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Einleitung

1 Einleitung

Die Asparaginase (ASP) ist ein wichtiger Bestandteil der Therapie der akuten
lymphatischen Leukédmie (ALL). Die ALL ist eine maligne Erkrankung des
blutbildenden Systems. Mit 3,3 Erkrankungen/100.000 Einwohner <15 Jahre und
einem Anteil von ca. 30% ist die ALL die haufigste Krebserkrankung im
Kindesalter. Leuk&mie ist charakterisiert durch die Proliferation unreifer
hamatopoetischer Zellen, welche die normale Blutbildung im Knochenmark
verdrangen und extramedullar Organe infiltrieren (Eggert, 2016).

Die Asparaginase ist ein aus Bakterien gewonnenes Enzym, weltweit ein fester
Bestandteil in der Behandlung der ALL des Kindesalters, und wird inzwischen
auch in einigen Erwachsenen-Protokollen verwendet. Unterschieden werden seit
vielen Jahren die aus Escherichia coli gewonnene Asparaginase, die E.coli-
Asparaginase, eine an Polyethylen gekoppelte L-Asparaginase, die PEG-
Asparaginase, und die sogenannte Erwinase, die aus Erwinia chrysanthemi
(Erwinia) gewonnen wird.

Eine Herausforderung wahrend der Therapie mit Asparaginase stellt das Auftreten
von Komplikationen dar, dies beinhaltet das Auftreten von allergischen
Reaktionen. Treten diese unter der Applikation von Asparaginase auf, fihrt dies in
der Regel zu einer Inaktivierung der Asparaginase und damit zum Wirkverlust. Ein
weiterer therapeutischer Einsatz von Asparaginase ist somit haufig nicht moglich.
Es kann jedoch auch zu einer sogenannten ,stillen Inaktivierung“ kommen. Dabei
werden neutralisierende Antikorper gebildet mit der Folge einer reduzierten
Asparaginase-Aktivitat. AuRerdem sind sogenannte Allergie-dhnliche Reaktionen
im Rahmen der Asparaginase-Gabe beschrieben, ohne dass eine Inaktivierung
der Asparaginase stattfindet.

Treten nicht tolerierbare Nebenwirkungen oder eine stille Inaktivierung wahrend
der Asparaginase-Therapie auf, haben die behandelten Kinder und Jugendliche
mit ALL eine schlechtere Prognose (Silverman, 2001), (Vrooman, 2013),
(Panosyan, 2004). Dies zeigt zum einen die Komplexitat der unterschiedlich
auftretenden Reaktionen auf die Asparaginasetherapie, zum anderen die
Bedeutung, fur den Patienten eine individuell adaquate Asparaginasetherapie zu
entwickeln.

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der klinischen Eigenschaften der
allergischen Reaktionen der einzelnen Asparaginase-Préaparate, sowie der Verlauf
der Asparagindepletion nach Auftreten einer allergischen Reaktion. Insbesondere
wurde die Wirksamkeit der Erwinase als therapeutische Alternative untersucht.
AulRerdem wurde das Auftreten der stillen Inaktivierung erfasst. In Bezug auf die
COALL 07-03 Studie wurde die Haufigkeit allergischer Reaktionen auf die native
E.coli-Asparaginase und die PEG-Asparaginase erhoben. Des Weiteren wurde
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geprift, ob durch den frihzeitigen Einsatz der PEG-Asparaginase die Haufigkeit
der allergischen Reaktionen reduziert werden kann.
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2 Fragestellungen der Dissertation

In der Klinik fur padiatrische Hamatologie und Onkologie des UKE werden jahrlich
ca. 25-30 Kinder mit akuter lymphatischer Leukamie gemaf3 der COALL-Studie
behandelt. In dieser Arbeit wurden retrospektiv die Daten von Patienten, die
gemal der COALL Studie 07-03 und -08-09 behandelt wurden, im Hinblick auf
folgende Fragestellungen analysiert:

1. Haufigkeit und Therapiezeitpunkt allergischer Reaktionen auf Asparaginase
(C-ASP und PEG-ASP) in der COALL Studie 07-03. Ist es moglich durch den
frihzeitigen Einsatz von PEG-ASP anstelle von C-ASP die Haufigkeit der
allergischen Reaktionen, wahrend der Asparaginase-Therapie zu reduzieren
(COALL 07-03 Studie)?

2. Welche klinischen Symptome einer allergischen Reaktion treten bei der
Asparaginase (C-ASP, PEG-ASP und Erwinase) auf?

3. Tritt die Asparagindepletion nach allergischer Reaktion auf, bei welcher Gabe
und wie lange halt sie an?

4. Wie ist die Wirksamkeit von Erwinase, welche aufgrund einer
vorangegangenen allergischen Reaktion auf native und pegylierte C-ASP als
therapeutische Alternative verabreicht wurde, im Sinne der
Asparagindepletion.

5. Wie haufig entwickelt sich eine stille Inaktivierung der Asparaginase?
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3 Akute lymphatische Leukdmie

Die akute Leukamie ist die haufigste maligne Erkrankung im Kindesalter (1800
Erkrankungen jahrlich bei Kindern und Jugendlichen, ca. 30,3% aller bosartigen
Erkrankungen im Kindesalter) ( National Cancer Institute, 2016). Die
Uberlebensraten fur die ALL haben sich seit den 80er Jahren dramatisch
verbessert, aktuell liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate bei tiber 85%, die Prognose
ist gut (90% Langzeitiiberlebende, mindestens 15 Jahre). Hingegen sind die akute
myeloischen Leukadmien deutlich seltener und haben eine schlechtere Prognose
(71% Langzeittuiberlebende) (Escherich, 2010), (Kaatsch, 2018), (Pui, 2009).

) Karzinome
Keimzelltumoren 2.9% o
4,0% Andere und unspezifizierte

0,2%

Weichteilsarkome

°,8% Leukdmien

Knochentumoren 5,2% 30,3%

Lebertumoren 1,3% \
Nierentumoren 4,7%
Retinoblastome 1,9%

Periphere

Nervenzelltumoren 5,6% Lymphome

14,3%
ZNS-Tumoren
23.8%

Abbildung 1: Relative Haufigkeiten der an das Deutsche Krebsregister gemeldeten Erkrankungsfalle
nach Diagnose-Hauptgruppen 2009-2016, basierend auf insgesamt 16964 unter 18-
jahrigen Patienten (Kaatsch, 2018)

Die Verbesserung der Uberlebensrate wird zuriickgefiihrt auf die Einfiihrung

standardisierter Therapieprotokolle, sowie verbesserter Stratifizierung und

Supportivtherapien.

Die ALL tritt am haufigsten zwischen dem zweiten und flnften Lebensjahr auf.
Jungen sind minimal haufiger betroffen als Madchen mit einem Verhaltnis von
1,2:1 (Gadner, 2006).

In den meisten Féllen hangt die Ursache der ALL nicht mit genetischen oder
umweltbedingten Risikofaktoren zusammen. Allerdings sind einige genetische
Syndrome und Immundefekte (Down-Syndrom, Neurofibromatose Typ 1, Bloom
Syndrom, Louis-Bar-Syndrom) mit einem erhéhten Risiko fur die ALL verbunden
(Gurney, 2001), (Buffler, 2005).
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Bei der ALL kommt es zu einer malignen klonalen Neoplasie der lymphatischen
hamatopoetischen Zelle: Aus noch nicht ganz geklarter Ursache tritt ein
Differenzierungsstopp der Vorlauferzellen auf, der zur Verdrangung der normalen
Hamatopoese und Ausschwemmung unreifzelliger Blasten ins Blut fihrt. Die
Folgen sind Anamie, Thrombozytopenie und Granulozytopenie (Escherich G.,
2016).

Durch die Knochenmarksinsuffizienz treten Symptome auf wie Infektanfalligkeit
infolge der Granulozytopenie, Entziindungen an den Haut- und
Schleimhautlibergéngen sowie Pilzinfektionen. Zeichen der Anamie sind Blasse,
Dyspnoe und Mudigkeit. Eine Thrombozytopenie auf3ert sich in
Blutungsneigungen und Petechien. Allgemeinsymptome mit unterschiedlich langer
Anamnese sind Fieber, Nachtschweil3, Abgeschlagenheit. Des Weiteren kdnnen
sich Kopfschmerzen, Lymphknotenschwellungen, eine Hepatosplenomegalie und
Gelenkschmerzen zeigen (Escherich G., 2016).

Die Diagnosesicherung erfolgt unter anderem durch Zytologie,
Immunphanotypisierung, Zytogenetik und Molekulargenetik. Fir die
morphologische Untersuchung werden Nativ-Blut- und Knochenmarksausstriche
verwendet. Definitionsgemal muss der Anteil der Lymphoblasten im
Knochenmark tber 25% betragen (Escherich G, 2016). Im Rahmen der
Immunphanotypisierung findet die Einteilung der verschiedenen Formen der ALL
mit Hilfe von Oberflachenmarkern und zytoplasmatischen Markern statt, dies hat
sowohl prognostische als auch therapeutische Konsequenzen. Molekulargenetisch
spielen Translokationen wie das Philadelphia-Chromosom t(9/22) eine
bedeutende Rolle fir Prognose und Stratifizierung innerhalb der
Therapieschemata (Yunis, 1986). Mithilfe einer vor etwa zwei Jahrzehnten
entwickelten molekulargenetischen Nachweismethode, der sogenannten ,minimal
residual disease” (MRD), kdnnen sehr kleine Mengen maligner Zellen,
insbesondere mittels Polymerasekettenreaktion (PCR), erfasst werden. Die MRD-
Diagnostik dient der Uberwachung des Therapieansprechens und der
Remissionstiefe. Ein Verfahren zum Nachweis der MRD erfolgt mit Hilfe der PCR-
Technik. Mit Hilfe dieser Technik werden klonspezifische Verknupfungsregionen
von Immunglobulin (Ig) und T-Zell-Rezeptor (TCR)-,Rearrangements” analysiert.
Diese Methode ist in den europaischen ALL-Studien am weitesten verbreitetet, da
sie eine besonders hohe Sensitivitat aufweist. Man geht davon aus, dass jede ALL
von einzelnen Lymphozyten-Vorlauferzellen abstammt und somit alle Leukéamien
durch ein jeweils individuelles, klonspezifisches Muster von Ig- beziehungsweise
TCR-,Rearrangements” charakterisiert sind. Mit Hilfe dieser Patienten-
spezifischen ,Primer® ist eine PCR-basierte Messung der residuellen Leukéamielast
moglich (Bartram, 2012), (van der Does-Van den Berg, 1992), (van Dongen,
1998), (Schrappe, 2014) (Escherich, 2016).
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3.1 Therapie der akuten lymphatischen Leukamie

99,7% der Kinder, die an ALL erkranken (laut Angaben des Deutschen
Kinderkrebsregisters Mainz), werden im Rahmen von
Therapieoptimierungsstudien in Deutschland behandelt (Yiallouros, 2013). Bis in
die sechziger Jahre hinein waren die Heilungschancen bei Kindern und
Jugendlichen mit Leukamien sehr gering. 1970 wurde mit der Entwicklung einer
Kombinations-Chemotherapie begonnen. Damit konnte die Uberlebensrate der
Patienten Schritt fir Schritt verbessert werden. Die ersten klinischen Studien
wurden in Berlin, Frankfurt und Minster durchgefihrt. 1978 resultierten hieraus
die BFM-Protokolle. Das erste COALL-Protokoll (Cooperative ALL-Studien, siehe
Abschnitt Therapieprotokolle 5.1) wurde 1980 aus der Arbeitsgemeinschaft
Leukdmie im Kindesalter entwickelt (Yiallouros, 2013).

Im Rahmen der intensiven Polychemotherapie werden folgende Abschnitte
unterschieden: Vorphase, Induktion, Konsolidierung, Reinduktion und schlief3lich
Dauertherapie. Ziel der Polychemotherapie ist es, durch die Kombination mehrerer
antineoplastisch wirksamer Substanzen die leuk&dmischen Blasten
zurtckzudréangen und eine komplette Remission des Knochenmarks zu erreichen.
Die Durchfihrung orientiert sich an den Empfehlungen des jeweils giltigen
Therapieprotokolls (Escherich, 2016). Die Intensitat der Chemotherapie wird
anhand einer komplexen Risikostratifizierung festgelegt (Méricke, 2008). Bei den
COALL-Therapieprotokollen werden Patienten anhand sogenannter traditioneller
Parameter, (periphere Leukozytenzahl, Alter und immunologischer Subtyp bei
Diagnosestellung) in die Low-Risk (LR) und High-Risk (HR) Therapiegruppen
eingeordnet. Eine zweite Einteilung (Stratifizierung) erfolgt am Ende der Induktion,
sowie anhand der molekulargenetischen und zytogenetischen Charakteristika. Alle
Patienten mit MLL-Rearrangement oder hypodiploiden Karyotyp werden dem HR-
Zweig zugeordnet, unabh&ngig von weiteren Charakteristika. BCR/ABL-positive
Patienten werden nach einem fur diese Entitat spezifischen Protokoll behandelt —
dem EsPhALL (European study for philadelphia positive ALL) — Protokoll.

Diese Risikostratifizierung ermdglicht eine Reduktion der Therapie bei Patienten
mit einer guten Prognose, da sie sehr gut in-vivo auf die Induktionstherapie —
gemessen mit MRD — ansprechen. Hingegen erhalten Patienten mit einem
unzureichenden Therapieansprechen eine Therapieintensivierung.

