperatur einen Effekt
auf die Asparaginase-Aktivitat hat. Auch Konzentrationen von 1,5 IE/I fihren hier noch

zu einer Depletion. Dies ist auch bei langerer Inkubation bei einer Verdiinnung von
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0,15 IE/I der Fall, was die angekurbelte Enzymwirkung bei Koérpertemperatur erklart.
Die beiden letzten Messreihen spielen jedoch im Hinblick auf die Evaluation mdglicher
Fehlerquellen durch Unterbrechung bzw. nicht Einhalten der Kihlung eine

untergeordnete Rolle.

Insgesamt kann man also aus den dargestellten Messreihen schlieBen, dass bei der
anzunehmenden physiologischen Verdiinnung des Asparagins durch unzureichendes
Kihlen (Stoppen der Enzymaktivitat) falsch negative Ergebnisse unwahrscheinlich sind.
Um dennoch Fehlerquellen ausschlieBen zu kénnen, sollten die Proben mdglichst ohne
Unterbrechung der Kihlkette transportiert und direkt nach dem Auftauen verarbeitet

werden.

Reihe 3:

Probe PEG-Konz. IE/I| Asn-Konz. mg/dI*
1 15 0

2 1,5 0

3 0,15 0,1

4 0,015 0,6

5 0,0015 0,7

Tab. 8: Asn-Konzentration bei 37°C / 90 min Inkubationszeit

*(Nachweisgrenze fiir Asn: 0,05 mg/dl)
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Reihe 4:

Probe PEG-Konz. IE/I| Asn-Konz. mg/dI*

1 15 0

2 1,5 0

3 0,15 0

4 0,015 0,6

5 0,0015 0,8

Tab. 9: Asn-Konzentration bei 37°C / 150 min Inkubationszeit
*(Nachweisgrenze fiir Asn: 0,05 mg/dl)

Asn
mg/dl

1,8+

1,6

1,4-

1,24

0,6

0,4+

0,2+

E Asn mg/dL Raumtemp Oh
B Asn mg/dL Raumtemp 2h
OAsn mg/dL 37°C 1h 30 min
B Asn mg/dL 37°C 2h 30min

1500 150 1,50
ASNase IE/I

0,01500 0,00015

Abb. 12: Abhdngigkeit von Zeit und Temperatur bei Serumproben mit Asparaginase
unterschiedlicher Konzentration (1500 IE/I bis 0,00015 IE/I)
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4.2 Patientenkollektiv

In der Zeit zwischen Mai 2000 und Dezember 2001 wurden insgesamt 71 Kinder mit
ALL (38 Jungen und 33 Madchen) aus 10 COALL-assoziierten Krankenhdusern (siehe
Liste im Anhang) in die Studie aufgenommen.

Voraussetzung hierflir war die Registrierung und Behandlung nach dem Studien-
Protokoll COALL-06-97, sowie die schriftliche Einverstandniserklarung der Eltern. Kinder
mit einer allergischen Reaktion auf native E. coli Asparaginase waren von der Studie

ausgeschlossen.

Die Altersverteilung lag zwischen 1 Jahr und 7 Monaten und 15 Jahren (Median 4 Jahre
und 5 Monate).

36 Patienten wurden nach dem Low Risk-Protokoll, 35 Patienten nach dem High Risk-

Protokoll stratifiziert und behandelt.

PEG-Asparaginase wurde als 2h-Infusion verabreicht, wobei ein Zehntel der Infusion

innerhalb der ersten Stunde gegeben wurde.

4.3 Asparaginkonzentration im Serum nach 2500 IE[m2 PEG-Asparaginase

i.V.
Insgesamt wurden 474 Serumproben von 71 Patienten analysiert (240 Serumproben
von 36 LR-Patienten und 234 Serumproben von 35 HR-Patienten). 2 LR-Patienten und
9 der HR-Patienten hatten messbare Asn Spiegel vor Gabe der 2500 IE/m? PEG-
ASNase. Die bei den Ubrigen Patienten nachweisbare Asn-Depletion ist auf die ca. 3
Wochen friiher gegebene native C-ASNase zurilickzufiihren (2 Gaben im LR-Protokoll
und 3 Gaben im HR-Protokoll).
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Abb. 13: Asparaginkonzentration im Serum.

Dargestellt ist die Serumasparaginkonzentration in mg/dl nach 2500 IE/m2 PEG-Asparaginase
i.v.. Die Kastchen stehen fiir die Medianwerte, Striche geben den Héchstwert zum jeweiligen
Zeitpunkt an. Die rote Linie gibt den Verlauf der Asn Spiegel an (Median).

Abbildung 13 zeigt den Verlauf der Asparaginkonzentration nach 2500 IE/m? PEG-
Asparaginase i.v.. Erst in Woche 6 steigt der Medianwert der Asparaginkonzentration in
messbare Bereiche > 0,05 mg/dl.

Keiner der LR-Patienten zeigte messbare Asn-spiegel wahrend der ersten 5 Wochen,
wohingegen bei 5 von 28 HR-Patienten bereits 2 Wochen nach PEG-Gabe messbare
Spiegel nachweisbar waren (Abbildung 14 & 15). Diese Patienten zeigten spater auch
rasch abfallende Asparaginase-Aktivitdten innerhalb der ersten 2-4 Wochen (siehe Abb.



Ergebnisse 54

22). Drei von 10 LR-Patienten hatten 8 Wochen nach PEG-Asparaginasegabe keine
messbaren Asn-spiegel (Abb. 14).

6 von 26 HR-Patienten zeigten messbare Asn-Spiegel in Woche 4, 8 von 27 in Woche 5
und bei 22 von 32 Patienten dieser Gruppe waren Asn-Spiegel >0,05 mg/dl 6 Wochen
nach Gabe nachweisbar.

an 0g
| b
mmm ~nzahl Patienten Asn 20,05 mo/d HR Asparagin myg/dl
I Anzahl Patienten Asn =005 mgdd LR 75 1oy
25 4 e tc1) Konzentration mafdl (Median) HR 24 '
=t pAsn Konzentration mafdl (Median) LR 06
0+
Anzahl Tos
Patienten
15 T T04
+03
1w+ 8
+ 02
5 -
2 + 01
0 r 0
Wochen nach Gabe 0 1 2 3 4 5 6 7 8
HR Patienten 22 el 2a 28 26 e 32 25 19
LR Patienten 2R an Kl a0 33 26 28 26 10
Asn Konzentration in mg/dl HR 0 0 0 0 0 0 02 0,45 04
Asn Konzentration in mg/dl LR 0 0 0 0 0 0 03 0,45 07

Abb. 14: Verlauf der Asn-Konzentration im Serum nach 2500 IE/m? PEG-
Asparaginase i.v.

Die Darstellung zeigt den Verlauf der Asn-Konzentration (Median) bei High und Low Risk
Patienten im COALL-97-Protokoll (rote und orange Linien) getrennt. AuBerdem zeigt die
Darstellung die Anzahl der Patienten mit Asn-Konzentrationen >0,05 mg/dl zum jeweiligen
Zeitpunkt nach Gabe von 2500 IE/m2 PEG-ASNase (hell- und dunkelblaue Balken).

Dennoch zeigen 92% der Low Risk Patienten und 70% der High Risk Patienten eine
ausreichende Asparagindepletion < 0,05 mg/dI bis einschlieBlich 5 Wochen nach Gabe
von 2500 IE/m? PEG-Asparaginase (Abb. 15).
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Abb. 15: Prozentsatz der Patienten mit einer Asn-Depletion im Serum

Getrennte Darstellung der HR- und LR-Patienten (dunkel- und hellblaue Balken) in % mit Asn
Spiegeln < 0,05 mg/dl im Serum (Depletion) nach 2500 IE/m2 PEG-ASNase.

4.4 Asparaginkonzentration im Liquor nach 2500 IE[m2 PEG-Asparaginase

i.V.

Es wurden 173 Liquorproben von 58 Patienten analysiert. 84 Liquorproben stammten
von insgesamt 29 HR-Patienten und 89 Proben von 29 LR-Patienten. Zum Zeitpunkt der
Asparaginase-Gabe war lediglich im LR-Protokoll eine Lumbalpunktion zur intrathekalen
Gabe von MTX vorgesehen, so dass zu diesem Zeitpunkt lediglich Daten aus dem LR-
Protokoll vorliegen. In allen 10 erhdltlichen Liquorproben lag Asparagin unterhalb der
Nachweisgrenze von 0,05 mg/dl. Bei 3 HR-Patienten war zu diesem Zeitpunkt eine
Lumbalpunktion auBerhalb des Protokolls vorgenommen worden, so dass hierbei

Material gewonnen und analysiert werden konnte.
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Abb. 16: Verlauf der Asn-Konzentration im Liquor nach 2500 IE/m? PEG-

Asparaginase i.v.

Getrennte Darstellung der Asn-Konzentrationen (Median) im Liquor bei High und Low Risk

Patienten im COALL-97-Protokoll (rote und orange Linien), sowie Darstellung der Anzahl

Patienten mit Asn-Konzentrationen >0,05 mg/dl zum jeweiligen Zeitpunkt nach Gabe (hell- und

dunkelblaue Balken).

Einer von 3 Patienten zeigte nachweisbare Asn-Spiegel. Bis einschlieBlich 4 Wochen

nach Gabe der PEG-ASNase waren alle LR-Patienten depletiert. Erst in Woche 5 zeigten

2 von 17 Patienten (12%) wieder nachweisbare Asn-Spiegel. Hingegen waren in 4 von

20 (20%) der HR-Patienten bereits nach 3 Wochen wieder messbare Spiegel

nachweisbar. Diese Patienten waren dieselben, die auch in den Serumproben rasch

(Woche2) wieder nachweisbare Asn-Spiegel hatten, sowie rasch abfallende ASNase-
Aktivitdten zeigten (siehe Abb. 14 & 22). (Nach 4 Wochen zeigten 32% (7/22) und nach
5 Wochen 40% der HR-Patienten (8/20) Asn-Konzentrationen >0,05 mg/dl (4bb. 16).

Abbildung 17 zeigt, dass sowohl HR- als auch LR-Patienten auch im Liquor eine

ausreichende Depletion < 0,05 mg/dl bis 5 Wochen nach Gabe der PEG-ASNase

aufweisen.
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Abb. 17: Prozentsatz der Patienten mit einer Asn-Depletion im Liquor

Getrennte Darstellung der HR- und LR-Patienten (dunkel- und hellblaue Balken) in % mit Asn
Spiegeln < 0,05 mg/dl im Liquor.
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Abbildung 18 zeigt noch einmal die Ergebnisse fur Asparagin im Serum und Liquor
gemeinsam. Insgesamt zeigen 5 Wochen nach Administration von 2500 IE/m2 PEG-
Asparaginase 81% der Patienten eine Depletion < 0,05 mg/dl im Serum und 73% im

Liquor.
120
B Asn im Serum <0,05 my/dl
100 100 100 O Asn im Liguor 0,05 mg/d|
100
80 4
Patienten
in% 907
40+
201
l]_

Abb. 18: Prozentsatz der Patienten mit einer Asparagindepletion im Serum und
Liquor nach 2500 IE/m2 PEG-ASNase.

Als Asn-Depletion wurden Asparaginkonzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze von 0,05
mg/dl gewertet.

Da die verwendete Methode zum Nachweis von Aminosdauren mittels
Ionenaustauschchromatographie eine relativ hohe Nachweisgrenze hatte, wurden die
Liquorproben ebenso wie die Asparaginase-Aktivitat in dem Labor von Herrn Prof. Boos,
Abteilung fur Hamatologie und Onkologie der Kinderklinik an der Universitat Minster
gemessen. Die Nachweisgrenze der dort angewandten Methode (RP-HLPC mit OPA)
betrug 0,2 uM. Hierflir standen 184 Liquorproben von 59 Patienten zur Verfligung. Vor
Gabe von 2500 IE/m2 PEG-Asparaginase waren ebenso wie bei den Messungen in

Hamburg 10 Liquorproben zur Analyse erhdltlich. Die mediane Asparaginkonzentration
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bis zu 4 Tagen vor Gabe betrug 1,5 pM (<0,2 - 5,3 pM). Mediane
Asparaginkonzentrationen nach 2, 3, 4 und 5 Wochen waren <0,2 uM, 0,2 uM 0,9 uM
und 3,2 uM. In 28 Liquorproben, die 6 Wochen oder spater nach Gabe abgenommen
wurden betrug die mediane Asn-Konzentration 5,1 uM (0,4 — 17,1 uM) (4bb. 19).
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Abb. 19: Mediane Liquorkonzentration von Asn im Liquor nach 2500 IE/m2 PEG-
ASNase

Mediane Liquorkonzentrationen dargestellt als Boxplots in Abhdngigkeit von der Zeit nach Gabe
von 2500 IE/m2 KOF PEG-Asparaginase i.v. Die Boxplots zeigen die 25. — 75. Perzentile, der
darin enthaltene Strich den Median, die Striche nach oben bzw. unten geben die 90., bzw. 10.
Perzentile an; Kreise geben auBerhalb dessen gelegene Werte an.

Die gestrichelte Linie bei 3 uM deutet den unteren Bereich der normalen Asn-Konzentration
(3,23-7,5 uM) im Liquor bei Kindern an entsprechend den Untersuchungen von Gerrrits et al.
1989 (n gesamt = 105, da gepoolte Boxplots, d.h. Proben zwischen den angegebenen Tagen
wurden nicht erfasst). Mit freundlicher Genehmigung von Vieira Pinheiro & Boos et al.
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Abb. 20: Asparaginkonzentrationen im Liquor in Abhédngigkeit von der Zeit nach
Gabe von 2500 IE/m2 PEG-Asparaginase i.v.

mit freundlicher Genehmigung Vieira Pinheiro & Boos et al.

4.5 Asparaginase-Aktivitit nach 2500 IE/ m? PEG-Asparaginase i.v.

Es wurden insgesamt 459 Serumproben von 67 Patienten analysiert. Die mediane
Asparaginase-Aktivitdt betrug 1 Woche nach Administration von 2500 IE/m2 1189,5 IE/I
(<2,5 — 2949 IE/I, 48 Proben), 2 Wochen nach Gabe 824 IE/I (<2,5 — 1502 IE/I, 44
Proben), 3 Wochen nach Gabe 310 IE/I (<2,5 — 653 IE/I, 40 Proben), 4 Wochen nach
Administration 41 IE/I (<2,5 — 163 IE/Il, 39 Proben) und 5 Wochen danach waren es 4
IE/ (<2,5 — 22 IE/I, 31 Proben).

In allen 117 Serumproben, die nach dem Zeitraum von 5 Wochen (>42 Tage) nach
PEG-Gabe abgenommen und analysiert wurden lag die Asparaginase-Aktivitat unterhalb
der Nachweisgrenze von 2,5 IE/l (Abb. 21).
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Abb. 21: Mediane Asparaginase-Aktivitidt im Serum nach 2500 IE/m2 PEG-ASNase
i.V.

Mediane Asparaginase-Aktivitat im Serum dargestellt als Boxplots in Abhangigkeit von der Zeit
nach Gabe von 2500 IE/m2 KOF PEG-Asparaginase. Die Boxplots zeigen die 25. — 75. Perzentile,
der darin enthaltene Strich den Median, die Striche nach oben bzw. unten geben die 90., bzw.
10. Perzentile an; Kreise geben auBerhalb dessen gelegene Werte an. (n gesamt = 359, da
gepoolte Boxplots, d.h. Proben zwischen den angegebenen Tagen wurden nicht erfasst)

mit freundlicher Genehmigung Vieira Pinheiro & Boos et al.

Die mediane Asparaginase Aktivitat vor PEG-Gabe war <2,5 IE/l (<2.5-71 IE/I; 40
Proben). In 30 von 40 Proben war keine Aktivitdit messbar. 10 Proben wiesen
nachweisbare Aktivitaten >2,5 IE/l bis max. 71 IE/l nach, was, wie bereits bei den
Ergebnissen der Serumdaten erwahnt wurde, auf die vorherigen E. coli Gaben
zurtickzufiihren ist. Abbildung 22 zeigt den Verlauf der Aktivitat. Hierbei ist in einigen
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Fallen ein rascher Aktivitdtsabfall innerhalb der ersten 2-4 Wochen zu verzeichnen.
Hierbei handelt es sich um dieselben Patienten aus dem HR-Protokoll, die friih wieder

messbare Asn-Spiegel im Serum und Liquor aufwiesen (siehe Abb. 14 & 16).
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Abb. 22: Asparaginase Aktivitiat im Serum nach 2500 IE/m2 PEG-ASNase

Logarithmische Darstellung der Asparaginase-Aktivitdtsverlaufe im Serum in Abhangigkeit von
der Zeit nach Gabe von 2500 IE/m2 KOF PEG-Asparaginase i.v.. Aufgrund der
Zweidimensionalitat kommt es zu Uberlagerungen einzelner Kreis bei gleichen Werten.

mit freundlicher Genehmigung Vieira Pinheiro & Boos et al.
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Eine Asparaginase-Aktivitat >100 IE/I wurde in 61 von 61 Proben (100%) nach einer
Woche, in 55 von 61 Proben (90%) nach 2 Wochen, in 42 von 50 Proben (82%) nach 3
Wochen, in 2 von 37 Proben (5%) nach 4 Wochen und in keiner von 61 Proben 5
Wochen nach Gabe von 2500 IE/m? PEG-Asparaginase, wie in Abbildung 23 dargestellt,
beobachtet.

120+

W ASNage Aktivitat = 100 U
100
80+
Patienten
n% O
404
201
]
Wochen nach Gabe 1 2 3 4 5
Anzahl Patienten g1 fi1 a0 a7 fi1

Abb. 23: Prozentsatz der Patienten mit einer Asparaginase-Aktivitat >100 IE/I nach
2500 IE/m2 PEG-Asparaginase i.v.
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4.6 Asparaginkonzentration im Liquor in Relation zu Asparaginase-
Aktivitat nach 2500 IE/m?2 PEG-Asparaginase

Bei einigen Liquorproben war eine Korrelation zu der Asparaginase-Aktivitat im Serum
des selben Entnahmetages mdglich. Hierbei zeigte sich, dass bei niedrigen
Asparaginase-Aktivitdten <2,5 — 100 IE/I nachweisbare Asn Spiegel mit einem Median
von 1.2 UM (range: <0,2-9,0 pM; 32 Proben) messbar waren. Wohingegen héhere
Asparaginase-Aktivitdten ~ >100 IE/l niedrige bzw. nicht nachweisbare
Asparaginkonzentrationen von <0.2 uM (range: <0.2-0.8 uM; 27 Proben) zur Folge
hatten (4bb. 24).
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Abb. 24: Asparaginkonzentration im Liquor in Relation zu Asn- Aktivitdt im Serum

Asparaginkonzentration im Liquor in Relation zu Asn- Aktivitat im Serum des selben Tages nach
2500 IE/m2 PEG-ASNase. Die Boxplots zeigen die 25. — 75. Perzentile, der darin enthaltene
Strich den Median, die Striche nach oben bzw. unten geben die 90., bzw. 10. Perzentile an;
Kreise geben auBerhalb dessen gelegene Werte an.

mit freundlicher Genehmigung Vieira Pinheiro & Boos et al.
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Die folgende Tabelle zeigt den Verlauf der Asparaginkonzentration bei jeweiligen

Asparaginase-Aktivitdten zum selben Zeitpunkt nach Administration der PEG-ASNase.

Tag nach Gabe

Serum ASNase (IE/I)

Median (range)

Asn im Liquor (pM)

Median (range)

Vor Gabe

21+1

28+1

35+1

< 2,5(<2,5-71)
1189 (<2,5 — 2949)
824 (<2,5 - 1502)
310 (<2,5 - 653)
41 (<2,5 - 163)
4 (<2,5-22)

<25

1,5(<0,2 - 5,3)
keine Abnahme
<0,2(<0,2-0,6)
0,2 (<0,2-5,8)
0,9 (<0,2 — 12,4)
3,2 (<0,2 - 11,2)

5,1 (<0,2 - 17,1)

Tab. 10: Asparaginkonzentration im Liquor in Bezug zur ASNase-Aktivitat.

Uberschiissiges Material aus den Liquorproben wurde zur Messung von Asparaginase

Aktivitdt im Liquor verwendet. In allen 111 verfligbaren Proben von 39 Patienten war

die mediane Asparaginase-Aktivitat unterhalb der nachweisbaren Grenze von 2,5 IE/I.
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4.7 Asparaginkonzentration im Serum nach 45 000 IE[m2 E. Coli-
Asparaginase i.v. in dem COALL-Protokoll-05-92

Zum Vergleich mit den aktuell in dieser Arbeit erhobenen Daten standen Daten aus
einer friheren Arbeit (bisher nicht verdéffentlicht) zur Verfiigung. Hierbei waren Daten
im Rahmen des COALL-Protokoll-92 erhoben worden, die jedoch im Gegensatz zu der
aktuellen Studie zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen worden waren.

Es standen insgesamt 350 Serumproben von 51 Patienten zum Vergleich zur
Verfligung. Hiervon stammten 123 Proben von 19 LR Patienten: 27 Proben von 11
Patienten nach der ersten Gabe C-ASNase, 21 Proben von 11 Patienten nach der
zweiten Gabe, 36 Proben von 11 Patienten nach der dritten Gabe und 39 Proben von
11 Patienten wahrend der Reinduktion nach der vierten Gabe C-ASNase. Von 32 HR
Patienten standen insgesamt 227 Proben zur Verfuigung: 20 Proben von 13 Patienten
nach der ersten Gabe C-ASNase, 67 Proben von 21 Patienten nach der zweiten Gabe,
22 Proben von 10 Patienten nach der dritten Gabe, 58 Proben von 16 Patienten nach
der vierten Gabe und 26 Proben von 13 Patienten nach der flinften Gabe wahrend der
Reinduktion und 34 Proben von 8 Patienten nach der sechsten Gabe wahrend der
Reinduktion.