Die Induktion hat zum Ziel, die Hauptleukdmielast zu reduzieren und eine
Remission, definiert mit < 5% Blasten im Knochenmark, zu erreichen. Im Rahmen
der COALL-Protokolle wird eine Dreimitteltherapie mit Prednisolon, Vincristin und
Daunorubicin verwandt. Asparaginase wird hier noch nicht gegeben. Ist eine
komplette Remission erreicht, folgt die Konsolidierungsphase, welche in der Regel
vier bis acht Monate dauert. In dieser Phase werden Zytostatika-Kombinationen
verwand, die einen anderen Wirkungsmechanismus haben als die vorher
verabreichten. In dieser Therapiephase sowie in der Reinduktion wird die
Asparaginase verabreicht. Wichtiger Bestandteil der Konsolidierungsphase ist
aulRerdem die praventive ZNS-Behandlung. Die anschliel3end folgende
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Reinduktionsphase dauert ein bis vier Monate. Im Anschluss an die
Reinduktionsphase erfolgt eine Dauertherapie mit 6-Mercaptopurin und
Methotrexat bis zu 2 Jahre nach Diagnosestellung. Die gesamte Therapie hat das
Ziel das Rezidivrisiko zu minimieren (Escherich G, 2016).

10
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4 L-Asparaginase

Die Asparaginase ist ein aus Bakterien gewonnenes Enzym und weltweit ein
fester Bestandteil der Therapieprotokolle zur Behandlung der ALL im Kindesalter.
Die Asparaginase-Therapie bewirkt eine enzymatische Spaltung der Aminosaure
L-Asparagin in Asparaginsaure und Ammoniak.

Extrazellularer Raum

Asparagin-

Asparagin L-Asparaginase siure

Zelle

Asparagin- Asparagin-

Asparagin synthetase saure

Proteinbio-
synthese

Abbildung 2: L-Asparaginase

4.1 Geschichte der Asparaginase in der antineoplastischen Therapie

1953 beobachtete der US-Wissenschaftler John G. Kidd im Rahmen von
Tierversuchen, dass sich Lymphome bei Mausen und Ratten durch die blof3e
Gabe von Meerschweinchenserum zurtickbildeten. Dieser Effekt trat nicht nach
Gabe von Pferde-/ Kanninchenserum auf. Damit zeigte Kidd, dass
Meerschweinchenserum eine antiproliferative Wirkung aufweist. Kidd fuhrte diese
Untersuchungen durch, um herauszufinden, ob Lymphome auf eine
Immuntherapie ansprechen (Kidd, 1953).

Von dieser Entdeckung ausgehend zeigte Broome zehn Jahre spater, dass nicht
das Komplementsystem die Ursache fir die antiproliferative Wirkung war, sondern

11
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L-Asparaginase. Diese ist in sehr hohen Konzentrationen in
Meerschweinchenseren enthalten (Broome, 1963). Die L-Asparaginase katalysiert
die Hydrolyse der nicht essenziellen Aminosaure L-Asparagin zu L-
Asparaginsaure und Ammoniak (Broome, 1963). Dabei findet wahrend der
enzymatischen Reaktion eine Spaltung der Ester- und Amid-Verbindungen von
Asparagin statt. Durch Abspaltung von Ammoniak und Wasser entsteht
Asparaginsaure (Nakamura, 1971). Haley et al. zeigten, dass die L5178Y-
Leukdmiezellen von Mausen L-Asparagin fir das in vitro Wachstum bendétigten
(Haley, 1961).

Diese Beobachtungen fiihrten zu der Schlussfolgerung, dass leukamische Blasten
im Gegensatz zu gesunden Zellen nicht in der Lage sind, genug L-Asparagin fur
ihren eigenen Stoffwechsel zu synthetisieren und somit Asparagin fur
Leukamiezellen eine essenzielle Aminosaure ist. Dies konnte auch bei anderen
Neoplasien wie z.B. dem ,Walker Carcinosarcoma 256 gezeigt werden (Haley,
1961). Spater wurde gezeigt, dass Leuk&miezellen keine fehlende, aber eine
deutlich niedrigere Asparaginsynthetase-Aktivitat als gesunde Zellen aufweisen
(Haskell, 1969). Dies bestatigte die Beobachtung, dass Leuk&miezellen abhangig
sind von der extrazellularen Verfligbarkeit von Asparagin (Miller, 1969), (Ohnuma,
1970). Ohne extrazellulare Versorgung von L-Asparagin ist es den Leukamiezellen
nicht moglich, die Proteinbiosynthese aufrecht zu erhalten, so dass sie zugrunde
gehen, und es zur Apoptose kommt. Bei diesem Vorgang handelt es sich um eine
weitgehend selektive Storung des Tumorzell-Metabolismus (Haskell, 1969),
(Ueno, 1997).

Die Herstellung groRerer Mengen Asparaginase aus Meerschweinchenserum
gestaltete sich zunéchst schwierig, dann wurde es mdoglich, groRere Mengen des
Enzyms (L-Asparaginase) aus E.coli- Bakterien herzustellen und zu verwenden.
Eine Serie von préaklinischen und klinischen Studien begann (Campbell, 1967)
(Ho, 1970), (Whelan & Wriston, 1969).

Mikroorganismen wie Serratia mercescens und Vibrio succinogenes besitzen
ebenfalls antitumorwirksame Eigenschaften wie die Asparaginase (Wade, 1968),
(Distasio, 1976), jedoch hat ausschlief3lich die native L-Asparaginase, die aus
verschiedenen E.coli-/ Erwinia-chrysanthemi-Stammen gewonnen wird,
Bedeutung und Verwendung fir den klinischen Gebrauch bekommen.

4.2 Pharmakologie

Die native, aus E. coli isolierte Asparaginase besteht aus vier identischen
Untereinheiten mit jeweils einem aktiven Zentrum. Sie hat ein Molekulargewicht
von 138000-141000 Dalton. Die Asparaginase, die aus Erwinia chrysanthemi
isoliert wird (die ,Erwinase®), hat ein Molekulargewicht von 138000 Dalton. Beide
Enzyme zeigen eine hohe Aktivitat und Stabilitat. Die hydrolytische Aktivitat wird
nicht durch hohe Konzentrationen von Asparaginsaure oder Ammoniak gehemmt.

12
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Die aus E.coli und Erwinia isolierten Enzyme unterscheiden sich in ihrem
isolelektrischen Punkt und besitzen eine mittlere immunologische Kreuzreaktivitat
(Capizzi, 1981), (Capizzi, et al., 1971), (Cooney, 1970), (Miller, 1969), (Whelan &
Wriston, 1969), (Wriston, 1985).

Tabelle 1: Daten entsprechend nach (Asselin, 1995), (Holcenberg, 1977), (Wriston, 1973). ASN,
Asparagin; GLN, Glutamin.
Ursprung molekulares Gewicht K (uM) ASN K (MM) GLN isoelektrischer Punkt
(Da) (pH)
E.chrysanthemi 138000 12 1,10 8,7
E.coli 141000 10 6,25 5,0
PEG-E.coli 145000 10 Daten fehlen 5,0

Um die bei der C-ASP haufig auftretende Immunogenitat zu verringern, wurde
eine Methode gesucht, mit der dies vermieden werden konnte (Kamisaki, 1981).
Die Pegylierung, bei welcher die Asparaginase mit Polyethylenglykol (PEG)
konjugiert wird, erwies sich als machbare und wirksame Methode. Hierbei werden
kettenférmige Strukturen an den Wirkstoff gebunden, die diesen annahernd
komplett umhullen und somit gegen den vorzeitigen Abbau durch Antikdrper
schitzen (Abuchowski, 1977). Durch die kovalente Bindung von Monomethoxy-
Polyethylenglykol an die E.coli-Asparaginase sind die antigenen Determinanten
geschutzt. Die PEG-ASP hat ein Molekulargewicht, das nur gering héher ist als die
native Form (zuzuglich 5000 Dalton). Die optimalen Bedingungen fur die
enzymatische Reaktion der PEG-ASP sind vergleichbar mit den Bedingungen fur
native C-ASP (Duncan, 1994), (Wada, 1990), (Werber, 1997), (Yoshimoto, 1986).
Aufgrund einer langeren Halbwertszeit wird die PEG-ASP in einer niedrigeren
Dosierung verabreicht (Graham, 2003).

Die Asparaginase zeigt nur eine relative Substratspezifitat. Das bedeutet: Neben
der Asparaginase-Aktivitat besteht auch eine Glutaminase-Aktivitat (Hydrolyse des
Glutamins in Ammoniak und Glutaminsaure). Bei der C-ASP liegt die Hohe der
Glutaminase-Aktivitat jedoch nur bei 2-5% im Vergleich zur Asparaginase-Aktivitat.
Dem gegenuber weist die Erwinase mit ca. 10% eine deutlich hbhere
Glutaminase-Aktivitat auf (Miller, 1969), (Narta, 2007), (Wriston, 1973). Die
Michaelis-Menten-Konstante ,Km* fur Glutamin ist etwa um das 100-fache hoher
als die von Asparagin. Das hat zur Folge, dass hohe Dosen von L-Asparaginase
auch zu einer Depletion von L-Glutamin im Serum fiihren kdnnen (Miller, 1969),
(Mdaller, 1998). Dabei entstehen zusatzlich hohe Mengen an Ammoniak und
Glutaminsaure (Mdller, 1998), (Ettinger, 1997), (Nowak-Gattl, 1994), (Sutor, 1992).

13
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Extrazelluldrer Raum
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Abbildung 3: Glutaminase-Aktivitat

3

Stoffwechsel und Abbau des L-Asparaginase-Proteins sind nicht eindeutig geklart.
Ohnuma et al. zeigten in ihrer Untersuchung zu pharmakologischen und
biochemischen Eigenschaften der C-ASP, dass die initiale Clearance der
Asparaginase aus dem Plasma der 1. Reaktions-Ordnung mit einer Halbwertszeit
von 14-22 Stunden folgt (Ohnuma, 1970).

Es wird vermutet, dass die Asparaginase Uber das retikuloendotheliale System
abgebaut wird. Broome et al. wiesen nach, dass nur eine niedrige Enzymaktivitat
in der Milz und im Serum (bei Mausen) 24-Stunden nach Asparaginase-Gabe
herrschte, jedoch eine hohe hepatische Enzymaktivitat. Hall beobachtete schnell
fallende Plasmaaktivitdten bei der C-ASP, ebenso auch bei der Erwinase, und
folgerte, dass der Abbau hauptsachlich Gber das retikuloendotheliale System der
Leber erfolgt (Broome, 1968) (Hall, 1970).

4.3 Klinische Bedeutung der Asparaginase in der Therapie der ALL

Bereits 1960 wurde die Therapie mit bakterieller Asparaginase in die Induktions-
und Konsolidierungsphase der akuten lymphatischen Leukédmie eingefiihrt. Das
fuhrte zu einer erheblichen Verbesserung der therapeutischen Ergebnisse. Jaffe et
al. beschrieben eine komplette Remission bei 7 von 29 Patienten (20%) unter
Einzeltherapie mit Asparaginase und bei zwei weiteren Patienten eine komplette
Remission durch eine Kombinationstherapie mit Asparaginase und Prednison
(Jaffe, 1971). Nesbit et al. zeigten 1979, dass sich bei Einsatz der Asparaginase in
der Konsolidierungsphase die Dauer der Remission um ein Drittel verlangerte
(Nesbit, 1979).

Sallan et al. zeigten in einer Studie, dass hohe Asparaginase-Dosen
ausschlaggebend sind fur den Therapieerfolg der Behandlung der ALL im
Kindesalter.
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Chart 4. Disease-free survival according to risk group (see text for definition).
Bars, 95% confidence limits; p = 0.02. CCR, continuous complete response.

Abbildung 4: (Sallan, 1983)

Des Weiteren zeigten Sallan et al., dass die hdchste krankheitsfreie
Uberlebensrate (86%) Standardrisiko-Patienten hatten, die wochentlich
Asparaginase erhielten (Sallan, 1983).

Auch Desai et al. fihrten eine entsprechende Studie bei 226 Kindern mit akuter
Leukamie und Non-Hodgkin-Lymphomen durch. Die Rate fur das krankheitsfreie
5-Jahres-Uberleben lag bei den mit Asparaginase behandelten Patienten bei 76%,
bei der Kontrollgruppe bei 62%. Die Kontrollgruppe hatte keine Asparaginase
erhalten hatten, sondern eine auf Cytarabin-basierte Therapie wahrend der
Konsolidierungsphase. GemaR einer Mulitvariat-Analyse war dabei die Therapie
mit Asparaginase statistisch der einzige wesentliche Unterschied zwischen den
beiden Therapiegruppen (Desai, 1997). Es konnte in mehreren Studien gezeigt
werden, dass der verstarkte Einsatz der Asparaginase das ereignisfreie Uberleben
bei Kindern mit ALL um 10-15% erhoht (Amylon, 1999), (Duval, 2002), (Moghrabi,
2007), (Pession, 2005), (Rizzari, 2001), (Silverman, 2001), (Sirvent, 2011).

Ziel der Asparaginase-Therapie ist es, eine Asparagindepletion im Serum zu
erreichen. Um eine vollstdndige Asparagindepletion Uber einen Zeitraum von zwei
bis drei Wochen zu erreichen, wird im klinischen Alltag als untere Grenze der
Asparaginase-Aktivitat ein Wert von 2100 U/l angestrebt (Appel, 2008). Eine
komplette Asparagindepletion wird weniger haufig bei Enzymkonzentrationen
unter diesem Spiegel beobachtet (Albertsen, 2001), (Rizzari, 2000). Rizzari et al.
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berichteten jedoch auch von Asparaginase-Talspiegeln unter 501U/I, die zu einer
Asparagindepletion im Serum und Liquor fuhrten (Rizzari, 2000).

Riccardi et al. zeigten, dass die Asparaginase geringftigig in den Liquor penetriert.
Die Asparagindepletion im Liquor wird auf die systemische Wirkung der
Asparaginase durch den damit verbundenen verminderten Transport von
Asparagin durch die Blut-Hirn-Schranke zuriickgefihrt. In ihren Untersuchungen
hierzu zeigten Riccardi et 1981, dass eine komplette Depletion von Asparagin im
Liquor bei Asparaginase-Aktivitaten im Serum von 2 100 U/l ausreichend sind
(Riccardi, 1981).