Vor der Gabe von 45 000IE/m2 C-ASNase lag der mediane Asparaginspiegel bei 6 mg/I
(n=20). Bei 4 von 20 Patienten war kein Asn messbar (<0,05 mg/dl). Alle vier
Patienten waren HR Patienten und hatten vorher 4 bis 6 mal C-ASNase erhalten.
Insgesamt lag der Asparaginspiegel im Median mindestens 5 Wochen unterhalb der
Nachweisgrenze. Erst in Woche 6 war wieder ein messbarer Spiegel nachweisbar. Nach
7 Wochen lag die Asn-Konzentration bei 0,5 mg/dl. Zwei Drittel der Patienten (17/26,
65%) zeigten bis zu 5 Wochen nach Administration von 45 000 IE/m2 C-ASNase eine
Depletion. Einige der Patienten hatten kurz nach der Exposition wieder messbare Asn-
Spiegel. Bei drei Patienten wurden bereits nach 1 Woche wieder messbare Spiegel
erreicht (1 LR Patient nach der vierten Gabe C-ASNase und 2 HR Patienten ebenfalls
nach der vierten Gabe). Nur 4 LR-Patienten hatten messbare Asparaginkonzentrationen
innerhalb der ersten 3 Wochen (ein LR Patient (4. Gabe) nach 1 Woche, zwei (2. Gabe)
nach 2 Wochen und 1 Patient (3. Gabe) nach 3 Wochen). Wohingegen bei 18 HR
Patienten Spiegel >0,05 mg/dl wahrend dieser Zeit nachweisbar waren. Zwei der HR
Patienten (4. Gabe) hatten bereits 1 Woche nach C-ASNase nachweisbare Spiegel, 6
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Patienten (2 nach der 4. Gabe, 4 nach der 3. Gabe) 2 Wochen nach C-ASNase und 10
Patienten 3 Woche nach C-ASNase.

4.8 Vergleich von 45 000 IE/m? nativer E. Coli Asparaginase i.v. mit 2500

IE[m2 PEG-Asparaginase i.v. in den COALL-Protokollen 92 und 97

120 O COALL-92: 45 000 IE/m2 C-ASNase
H COALL-97: 2500 IE/m? PEG-ASNase
100
1004
Patienten
in %
80

60

40-

20

1 2 3 4 5
Wochen

Abb. 25: Asparagindepletion unter C-Asparaginase und PEG-Asparaginase.

Vergleich der COALL-Studien-92 und -97. Dargestellt ist der Protzentsatz Patienten mit einer Asn
Konzentration < 0,05 mg/dl nach 1 x 45 000 IE/m? C-ASNase (COALL-92) und 2500 IE/m? PEG-
ASNase (COALL-97)

Der Vergleich zwischen den COALL-Protokollen —92 und —97 zeigt eine gleich lange
Depletion von Asn im Serum bis 5 Wochen nach Gabe von entweder 45 000 IE/m2 C-
ASNase oder 2500 IE/m2 PEG-ASNase bei der Mehrheit der Patienten. Nach C-ASNase
zeigten zwei Drittel aller Patienten (65%) eine ausreichende Depletion flir 5 Wochen.
Nach PEG-ASNase waren es sogar 81% der Patienten zu diesem Zeitpunkt, wobei der
Unterschied nicht signifikant war (p>0,005, Tabelle 11)
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Woche [Anzahl der Patienten mit Asparagin <0,05 mg/dl Signifikanz
E.coli PEG
1 73/77 (95%) 57/57 (100%) >0,05
2 60/68 (89%) 54/59 (92%) >0,05
3 50/61 (82%) 53/58 (91%) >0,05
4 35/49 (71%) 53/59 (90%) <0,05
5 17/26 (65%) 43/53 (81%) >0,05

Tab. 11: Asparagin im Serum nach 45 000 IE/m? i.v. E.coli-ASNase (COALL-92)
verglichen mit 2500 IE/m? PEG-Asparaginase i.v. (COALL-97).

In beiden Protokollen gab es Patienten mit einem friihen Anstieg des Asparagins im
Serum. Wenn man HR und LR Patienten getrennt betrachtet, so gab es nach beiden
Asparaginasepraparaten mehr HR Patienten, die friih wieder messbare Asn-Spiegel
hatten. Nach PEG-ASNase waren es 10 HR-Patienten und keine LR Patienten mit frih
wieder messbaren Spiegeln, wohingegen es nach C-ASNase 18 HR Patienten und 4 LR

Patienten waren.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methode

5.1.1 Patienten und Auswahlkriterien

Patienten mit einer vorausgegangenen Allergie auf C-ASNase wurden nicht in die Studie
aufgenommen. Diese Uberlegung basierte auf der bereits erwdhnten Tatsache, dass
Patienten mit einer vorausgegangenen Allergie auf Asparaginase auch z.T. eine
verklrzte Halbwertszeit der PEG-ASNase zeigten (Asselin et al. 1993). Wang et al.
untersuchten an einer relativ kleinen Fallzahl von 24 Patienten mit einer neu
diagnostizierten ALL die Kreuzreaktivitdt von Antikdrpern gegen native E.coli-
Asparaginase, Erwinase und PEG-ASNase. Sowohl bei Patienten mit einer allergischen
Reaktion (n=18) als auch bei den Patienten die klinisch nicht reagiert hatten (n=6),
fanden sich Kreuzreaktionen von PEG-Antikérpern mit Coli-Antikdrpern. 67% der
Patienten (4/6), die nicht allergisch reagiert hatten und nur C-ASNase erhalten hatten,
zeigten eine Kreuzreaktion gegentiber PEG-ASNase, jedoch keine gegeniliber Erwinase-
Antikdrpern. Patienten, die auf C-ASNase allergisch reagiert hatten, waren auf E-
ASNase umgestellt worden und zeigten in 72% eine Reaktion mit PEG-ASNase (Wang et
al. 2003). In dieser Studie wurden jedoch keine Asparaginspiegel bestimmt, so dass
fraglich ist, ob Antikdrperbildung in dem selben MaBe zu einem Aktivitatsverlust und

somit zu einer ineffektiven Asparaginasetherapie flihrt.

Vor dem Hintergrund, dass PEG-ASNase bisher nur zum Einsatz kam, wenn eine
Allergie auf C-ASNase die weitere Therapie limitierte, ware eine Untersuchung solcher
Kinder im Nachhinein aufschlussreich gewesen. So hatte man z.B. den raschen Abfall
der Asparaginase-Aktivitat der stillen Inaktivierer mit dem Aktivitatsabfall derjenigen
vergleichen kdnnen, die vorher klinisch auf C-ASNase reagiert hatten und eventuell
Unterschiede feststellen kénnen. Da aber im zukiinftigen Protokoll ein Monitoring der
ASNase stattfindet, kann eine rasche Inaktivierung sowohl bei Patienten, die klinisch
mit einer allergischen Symptomatik reagieren, als auch bei solchen Patienten, die
klinisch unsymptomatisch sind jedoch Antikérper bilden, friih erkannt werden.
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5.1.2 Aufarbeitung der Proben

Zur Bestimmung der Aminosduren im Serum sollte nach Entnahme der Proben und
nach Bearbeitung der Proben auf Eis die noch im Serum vorhandene Asparaginase
inaktiviert werden. Hierzu wurde in unserem Assay 10%ige Sulfosalizylsaure
hinzugegeben, die das Serum deproteiniert und somit die Aktivitdt der Asparaginase
stoppt. Dies ist eine gdngige Methode, die von diversen Autoren als -effektiv
beschrieben wurde (Fiirst et al. 1990, Graser et al. 1985, Kellner et al. 1994).

Weitere Mdoglichkeiten der Deproteinisierung sind die Zugabe von eisgekihltem
Acetonitril, das jedoch durch unvollstandige Proteolyse bzw. unvollstdndige Extraktion
falsche Werte liefert, und Perchlorsdure, die wiederum zu einer starken Ansdauerung

des Serum fiihrt.

Werber konnte nachweisen, dass der Einsatz von DONV, einem Asparaginaseinhibitor,
der irreversibel mit dem aktiven Zentrum der Asparaginase reagiert, zu

Ungenauigkeiten in der Asn-Bestimmung flihrte (Werber 1995).

5.1.3 Quantitative Aminosdaurenbestimmung

Zur Bestimmung der Aminosauren im Plasma und Liquor wurde uns die vorhandene
Methode des Stoffwechsellabors unter der Leitung von Herrn Prof. Kohlschiitter der
Universitatskinderklinik Hamburg-Eppendorf zur Verfiigung gestellt.

Zur Bestimmung des Asparagins wurde eine HPLC-Methode (high performance liquid
chromatography) mit Post-column-Derivatisierung mit ortho-Phthaldialdehyd (OPA)
durchgefiihrt. Die untere Nachweisgrenze fir Asparagin mit der beschriebenen
Methode lag bei 0,05 mg/dl (entspr. 3,78 uM). Die Bestimmungsgrenze der meisten in
der Laborroutine verwendeten Aminosaureanalyzer liegt bei 1 uM (Gapizzi et al. 1993).
Die untere Nachweisgrenze des Miinsteraner Labors der Gruppe um Herrn Boos lag bei
0,2 PM flr Asn im Liquor und im Plasma. Dies ist ein deutlicher Unterschied, weswegen
die Liquorproben in beiden Laboren parallel gemessen wurden. Die Serumproben
wurden hingegen nur in unserem Labor in Hamburg analysiert, da es um den Vergleich
mit den vorherigen Proben aus der Studie COALL-97 ging. In dieser Studie waren keine
Liquorproben bestimmt worden, so dass es keine Vergleichsdaten gab.
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Unter der Therapie mit Asparaginase kommt es zu einer Depletion von Asparagin im
Serum, weswegen die Aminosaure in geringsten Mengen nachweisbar sein sollte.
Speziell hierflir ausgerichtete Labore wie die von Capizzi beschriebenen oder das der
Arbeitsgruppe um Boos arbeiten aus diesem Grunde entsprechend an sensitiveren
Methoden.

Die Aminosaurenanalyse in Minster wurde mittels einer Pre-column-Derivatisierung mit
OPA durchgefiihrt. Die Vorsaulenderivatisierung mit OPA und anschlieBender
Fluoreszenzdetektion zeigte gegeniiber anderen Methoden die sensitivsten Ergebnisse
(First et al. 1990).

Wie bereits in Kapitel 3.3.1. erwahnt, wird die héhere Sensitivitdt der Pre-column-
Derivatisierung darauf zurlickgefiihrt, dass bei der post-column-Derivatisierung eine
Verunreinigung des Eluats durch die Tragersubstanz des Detergenz auftritt. Die Folge
sind Peakaufweitung und -abflachung in der nachfolgenden photometrischen
Detektion. In Hamburg stand uns ein System mit post-column-Derivatisierung zur
Verfligung, was den Unterschied der Nachweisgrenze in erheblichem MaBe beeinflusst.
Ein weiterer Einflussfaktor auf die unterschiedliche Nachweisgrenze betrifft die
PartikelgroBe der verwendeten Kunstahrzmatrix auf den verwendeten Saulen. Beide
Methoden verwendeten zwar eine Lithiumionensdule, die PartikelgroBe der
Minsteraner Methode betrug jedoch 5 pM im Gegensatz zu 8 UM bei der in Hamburg
verwendeten Saule. Kleinere Partikel erlauben bei gleicher FlieBgeschwindigkeit und
Sdulenlange eine groBere Auftrennung, was darauf zuriickzuflihren ist, dass kleine
Partikel die Anzahl der zur Verfligung stehenden aktiven Gruppenerhdhen, d.h. der

Diffusionsweg der aktiven Gruppen ist kiirzer.

Aus Griinden der Vergleichbarkeit der Daten zwischen der Gabe von 45 000 IE/m2 C-
ASNase in den Vormessungen des Protokolls-92 und 2500 IE/m2 PEG-ASNase wurde
die selbe Methode verwendet. Die Liquorproben wurden zusatzlich mit der sensitiveren

Methode des Labors in Miinster untersucht.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

Unter der Therapie mit Asparaginase kommt es in 3-70% der Falle zu allergischen
Reaktionen, die zum Teil schwerwiegend verlaufen und therapielimitierend sein kénnen
(Dorr, von Hoff 1994, Capizzi & Holcenberg 1993). Auch in den COALL-Studien-92 und —97
wurden bei einem Drittel der Patienten allergische Reaktionen verzeichnet (nicht
verdffentlichte Daten). Durch die Bindung von nativer Asparaginase an Polyethylenglykol
kommt es zu strukturellen Veranderungen. Der Einsatz von PEG-ASNase weist insofern
eine Verbesserung der Asparaginasetherapie auf, als dass oftmals in Fallen einer
therapielimitierenden allergischen Reaktion auf C-ASNase durch den Einsatz von PEG-

ASNase eine Therapiefortsetzung gewahrleistet werden kann.

Die meisten pharmakokinetischen Studien wurden nach intramuskuldrer Applikation
durchgefihrt (Ertel et al. 1979, Nesbit et al. 1979, Asselin 1993, Avramis et al. 2002).

In jingererZeit wurden jedoch auch pharmakokinetische Studien nach 500, 1000 IE/m?2
PEG-ASNase i.v. durchgefuhrt (Miller, Boos et al. 2000, Vieira Pinheiro et al. 2001). ES gibt
jedoch bisher keine Daten zur Asparagindepletion im Serum und Liquor nach 2500

IE/m? PEG-Asparaginase i.v..
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5.2.1 Asparagin im Serum nach 2500 IE[m2 PEG-Asparaginase COALL-
Protokoll- 97

Asparaginase fuhrt Uber die Hydrolyse von Asparagin zu Aspartat und Ammoniak zu
einer Depletion von Asparagin im Serumpool. Die Bestimmung der Aminosdure im
Serum gibt somit eine direkte Aussage Uber die Wirksamkeit des Enzyms. Als depletiert
angesehen wurden Seren, deren Asnh Konzentration <0,05 mg/dl (untere
Nachweisgrenze der angewandeten Methode).

Nur wenige Patienten (9 von 22 HR Patienten und 2 von 22 LR Patienten) zeigten
messbare Asn-Spiegel vor Beginn der Therapie mit 2500 IE/m2 PEG-ASNase. Die bei
dem Uberwiegenden Teil der Patienten nachgewiesene Depletion ist auf
vorausgegangene Gaben C-ASNase zurlickzufiihren. Diese lag sowohl im HR als auch
im LR Protokoll etwa 3 Wochen zuriick und ist bei der Interpretation der folgenden
Ergebnisse zu bertcksichtigen. Ein anderer Zeitpunkt im Protokoll hatte jedoch keine
ausreichende Beobachtungszeit zur Messung der Depletion geboten.

Die Messungen ergaben eine Depletion von Asn im Serum flir mindestens 5 Wochen
(Abb. 13 & 14). Es fiel jedoch auf, dass einige Patienten bereits friih wieder messbare
Asn-Spiegel zeigten.

Betrachtet man die LR- und HR-Gruppe getrennt voneinander, so fallt ebenfalls auf,
dass keiner der LR-Patienten wahrend der ersten 5 Wochen nach Gabe nachweisbare
Asn-spiegel zeigt (2/17 LR-Patienten). In 5 Serumproben der HR-Patientengruppe
waren jedoch messbare Asn-Spiegel bereits 2 Wochen nach Gabe nachweisbar. Keiner
dieser Patienten hatte eine allergische Reaktion auf PEG-Asparaginase. Auch die
vorherigen C-ASNase-Gaben waren ohne sichtbar allergisches Korrelat vertragen

worden.

Auch in dem COALL-92-Protokoll waren nach C-ASNase friihe Anstiege des
Serumasparagins hauptsachlich bei HR-Patienten beobachtet worden. Dieser friihe
Verlust der Enzymaktivitat konnte durch das Phanomen der ,stillen Inaktivierung" oder
JSilent hypersensitivity" (Ahlke et al. 1997, Asselin et al. 1993) durch spezifische, gegen
das Enzym gerichtete Antikorper erklart sein. Kurtzberg berichtete Uber spezifische
IgG-Antikorper, die zu einer verminderten Halbwertszeit der PEG-Asparaginase flihrten
(Kurtzberg et al. 1994).
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Obwohl in dieser Studie keine spezifischen Antikbrper gegen PEG-ASNase bestimmt
wurden, kann man das Vorhandensein dieser als Erklarung flir den frihen

Wiederanstieg von Asn in einigen Fallen annehmen.

Kurtzberg et al. untersuchten die Pharmakokinetik der PEG-Asparaginase bei Kindern,
die vorher mit nativer E.coli-ASNase behandelt worden waren. Hierbei waren in 60%
IgG-Antikdrper gegen C-ASNase nachweisbar, wobei hiervon nur einige klinische
Anzeichen einer Hypersensitivitat aufwiesen. Bei Patienten mit niedrigen
Antikdrpertitern betrug die Halbwertszeit der PEG-Asparaginase 7,05 Tage gegenliber
2,59 Tagen bei Patienten mit hohen Antikdrpertitern unter der vorher verabreichten C-
ASNase. Die Veranderungen der Pharmakokinetik waren sowohl bei klinisch
allergischen als auch unauffalligen Patienten nachweisbar (Kurtzberg et al. 1994).

HR-Patienten erhalten in dem COALL-Protokoll wahrend der Intensivphase insgesamt 4
Gaben Asparaginase, wohingegen LR-Patienten 3 Gaben erhalten (siehe Protokolle im
Anhang). Die PEG-Asparaginase wurde im LR-Protokoll fiir die 3. Gabe C-ASNase (Tag
80) und im HR-Protokoll flir die 4. Gabe (Tag 108) substituiert. Die Anzahl der
Expositionen gegentiber C-ASNase konnte somit eine Rolle in der Bildung von
Antikdrpern spielen. In dem AIEOP-Protokoll kam es unter repetitiven Gaben von
Erwinase zu einer Reduktion der Asparagindepletion im Serum. Die Autoren vermuteten
als Ursache hierflir entweder die Bildung von Antikdrpern oder die Induktion der
Asparagin-Synthetase (Rizzari et al. 1995).

Asslin et al. hingegen fanden keinen Effekt auf die Pharmakokinetik durch die repetitive
Gabe von C-ASNase (4sslin et al. 1993).

Der Vergleich der Aktivitat-Zeitkurven von Asparaginase in den Standard-BFM-
Protokollen und dem REZ-BFM- Protokoll, in dem haufigere ASNase Gaben erfolgen,
zeigt ebenfalls keinen Unterschied der Pharmakokinetik (Mdller et al. 2002).

Es gibt nur wenige Angaben in der Literatur Uber die minimale Asn-Konzentration, die
Leukamiezellen zum Wachstum bendtigen und die somit fir den optimalen

Therapieerfolg unterschritten werden msste.

Haley gab eine Asparaginkonzentration von 20 M (= 0,26 mg/dl) als ausreichend flr
halbmaximales Wachstum und 70 pM (= 0,92 mg/dl) als ausreichend flir optimales
Wachstum von L5178Y Leukdmiezellen an (Haley et al. 1961). Dies stimmt mit den
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Normwerten flr Asn im Serum von etwa 0,4 — 1,0 mg/dl Gberein. Broome berichtete
Uber das Wachstum von 6C3HED Lymphomzellen in Kultur bei minimalen Asn-
Konzentrationen von 0,05 — 0,1 mg/dl, was unserer Nachweisgrenze von 0,05 mg/dl
entspricht. Flr optimales Wachstum nach 24 Stunden bendtigten sie jedoch 2 — 5
mg/dl Asn (Broome 1963).

Es stellt sich die Frage, ob die klinische Wirksamkeit der Asparaginase nur durch
komplette Depletion von Asn in menschlichen Flissigkeiten (Serum und Liquor) erreicht
wird oder ob eine Senkung des Spiegels von Asparagin unterhalb des Normwertes
ausreicht, um zu dem bisher angenommenen Mechanismus der Unterbrechung der

Biosynthese in Blasten aufgrund ihrer fehlenden Asparaginsynthese zu fihren.

Eine interessante Studie der DCLSG-Gruppe Uber Sensitivitat gegenliber L-Asparaginase
in t(12;21) positiven ALL Patienten belegt eine hohe Expression der Asparagin-
Synthetase in dieser Gruppe von Patienten. Dies widerspricht der bisherigen Annahme,
dass der therapeutische Effekt der Asparaginase auf dem Fehlen der Asparagin-
Synthetase in Leukdmiezellen basiert, da es sich bei t(12;21) positiven leukamischen

Zellen um duBerst Asparaginase-sensitive Zellen handelt.

Die Studie legt die Hypothese nahe, dass neben dem Fehlen des Substrates Aspartat,
das zu einer Hochregulierung der Asparagin-Synthetase fiihrt, ein weiterer Effekt
durch das Fehlen des Glutamins hervorgerufen wird. Durch die gleichzeitige
Glutaminase-Aktivitat der Asparaginase kommt es zu einer Depletion des Glutamins.
Hierdurch kénnte es zu einer verstarkten Apoptose kommen (Stams et al. 2003).
Fumarola et al. beschrieben eine durch Glutamindeprivation bedingte Aktivierung des

CD95-getriggerten Apoptoseweges in Leukamiezellen (Fumarola et al. 2001).