4.4 Aktuelle Asparaginase Praparate (C-ASP, PEG, Erwinase®) und ihre
pharmakologischen Eigenschaften
Aktuell stehen folgende Asparaginase-Praparate zur Verfiigung: Die native E.coli-
Asparaginase (medac®, Kidrolase®, Paronal®), die monovalente
polyethylenglykol-konjugierte Form (Oncaspar®), sowie die aus Erwinia
chrysanthemi isolierte Asparaginase (Erwinase®) (Tong, 2014). In Deutschland
stehen alle 3 Praparate zur Verfigung. Die Asparaginase wird im Rahmen des
Therapieprotokolls (siehe 5.1) intravends (i.v.) oder intramuskular (i.m.)
verabreicht. In einigen Landern erfolgt die Applikation auch subkutan (s.c.).
Aufgrund von fehlender gastrointestinaler Absorption ist eine orale Gabe nicht
maoglich.

Neben den unterschiedlichen Glutaminase-Aktivitaten (siehe oben) unterscheiden
sich die Praparate deutlich hinsichtlich der durchschnittlichen Halbwertszeit in
Abhangigkeit vom Applikationsweg. Zudem ist die Erwinase sehr viel teurer und
weniger gut verflugbar (Tong, 2013).

In den folgenden Tabellen sind die unterschiedlichen Halbwertszeiten (t 1/2) der
verschiedenen Asparaginase-Praparate nach i.v. Gabe und die Halbwertszeiten
nach i.m. Gabe dargestellt:

Tabelle 2: Pharmakokinetische Eigenschaften der verschiedenen L Asparaginase-Praparate
(Albertsen, et al., 2001, Ho, 1981, Haskell, 1969)

Erwinase C-ASP PEG-ASP
Halbwertszeit t ¥2 (Tage + SD) 0,26 (+ 0,20) 0,29 -1,17 14,88 (+ 10,13)
Tabelle 3: Pharmakokinetische Eigenschaften der verschiedenen L Asparaginase-Préaparate nach

i.m. Gabe (Asselin, et al., 1993)

Erwinase C-ASP PEG-ASP

Halbwertszeit t % (Tage + SD) 0,65 (+ 0,13) 1,28 (+ 0,35) 5,73 (£ 3,24)

Aufgrund dieser unterschiedlichen pharmakologischen Eigenschaften werden
Asparaginase-Préparate in unterschiedlichen Dosierungen und
Therapieintervallen verabreicht. Bis zur Entwicklung der pegylierten Asparaginase
wurde in den meisten Protokollen E-coli - spater dann pegylierte Asparaginase
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eingesetzt. Aufgrund der verkirzten Halbwertszeit und des deutlich héheren
Preises wird Erwinase haufig erst bei allergischen Reaktionen auf C-ASP oder
PEG-ASP eingesetzt.

4.5 Toxizitaten

Die Nebenwirkungen der Asparaginase kénnen in zwei grof3e Gruppen unterteilt
werden: In Nebenwirkungen im Sinne einer allergischen Reaktion —und in
Nebenwirkungen, die Uberwiegend auf der Grundlage ihres Wirkmechanismus
basieren.

45.1 Allergische Reaktionen im Rahmen der Asparaginase-Therapie

Die Immunogenitat von Fremdproteinen erhéht sich mit steigendem
Molekulargewicht und komplexen Strukturen. Proteine, die aus vielen identischen
Untereinheiten bestehen (mit einem Molekulargewicht > 100.000 Dalton), haben
aufgrund der komplexen quartéaren Struktur eine erhéhte Immunogenitat. Die
Asparaginase besteht aus vier identischen Einheiten und hat ein Molekulargewicht
von 140000 Dalton. Klinische Erfahrungen haben gezeigt, dass sich unter Gabe
des Asparaginase-Molekls bei vielen Patienten spezifische Antikdrper mit daraus
resultierenden allergischen Reaktionen entwickeln (Muller, 1998). Die Klinik dieser
allergischen Reaktionen ist nicht einheitlich und lasst sich in vier verschiedene
Reaktionen unterteilen:

e Patienten mit einer allergischen Reaktion auf die Asparaginase mit
Nachweis von Anti-Asparaginase-Antikorpern (Liu, 2012), (Tong, 2014),
(Panosyan, 2004)

e Patienten mit einer stillen Inaktivierung (Tong, 2014)

e Patienten mit Anti-Asparaginase-Antikérpern ohne eine allergische
Reaktion auf die Asparaginase, aber ohne eine Neutralisierung der
Asparaginase (Tong, 2014), (Liu, 2012), (Killander, 1976)

e Patienten, die Symptome einer allergischen Reaktion zeigen, aber keine
Anti-Asparaginase-Antikorper entwickeln (Kloos, 2016)

In den Therapieprotokollen der COALL 07-03- und 08-09-Studie wurde die
Einstufung der Schwere einer allergischen Reaktion auf C-ASP-/ PEG-/ Erwinase-
Asparaginase unterteilt in fragliche allergische Reaktionen, sichere allergische
Reaktionen und Anaphylaxien. Eine fragliche allergische Reaktion liegt vor bei:
Fieber, Schuttelfrost, Juckreiz, lokales oder generalisiertes Erythem. Eine sichere
allergische Reaktion liegt vor bei: Engegefiihl, Atemnot, Urtikaria und Quincke-
Odem. Eine allergische Reaktion wurde bei schockartigen Symptomen als
Anaphylaxie gewertet. In dieser Arbeit wurden die Symptome bei Auftreten einer
allergischen Reaktion zum einen in fragliche und sichere Reaktionen, zum
anderen nach den ,CTCAE"-Kriterien (siehe Erlauterung im folgenden Absatz)
eingeteilt. Die Auswertung erfolgte anhand der Unterteilung in fragliche und
sichere allergische Reaktionen.
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Eine Einteilung der allergischen Reaktionen kann nach den ,Common
Terminology Criteria of Adverse Events® (Abklrzung CTCAE) erfolgen. Dieser
vom National Cancer Institute entwickelte Kriterienkatalog dient der Erfassung von
akuten Nebenwirkungen medizinischer Behandlungen. Die folgende Tabelle stellt
die systematische Einteilung dar. Die Studienleiter der ALL-Therapieprotokolle
verwenden zur Einstufung des Schweregrads einer allergischen Reaktion diese
CTCAE-KTriterien.

ALLERGY/IMMUNOLOGY Page 1 of 1
Grade
Adverse Event Short Name 1 2 3 4 5

Allergic reaction/ Allergic reaction Transien t flushing or Rash; flushing; urticaria; = Symptomatic Anaphylaxis Death
hypersensitivity rash; drug fever <38°C dyspnea; drug fever bronchospasm, with or
(including drug fever) (<100.4°F) >38°C (=100.4°F) without urticaria;

parenteral medication(s)

indicated; allergy-related

edemal/angioedema;

hypotension

RemaARrK: Urticaria with manifestations of allergic or hypersensitivity reaction is graded as Allergic reaction/hypersensitivity (including drug fever)

Abbildung 5: CTCAE Kriterien:

http://ctep.cancer.gov/protocolDevelopment/electronic_applications/ctc.htm#ctc_40.
Grad 1 entspricht einer milden allergischen Reaktion mit Auftreten eines fliichtigen
Exanthems ohne Interventionsbedarf. Grad 2 entspricht einer moderaten
allergischen Reaktion, die zum Abbruch einer Gabe beziehungsweise zur
Notwendigkeit einer Intervention fuhren kann. Ab Grad 3 spricht man von
schwerwiegenden unerwiinschten Ereignissen, die eine stationare Uberwachung
erfordern. Grad 4 bedeutet eine lebensbedrohliche Reaktion.

Im klinischen Alltag ist die Einteilung nach den CTCAE-KTriterien nicht immer
eindeutig durchzufihren. Als Beispiel: Es ist schwierig zu bestimmen, ob im
Rahmen der Asparaginase-Gabe eine Grad-1-Reaktion mit einem flichtigen
Exanthem wirklich eine echte allergische Reaktion darstellt.

Die Haufigkeit allergischer Reaktionen variiert je nach Protokoll. Sie ist abh&angig
vom Applikationsweg, von der Haufigkeit der Anwendung bzw. der Lange der
Therapieintervalle, der Begleitmedikation und vom eingesetzten Praparat:
Allergische Reaktionen auf die C-ASP wurden bei bis zu 75% der Patienten mit
ALL berichtet (Wacker, 2007), wobei die Haufigkeiten generell im Bereich von 10-
30% schwanken (Raetz, 2010), (Muller, 2001). Allergische Reaktionen scheinen
weniger haufig bei PEG-ASP aufzutreten, in klinischen Studien wurden
Haufigkeiten im Bereich von 3-24% beschrieben (Silverman, 2001), (Raetz, 2010),
(Avramis, 2002), (Vrooman, 2010). Es treten haufiger allergische Reaktionen auf,
wenn die Patienten zuvor mit C-ASP behandelt wurden, dies ist auf den gleichen
bakteriellen Ursprung zuriickzufihren (Seibel, 2008). In klinischen Studien wurde
die Haufigkeit allergischer Reaktionen auf die Erwinase im Bereich zwischen 3-
37% beschrieben (Raetz, 2010), (Pieters, 2011), (Vrooman, 2010), (Billett, 1992).

Patienten, die allergische Reaktionen auf die Asparaginase entwickeln, haben
eine erhohte Antikoérperbildung und einen verminderten Asparaginase-
Aktivitatsspiegel im Vergleich zu den Patienten, welche keine allergische Reaktion
entwickeln (Tong, 2014), (Liu, 2012), (Hak, 2004).
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Tong et al. berichteten von allergischen Reaktionen (Grad 1-4) bei 22% der
Patienten, die in der Intensivierungsphase PEG-ASP erhalten hatten, nachdem sie
zuvor C-ASP wahrend der Induktionsphase erhalten hatten (Tong, 2014).

Die Wahrscheinlichkeit, dass die Asparaginase eine immunologische Reaktion
auslost, wird durch viele Faktoren beeinflusst: Dies ist abhangig von dem
Asparaginase-Praparat, der Behandlungsintensitat und dem Gebrauch von
Begleitmedikationen (Woo, 2000), (Avramis, 2002), (Moghrabi, 2007), (Liu, 2012),
(Panosyan, 2004).

Das Risiko einer Antikorperbildung erhéht sich mit wiederholter Asparaginase-
Gabe: Die Konsolidierungs- und Reinduktionsphase zeigte die héchste Inzidenz
an allergischer Reaktion und Antikorperbildung (Albertsen, 2002), (Zalewska-
Szewczyk, 2009). Jedoch wurde mit verlangerter Exposition von Asparaginase
ohne Lucken ein verminderter Antikdrperspiegel assoziiert (Liu, 2012), (Kawahara,
2014). Daher treten allergische Reaktionen auf die Asparaginase am haufigsten
innerhalb der ersten Gabe nach einer Behandlungspause auf (Tong, 2014). Durch
eine Begleitmedikation mit Kortikosteroiden wurden reduzierte allergische
Reaktionen assoziiert (Avramis, 2002), (Panosyan, 2004). Die Unterdriickung
dieser Symptome kann jedoch auch eine allergische Reaktion maskieren (Tong,
2014).

4.5.2 Stille Inaktivierung

Neben der Inaktivierung der Asparaginase, als Folge klinisch sichtbarer
allergischer Reaktionen, wurde beobachtet, dass bei einigen Patienten die Bildung
spezifischer IgG-Antikérper ohne das Auftreten klinischer Symptome erfolgte. In
der Literatur wird dieses Phanomen als “silent inactivation (stille Inaktivierung)
beschrieben (Capizzi, et al., 1971). Dadurch wird die Wirksamkeit der
Asparaginase beeinflusst. Es kann somit zum Auftreten von allergischen
Reaktionen oder einer sogenannten ,stillen Inaktivierung® (das bedeutet:
neutralisierende Antikdrper sind nachweisbar, jedoch ohne klinische Symptome)
kommen. In beiden Fallen liegen die Asparaginase-Aktivitats-Spiegel unterhalb
der therapeutisch wirksamen Grenze (Tong, 2014). Die Haufigkeit dieser stillen
Inaktivierung und Ihre Bedeutung wurden im Rahmen einiger Studien, welche ein
therapeutisches Drug Monitoring (TDM) durchfuhrten, belegt. Panosyan et al. und
Vrooman et al. zeigten, dass bei Kindern, bei denen eine stille Inaktivierung der C-
ASP auftrat, ein geringerer Therapieerfolg zu verzeichnen war im Vergleich zu
jenen Kindern, bei denen aufgrund einer allergischen Reaktion ein
Praparatewechsel vorgenommen wurde. Letztere hatten ein besseres Outcome
(Panosyan, 2004), (Vrooman, 2013). Warum bei diesen Patienten trotz
vorliegender Antikorper keine allergische Reaktion auftritt, ist nicht verstanden.

45.3 Allergie-ahnliche Reaktion

Daneben gibt es Patienten, die unter der Asparaginase-Gabe allergische
Symptome entwickeln, ohne dass bei diesen Patienten eine Inaktivierung der
Asparaginase oder Antikorper nachgewiesen werden konnte.
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Der Mechanismus Allergie-adhnlicher Reaktionen ist bis heute nicht eindeutig
geklart. Asselin et al. vermuten, dass Allergie-dhnliche Reaktionen auf einer nicht-
Antikdrper-vermittelten Hypersensitivitatsreaktion beruhen. Méglicherweise
kénnen die Reaktionen erklart werden durch einen schnellen Anstieg des
Ammoniumspiegels nach Gabe von Asparaginase. Hier treten Symptome wie
Ubelkeit, Erbrechen oder ein Exanthem auf (Asselin, 2016). Andere Symptome
wie Luftnot oder Urtikaria kdnnen jedoch nicht durch hohe Ammoniumspiegel
erklart werden. Tong et al. wiesen nach, dass Ammoniumspiegel nach Erwinase-
Gabe hoher sind als nach PEG-ASP-Gabe. Das wird vermutlich durch die hhere
Glutaminase-Aktivitat der Erwinase verursacht. Damit konnte erklart werden,
warum Allergie-dhnliche Symptome haufiger bei der Erwinase Behandlung
auftreten (Kloos, 2016), (Tong, 2014).