Die Interpretation der Asn Depletion im Serum als direkter Nachweis der Enzymaktivitat
unterliegt in vivo der Gefahr falsch niedriger Spiegel aufgrund einer méglichen ex vivo
Aktivitdt des Enzyms nach Blutentnahme. Unsere Vorexperimente zeigten, dass dieses
Phanomen in physiologischen Verdiinnungen, wie sie unter der Gabe von 2500 IE/m?2
PEG-ASNase zu erwarten waren, unwahrscheinlich sind. Das zusatzliches Monitoring
durch Messung der ASNase-Aktivitat im Serum erlaubt genauere Aussagen Uber die
Effektivitat der Therapie.



Diskussion 76

Bei der Interpretation der Asn im Liquor ergeben sich oben genannte Probleme nicht.
Da die Asparaginase nicht die Blut-Hirn-Schranke passieren kann, ist mit einer ex vivo
Hydrolyse durch die ASNase im Liquor nicht zu rechnen.

5.2.2 Asparagin im Liquor nach 2500 IE[m2 PEG-Asparaginase COALL-
Protokoll- 97

Da Asparaginase nicht die Blut-Hirn-Schranke passieren kann, flihrt eine Depletion des
Asparagins im Serum somit zu einer Depletion im Liquor (Riccardi & Holcenberg et al.,
1981). Es werden bis zu 9 verschiedene Aminosaurentransporter, die an der Blut-Hirn-
Schranke aktiv sind, beschrieben. Sie unterscheiden sich in ihrer Substrat-Spezifitat und
der Abhangigkeit des Transports von Natrium. Das L-System ist flr den Transport der
essentiellen Aminosauren Leucin, Isoleucin, Valin, Phenylalanin, Tryptophan, Methionin,
Threonin sowie die beiden nicht essentiellen Aminosauren Tyrosin und Histidin
verantwortlich. Das Y*System, das die essentiellen basischen Aminosauren Arginin und
Lysin transportiert, ist wie das L-System an der luminalen und abluminalen Seite des
cerebralen Endothels lokalisiert. Beide sind Natrium-unabhdngig und haben eine hohe
Affinitat und transportieren als Co-transporter zwei oder mehr AS. Ebenfalls zu den
Natrium-unabhangigen Transportern zdhlt das x System, das fir den Transport von
Aminosdauren mit anionischen Seitenketten wie Glutamat, Glutamin, Asparagin und
Aspartat verantwortlich ist. Im Gegensatz zu den erstgenannten nimmt dieser
Transporter jedoch AS mit einer geringeren Geschwindigkeit auf. Dies wird darauf
zurtickgefuihrt, dass Glutamat und Aspartat, sowie Glutamin und Asparagin vom Gehirn
synthetisiert werden kénnen (Smith Q.R. 2000).

Weitere Systeme wie das A-System (Alanin, Glycin, Prolin), System B%*, System ASC, N
(Asn) und X*¢ (Asn) sorgen fiir einen aktiven ATP-abhéngigen Transport gegen einen
Konzentrationsgradienten aus dem Liquor in die Endothelzellen und somit flir den Efflux
der Aminosauren. Sie sind natriumabhdngig und befinden sich an der abluminalen Seite
der Blut-Hirn-Schranke (Smith Q.R. 2000).

Die Depletion des Liquors wird einerseits durch die andauernde Depletion im Serum
und somit den fehlenden Transport von Asn aus dem GefaBsystem erklart, als auch den
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erleichterten Transport von Asn entlang des nun neu entstandenen
Konzentrationsgradienten vom Liquor ins Blut.

Millmann et al. untersuchten die Asparagin-Synthetase in Affengehirnextrakten in vitro,
in menschlichen Geweben ist sie jedoch in vivo vernachlassigbar gering (Millmann et al.
1974).

Cerebral

ECapillary
- :

O s B

Abb. 26: Darstellung der Fliissigkeitskompartimente des Liquor- und
Bluthirnschrankensystems und Transportwege.

Durchgangige Pfeile zeigen den LiquorfluB, gestrichelte Pfeile geben Diffusion von Wasser und
den Transport von geldsten Bestandteilen zwischen den Kompartimenten an: a) Uber die
Bluthirnschranke zwischen den Kapillaren und der Extrazellularflissigkeit (ECF), b) durch das
Epithel des Plexus Choroideus, c) durch das Ependym, d) tber piagliale Membranen, e) und f)
Uber Zellmembranen der Neurone und Gliazellen

(aus Fraser et al. 1985)
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Da Lumbalpunktionen zur Erhebung eines Kollektivs bei gesunden Kindern ethisch nicht
vertretbar sind, gibt es nur wenige Angaben zu normalen Aminosaurenkonzentrationen
im Liquor im Kindesalter. Gerrits et al. stellten Referenzwerte aus Liquorproben von
Kindern zusammen, bei denen aus diagnostischen Griinden aufgrund des Verdachts auf
eine Meningitis oder andere neurologische Erkrankungen eine Lumbalpunktion
durchgefihrt wurde, die jedoch retrospektiv keinen Anhalt flir eine Erkrankung im ZNS
boten. Referenzwerte flir Asparagin im Liquor liegen im Ater von 3 — 18 Jahren
zwischen 0,04 und 0,1 mg/dl (entspricht 3,23 — 7,5 uM), etwa ein Zehntel der
Plasmakonzentration. Bei Sduglingen im Alter von 3 bis 12 Monaten lagen die Spiegel
der meisten Aminosduren im Liquor etwas héher (Asn 0,06 — 0,1 mg/dl), was eventuell
auf eine unausgereifte Entwicklung der exkretorischen Transporter flir Aminosduren
zurlckzuflhren ist (Gerrits et al. 1989). Andere Studien gaben ahnliche Asparaginspiegel
von 0,04 — 0,24 mg/d| (Applegarth et al. 1979) und 0,03 — 0,82 mg/dl (Heiblim et al. 1978)

an.

Nicht messbare Spiegel vor Beginn der Therapie waren bei 11 Patienten nachweisbar,
die auf die 3 Wochen vorausgegangene Gabe von nativer C-ASNase zurlickzufiihren ist.
Dies ist wie auch bei den Ergebnissen der Serumasparaginspiegel bei der Interpretation

der Ergebnisse zu beriicksichtigen.

In dem COALL-97-Protokoll wurden Asparaginkonzentrationen < 0,05 mg/dl in 73%
der Patienten fiir mindestens 5 Wochen nachgewiesen. Wie bereits erwahnt, wurden
Liquorproben auch in Mlnster mit einer niedrigeren Nachweisgrenze flir Asparagin (0,2
MM) gemessen. Hierbei zeigte sich eine Depletion in der Mehrzahl der Patienten flr
mindestens 2 Wochen nach einer Gabe von 2500 IE/m2 PEG. Asparaginkonzentrationen
waren im Median bis zu 4 Wochen 3fach niedriger als die Normwerte fiir Asparagin im
Liquor (Gerrits et al. 1989).

Es existieren bisher nur wenige Studien, die den Verlauf der Asparaginkonzentration
unter Asparaginase im Liquor untersucht haben. Die meisten dieser Studien wurden
nach Administration von nativer E. coli Asparaginase durchgefiihrt und kénnen nicht
direkt mit dieser Studie verglichen werden, da zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach
Applikation des Enzyms gemessen wurde. Meist wurde die Asn Konzentration zu einem
wesentlich friiheren Zeitpunkt nach repetitiven Gaben von ASNase bestimmt.
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Woo et al. fanden keine komplette Depletion (<0,04 uM) von Asn im Liquor. Bereits
wahrend der Therapie mit entweder 6x oder 8x 10 000 IE/m2 E. coli (Elspar) i.m.
zeigten 26% der Patienten keine Depletion. 11-30 Tage nach Applikation der
Einzelgaben zeigten 80% keine Depletion, wobei die mediane Asn Konzentration im
Liquor 1,7 pM betrug. Zum vergleichbaren Zeitpunkt betrug die mediane Asn
Konzentration in der COALL-97-Studie <0,2 uM (14d nach Gabe) bis 0,9 uM (28d nach
Gabe). Mehr als 30 Tage nach Administration beschrieben Woo et al. in keiner der 21
Proben eine Depletion (Woo et al. 1999). Die Asn Konzentration zu diesem Zeitpunkt
entsprach derjenigen, die > 42 Tage nach 2500 IE/m2 PEG gefunden wurde. Es ist
jedoch darauf hin zu weisen, dass die untere Nachweisgrenze in dieser Studie um das

Sfache niedriger war als unsere.

Gentili et al. fanden bei kompletter Depletion von Asn im Serum unterhalb der
Nachweisgrenze von 1 pyg/ml (= 0,75 pM) Liquorwerte von 20-380 ng/ml (= 0,15 -2,8
MM) 3-7 Tage nach repetitiven Gaben von entweder 10 000 oder 25 000 U/m?2
Erwinase. Die untere Nachweisgrenze fiir Asn im Liquor betrug 20 ng/ml ( = 1,5 uM)
(Gentili et al. 1996).

In unserer Studie zeigte die Korrelation der Asparaginkonzentration im Liquor zu den
Aktivitdten im Serum, dass hohere Aktivitaten >100 IE/I mit niedrigen bzw. nicht
nachweisbaren Asn-Konzentrationen von <0.2 pM (range: <0,2-0,8 uM; 27 Proben)
assoziiert waren, wohingegen Aktivitditen < 2,5 — 100 IE/l h6here Asn Spiegel mit
einem Median von 1,2 uM zur Folge hatten (siehe Abbildung 24).

Riccardi et al. postulierten, dass eine minimale ASNase Aktivitat von 100 IE/l notwendig
sei, um eine ausreichende Depletion im Liquor zu garantieren (Riccardi et al. 1981). Dies
wurde von weiteren Studien bestdtigt (Ahike et al. 1997, Boos et al. 1996, Rizzari et al.
2000).

Ahlke konnte jeweils in 11 Patienten 2 Tage nach der 6. Gabe und in 7 Patienten am
Tag der 8. Gabe 2500 IE/m2 C-ASNase i.v. eine komplette Depletion (< 0,1 puM) im
Liquor nachweisen. Hierbei waren die Aktivitaten >100 IE/l (Median 125 IE/l) (Ahike et
al. 1997). Rizzari konnte 1 Tag nach der 4. Gabe (35 Patienten) und 5 Tage nach der 8.
Gabe (22 Patienten) von 10 000 IE/m2 i.v./i.m. eine Depletion <0,2 UM nachweisen.
Die Aktivitaten der C-ASNase lagen hierbei ebenfalls >100 IE/l. 11 Patienten, die
Erwinase erhalten hatten, hatten trotz Aktivitaten <50 IE/I eine Depletion im Liquor.
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Die Aktivitaten wurden am Tag der 2., 5. und 8. Gabe bestimmt, also nicht zu den

selben Zeitpunkten wie die Messungen fiir ASN im Liquor (Rizzari et al. 2000).

In unserer Studie wurde eine einzelne Gabe von 2500 IE/m2 PEG-Asparaginase
gegeben und erstmals 2 Wochen spater Asn im Liquor gemessen. Hierbei war nicht in
allen Fallen eine Aktivitat >100 IE/I mit einer komplette Depletion von Asn im Liquor

verbunden.

Eine vergleichbare Studie, die ebenfalls die Auswirkung von 2500 IE/m2 PEG-ASNase
i.m. untersucht und Asparaginase-Aktivitat im Serum in Korrelation zum Liquor gesetzt
hat, ist die von Avramis (Avramis et al. 2002). Hierbei zeigten sich sowohl unter 2500
IE/m2 PEG-ASNase i.m. als auch unter 6000 IE/m2 C-ASNase i.m. zwar eine Absenkung
der Asparagin-Spiegel jedoch keine komplette Depletion (< 0,1 pM) von Asn im Liquor.
Es finden sich jedoch nachweisbare Asn-Spiegel im Liquor bei ASNase-Aktivitaten >100
IE/I, was bisher als ausreichende Aktivitat postuliert worden war, um Asn im Liquor zu
depletieren (Riccardi et al. 1981). Vier Tage nach der Applikation von 2500 IE/m2 PEG-
ASNase betrug die mediane Asn Konzentration 1,1 pM gegeniiber 1,0 uM 2 Tage nach
der zweiten Gabe von C-ASNase. Man kann somit annehmen, dass eine komplette
Depletion von Asn im Liquor von unterschiedlichen Faktoren abhdngt, wie z.B. der
Anzahl der Gaben oder dem Zeitpunkt der Messung.

Dies legt auch die Arbeit von Riccardi nahe, die die Pharmakokinetik unterschiedlicher
C-ASNase-Dosierungen bei Patienten mit ALL untersuchte. 5 Patienten zeigten nach
Gabe von 6000 IE/m2 C-ASNase 3 mal pro Woche eine Depletion von Asn im Liquor flr
7 Tage nach der letzten Gabe. Bei 2 Patienten, die 1 mal wochentlich 10 000 IE/m2 C-
ASNase erhalten hatten waren bis zu 3 Tage nach der letzten Gabe keine
nachweisbaren Spiegel (<0,02 uM) messbar. Hingegen hatten 1 von 2 Patienten bereits
3 Tage nach der letzten Gabe wieder nachweisbare Spiegel, obwohl sie die
letztgenannte Dosierung 2 mal wdchentlich erhielten. Riccardi postuliert in Anlehnung
an Untersuchungen an Rhesusaffen eine Serumaktivitat von 100 IE/I als ausreichend
fur eine Depletion von Asn im Liquor, weist aber auch darauf hin, dass diese sowohl
dosisabhangig als auch von der Anzahl der Applikationen abhangig ist (Riccardi et al.
1981).

Eine neuere Arbeit von Appel et al. zeigte keine Depletion 5 Tage nach der Applikation
von 1000 IE/m2 PEG-ASNase trotz ASNase-Aktivitdten >100 IE/I (Appel et al. 2002).
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Neben der Dosis oder der Anzahl der Applikationen kdnnte auch der Zeitpunkt der
Messung eine Rolle spielen. Dies kdnnte von Bedeutung sein, wenn man annimmt, dass
es langere Zeit braucht, bis Asn aufgrund des Konzentrationsgradienten aus dem Liquor

ins Plasma transportiert wird.

In den COALL-Protokollen werden nur Medium High-dose Methotrexat Infusionen von
1g/m2 verwendet, wodurch nur unzureichende Konzentrationen im Liquor erreicht
werden. Trotzdem kommt es nur in 3% der Falle ohne prophylaktische Radiotherapie
zu einem isolierten ZNS-Relaps (Harms et al. 2000). Neben den regelmaBigen
intrathekalen Chemotherapien, kénnen somit auch die Asparaginase-Gaben zur
Pravention vor isoliertem ZNS-Befall in den COALL-Protokollen beigetragen haben.
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5.2.3 Asparaginase-Aktivitit im Serum nach 2500 IE/m? PEG-Asparaginase

/COALL-Protokoll 97

Die Messung der Asparaginase-Aktivitat stellt eine wichtige pharmakokinetische
Methode im drug monitoring der Asparaginase dar und sollte in dieser Studie als
zusatzlicher Parameter zu den Asparaginmessungen im Serum und Liquor durchgefiihrt
werden. Die Messung der Asparaginase-Aktivitdit im Plasma allein ist teilweise
unzureichend, um eine Aussage uber den klinischen Effektivitdt zu machen, da
prolongierte Asparagindepletionen im Plasma berichtet wurden auch wenn keine
Aktivitdt mehr nachweisbar war (Capizzi et al. 1971).

Die Messungen zeigen, dass Aktivitdten bis zu 4 Wochen nach Gabe von 2500 IE/m?
PEG-Asparaginase i.v. nachweisbar waren. Aktivitdten von >100 IE/I, die von Riccardi
et al. in einer Studie an Rhesusaffen unter der Gabe von nativer C-ASNase als sicher
ausreichend fiir die Depletion von Serum und Liquor angesehen wurden (Riccardi et al.
1981) und auch bisher flir den Menschen als RichtgréBe postuliert wurden, sind bis zu 3
Wochen nach Gabe in der Mehrzahl der Patienten nachweisbar (Median 310 IE/I).

Dies ist vergleichbar mit Ergebnissen anderer Studien nach intramuskularer Applikation
von 2500 IE/m? PEG-Asparaginase (Asselin et al. 1993, Avramis et al. 2002). Im BFM-
Protokoll wurden nach intravendser Gabe von 2500 IE/m? PEG-ASNase Aktivititen >
100 IE/I von dem selben Labor lediglich flir 2 Wochen gemessen. Hierbei lagen die
medianen Asparaginase Aktivitaten in der Reinduktion des BFM-95 Protokolls bei 231
IE/l und im REZ-BFM-96 Protokoll bei 165 IE/Il. Hiervon waren in 26% (BFM-95) und
29% (REZ-BFM-96) bereits eine Woche nach Gabe Aktivitaten <100 IE/I nachweisbar,
sichtbare allergische Reaktionen wurden jedoch bei keinem der Patienten beobachtet
(Miller et al. 2002). Es ist anzunehmen, dass es sich hierbei um eine stille Inaktivierung
durch das Vorhandensein spezifischer Antikdrper handelt. Da es sich um Messungen in
der Reinduktion handelt und haufige ASNase-Gaben vorausgegangen sind, ist eine

Antikorperbildung wahrscheinlich.

Auch in unserer Studie zeigten einige Patienten ebenfalls rasch nach Gabe abfallende
Asparaginase-Aktivitdten. Diese Patienten korrelierten mit denjenigen, die ebenfalls
friih wieder messbare Asparaginspiegel im Serum sowie messbare Werte im Liquor
nachwiesen. Wie bereits erwahnt ist dies am ehesten mit dem Phanomen der stillen
Inaktivierung zu erklaren. Durch die Bildung spezifischer Antikérper gegen die
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Asparaginase kommt es zu einer Inaktivierung des Enzyms. Der Anteil der Patienten
mit einem raschen Aktivitatsverlust war in der BFM-Studie insgesamt héher als in der
COALL-Studie, was eventuell darauf zurickzuflihren ist, dass die Messungen in der
BFM-Studie zu einem spateren Zeitpunkt im Protokoll (Reinduktion) durchgeflihrt
wurden, bzw. im Rezidivprotokoll und die Patienten von daher mehr ASNase-Gaben
erhalten hatten. Repetitive Gaben steigern in der Regel die Sensibilisierung und somit
die Antkdrperbildung, so dass dies als mdgliche Ursache flir den Unterschied

anzunehmen ist.

5.2.4 Vergleich von 45 000 IE/m? nativer E. Coli Asparaginase i.v. mit 2500

IE/m? PEG-Asparaginase i.v. in den COALL-Protokollen 89/92 und 97

Nach der Gabe von 2 x 45 000 IE/m2 E. coli Asparaginase , wie sie im Protokoll COALL-
89 verwendet wurde, konnten Asn-Spiegel unterhalb der Nachweisgrenze von 0,05
mg/dl| bis zu 10 Wochen nach Gabe beobachtet werden (Drescher et al. 1994). Obwohl
keine vermehrte Toxizitat unter dieser Dosierung aufgetreten war, wurde die Dosis in
dem nachfolgenden Protokoll halbiert, da es potentiell zu einer Wechselwirkung
zwischen Asparaginase und Metothrexat kommen kann (Capizzi et al. 1993). Die
Messungen des COALL-92-Protolls, die mit der selben Methode zu unterschiedlichen
Zeitpunkten des Protokolls vorgenommen wurden (HPLC, siehe Methoden) zeigten in
62% der Patienten eine ausreichende Depletion bis zu 5 Wochen nach C-ASNase. Unter
PEG-ASNase hatten zu diesem Zeitpunkt noch 80% der Patienten eine ausreichende

Depletion im Serum.

Wie aus den erhobenen Daten deutlich wird, ist die Depletion von Asparagin im Serum
unter 2500 IE/m2 PEG-Asparaginase im Vergleich zu 45 000 IE/m2 E. coli
Asparaginase, wie es in dem vorangegangenen COALL-92-Protokoll verwendet wurde,
vergleichbar lang. Unter beiden Asparaginasepraparaten gab es einige Patienten mit
einem schnellen Wiederanstieg des Asparagins im Serum. Keiner dieser Patienten
zeigte eine allergische Reaktion. In beiden Protokollen waren es lberwiegend HR
Patienten, die bereits mehr Asparaginasegaben erhalten hatten als die LR-Patienten.
Vergleicht man die Daten der COALL-Studie-97 und —92 muss man in Betracht ziehen,
dass sich die erhobenen Daten der Studie COALL-05-92 auf unterschiedliche
Abnahmezeitpunkte im Protokoll beziehen (siehe Kapite/ 4.7.). Der Vergleich der
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Asparaginkonzentrationen identischer Zeitpunkte im Protokoll (3. Gabe im LR-Protokoll
und 4. Gabe im HR-Protokoll) war durch die zu geringe Anzahl Patienten im COALL-92-
Protokoll nur begrenzt mdglich. Zu diesem Zeitpunkt standen 36 Proben von 11 LR
Patienten und 58 Proben von 16 HR Patienten zur Verfligung. Etwa der selbe
Prozentsatz an HR Patienten zeigte wieder messbare Asn-Spiegel nach 3 Wochen. Nur
1 LR Patient hatte bereits nach 2 Wochen wieder messbare Spiegel.

5.2.5 Okonomische Aspekte des Vergleichs zwischen 2500 IE/m?2 PEG-
ASNase gegeniiber 45 000 IE/m2 E. coli-ASNase

Der Einsatz von PEG-Asparaginase hat auch 6konomische Aspekte, die an der
Diskussion um die Einsatzmdglichkeit in nachfolgenden COALL-Protokollen Anteil haben
und weshalb hier kurz darauf eingegangen werden sollte.

Der in unserer Institution tibliche Klinikpreis von PEG-Asparaginase (Oncaspar®) betrégt
1061,34 € fiir ein Flaschchen a 3750 IE. E.coli-Asparaginase (Medac®) a 10 000 IE
kostet 74,47 €.