45.4 Weitere Nebenwirkungen

Durch suffiziente Asparaginase-Aktivitatsspiegel kann eine Asparagindepletion
erreicht werden. Weil die Leukadmiezellen jedoch Asparagin zur
Proteinbiosynthese bendtigen, sind die verminderte Proteinbiosynthese und
schlie3lich der Zelltod das Resultat der Asparaginase-Therapie. Als Folge der
gestorten Proteinbiosynthese kommt es zu Hepatopathie,
Fettstoffwechselstorungen, Gerinnungsstérungen mit intrakraniellen Thrombosen
oder Hamorrhagien (Duval, 2002).

Asparaginase-Gaben sind haufiger assoziiert mit Stérungen der Leberfunktion,
erhohten Transaminasen oder Cholestaseparametern (Raetz, 2010). Warum es
durch die Verabreichung der Asparaginase zur Leberfunktionsstérung kommt, ist
nicht bekannt. Die verminderte Proteinsynthese ist jedoch assoziiert mit der
Asparaginase-Therapie (Stock, 2011).

Viele Therapieregime verwenden mehrere potenziell lebertoxische Medikamente,
daher ist unklar bis zu welchem Grad die Leberfunktionsstérung auf die
Asparaginase zuruckzufuhren ist (z.B. Kortikosteroide, Anthrazykline,
Vincaalkaloide). Im Rahmen der ALL-Polychemotherapie wurden bei 30-60% der
Patienten erhéhte Transaminasen und Cholestaseparameter beschrieben (Stock,
2011), (Parsons, 1997).

Bei vielen Patienten kommt es durch die verminderte Proteinbiosynthese zu einer
Abnahme der Serumproteine. Das Serumalbumin war bei 80% der Patienten
erniedrigt, unabhangig von der verabreichten Asparaginase Dosis (Oettgen,
1970). Thromboembolische Ereignisse und Blutungen kommen als Folge der
verminderten Produktion von Gerinnungsfaktoren vor (Pieters, 2011). Des
Weiteren kdnnen Stérungen im Lipidstoffwechsel auftreten mit einer
Hypertriglyzeridamie als Folge von gesteigerter endogener Produktion von VLDL
und erniedrigter Lipoproteinlipase-Aktivitat (Ridola, 2008). Selten kann es zu
hyperglykamischen Krisen oder zur Ketoazidose kommen (Falletta, 1972), (Jaffe,
1972).
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Eine schwerwiegende Nebenwirkung ist die akute Pankreatitis. Die Inzidenz einer
Asparaginase-assoziierten Pankreatitis liegt zwischen 2% und 10% und ist
abhangig von der kumuliert verabreichten Asparaginase Dosis. Die Asparaginase-
assoziierte Pankreatitis ist eine bedeutende Ursache der Morbiditat im Rahmen
der Asparaginase-Behandlung und fuhrt haufig zum Abbruch der Asparaginase-
Therapie (Pinkel, 1979), (Haskell, 1969), (Raja, 2012), (Liu, 2016), (Oettgen,
1970), (Ohnuma, 1970), (Ohnuma, 1969), (Shaw, 1970). In einer Studie von
Alvarez et al. wurde gezeigt, dass bei 18% der Kinder mit akuter lymphatischer
Leukdmie, die PEG-ASP erhalten hatten, eine Pankreatitis auftrat (Alvarez, 2000).
Wolters et al. untersuchten Daten von 18 internationalen ALL-Studiengruppen im
Hinblick auf das Auftreten, sowie Komplikationen einer Asparaginase-assoziierten
Pankreatitis nach erneuter Reexposition. Das Risiko einer zweiten Asparaginase-
assoziierten Pankreatitis war nicht abhangig von dem Schweregrad der ersten
Asparaginase-assoziierten Pankreatitis. Eine Untersuchung von genetischen
Risikofaktoren wurde empfohlen, um die Patienten zu identifizieren, welche nicht
mit Asparaginase behandelt werden sollten. Eine schwere Komplikation als Folge
einer Asparaginase-assoziierten Pankreatitis ist ein persistierender
insulinpflichtiger Diabetes Mellitus (Wolthers, 2017).

Eine Enzephalopathie kdnnte im Zusammenhang mit hohen Ammoniakspiegeln im
Blut stehen (Leonard, 1986), dies wurde in anderen Untersuchungen bisher aber
nicht bestatigt.

Im Gegensatz zu anderen in der Therapie der ALL verwendeten
Chemotherapeutika hat die Therapie mit Asparaginase keine gravierende
Knochenmarkshemmung zur Folge. Die Asparaginase kann eine
Myelosuppression direkt oder indirekt durch das Verandern der
myelosuppressiven Wirkung anderer Wirkstoffe, wie zum Beispiel Methotrexat
oder 6-Mercaptopurin, verursachen (Merryman, 2012).

Table 4. Toxicity during induction (protocol IA)
E coli-asparaginase no.  Erwinia-asparaginase no.
(%) of patients N = 354 (%) of patients N = 346
(100%) (100%)
Allergy (WHO 3-4) 9 (2.5) 9 (2.6)
Coagulation abnormalities 107 (30.2) 41 (11.8)
Neurotoxicity (WHO 3-4) 9 (2.5) 5(1.4)
Convulsions 6 (1.7) 1(0.3)
Pancreatitis 1(0.3) 3(0.9)
Diabetes requiring insulin 5(1.4) 2 (0.6)
Liver toxicity (WHO 3-4) 16 (4.5) 13 (3.8)
Infection (WHO 3-4) 18 (5.1) 16 (4.6)
Death 1(0.3) 2 (0.6)
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Abbildung 6: von Duval et al 2002: Vergleich der Toxizitaten

Der Vergleich der Toxizitaten nach Gabe von C-ASP und Erwinase wird erschwert
durch die Tatsache, dass aufgrund der unterschiedlichen pharmakologischen
Eigenschaften selten vergleichbare Dosierungen verwandt wurden und die
Asparaginase-Gaben haufig kombiniert mit anderen Zytostatika gegeben wurden,
sodass die eindeutige Zuordnung der Toxizitat zu einem Medikament haufig
schwierig ist (Muller, 1998).

In der Studie von Duval et al. zeigte sich lediglich ein Unterschied in der Haufigkeit
des Auftretens von Gerinnungsstdrungen. Die Ergebnisse zur Haufigkeit von
Pankreatitiden und schweren Infektionen sind widersprichlich (Asselin, 1999),
(Eden, 1990). Eine Tendenz zu mehr neurotoxischen Nebenwirkungen wurde bei
der C-ASP beobachtet (Eden, 1990).

4.6 Therapeutisches Drug Monitoring (TDM)

Die geschilderten Probleme machen deutlich, dass das Monitoring der
Asparaginase-Therapie von groRer Bedeutung ist. Das konsequente Durchfiihren
des Monitorings ist wichtig, um die allergischen Reaktionen, die stille Inaktivierung
und Allergie-dhnliche Reaktionen zu erfassen und somit eine optimale
Asparaginase-Therapie zu erreichen. Welche prognostische Bedeutung das
Monitoring haben kann, zeigen die Daten der Arbeitsgruppe Vrooman aus dem
Dana-Farber Institut: Die Uberwachung der Asparaginase-Aktivitat wahrend der
Behandlung, sowie eine entsprechende Dosisanpassung und gegebenenfalls der
Wechsel auf Erwinase, auch bei stiller Inaktivierung, fihrte zu verbesserten
Uberlebensergebnissen der Patienten mit ALL (Vrooman, 2013).

22



L-Asparaginase

Die folgende Graphik zeigt das ereignisfreie Uberleben:
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Abbildung 7: Ereignis-freies-Uberleben (Vrooman, 2013)

In einer 2020 vero6ffentlichen Studie von Kloos et al. konnte gezeigt werden, dass

das TDM der Asparaginase zu einer signifikanten Reduktion der Dosierung von
PEG-ASP mit adaquaten Asparaginase-Aktivitatsspiegeln und suffizienter
Asparagindepletion fuhrt. Somit kann eine stille Inaktivierung und eine Allergie-

ahnliche Reaktion identifiziert werden (Kloos, 2020).
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5 Material und Methoden

5.1 Therapieprotokolle

Die Untersuchungen zur Inzidenz und Klinik allergischer Reaktionen auf die
Asparaginase wurden im Rahmen der multizentrischen
Therapieoptimierungsstudien COALL 07-03 und COALL 08-09 durchgefihrt. Seit
1980 wurden in Zusammenarbeit mit mehreren Kliniken in der Bundesrepublik
Deutschland sechs COALL (Cooperative ALL) -Studien (COALL 01-80, COALL
02-82, COALL 03-85, COALL 04-89, COALL 05-92 und COALL 06-97) zur
Behandlung der ALL im Kindesalter durchgefiihrt. Das abgeschlossene
Studienprotokoll COALL 07-03 und das neuste Studienprotokoll COALL 08-09
beruhen auf den Erkenntnissen der bisherigen COALL Studien.

Diese Studienprotokolle erhielten vor Studienbeginn die Zustimmung der Ethik-
Kommission. Zwischen dem 01.09.2003 und 30.09.2010 wurden in der Klinik fur
padiatrische Hamatologie und Onkologie des UKE, sowie in anderen sogenannten
,COALL-Prifzentren®, die Patienten gemal} der COALL 07-03 Studie behandelt
und vom 01.10.2010 bis 31.12.2019 gemalR der COALL 08-09 Studie. Als
Studienpatienten konnten Patienten aufgenommen werden mit B-Vorlaufer ALL, T-
ALL und Non-Hodgkin-Lymphomen vom T-Zell- oder B-Zell-Vorlaufer-Typ. Die
vom Studienprotokoll definierten Einschlusskriterien waren: Die Diagnosestellung
nach Vollendung des 1. und vor Vollendung des 18. Lebensjahres,
Diagnosestellung nach dem Studienbeginn und Zustimmung der Patienten bzw.
Sorgeberechtigten in die Aufnahme in die Studie oder der Datenweitergabe.
Ausgeschlossen waren Patienten, die an einem Rezidiv erkrankt waren, Patienten
vor dem ersten Lebensjahr oder nach dem 18. Lebensjahr, sowie Patienten mit
einer Translokation t(9,22). Diese Patienten werden nach einem anderen Protokoll
behandelt (Escherich, 2016).

5.1.1 Therapieprotokoll COALL 07-03

Im Rahmen der Therapiestudie COALL 07-03 wurden 773 Kinder mit Precursor-B-
ALL und T-ALL behandelt. Die Patienten wurden zunachst in die Low-Risk (LR)
und High-Risk (HR) Therapiegruppen stratifiziert. Dann erfolgte eine zweite
Einteilung, deren Kriterien ein Remissionsstatus an Tag 29, chromosomale
Translokation t(4,11), Karyotyp, in vitro-Resistenzprofil und MRD-Befund am Tag
15/29 waren. Diese schematische Darstellung zeigt den Einsatz der Asparaginase
im Therapieprotokoll COALL 07-03.
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Protokoll COALL-07-03
Low Risk: Leukozyten < 25/nl und C-/Pra-B-ALL und Alter < 10 Jahre
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the-
rapi

Vorphase + o . .
Induktion Konsolidierung ZNS Reinduktion
! 4 4 4 7
C- C- PEG PEG
AS ASP ASP ASP

High Risk: Leukozyten >= 25/nl oder Pro-B-/T-ALL oder Alter >= 10 Jahre
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Induktion rapi
¥ ¥ ¥ ¥ R 7
C- C- PEG PEG PEG PEG
ASP AS ASP ASP ASP  ASP
| ! | ! | ! | ! | ! | ! |
| ! | ! | ! | ! | ! | ! |
0 Wochen 4 8 12 16 20 24

Abbildung 8: schematische Darstellung der COALL 07-03 Studie

Die Asparaginase wurde sowohl in der Konsolidierungs- als auch in der
Reinduktionsphase verabreicht. Ende der 90iger Jahre wurde die pegylierte

‘/Zﬁ

Asparaginase in Deutschland zugelassen, somit stand nun erstmals ein weniger

immunogenes E.-Coli-Asparaginase-Praparat zur Verfigung.

Ein Studienziel der COALL 07-03 Studie war, durch den geplanten Wechsel von

C-ASP auf PEG-ASP die Haufigkeit der allergischen Reaktionen auf die

Asparaginase-Therapie zu reduzieren. Low- und High-Risk-Patienten erhielten

daher ab der 3. Asparaginase-Gabe nicht mehr C-ASP sondern PEG-ASP.

Aulerdem wurde ein Monitoring der Asparaginase durch wochentliche Messung

der Asparaginspiegel tGber 5 Wochen, bei den LR-Patienten nach der 4. ASP-

Gabe, bei den HR-Patienten nach der 6. ASP-Gabe, eingefihrt.

e Im Rahmen der Konsolidierungstherapie erhielten die LR-Patienten

insgesamt 3 Asparaginase-Gaben. Die C-ASP wurde in einer Dosierung
von 45 000 IE/m2i.v. tber 2 Stunden am 31. und 59. Tag verabreicht. Die
PEG-ASP wurde in einer Dosierung von 2500E/mz i.v. Uber 2 Stunden am
80. Tag verabreicht.

Bei den HR-Patienten wurden in der Konsolidierung 4 Gaben nach dem
gleichen Schema am 32., 46., 87. und 108. Tag verabreicht.

In der Reinduktionsphase wurde PEG-ASP in einer Dosierung von
2500E/m2 verabreicht (LR-Patienten am Tag 9 und HR-Patienten an den
Tagen 9 und 30).

Kam es bei der C-ASP-Gabe zu einer allergischen Reaktion, wurde PEG-
ASP 2500 I.E./m2 gegeben. Trat eine allergische Reaktion auf PEG-ASP
auf, wurde umgestellt auf Erwinase mit einer Dosierung von jeweils 45000
IE/m2 an zwei aufeinanderfolgenden Tagen.
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5.1.2 Therapieprotokoll COALL 08-09

In dem Zeitraum der Erhebung der klinischen Daten dieser Arbeit wurden vom
01.10.2010 bis zum 05.12.2013 285 Patienten in die COALL 08-09 Studie
aufgenommen. Im Unterschied zur Vorstudie COALL 07-03 erhielten die LR- und
HR-Patienten in dieser Studie ab der ersten Asparaginase-Gabe PEG-ASP. Dies
erfolgte sowohl im LR- als auch HR-Protokoll an den gleichen Zeitpunkten im
Therapieprotokoll. Kam es bei der PEG-ASP-Gabe zu einer allergischen Reaktion,
wurde, wie auch in der Vorstudie, auf Erwinase gewechselt. Daneben erhielten die
Patienten, mit Ausnahme der Patienten aus dem LR- und HR-Reduziert-Zweig,
zusatzlich zu Beginn der Dauertherapie 3 Gaben PEG-ASP von 25001E/m? im
Abstand von 3 Wochen. Die Dauertherapie beginnt 2 bis 3 Wochen nach der
letzten Chemotherapie der Reinduktion bzw. sobald bei gutem Befinden eine
Leukozytenzahl von 2/nl erreicht ist und wird bis zum Erreichen einer
Gesamttherapiedauer von 2 Jahren fortgefihrt.

Protokoll COALL-08-09
Low Risk: Leukozyten < 25/nl und C-/Pra-B-ALL und Alter < 10 Jahre

Dauer-
Vorpha.se * Konsolidierung ZNS Reinduktion || the-
Induktion rapi
4 4 4 4 /
PEG PEG PEG PEG
ASP ASP ASP ASP
High Risk: Leukozyten >= 25/nl oder Pro-B-/T-ALL oder Alter >= 10 Jahre
)
Dauer-
Vorpha.se * Konsolidierung ZNS Reinduktion || the-
Induktion rapi
4 4 4 4 4 4 /
PEG PEG PEG PEG PEG PEG
ASP ASP  ASP ASP ASP ASP

| ] | ] | ] | ] | ] | ] | ] /
| 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 /
0 Wochen 4 8 12 16 20 24 104

Abbildung 9: Schematische Darstellung der COALL 08-09

5.2 Quellen zur Erhebung der Klinik
Folgende Quellen dienten zur Erhebung der Inzidenz und Kilinik allergischer
Reaktionen auf die Asparaginase

5.2.1 Erhebung der Daten aus den Begleitscheinen

Das Asparaginase-Monitoring ist ein fester Bestandteil der COALL-Protokolle 07-
03 und 08-09. Bei LR- und HR-Patienten sollte nach der 4. Asparaginase-Gabe,
sowie bei HR-Patienten zusatzlich nach der 6. Asparaginase-Gabe, in Woche 1-5
wochentlich ein Asparaginspiegel bestimmt werden. Des Weiteren sollte im Falle
einer allergischen Reaktion ebenfalls der Asparaginspiegel bestimmt und die
Symptome der allergischen Reaktion beschrieben werden. Hierfir gibt es von dem
jeweiligen COALL-Protokoll vorgedruckte Begleitscheine (siehe Anhang C).
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Zur Erhebung der Symptome und Auswertung der Asparagindepletion wurden die
Daten aus den Begleitscheinen ,Asparagindepletion nach Applikation von C-ASP/
PEG-ASP bei Kindern mit akuter lymphatischer Leukamie in der Studie COALL
07-03“ und “Messung der Asparagindepletion nach Applikation von PEG-
Asparaginase im Rahmen der COALL 08-09 Studie” erfasst: Jede teilnehmende
Klinik erhielt im Rahmen des Therapieprotokolls einen Begleitschein (siehe
Anhang), der zusammen mit der entnommenen Blutprobe an das
Stoffwechsellabor der Universitatsklinik Hamburg-Eppendorf verschickt wurde. Auf
diesen Bogen sollte von der jeweiligen teilnehmenden Klinik der Name des
Patienten, das Praparat, die verabreichte Dosis, der Zeitpunkt der Gabe, der
Therapiezweig, das Datum der Blutabnahme und die aufgetretenen Symptome
angegeben werden. Eine Einschatzung zum Grad der Reaktion wurde dann durch
die Studienzentrale vorgenommen.

5.2.2 Eingesendete Arztbriefe von teilnehmenden Kliniken

Eingesendete Arztbriefe von teilnehmenden Kliniken wurden ebenfalls im Hinblick
auf das Auftreten allergischer Reaktionen auf eines der Asparaginase-Praparate
untersucht und erfasst.

5.2.3 Toxizitatsbdogen der COALL 07-03 Studie

Als Quelle zur Erhebung der Haufigkeit und des Therapiezeitpunktes einer
allergischen Reaktion auf die Asparaginase dienten die ,Toxizitiatsbégen® der
COALL 07-03 Studie. Hierbei handelt es sich um die Dokumentation jedes
einzelnen Therapieblockes auf dem sogenannten ,Therapieflowsheet®. Unter
jedem Therapieblock besteht die Mdglichkeit, mittels definierter Abklrzungen die
aufgetretenen Nebenwirkungen zu dokumentieren. Durch die Studienzentrale
erfolgte die Einschatzung bzw. Einteilung in fragliche und sichere allergische
Reaktionen, sowie die Angabe des Zeitpunktes der allergischen Reaktion.

5.2.4 Archiv der padiatrischen Hamatologie und Onkologie: Tageskurven der

Patienten, die nach dem jeweiligen COALL-Protokoll behandelt wurden
Fur die Patienten, die in der padiatrischen Hamatologie und Onkologie des UKE
nach den COALL Protokollen behandelt wurden, konnten zudem die Daten aus
der Klinikdokumentation im Hinblick auf den Zeitpunkt und die Symptome bei
Auftreten einer allergischen Reaktion herangezogen werden.

5.3 Durchfiihrung der Auswertung und Vergleich der Symptome

Zur Uberwachung der Wirksamkeit der Asparaginase-Therapie gibt es
verschiedene Verfahren: Die direkte Bestimmung der Asparaginkonzentration im
Serum, die Messung von Anti-Asparaginase-Antikérpern und die Asparaginase-
Aktivitditsmessung.

Im Rahmen der COALL 07-03- und -08-09 Studien erfolgte die direkte
Bestimmung des Asparagins im Serum. Es wurden der Zeitpunkt und die Anzahl
der Gaben, die klinische Symptomatik, der Therapieblock, der Therapiearm bzw. -
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zweig, wenn maoglich auch die verabreichte Dosis und der Ersatz des Praparats
vermerkt. Auf den jeweiligen Laborbegleitbégen wurde das Datum der
Blutabnahme fir die Asparaginmessung im Serum in Woche 1 bis 4 bzw. 5 nach
der Asparaginase-Gabe bzw. nach der allergischen Reaktion dokumentiert. Somit
konnten die Asparaginspiegel nach Asparaginase-Gabe erfasst werden und bei
Auftreten einer allergischen Reaktion ebenfalls die Asparagindepletion beobachtet
werden.

Die Vertraglichkeit der drei Asparaginase-Praparate wurde zum einen, wie in den
Therapieprotokollen der COALL 07-03- und -08- 09 Studie vorgegeben, in
fragliche Reaktionen, in sichere allergische Reaktionen und Anaphylaxien
unterteilt (siehe Abschnitt 4.5.1), und zum anderen nach den CTCAE-Kriterien
eingestuft. Hierfur sollte die teilnehmende Klinik den genauen Therapieblock des
Protokolls, die aufgetretenen Symptome und den Zeitpunkt (im Vorlauf oder
Hauptlauf), an dem die Reaktion aufgetreten war, angeben.

Die erhobenen Daten der Dokumentation wurden zentral ausgewertet und
statistisch analysiert. Es wurde das Patientenkollektiv und die beobachteten
Teilmengen tabellarisch dargestellt und beschrieben. Zur Untersuchung der
Asparagindepletion nach dem Auftreten einer allergischen Reaktion wurde der
Median der erhobenen Asparaginspiegel nach den Kriterien High-Risk/ Low-Risk
fur jeweils Woche 1 bis 5 bestimmt. Des Weiteren wurde die Asparagindepletion
nach Bestimmung des Medians grafisch als Verlaufskurve dargestellt.

5.4 Probengewinnung

5.4.1 Zeitpunkt der Probeentnahme

Um eine Aussage Uber die Asparagindepletion nach Applikation und Auftreten
einer fraglichen oder sicheren allergischen Reaktion auf eines der Asparaginase-
Praparate machen zu kénnen, erfolgten nach Auftreten einer allergischen
Reaktion Asparaginspiegelmessungen im Serum in Woche 1 bis 4 nach
Applikation des Asparaginase-Praparates. In einigen Féallen erfolgte weitere
Blutentnahme nach funf Wochen. Um eine Aussage Uber die Asparagindepletion
nach Auftreten einer allergischen Reaktion auf C-ASP oder PEG machen zu
kénnen, wurden Asparaginspiegelmessungen im Serum in Woche 1 bis 4 nach
Erwinase-Gabe erhoben. Die Messung der Asparaginspiegel im Serum war
protokollseitig vorgegeben.

5.4.2 Behandlung der Proben

Zur Bestimmung der Asparaginkonzentration und Messung der
Asparagindepletion wurde den Patienten Blut abgenommen. Hier musste
mindestens 6ml EDTA Blut entnommen werden und direkt nach Abnahme in Eis
gestellt werden, um die Enzymaktivitat der Asparaginase zu blockieren. Dann
wurde das EDTA -Blut gekihlt abgesert und tiefgefroren. Der Versand der Probe
in das zustandige Stoffwechsellabor erfolgte auf Trockeneis. Sofort nach
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Eintreffen im Stoffwechsellabor wurden die Proben gekihlt und in 2 Portionen mit
jeweils 2ml Serum bei -20°C tiefgefroren.

Die Bestimmung des Asparagins erfolgte im Stoffwechsellabor des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf unter der Leitung von Dr. rer. nat. Z.
Lukacs. Zur Bestimmung der Aminoséuren wurde die HPLC-Methode mit Post-
column Derivatisierung mit ortho-Phthaldialdehyd (OPA) durchgefuhrt. HPLC steht
fur ,high performance liquid chromatography®.

5.5 Methodik der Laboranalytik

Die angewandte Methode zur quantitativen Aminoséurenanalyse ist die
Hochleistungsfliissigchromatographie und post-column-Derivatisierung mit OPA
nach Lenda & Svenneby (Lenda K., 1980). Die HPLC ist eine chromatographische
Technik zur Auftrennung und Analyse von Stoffgemischen.

5.5.1 Prinzip der Auftrennung bei HPLC

Ein HPLC-System besteht grundsatzlich aus den folgenden Komponenten: Der
Hochleistungspumpe mit Vorrat fiir die mobile Phase (Eluent), Injektor
(Probenaufgabe), Trennsaule und Detektionssystem (inklusive Derivatisierung,
Datenaufnahme und -verarbeitung):

Machreaktor/
Cerivatisierung

Trernzade
B————
Probeschleife—_| H Injektiorsvertil
|:' )

Leitfahigkeit

Probe U-wIS

Elusrt HF L C-Purnpe E':I 8 mperometrie
btomspektrometrie

Detektor

Abbildung 10: Aufbau einer HPLC Anlage (Eith, 2000)

Die zu analysierende Probe wird von einer durch die Saule flieRenden Flussigkeit
(=die mobile Phase) mitgenommen. Die verschiedenen Komponenten der Probe
bewegen sich jedoch mit ungleichen Geschwindigkeiten, da ihre Wechselwirkung
mit der stationaren Phase unterschiedlich stark aufgehalten wird. Beim Verlassen
der Saule kann ein geeigneter Detektor die einzelnen Stoffe nachweisen (Eith,
2000).
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5.5.2 lonenaustauschchromatographie

Die lonenaustauschchromatographie (IC) stellt eine Untergruppe der HPLC dar.
Die lonenaustauschchromatographie ist eine Form der
Flissigkeitschromatographie, bei der ionisierbare Stoffe anhand ihrer Interaktion
mit dem geladenen Saulenmaterial getrennt werden.

Allgemeines Prinzip der lonenaustauschchromatographie

Das Grundgerust der Aminosauren besteht aus einer Carboxyl- und einer
Aminogruppe, einem Wasserstoffatom und einer Restgruppe. Unter
physiologischen Bedingungen gibt die Carboxylgruppe ein Proton ab, wahrend die
Aminogruppe ein Proton aufnimmt. Aminosauren enthalten je eine funktionelle
Gruppe mit basischer und saurer Eigenschatft, sie werden daher als Ampholyte
bezeichnet.

Der isoelektrische Punkt (IP) stellt den pH-Wert dar, bei dem die Aminosaure
keine Nettoladung aufweist und daher nicht im elektrischen Feld wandert.
Aminosauren kénnen entsprechend ihres IP durch Andern des pH voneinander
getrennt werden. Die zur Bestimmung von Aminosauren verwendete
lonenaustauschchromatographie wird nach diesem Prinzip durchgefihrt.

Aminosauren liegen bei saurem pH als Kationen vor. Sie werden in dieser Form
auf eine Kationenaustauschersaule aufgetragen. Die Kationenaustauschersaule
ist eine polymere Kunstharzmatrix. Die Polyesterketten der Matrix sind durch
cross-links (Divinylbenzol-gruppen) miteinander gekoppelt und befinden sich in
einem sulfonierten Zustand, so dass sie negativ geladen sind.