Somit kam man bei der bisherigen Therapie mit 45 000 IE/m?2 E.coli-Asparaginase bei
einer Korperoberflache von 1 m2 auf 1984,50 € im LR-Protokoll (4 x ASNase) und
3172,60 € im HR-Protokoll (6 x ASNase), sofern keine Allergie aufgetreten war. Bei
einer durchschnittlichen Allergierate von etwa 30% in den bisherigen COALL-
Protokollen (unveréffentlichte Daten), muss man jedoch von héheren Kosten ausgehen.
Eigene Beobachtungen zeigten, dass von den 30% der Patienten, die eine allergische,
therapielimitierende Reaktion auf herkbmmliche C-ASNase entwickelten, jeweils 10%
auf die zweite, 10% auf die dritte und 10% auf die vierte Gabe reagierten. Somit
ergaben sich bei der bisherigen Therapie mit Umstellung auf PEG-ASNase bei Allergie
folgende Kosten. 70% erhielten 4 x Coli ASNase ohne allergische Nebenwirkungen.
10% reagierten auf die zweite Coli Gabe und erhielten umgehend 2500 IE/m2 PEG-
ASNase. Die folgenden 2 C-Asparaginasegaben wurden durch PEG substituiert, so dass
insgesamt 2 x Coli und 3 x PEG gegeben wurde. Entsprechend erhielten Patienten, die
bei der dritten Dosis reagierten, 3 x Coli und 2 x PEG und Patienten, die erst bei der 4.
ASNase reagierten, erhielten 4 x Coli und 1 x PEG. Bei 1m2 KOF ergab dies flir LR-
Patienten ohne Allergie (70%) 1489,40 €, fir 10% mit einer Reaktion bei der 2. Gabe
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3928,70 €, fur weitere 10% mit einer Reaktion bei der 3. Gabe 3239,70 € und fiir 10%
mit einer allergischen Reaktion bei der letzten ASNase Gabe 2250,74 €. Insgesamt
kostet also die bisherige Therapie mit C-ASNase bei einer Allergierate von etwa 30 %
1984,50 €.

Setzt man PEG-ASNase gezielt ab der 3. ASNase Gabe an, umgeht man bereits 20%
der allergischen Reaktionen auf C-ASNase und erspart diesen Patienten somit eine
doppelte Gabe im Falle einer Hypersensitivitatsreaktion. Somit ergeben sich lediglich
10% allergische Reaktionen bei er 2. ASNase Gabe, die dann durch PEG substituiert
werden musste, so dass sich 2 Gaben Coli und 3 Gaben PEG ergeben. Die Kosten
liegen zwar etwas hoher als wenn man PEG-ASNase erst in der Reinduktion gibt,
jedoch verhindert man 20% mehr allergische Reaktionen (siehe Tabellen 12 & 13 PEG in
Reinduktion versus 2 x Coli dann PEG).
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Folgende Tabellen zeigen die Kosten bei drei verschiedenen Kérperoberflachen getrennt
fur das Low und High Risk Protokoll.

0,5 m2 1,0 m2 1,3 m?
Wie bisher (4x Coli) 1463,40 € 1984,50 € 2290,00 €
PEG immer (4x) 4245,40 € 4245,40 € 4245,40 €
PEG in Reinduktion 2050,00 € 2466,80 € 2720,20 €
2 x Coli dann PEG 2675,60 € 2973,50 € 3122,50 €

Tab. 12: Therapiekosten fiir Asparaginasetherapie im LR-Protokoll COALL-97

Therapiekosten bei 3 verschiedenen Kérperoberflachen im LR-Protokoll (COALL-97) mit
insgesamt 4 Gaben bei einer Allergierate von 30% (10% bei der 2. Gabe, 10% bei der 3. und
10% bei der 4. Gabe)

0,5 m2 1,0 m2 1,3 m?2
Wie bisher (6x Coli)  2413,00 3172,60 3552,40
PEG immer (6x) 6368,00 6368,00 6368,00
PEG in Reinduktion 3586,10 4137,20 4412,75
2 x Coli dann PEG 4798,30 5096,20 5245,10

Tab. 13: Therapiekosten fiir Asparaginasetherapie im HR-Protokoll COALL-97

Therapiekosten bei 3 verschiedenen Kérperoberflachen im HR-Protokoll (COALL-97) mit
insgesamt 4 Gaben bei einer Allergierate von 30% (10% bei der 2. Gabe, 10% bei der 3. und
10% bei der 4. Gabe)
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Herkbmmliche aus Escherichia coli Bakterien gewonnene Asparaginase ist seit etwa 30
Jahren fester Bestandteil der Polychemotherapie der ALL im Kindesalter. Die
wiederholte Anwendung flihrt jedoch zu Sensibilisierungen gegeniiber dem
FremdeiweiB und fuhrt hdufig zu einer allergischen Reaktion. Auch eine ,stille
Inaktivierung® durch Bildung von Antikdrpern gegen Asparaginase, die zu einem Verlust
der Enzymwirkung flhren, ohne das Kklinische Korrelat einer Hypersensitivitat
hervorzurufen, wird beschrieben und limitiert den Einsatz von Asparaginase. Durch die
Konjugation der Coli-Asparaginase mit Polyethylenglykol werden die immunogenen
Epitope verschleiert, so dass PEG-ASNase bei Patienten mit einer Allergie gegenliber C-
ASNase eingesetzt werden kann. Somit wird in den meisten Fallen eine
Therapiefortflihrung ohne weitere Hypersensitivitatsreaktionen gewahrleistet.

Im Rahmen dieser Studie wurde die Dauer der Depletion von Asn im Serum nach 2500
IE/m2 PEG-Asparaginase mit der nach 45 000 IE/m2 C-Asparaginase verglichen. Hierzu
wurde im Rahmen des COALL-Protokoll-97 die Asparagindepletion im Serum mittels
Ionenaustauschchromatographie nach Applikation PEG-ASNase gemessen. Zwischen
Mai 2000 und Dezember 2001 wurden 71 Kinder (38 Jungen, 33 Madchen) mit einer
neudiagnostizierten ALL untersucht. Im Rahmen des Therapieprotokolls COALL-06-97
erhielten die LR Patienten (n=36) am Tag 80 2500 IE/m? PEG-ASNase statt der im
Therapieprotokoll bisher vorgesehenen 45 000 IE/m2 C-ASNase. Dem vorausgegangen
waren 2 Gaben nativer C-ASNase an Tag 31 und 59. Die HR Patienten (n=35) erhielten
3 Gaben 45 000 IE/m2 C-ASNase an Tag 32, 46 und 87. Die vierte Gabe an Tag 107
wurde wie im LR Protokoll durch 2500 IE/m? PEG-ASNase ersetzt. Bei beiden
Patientengruppen wurden direkt vor Applikation der PEG-ASNase und danach
wochentlich Gber einen Zeitraum von 8 Wochen die Asn-Konzentration im Serum
gemessen. Hierzu wurde die selbe Methode verwendet, wie sie in dem
vorangegangenen Therapieprotokoll COALL-05-92 angewandt wurde, da die Werte von
50 Patienten (19 LR Patienten und 32 HR Patienten) nach Gabe von 45 000 IE/m2 C-
ASNase aus diesem Protokoll zum Vergleich zur Verfigung standen. Die
Therapieprotokolle unterscheiden sich nicht, bis auf die Substitution von C-ASNase
durch PEG-ASNase wie oben beschrieben. Die Messungen der Asn-Spiegel im COALL-
05-92 Protokoll erfolgten zu unterschiedlichen Zeitpunkten im Protokoll.
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Zusatzlich zu den Messungen im Serum wurde in dem COALL-05-97-Protokoll die Asn
Konzentration im Liquor gemessen. Hierzu wurde die selbe Methode
(Ionenaustauschchromatographie, untere Nachweisgrenze 0,05 mg/dl = 3,78 pM)
angewandt, wie bei den Messungen im Serum. Es konnten 173 Liquorproben von 58
Patienten (84 Proben von 29 HR Patienten, 89 Proben von 29 LR Patienten) analysiert
werden. Es standen keine Vergleichsdaten aus den vorherigen Protokollen unter C-
ASNase zur Verfligung. Liquorproben der selben Patienten wurden mittels
Ionenaustauschchromatographie mit einer niedrigeren Nachweisgrenze (0,2 pm) in
einem Labor in Minster gemessen (184 Proben von 59 Patienten). Es zeigte sich eine
Depletion <0,05 mg/dl bis zu 21 Tage nach Applikation von 2500 IE/m> PEG-
Asparaginase.

Mit dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die Depletion von Asn im Serum unter
2500 IE/m?* PEG-Asparaginase vergleichbar lang ist wie die unter 45 000 IE/m2 Coli-
Asparaginase. Wichtig war diese Frage angesichts der Allergierate von etwa 30% in
den COALL-Protokollen, die eine Fortsetzung der Therapie mit demselben Praparat z.T.
unmdglich bzw. ineffektiv machte.

Bisher wurde PEG-Asparaginase in dem COALL-Protokoll-97 nur im Falle einer solchen
therapielimitierenden Allergie auf herkdmmliche C-ASNase eingesetzt. Aufgrund der
Studienergebnisse entschied man sich jedoch im Folgeprotokoll-07-03 PEG-
Asparaginase von vornherein ab der 3. Gabe zu verabreichen, um somit den haufigen
allergischen Reaktionen aus dem Weg zu gehen und einer ineffektiven Therapie oder 2.
Gabe vorzubeugen. Zwar ist dieses Regime teurer als die herkdmmliche Substitution
bei Auftreten einer Allergie, wie Tabellen 12 und 13 zeigen, es beugt jedoch in einigen
Fallen einer weiteren Sensibilisierung gegentliber nativer C-ASNase vor. Die repetitive
Gabe von Asparaginase flihrt vermehrt zu Hypersensitivitatsreaktionen, so dass der
Wechsel auf ein anderes Praparat in diesen Fallen eine allergische Reaktion verhindern
kann und somit eine effektive Therapie zuldsst. Es bleibt jedoch zu priifen, ob sich
dieses Modell bestdtigt und die Allergierate durch den gezielten Einsatz von PEG-
ASNase gesenkt werden kann.