Abhéngig davon, welche lonen ausgetauscht werden, gibt es Kationen- oder
Anionenaustauscher. Bei einem Kationenaustauscher ist die aktive Gruppe eine
anionische Gruppe mit abdissoziierbarem Kation. Zur Gewinnung von
Kationenaustauschern lasst man diese in einer sauren Losung quellen zur Bildung
von Kationen mit den Salzen. Dabei entstehen H30O+- lonen, welche an SO3-
gebunden sind. Zwischen der Sulfonylgruppe der Kunstharzmatrix und den positiv
geladenen Gruppen der zu untersuchenden Aminosaure, erfolgt durch
Verdrangung der Kationen aus ihrer Bindung eine lonenwechselwirkung. Daher
hat hier ein lonenaustausch stattgefunden.
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Mobile Phase

A: Analyt-lonen, E: Eluent-lonen

FlieRrichtung

At Et A E
SO, SOy N‘R; N'R,
Kationenaustausch Anionenaustausch

Abbildung 11: Prinzip des lonenaustausches

Den isoelektrischen Punkt erreichen die Aminosauren zu unterschiedlichen
Zeitpunkten durch Steigerung des pH-Wertes, der Temperatur und der
Pufferionenkonzentration mit folglich Verlust der ionischen Eigenschaften. Die
Aminosauren trennen sich von den Sulfonylgruppen ab und gehen in Lésung.

Die durch den lonenaustausch herausgeléste Substanz, das Eluat, wird mit einem
photometrischen Reagenz erganzt: Dies sind Derivatisierungsreagenzien, wie z.
B. Ninhydrin (Indantrionhydrat), ortho-Phthaldialdehyd (OPA), Phenylisothiocyanat
(PITC) und 9-Fluorenylmethoxycarbonylchlorid (FMOC).

Derivatisierungsreagenzien bilden durch eine chemische Verbindung ein
Fluoreszenzprodukt, welches photometrisch und dementsprechend quantitativ
gemessen werden kann.

Zur ,pre-column® sowie ,post-column“-Derivatisierung lasst sich ausschlief3lich das
OPA-Reagenz gebrauchen. Das OPA-Reagenz ist zehnmal empfindlicher als
Ninhydrin und die am haufigsten verwendete Substanz in der HPLC-Methode.

Dem ,high temperature reaction coil“ wird das Aminosaureneluat und das
Detergenz hinzugefliigt, wodurch es miteinander reagiert.

Der nachste Schritt ist die photometrische Bestimmung der Aminoséauren mit
chromatographischer Darstellung der Aminosaurentrennung. Die Retentionszeiten
der einzelnen Gipfel lassen eine bestimmte Aminosaure erkennen. Die Quantitat
der Aminosaure wird durch die Flache (Area under the peak=AUP) beschrieben.

Durch Abwandlung der einzelnen Parameter wie z.B. Partikelgrof3e 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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Durch Modifizieren verschiedener Parameter wie Partikelgrof3e der
Kunstharzmatrix, Sulfonierungs- oder Vernetzungsgrad, Durchmesser und Lange
der Saule, FlieRgeschwindigkeit, Pufferzusammensetzung, Temperatur und pH-
Wert, kann die Analyse beeinflusst und verbessert werden.

5.5.3 Angewandte Methode zur quantitativen Aminosaureanalyse mittels HPLC

Aufarbeitung der Proben:

Zur Bestimmung der Proben wird 100ul Serum gebraucht. Das Material wird
zunéachst unter Zusatz von 25pl 10%iger Sulfosalizylsaure deproteinisiert, um freie
Aminosauren im Serum messen zu kénnen. Nach 30 Minuten Inkubationszeit wird
25ul 0,3 molare NaOH und 450yl interne Standardlésung (400pul Norleucin-Lésung
ad 10 ml mit Verdiinnungspuffer aufgefullt) hinzugeftgt und bei 2000 U/s
mindesten 2 Minuten zentrifugiert. Zuséatzlich zu den Proben wird jeweils ein
Testgemisch, bestehend aus 50ul Testlosung, 50ul Asparaginsaurelésung, 200ul
Norleucinlésung, 200ul Glutaminsaureldsung ad 10ml mit Verdiinnungspuffer,
analysiert.

5.5.4 Derivatisierung und Detektion der Aminoséuren mit OPA (Ortho-
Phthaldialdehyd)

Die Reaktion von primaren Aminosauren mit ortho-Phthaldialdehyd fiihrt zur

Fluoreszenz. Die Reaktion wird in Gegenwart von Mercaptoethanol und Thiol bei

einem pH zwischen 9,5 und 10 durchgefihrt. Als Reaktionsprodukt zeigen die

Isoindole eine Fluoreszenzaktivitat.

Aminosaure Thiol Fluoreszenzprodukt

Abbildung 12: Reaktion von ortho-phthaldialdehyd mit Aminosauren

Die Reaktionszeit ist mit ein bis drei Minuten sehr kurz. Isoindolderivate sind
jedoch relativ instabil und werden bei Raumtemperatur rapide abgebaut. Daher
muss die Reaktion wahrend der ,pre-column®-Derivatisierung auf einen pH-Wert
von 7,2 gehalten werden, um die Produktstabilitat sicherzustellen. Dies ist bei der
»post-column®“-Derivatisierung vernachlassigbar.

Sekundére Amine wie z.B. Prolin und Hydroxyprolin kénnen mit diesem Verfahren
nicht erfasst werden, da OPA nur mit primaren Aminosauren reagiert.

32



Material und Methoden

5.5.5 Fluorimetrische Bestimmung der Aminosauren

Die Aminoséuren wurden mit OPA derivatisiert und danach erfolgt die Auftrennung
Uber eine Lithiumionen-Saule. Mit dieser Methode kdnnen die Aminoséuren mittels
Fluoreszenzdetektion mit einer Anregungswellenlange von Aex 330 nm und einer
Emissionswellenlange von Aem 450 nm bestimmt werden.
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6 Ergebnisse

6.1 Patientenkollektiv COALL 07-03- und 08-09 Studie

In der COALL 07-03 Studie wurden insgesamt 773 Kindern aus 10 COALL-
Prufzentren gemeldet. Die Altersverteilung der Patienten lag zwischen 1 Jahr und
16 Jahren (Median 5 Jahre). 393 Patienten wurden nach dem High- Risk Protokoll
behandelt, 380 Patienten nach dem Low- Risk Protokoll. Die COALL 08-09 Studie
war zu dem Zeitpunkt der Auswertung der Ergebnisse noch nicht abgeschlossen,
daher ist in dieser Arbeit nicht das Gesamtkollektiv der COALL 08-09 Studie
erfasst, sondern ein Teilkollektiv. In der Zeit vom 1.10.2010 bis zum 05.12.2013
wurden 285 Patienten in die COALL 08-09 Studie aufgenommen (157 Jungen und
128 Madchen). Die Altersverteilung der Patienten lag zwischen 1 Jahr und 17
Jahren (Median 5 Jahre). 132 Patienten wurden nach dem Low- Risk Protokoll
behandelt, 153 nach dem High- Risk Protokoll.

In den beiden folgenden Abschnitten 6.1.1 und 6.1.2 werden die
Patientencharakteristika aller Patienten, die im Rahmen der beiden COALL
Studien behandelt wurden (773 und 285), verglichen mit den
Patientencharakteristika derjenigen Patienten, bei denen eine allergische Reaktion
auf Asparaginase aufgetreten war und nachfolgend der Verlauf der
Asparagindepletion anhand von Asparaginspiegelmessungen beurteilt wurde.

Die Beschreibung der Studienpopulation COALL 07-03- bzw. COALL 08-09-
bezieht sich auf Studienpatienten mit definierten Einschlusskriterien (siehe
Therapieprotokolle 5.1). In beiden Studienprotokollen wurden jedoch auch
Beobachtungspatienten aufgenommen, hierunter fallen zum Beispiel Patienten mit
T-NHL. Diese Patienten wurden von 2003 bis 2008 in einem gemeinsamen
européaischen Protokoll behandelt. Da es dann keine offene Therapiestudie fur
diese Patienten gab, wurden sie gemaf dem COALL 07-03- bzw. COALL 08-09
Protokoll behandelt. Beide Patientenkollektive mit einer allergischen Reaktion auf
Asparaginase beinhalten somit auch Patienten mit T-NHL.

6.1.1 Stichprobe COALL 07-03 Studie

Im Rahmen der COALL 07-03 Studie wurden der Studienzentrale allergische
Reaktionen auf Asparaginase bei 84 (48 Jungen und 36 Méadchen) Patienten
gemeldet. Hinsichtlich der Risikostratifizierung zeigte sich ein deutlicher
Unterschied zwischen dem Kollektiv der Gesamtstudie und dem Patientenkollektiv
mit allergischer Reaktion auf Asparaginase: In der Gesamtstudie war die
Verteilung zwischen HR- und LR-Patienten ausgeglichen. In dem Kaollektiv,
welches eine allergische Reaktion auf Asparaginase zeigte, lagen mit 71%
wesentlich mehr HR-Patienten vor. Bei den Ubrigen Parametern zeigte sich kein
wesentlicher Unterschied.
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Tabelle 4:

Stichprobe Gesamt- und Vergleichskollektiv COALL 07-03 Studie

COALL 07-03 Studie

Patientenkollektiv n=84 %|Gesamtkollektiv n=773 %

allergische Reaktion auf

Asparaginase

Stratifizierung HR 60 71% n=393 51%
LR 24 29% n=380 49%

Geschlecht weiblich 36 43% 344 45%
mannlich 48 57% 429 55%

Alter bei Diagnose <10 Jahre 65 77% 599 77%
210 Jahre 19 23% 152 20%

WBC initial <25/nl 54 64% 523 68%
225/-<100/nl 22 26% 250 32%
>100/nl 8 10% 68 9%

Immunphanotyp C-ALL 47 56% C-ALL 485 63%
Pre-B-ALL 17 20% Pre-B-ALL 159 21%
Pro-B-ALL 4 5% Pro-B-ALL 18 2%
T-ALL 11 13% T-ALL 110 14%
T-NHL 4 5% B-Precursor 1 0%
Biphanotyp- 1
ALL 1%

6.1.2 Stichprobe COALL 08-09 Studie

Im Zeitraum vom 1.10.2010 bis zum 05.12.2013 wurden der Studienzentrale

allergische Reaktionen auf Asparaginase bei 39 Patienten (13 Jungen und 26

Madchen) gemeldet. 12 Patienten wurden nach dem Low-Risk-Protokoll, 27
Patienten nach dem High-Risk-Protokoll behandelt. Wie in der COALL 07-03

Studie zeigte sich auch hier beim Vergleich der Ergebnisse des Patientenkollektivs
mit dem Gesamtkollektiv hinsichtlich der Stratifizierung mit 69% ein deutliches
Uberwiegen der HR-Patienten. Bei den (ibrigen Parametern bestand kein
wesentlicher Unterschied zwischen dem Patientenkollektiv mit allergischer
Reaktion auf Asparaginase und dem Gesamtkollektiv.

Tabelle 5:

Patientenkollektiv COALL -08-09

COALL 08-09 Studie

Patientenkollektiv allergische n=39| %] Gesamtkollektiv n=285 %
Reaktion auf Asparaginase
Stratifizierung HR n=27|69% n=153 54%
LR n=12|31% n=132 46%
Geschlecht weiblich 26 [33% 128 45%
méannlich 13 |67% 157 55%
Alter bei Diagnose <10 Jahre 23  |59% 202 71%
210 Jahre 16 |41% 83 29%
WBC initial <25/nl 24 |161% 194 68%
>25/-<100/nl 12 |31% 57 20%
=100/nl 3 8% 34 12%
Immunphé&notyp C-ALL 28 |72% C-ALL 193 68%
Pre-B-ALL 4 10% Pre-B-ALL 50 17%
T-ALL 6 15% Pro-B-ALL 6 2%
T-NHL 1 3% T-ALL 36 13%
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6.2 Auswertung der Toxizitatsbogen, Haufigkeit allergischer Reaktionen
auf C-ASP und PEG-ASP in der COALL 07-03 Studie
Im Rahmen der Erfassung von Toxizitaten in der COALL 07-03 Studie wurden bei
Auftreten von Nebenwirkungen diese in die sogenannten Toxizitatsbogen
eingetragen. Mit Hilfe dieser Toxizitatsbogen konnte die Haufigkeit und der
Therapiezeitpunkt einer allergischen Reaktion auf die C-ASP und PEG-ASP in der
COALL 07-03 Studie untersucht werden. Es waren von insgesamt 443 Patienten
vollstandig ausgefillte Toxizitatsbogen vorhanden.

Stichprobenbeschreibung Toxizitatsbogen:

Von diesen 443 Patienten wurde bei 141 Patienten (32%) eine allergische
Reaktion auf Asparaginase dokumentiert. Davon waren 65% High-Risk-Patienten
(n=91) und 35% Low-Risk-Patienten (n=50). Bei 302 Patienten wurde keine
allergische Reaktion auf die Asparaginase dokumentiert, wobei die Verteilung der
Risikostratifizierung hier in etwa gleich war mit 53% HR- und 47% LR-Patienten
(161 Patienten High-Risk- und 141 Low-Risk-Patienten). In dieser folgenden
Tabelle sind die Merkmale der Patienten, welche auf Asparaginase allergisch
reagiert haben und diejenigen die nicht allergisch reagiert haben im Vergleich
dargestellt. Beziglich Alter, Geschlecht und der initialen Leukozytenzahl (WBC
initial) fand sich kein Unterschied.

Im Vergleich zu dem Gesamtkollektiv der COALL 07-03 Studie (siehe 6.1.1) zeigte
sich auch hier, dass es einen Unterschied bezuglich der Risikostratifizierung gab:
Allergische Reaktionen traten deutlich haufiger bei HR-Patienten (65%) auf.