Es ist nach wie vor noch unklar und in bisherigen Studien nicht belegbar gewesen,
welche Zielkonzentration des Asparagins zu einer ausreichenden Depletion und somit
zu einem Zelltod der Blasten flhrt. Dies zeigen insbesondere die Diskussionen um eine
ausreichende Depletion des Asn im Liquor. Reicht es aus, eine Depletion unterhalb des
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Normbereiches von Asn zu erwirken, um eine Stérung der Proteinbiosynthese
hervorzurufen oder ist dies erst ab einer absoluten Depletion von Asn erreichbar? Diese
Mechanismen sind bisher nicht hinreichend untersucht. Individuelles Monitoring in den
einzelnen Protokollen unter den jeweiligen Dosierungen und Applikationsintervallen
wird empfohlen, um einen effektiven Therapieerfolg sicher zu stellen. Auch
Langzeitbeobachtungen der Remissionsraten unter PEG-Asparaginase waren

erforderlich, um eine umfassende Aussage zur Effektivitat liefern zu kdnnen.
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7 Anhang

Teilnehmende Kliniken

Frau Dr. Pongratz
Herr Dr. Otte
Herr Dr. Jorch

Herr Dr. Spaar
Herr Dr. Lieber

Herr Prof. Dr. Gébel
Herr Prof. Dr. WeiBbach
Frau Dr. Siegert ¢

Herr Prof. Dr. Reddemann
Herr Dr. Weigel

Frau Prof. Dr. Janka-Schaub
Frau Dr. Harms

Frau Dr. Streitberger
Herr Dr. Knust

Herr Dr. von Klinggraeff
Herr Dr. Thomas

Frau Dr. Vélpel

Herr Prof. Dr. Gutjahr
Herr Dr. Miiller

Herr Dr. Klose

Herr Prof. Dr. Haas
Frau Dr. Graubner

Herr Prof. Dr. Drescher
Frau Dr. Helmig

Herr Dr. Weber

Frau Dr. Dohrn

Kinderklinik Josefinum
86154 Augsburg
Kinderklinik Bethel
33617 Bielefeld-Bethel

Prof. Hess Kinderklinik
28205 Bremen

Universitatskinderklinik
40225 Dusseldorf
Universitatskinderklinik
01307 Dresden
Universitatskinderklinik
17847 Greifswald
Universitatskinderklinik
20246 Hamburg

Kreiskrankenhaus Heide
25746 Heide

Ev. Krankenhaus Bethanien
58644 Iseriohnr

Stiadtisches Krankenhaus
24116 Kiel

Stadtische Krankenanstalten
47805 Krefeld
Universitatskinderklinik
55101 Mainz

Krankenhaus Neuwerk
41066 Ménchengladbach

Stadtisches Krankenhaus
81545 Miinchen-Harlaching

Dr.v.Haunersches Kinderspital
80337 Minchen

Stadtische Kinderklinik
26133 Oldenburg

Klinikum St. Hedwig
93049 Regensburg

Dr. Horst-Schmidt-Kliniken
65199 Wiesbaden

Klinikum Barmen
42283 Wuppertal

Abb. 27: Liste der COALL-assoziierten Kliniken
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Studie COALL-06-97

(Merkblatt fiir Eitern)
Studienleitung: Untersuchung:
Frau Prof. Dr. Gritta Janka-Schaub Qualitatssicherung bei
Universitéts-Kinderklinik Hamburg PEG-Asparaginase

Angeschlossene Klinik:

Patient:

geb.

Liebe Eltern,

lhr Kind wird wegen einer akuten lymphatischen Leukdmie in der Studie COALL-06-97 der
Gesellschaft fur Padiatrische Onkologie und Hamatologie behandelt. Ein wichtiges Medika-
ment in dieser Studie ist die Coli-Asparaginase, ein aus Bakterien gewonnenes Enzym, das
der Leukdmiezelle eine wichtige Aminosédure (Baustoff fur die Eiweilbildung), das Asparagin,
zu entziehen vermag.

Wir méchten Sie bitten, sich an einer Studie zu beteiligen, die das Ziel hat, die Behandlung
mit Asparaginase zu verbessem.

Eine hadufige Nebenwirkung der Asparaginase sind allergische Reaktionen, die bedrohlich
sein kénnen und dann zwingen, auf ein anderes Praparat (Erwinia-Asparaginase) iberzuge-
hen, das haufiger gegeben werden mug.

Es steht inzwischen ein neues Asparaginase-Praparat zur Verfigung, bei dem es durch
Kopplung an eine chemische Substanz (Polyathylenglykol) an die Coli-Asparaginase gelang,
nicht nur die Wirkungsdauer zu verlédngert, sondern auch die Haufigkeit der allergischen Re-
aktionen erheblich zu senken. So konnte in einer anderen Leukémiestudie die Haufigkeit der
allergischen Reaktionen von 30% (vergleichbar unserer Haufigkeit) auf <5% gesenkt werden.
Im Gbrigen entspricht das Nebenwirkungssprofil dieser sogenannten PEG-Asparaginase dem
der normalen Coli-Asparaginase. Das Medikament ist in Deutschland seit 1. April 1997 in
intravendser Form fir die Behandlung akuter lymphatischer Leukimien zugelassen.

Grundsitzlich wére dieses Medikament auch fir unserer Studie von Interesse, wir milssen
aber Uberprifen, ob die Lange seiner Wirkung der jetzigen Therapie mit Coli-Asparaginase
vergleichbar ist. Durch Messung der Asparaginkonzentrationen unter dem jetzigen Préparat,
wissen wir in unserer Studie, wie lange die Wirksamkeit der Coli-Asparaginase in der gege-
benen Dosierung anhait. Fir die PEG-Asparaginase gibt es diese Messungen bisher nur
nach der intramuskulédren Gabe, die in den USA Ublich ist. Da alle unsere Patienten einen

Abb. 28: Einwilligung der Eltern 1
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Merkblatt fiir Eitern -2-

zentralen Katheter haben, und die intramuskulére Gabe zu unangenehmen értlichen Neben-
wirkungen flihren kann, méchten wir dies den Kindemn jedoch nicht zumuten.

Um zu Uberprifen, wie lange nach intravenéser Gabe die Enzymaktivitdt anhélt und kein
Asparagin mit der empfohlenen Dosis mehr nachweisbar ist, missen wir aiso die Konzentra-
tion der Aminosaure und die Aktivitit des Enzyms Uber einige Wochen messen. Dies soll an
50 Kindern der jetzt laufenden COALL-Studie durchgefiihrt werden. Dafiir eignet sich im
Low-Risk-Protokoll die 3. Asparaginase-Gabe und im High-Risk-Protokoll die 4. Asparagina-
se-Gabe, da danach ldngere Zeit keine Therapie mit Asparaginase mehr erfolgt.

Wenn Sie bereit sind, sich mit Ihrem Kind an dieser Studie zu beteiligen, bedeutet dies eine
zusétzliche wéchentliche Blutentnahme a 6 mil aus dem Katheter bis zur néchsten Asparagi-
nase-Gabe, d.h. Giber 7-8 Wochen. Falls wir erkennen, daB unter der PEG-Asparaginase die
Asparaginverarmung nicht so lange wie gewunscht anhélt, wirden wir lhrem Kind eine 2.
Dosis PEG-Asparaginase nach 2 bis 3 Wochen verabreichen.

Wir erwarten von dieser Studie eine Aussage Uber die Wirkungsdauer der PEG-
Asparaginase mit der Hoffnung, dieses Medikament mit den geringeren allergischen Reak-
tionen dann gegen die Coli-Asparaginase austauschen zu kénnen.

Einverstindniserklarung

Ich bin von Herm / Frau Dr. heute Uber die geplante obige

Studie aufgekiart worden und mit den zusétzlichen wéchentlichen Blutentnahmen einver-
standen. Ich weil}, da ich mein Einverstandnis jederzeit ohne Angabe von Grunden wider-
rufen kann, ohne, dafl mir und meinem Kind daraus ein Nachteil erwéchst.

Unterschriften:
(Arzt)
Vater
(Sorgeberechtigte)
Mutter
(Patient)*

Hamburg, den

Abb. 29: Einwilligung der Eltern 2
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Anhang 101
Asparagindepletion und Asparaginaseaktivitit nach Applika-
tion von PEG-Asparaginase bei Kindern mit akuter lymphati-
scher Leukémie in der Studie COALL-06-97
_ BEFUNDE BITTE AN DIE
Patient: STUDIENLEITUNG SCHICKEN !!
geb.

6 ml Blut (ohne Zusétze) entnehmen und direkt nach Abnahme in Eis stellen, um die
Enzymaktivitat zu blockieren. Noch gekiihit abseren und in 2 Portionen a 1-2 ml Serum
tieffrieren (siehe auch Protokoll Seite 4).

Low-Risk Protokoll
2. MTX ASP-Gabe

(Tag 78)

High-Risk Protokoll
2. HIDAC-ASP-GAbe

(Tag 106)

verschicken an: (in Trockeneis)
Asparaginkonzentration
Universitéts-Kinderklinik
Hauptgebaude 2. Stock
Labor Prof. Kohlschiitter,
z.Hd. Frau Stehn
MartinistraBe 52
20246 Hamburg
Tel.: 040-42803-5026

-3737

verschicken an: (ungekahit)
Asparaginase-Aktivitét
Westfélische Wilhelms-Univers.
Kinderklinik

Forschungslabor Prof. Boos
Albert-Schweitzer-Str, 33
48153 Miinster

Tel.: 0251-835-6741

Datum versehen !

Woche nach Gabe Datum Blutabnahme Liquor Bitte Rohrchen mit
0Wert (Tag der Gabe)

1 Woche

2 Wochen

3 Wochen qmKO:

4 Wochen

5 Wochen

6 Wochen pro gqmKO:

7 Wochen absolut:

8 Wochen

PEG-ASP-Dosis:

(letzte Messung vor der nédchsten ASP-Gabe)
(Proben fiir ASP-Aktivitat gesammelt am Ende verschicken)

Abb. 38: Probenbegleitbogen Asn Serum/Liquor I
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Asparagindepletion u. Asparaginaseaktivitit nach Applikation von PEG-Asparaginase
bei Kindern mit akuter Iymphatlscher Leukidmie in der Studie COALLL-06-97

Personalien

Name:

Vorname:

geb: I

KOF I qm

Angaben zur Gabe

Gabe am ‘ ]

Protokoll O Low Risk Tag 78

O High Risk Tag 106

Dosis/qm ' E/qm

Dosis/abs. -{E

Probeentnahme-/aufbereitung

Abnahme vor Gabe sowie 1 x wtl. bis Woche 8

6 mi Blut (ohne Zusétze) entnehmen u. direkt nach Abnahme in Eis
stellen, um die Enzymaktivitat zu blockieren.

Noch gekahlit abseren, in 2 Portionen a 1-2 ml Serum t|eﬁneren
(siehe auch Protokoll Seite 4) u. unbedingt mit Datum beschriften.

Versand

(auf Trockeneis)
Asparaginkonzentration
Universitats-Kinderklinik
Labor Prof. Kohlschitter

z. Hd. Frau Stehn

Martinistr. 52

20246 Hamburg

Tel.: 040/42803-5026 o. 3737

(ungekihlt)

Proben kénnen gesammelt verschickt werden.
Asparaginase-Aktivitit
Waesttalische-Wilhelms-Universitét
Kinderklinik

Forschungslabor Prof. Boos
Albert-Schweitzer-Str. 33

48153 Miinster

Tel.: 0251/83-566757

Angaben zum Probenmaterial
infektios? O ja O nein

Abnahme

gebnis | < Einheit | Probennr

(wird vom Labor fiilit)

Bemerkungen:

(Stempel des Absenders)

Tel:
Fax:

Abb. 39: Probenbegleitbogen Asn Serum/Liquor II
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