Tabelle 6: Patientenkollektiv Toxizitatsbégen
allergische Reaktion n=141 % keine n=302 %
auf C-ASP/ PEG-ASP allergische
Reaktion
auf C-ASP/
PEG-ASP
Stratifizierung
HR n=91 65% n=161 53%
LR n=50 35% n=141 47%
Geschlecht weiblich 66 47% 133 44%
mannlich 75 53% 169 56%
Alter bei Diagnose <10 Jahre 105 74% 236 78%
210 Jahre 36 26% 66 22%
WBC initial <25/nl 93 66% 214 71%
225/-<100/nl 36 26% 65 22%
=100/nl 12 8% 23 7%
Immunphéanotyp C-ALL 81 57% C-ALL 195 65%
Pre-B-ALL 33 23% Pre-B-ALL 51 17%
Pro-B-ALL 4 3% Pro-B-ALL 8 3%
T-ALL 19 14% T-ALL 40 13%
T-NHL 3 2% T-NHL 4 1%
B-Prec-NHL 1 1% B-Prec-NHL 1 0%
Biph&notyp-ALL 3 1%
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In der folgenden Tabelle sind die Haufigkeit und der Therapiezeitpunkt der
allergischen Reaktion auf die C-ASP und PEG-ASP im Rahmen der COALL 07-03
Studie dargestellt:

Tabelle 7: Haufigkeit der allergischen Reaktion auf Asparaginase

Erstmalige allergische Reaktion
(n=Anzahl der Patienten)

Anzahl der Gaben C-ASP PEG-ASP Gesamt n=141
n=105 n=36

1. 23

2. 81

3. 17

4, 16

5. 1 1

6. 2

Bei 141 Patienten trat eine allergische Reaktion auf Asparaginase auf. Diese trat
bei 23 Patienten (16%) bei der 1. Asparaginase-Gabe, bei 81 Patienten (57%) bei
der 2. Asparaginase- Gabe und bei 17 Patienten (12%) bei der 3. Asparaginase-
Gabe auf.

Von den 23 Patienten, die auf die 1. C-ASP-Gabe allergisch reagierten, hatten 16
eine fragliche allergische Reaktion und 7 eine sichere allergische Reaktion. Von
81 Patienten, welche auf die 2. C-ASP-Gabe allergisch reagierten, hatten 12 eine
fragliche und 69 eine sichere allergische Reaktion auf C-ASP.

Die Auswertung der Toxizitatsbégen zeigt, dass die Mehrheit der allergischen
Reaktionen bei der 2. Asparaginase- Gabe auftrat mit einem deutlichen
Uberwiegen der als sicher eingestuften allergischen Reaktionen.

6.3 Auswertungen nach allergischer Reaktion auf C-ASP

In diesem Abschnitt erfolgt zum einen die Auswertung der klinischen Symptome
und des Zeitpunktes der allergischen Reaktion auf C-ASP, zum anderen die
Darstellung der Asparagindepletion nach einer allergischen Reaktion auf C-ASP.
In diesem Kollektiv befinden sich ausschliel3lich Patienten, die nach dem COALL
07-03 Protokoll behandelt wurden, denn diese Patienten erhielten protokollgeman
Coli-Asparaginase als erste und zweite Asparaginase-Gabe (siehe Beschreibung
der Therapieprotokolle Abschnitt 5.1). Im Gegensatz zu der Auswertung der
Toxizitatsbogen erfolgte die Erhebung der klinischen Symptome und der Zeitpunkt
der allergischen Reaktion anhand der Einsendungen der Begleitscheine im
Rahmen des Asparaginasemonitorings.

6.3.1 Stichprobenbeschreibung
Bei 70 Patienten wurde eine allergische Reaktion auf C-ASP gemeldet.
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Tabelle 8: Patientencharakteristika allergische Reaktion auf C-ASP
COALL 07-03 % Anteil in Prozent
Patienten
Gesamt n=70
(allergische Reaktion
auf C-ASP)
n
Geschlecht Weiblich 31 44%
Ménnlich 39 56%
Stratifizierung High-Risk 49 70%
Low-Risk 21 30%
Alter bei Diagnose <10 Jahre 54 77%
=10 Jahre 16 23%
Immunophé&notyp C-ALL 37 53%
Pre-B-ALL 15 21%
Pro-B-ALL 4 6%
T-ALL 11 16%
T-NHL 2 3%
Biph&notyp-ALL 1 1%
WBC initial WBC < 25/nl 43 61%
WBC = 25/nl <100/nl 18 26%
WBC = 100/nl 9 13%
Studie COALL 03 70

Es lagen von allen 70 Patienten, die auf C-ASP allergisch reagiert haben, klinische
Daten zur allergischen Reaktion vor. Hinsichtlich der Risikostratifizierung wurden
mit 70% deutlich mehr HR-Patienten gemeldet im Vergleich zum Gesamtkollektiv
der COALL 07-03 Studie. In den weiteren Parametern der Patientencharakteristika
zeigte sich kein wesentlicher Unterschied in der Verteilung.

6.3.2 Beschreibung der klinischen Symptome im Rahmen der allergischen
Reaktion auf C-ASP
Bei diesen 70 Patienten wurden insgesamt 74 allergische Reaktionen auf C-ASP
gemeldet. In dem Therapieprotokoll der COALL 07-03 Studie wurde von der
Studienzentrale die Einstufung der Schwere der allergischen Reaktion anhand der
klinischen Eigenschaften in eine fragliche und sichere Reaktion unterteilt (siehe
Erlauterung Abschnitt 4.5.1). 47 Reaktionen auf C-ASP wurden als sicher und 26
Reaktionen auf C-ASP wurden als fraglich eingestuft. Bei einer Reaktion wurde
keine Information Uber die aufgetretenen Symptome angegeben, so dass eine
Einstufung der Schwere der allergischen Reaktion nicht mdglich war.
Die folgende Tabelle zeigt die Verteilung der fraglichen und sicheren allergischen
Reaktion auf C-ASP gegliedert in ,High-Risk® und ,Low-Risk“ Risikostratifizierung:

Tabelle 9: Darstellung der Verteilung allergischer Reaktionen bei High-Risk und Low-Risk-
Patienten
Stratifizierung |Fragliche allergische Sichere allergische Allergische Reaktion auf C-ASP
Reaktion Reaktion gesamt
HR-Arm 16 (31%) 35 (69%) 51 (100%)
LR-Arm 10 (46%) 12 (54%) 22 (100%)
Gaben Gesamt |26 47 73

Insgesamt unterschied sich die Verteilung in sichere und fragliche allergische
Reaktionen bei LR- und HR-Patienten. Wahrend diese Verteilung bei LR-Patienten
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nahezu ausgeglichen war, tberwogen bei den HR-Patienten die sicheren
allergischen Reaktionen.

Die Verteilung der definierten klinischen Symptome zeigt die folgende Abbildung:

Absolute Haufigkeit der Symptome bei sicherer allergischer Reaktion auf C-ASP (n=47)

Quincke Odem
Dyspnoe
Erbrechen
Erythem/Juckreiz/Exanthem
Hypotension
Schiittelfrost
Fieber
Urticaria
Tachykardie
Ubelkeit
Zyanose

0 5 10 15 20

25

Abbildung 13: Verteilung der klinischen Symptome bei sicherer allergischer Reaktion auf C-ASP

Das haufigste Symptom war ein Quincke-Odem, gefolgt von Dyspnoe, Erbrechen

und Exanthem.

Folgende Abbildung gibt einen Uberblick der dokumentierten klinischen
Eigenschaften bei sicherer allergischer Reaktion unterschieden in HR- und LR-
Patienten:
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Vergleich der Haufigkeit der Symptome bei sicherer allergischer Reaktion
auf C-ASP bei HR- und LR-Patienten

Quincke Odem
Blutdruckabfall
Schiittelfrost

Erbrechen

Fieber

Dyspnoe
Erythem/Juckreiz/Exanthem " HR (n=35)
Sauerstoffsattigungsabfall "LR (n=12)
Urtikaria

Tachykardie

Ubelkeit
Kaltschweissigkeit
Zyanose

0% 10% 20% 30% 40% 50%  60%

Abbildung 14: Vergleich der klinischen Symptome bei sicherer allergischer Reaktion auf C-ASP bei
HR- und LR-Patienten

Die Haufigkeitsverteilung der klinischen Symptome bei dokumentierter, fraglicher,
allergischer Reaktion zeigt folgende Abbildung:

Absolute Haufigkeit der Symptome bei fraglicher allergischer

Reaktion auf

C-ASP (n=26)
Fieber
Schittelfrost
Erbrechen
Erythem/Juckreiz/Exanthem
Ubelkeit

0 5 10 15 20 25

Abbildung 15: Verteilung der klinischen Symptome bei fraglicher allergischer Reaktion auf C-ASP

Fieber und Schiittelfrost waren die haufigsten klinischen Eigenschaften, gefolgt
von Erbrechen und Erythem/ Exanthem/ Juckreiz.

In der folgenden Abbildung sind die dokumentierten klinischen Eigenschaften
jeweils zu HR- und LR-Patienten zugeordnet.
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Vergleich der Haufigkeit der Symptome bei fraglicher allergischer Reaktion auf C-ASP
bei HR- und LR-Patienten

Fieber

Schattelfrost ?

Erbrechen HR (n=16)
H LR (n=10)

Erythem/Juckreiz/Exanthem

Ubelkeit

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Abbildung 16: Vergleich der klinischen Eigenschaften bei fraglicher allergischer Reaktion auf C-ASP
bei HR- und LR-Patienten

Auch hier werden Fieber und Schuttelfrost als haufigstes klinisches Symptom

genannt.

Nach der Definition im Therapieprotokoll und damit durch die Studienzentrale
festgelegten Unterteilung in fragliche und sichere allergische Reaktionen,
unterschieden sich die klinischen Symptome bei Patienten mit fraglicher
allergischer Reaktion wesentlich von jenen mit einer als sicher eingestuften
Reaktion. Ein Unterschied zwischen den HR- und LR-Patienten zeigte sich weder
bei den sicheren noch bei den fraglichen Reaktionen.

6.3.3 Zeitpunkt der allergischen Reaktion

Bei der Auswertung des Zeitpunktes der allergischen Reaktion auf C-ASP konnten
von 70 Patienten klinische Daten zu der Reaktion, bei insgesamt 74 allergischen
Reaktionen erfasst werden. 4 Patienten reagierten sowohl auf die erste, als auch
auf die zweite C-ASP-Gabe allergisch, so dass eine Anzahl von 74 Reaktionen
ausgewertet werden konnte. Folgende Tabelle stellt den Zeitpunkt der allergischen
Reaktion auf C-ASP dar:

Tabelle 10: Zeitpunkt der allergischen Reaktion auf C-ASP

Anzahl der fragliche sichere allergische keine Information tber die Gesamt
Gaben allergische Reaktion Symptome der allergischen

Reaktion Reaktion
1. 7 (27%) 6 (13%) 0 13/ (18%)
2. 19 (73%) 41 (87%) 1 61 (82%)
> 26 (100%) 47 (100%) 1 74 (100 %)

41



Ergebnisse

Es wurden 47 sichere allergische Reaktionen und 26 fragliche allergische
Reaktionen auf C-ASP erfasst. Sichere allergische Reaktionen traten mit einer
deutlichen Mehrheit in 87% bei der 2. Gabe auf, bei der 1. Gabe waren es
hingegen nur 13% sichere allergischen Reaktionen. Handelte es sich um fragliche
allergische Reaktionen, trat ebenfalls ein Grol3teil dieser Reaktionen bei der 2.
Gabe auf. Von den 4 Patienten, welche sowohl auf die erste als auch zweite C-
ASP-Gabe allergisch reagierten, waren es bei der 1. Gabe 2 sichere allergische
Reaktionen und 2 fragliche allergische Reaktionen, bei der 2. Gabe waren es 3
sichere allergische Reaktionen und eine fragliche allergische Reaktion.

Bei 24 von den 47 sicheren allergischen Reaktionen auf C-ASP wurde in der
Dokumentation der klinischen Symptome das Auftreten wahrend des Vorlaufs der
Asparaginase-Infusion beschrieben. Bei 3 Reaktionen erfolgte der Abbruch
wahrend des Hauptlaufs und bei insgesamt 20 allergischen Reaktionen erfolgte
keine Dokumentation beziglich des Auftretens wahrend des Vorlaufs oder
Hauptlaufs der Asparaginase-Infusion.

6.3.4 Verlauf der Asparagindepletion nach allergischer (fraglich und sicher)
Reaktion auf C-ASP

In der folgenden Abbildung wird der Verlauf der Asparaginkonzentration im Serum

nach allergischer Reaktion, die als sicher gewertet wurde, dargestellt:
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Wodte 1 | Woche 2 | Woche 3 | Woche 4 | Woche 5
Anzahl der Messungen HR 24 27 14 6 2
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=f= Asn Konzentration
(Median) HR [umol/] 0 15,2 19,65 11,5 20,7
Asn Konzentration
(Median) LR [umolfl] 0 0 0 0 40

Wochen nach Gabe

Abbildung 17: Verlauf der Asparaginkonzentration im Serum nach sicherer allergischer Reaktion

Es wurde der Median des Asparaginspiegels der beiden Kollektive High-Risk und
Low-Risk in Woche 1 bis 5 berechnet. Hierbei zeigte sich ein deutlicher

42



Ergebnisse

Unterschied zwischen den LR- und HR-Patienten. Wahrend bei den HR-Patienten

bereits bei einem Grol3teil der Patienten in Woche 2 wieder ein nachweisbarer
Asparaginspiegel vorlag, war die mediane Asparaginkonzentration bei den LR-

Patienten in allen vier Wochen nicht nachweisbar, auch wenn die Probenzahl zum
jeweiligen Messzeitpunkt niedriger war als bei den HR-Patienten.

In der folgenden Abbildung wird der Verlauf der Asparaginkonzentration im Serum
nach allergischer Reaktion, die als fraglich gewertet wurde, dargestellt:
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Abbildung 18: Verlauf der Asparaginkonzentration im Serum nach fraglicher allergischer Reaktion

Es wurde der Median des Asparaginspiegels der beiden Kollektive High- Risk und
Low- Risk in Woche 1 bis 5 berechnet. Sowohl bei den HR-Patienten als auch bei
den LR-Patienten zeigte sich eine Asparagindepletion nach allergischer Reaktion

auf C-ASP in den ersten drei bzw. vier Wochen, wobei bei den HR-Patienten in

Woche 4 und 5 keine Messungen erhoben wurden.

Im Gegensatz zu den Patienten, bei denen die klinische Reaktion als sicher
gewertet wurde, zeigte sich bei nahezu allen Patienten mit fraglicher allergischer
Reaktion eine Asparagindepletion fir mehrere Wochen.
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6.4 Auswertungen nach allergischer Reaktion auf PEG-ASP

In diesem Abschnitt erfolgt die Auswertung der klinischen Symptome und des
Zeitpunktes des Auftretens einer allergischen Reaktion auf PEG-ASP, sowohl im
COALL 07-03 als auch im COALL 08-09 Protokoll. Zusatzlich wurde der Verlauf
der Asparagindepletion nach allergischer Reaktion auf PEG-ASP fur jene
Patienten ausgewertet, die keine Gabe von Erwinase direkt nach der allergischen
Reaktion erhalten haben (siehe Abschnitt 6.4.4.1). Auch bei diesem
Patientenkollektiv erfolgte die Erhebung der klinischen Symptome und der
Zeitpunkt der allergischen Reaktion anhand der Einsendungen der Begleitscheine.
Aufgrund der geringen Anzahl der gemeldeten Begleitscheine wurden hier die
Patienten aus dem COALL 07-03 und 08-09 Protokoll zusammen ausgewertet.

6.4.1 Stichprobenbeschreibung
Die Tabelle zeigt die Charakteristika aller Patienten, die in Hinblick auf eine
allergische Reaktion auf PEG-ASP untersucht wurden.

Tabelle 11: Patientencharakteristika allergische Reaktion auf PEG-ASP

COALL 03 und COALL 09 Patienten gesamt % Anteil in Prozent

n=71
Geschlecht Weiblich n=37 52%
Mannlich n=34 48%
Stratifizierung High-Risk n=53 75%
Low-Risk n=18 25%
Alter bei Diagnhose <10 n=45 63%
210 n=26 37%
Immunophanotyp C-ALL n=44 62%
Pre-B-ALL n=11 16%
T-ALL n=12 17%
T-NHL n=3 4%
Biphénotyp-ALL  n=1 1%
WBC initial <25/nl n=44 62%
>25/nl <100/nl n=20 28%
=100/nl n=7 10%
Studie COALL 03 n=37 52%
COALL 09 n=34 48%

37 Patienten wurden gemal dem COALL 03 Protokoll, 34 Patienten nach dem
COALL 09 Protokoll, behandelt. Auch hier lagen im Vergleich zum Gesamtkollektiv
der COALL Studien mit 75% deutlich mehr HR-Patienten als LR-Patienten vor. Die
Verteilung der Ubrigen Parameter zeigte keinen Unterschied.

6.4.2 Beschreibung der klinischen Symptome im Rahmen der allergischen
Reaktion auf PEG-ASP
Bei insgesamt 71 Patienten wurden 79 allergische Reaktionen auf PEG-ASP
gemeldet. Von den 71 Patienten, welche auf PEG-ASP allergisch reagierten,
waren 53 Reaktionen von HR-Patienten und 18 Reaktion von LR-Patienten. In
dem Therapieprotokoll der COALL 08-09 Studie wurde ebenfalls durch die
Studienzentrale die Einstufung der Schwere der allergischen Reaktion anhand der
klinischen Eigenschaften in eine fragliche und sichere Reaktion unterteilt. Im
folgenden Diagramm ist die Aufteilung der allergischen Reaktionen nach sicheren
und fraglichen allergischen Reaktionen, sowie nach Risikostratifizierung
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dargestellt: Es traten mehr allergische Reaktionen in der High-Risk Gruppe auf
(60/79 Anzahl der allergischen Reaktion) mit einem grof3en Anteil an sicheren
allergischen Reaktionen (43/60).

Tabelle 12: Darstellung der Verteilung allergischer Reaktionen bei High-Risk und Low-Risk-
Patienten

Stratifizierung |Fragliche allergische |Sichere allergische |Nicht in fraglich/ Allergische Reaktion
Reaktion (n=) Reaktion (n=) sicher unterteilbar |auf PEG-ASP gesamt

(n=)

HR-Arm 14 43 3 60

LR-Arm 4 12 3 19

Gesamt 18 55 6 79

Die Haufigkeitsverteilung der klinischen Symptome bei sicherer allergischer
Reaktion auf PEG-ASP bei HR- (n=43) und LR-Patienten (h=12) zeigt die folgende
Abbildung:

Vergleich der Haufigkeit der Symptome bei sicherer, allergischer
Reaktion auf PEG bei HR- und LR-Patienten n=55

Erythem/Juckreiz/Exanthem
Urtikaria

Erbrechen

Blutdruckabfall

Quincke Odem

Dyspnoe

Schuttelfrost
Sauerstoffsattigungsabfall
Fieber

Tachykardie

Husten

HR (n=43)
ELR (n=12)

Anaphylaxie
Zyanose
Ubelkeit
Diarhoe

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%

Abbildung 21: Haufigkeitsverteilung der sicheren allergischen Reaktion auf PEG-ASP

In der dargestellten Verteilung der Symptome bei einer sicheren allergischen
Reaktion auf PEG-ASP zeigte sich kein Unterschied zwischen HR- und LR-
Patienten.

Folgende Tabelle zeigt ist die Haufigkeitsverteilung der klinischen Eigenschaften
bei fraglicher allergischer Reaktion auf PEG-ASP.
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Vergleich der Haufigkeit der Symptome bei fraglicher, allergischer
Reaktion auf PEG bei HR- und LR-Patienten n=18

Erythem/Juckreiz/Exanthem
Schiittelfrost
Erbrechen

Fieber LR (n=4)

= HR (n=14)

Husten

Tachykardie

Ubelkeit
F

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%

Abbildung 19: Haufigkeitsverteilung der fraglichen allergischen Reaktionen auf PEG-ASP (LR- und
HR-Patienten)

Bei den Symptomen der fraglichen allergischen Reaktion trat Schuttelfrost in der

HR- Gruppe am haufigsten auf.

Gemal der Definition im Studienprotokoll (und damit durch die Studienzentrale
festgelegten Unterteilung in fragliche und sichere allergische Reaktionen)
unterschieden sich die klinischen Symptome bei Patienten mit fraglicher Reaktion
deutlich von jenen mit einer als sicher eingestuften Reaktion. Einen Unterschied
zwischen den LR- und HR-Patienten ergab sich weder bei den sicheren noch bei
den fraglichen Reaktionen.

6.4.3 Zeitpunkt der allergischen Reaktion auf PEG-ASP

Bei der Auswertung des Zeitpunktes der allergischen Reaktion auf PEG-ASP
konnten von 71 Patienten klinische Daten zu der Reaktion, bei insgesamt 79
allergischen Reaktionen erfasst werden. Bei 8 Patienten trat bei wiederholter
Gabe nochmal eine allergische Reaktion auf, so dass eine Anzahl von insgesamt
79 allergischen Reaktionen ausgewertet wurde.

Das Gesamtkollektiv (71 Patienten, 79 Gaben) wurde unterteilt in Patienten, die
nach dem Studienprotokoll der COALL 03-07 und Patienten, die nach dem
Studienprotokoll COALL 08-09 behandelt wurden, da in dem COALL 07-03
Protokoll die Patienten C-ASP als erste und zweite Asparaginase-Gabe (siehe
Therapieprotokolle 5.1) erhielten und in dem COALL 08-09 Protokoll PEG-ASP ab
der 1. Gabe verabreicht wurde.

Folgende Tabelle stellt den Zeitpunkt der allergischen Reaktion auf PEG-ASP dar:
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Tabelle 13: Zeitpunkt der allergischen Reaktion auf PEG-ASP (Gesamtkollektiv)

COALLO3 COALLO9 >
Gabe fragl. sicher n/a fragl. sicher n/a
1. 4 (15%) 4 (5%)
2. 2 (7%) 5 (50%) 16 (59%) 23 (29%)
3. 5(63%) 9(32%) 5 3(30%) 6(22%) 1 29 (37%)
4. 3 (37%) 14 (50%) 1 (4%) 18 (23%)
5. 3 (11%) 2 (20%) 5 (6%)
> 8 28 5 10 27 1 79 (100%)
COALL 07-03

Im Rahmen der COALL 07-03 Studie wurden von 32 Patienten 28 sichere
allergische Reaktionen und 8 fragliche allergische Reaktionen auf PEG-ASP
erfasst. 2 Patienten erhielten bereits bei der 2. ASP-Gabe PEG-ASP, da zuvor
eine allergische Reaktion auf C-ASP aufgetreten war. Sichere allergische
Reaktionen traten in 32% bei der 3. Gabe auf (protokollgemal die erste PEG-
ASP-Gabe). Zu 50% traten sichere allergische Reaktionen bei der 4. Gabe auf (2.
PEG-ASP-Gabe). Handelte es sich um fragliche allergische Reaktionen, trat die
Mehrheit dieser Reaktionen bereits bei der 3. Gabe auf.

Von diesen 32 Patienten reagierten bereits 22 Patienten (69%) zuvor auf C-ASP.
Die zugehdrigen 23 Reaktionen lassen sich wie folgt differenzieren (Ein Patient
reagierte sowohl auf die erste als auch zweite C-ASP-Gabe.):

Tabelle 14: Anzahl der allergischen Reaktionen auf C-ASP, der spéater auch auf PEG-ASP
reagierenden Patienten

COALLO3
Gabe fragl. sicher >
1. 1 (4%) 1 (4%) 2 (9%)
2. 4 (17%) 17 (74%) 21 (91%)
> 5 (22%) 18 (78%) 23 (100%)

Mit 91% trat eine deutliche Mehrheit der allergischen Reaktionen auf C-ASP bei
der 2. Gabe auf, zu 74% wurden die allergischen Reaktionen auf C-ASP als sicher
eingestuft.

COALL 08-09

Im Rahmen der COALL 08-09 Studie wurden insgesamt in etwa 75% der
allergischen Reaktionen auf PEG-ASP als sicher gewertet, 25% der Reaktionen
wurden als fraglich gewertet. 59% der sicheren allergischen Reaktionen auf PEG-
ASP traten im Zusammenhang mit der 2. Gabe auf. Fragliche allergische
Reaktionen traten in 50% im Zusammenhang mit der 2. Gabe auf (siehe Tabelle
13).

Unabhangig von der Tatsache, ob zuvor protokollgemar C-ASP verabreicht wurde
(COALL 07-03 Studie) oder nicht (COALL 08-09 Studie), traten die meisten
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allergischen Reaktionen bei der 2. PEG-ASP-Gabe auf. Des Weiteren zeigen
diese Ergebnisse, dass durchaus schon sichere allergische Reaktionen auf die
erste ASP-Gabe auftreten kdnnen.

Bei den insgesamt 55 sicheren allergischen Reaktionen auf PEG-ASP (sowohl
COALL 07-03, als auch COALL 08-09- Studie) wurde in der Dokumentation der
klinischen Symptome bei insgesamt 35 Reaktionen das Auftreten der Symptome
im Vorlauf wahrend der Asparaginase-Infusion beschrieben, bei 4 Reaktionen im
Hauptlauf. Bei den restlichen 16 sicheren allergischen Reaktionen wurde nicht
angegeben, ob die Symptome bereits im Vorlauf oder Hauptlauf auftraten.

6.4.4 Verlauf der Asparagindepletion nach allergischer Reaktion auf PEG-ASP

6.4.4.1 Auswertung PEG-ASP Teilkollektiv

Bei der Auswertung der Asparagindepletion nach allergischer Reaktion auf Peg-
Asparaginase wurde unterschieden zwischen jenen Patienten, die am Folgetag
oder einige Tage spater Erwinase erhalten haben — diese Patientengruppe ist in
Bezug auf die Asparagindepletion in der Auswertung nach Erwinase-Therapie
(siehe Abschnitt 6.5) aufgefuihrt — und jenen, bei denen in der Folge der
allergischen Reaktion keine Erwinase verabreicht wurde. Nur bei diesem
Teilkollektiv wurden die Daten beziglich der Asparagindepletion nach allergischer
Reaktion auf PEG-ASP ausgewertet.

6.4.4.2 Stichprobenbeschreibung PEG-ASP Teilkollektiv

31 Patienten sind in diesem Teilkollektiv, welches zur Untersuchung der
Asparagindepletion nach allergischer Reaktion auf PEG-ASP herangezogen
werden konnte, enthalten. Bei 4 Patienten erfolgte keine
Asparaginspiegelmessung, so dass bei insgesamt 27 von 31 Patienten mit 30
allergischen Reaktionen Asparaginspiegelmessungen untersucht werden konnten.
Es wurden 16 Patienten nach dem COALL 03 und 15 Patienten nach dem COALL
09 Protokoll behandelt. Im Gegensatz zu den vorherigen Kollektiven zeigt sich in
diesem Kollektiv ein ganz deutliches Uberwiegen der HR-Patienten mit 94%
(n=29). Die Ubrigen Parameter waren in der Verteilung vergleichbar.

Tabelle 15: PEG-ASP Patienten Charakteristika, Kollektiv 2

COALL 03 und COALL 09 Patienten % Anteil in
gesamt n=31 Prozent
Geschlecht Weiblich n=17 55%
Mannlich n=14 45%
Stratifizierung High-Risk n=29 94%
Low-Risk n=2 6%
Alter bei <10 n=17 55%
Diagnose 210 n=14 45%
Immunphénotyp C-ALL n=18 58%
Pre-B-ALL n=7 23%
T-ALL n=4 13%
T-NHL n=1 3%
Biphanotyp-ALL n=1 3%
WBC initial <25/nl n=16 52%
225/nl <100/nl n=11 35%
=100/nl n=4 13%
Studie COALL 03 n=16 52%
COALL 09 n=15 48%
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6.4.4.3 Asparagindepletion nach allergischer Reaktion auf PEG-ASP Teilkollektiv
30 allergische Reaktionen auf PEG-ASP mit Asparaginspiegelmessungen wurden
erhoben. In der folgenden Abbildung ist die Asparagindepletion nach allergischer

Reaktion auf PEG-ASP dargestellt:
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Abbildung 20: Asparagindepletion nach allergischer Reaktion auf PEG-ASP

Es wurde der Median der Asparaginspiegel in Woche 1 bis 4 berechnet und
ausgewertet. Aufgrund geringer Probenanzahl wurden sowohl LR- und HR-
Patienten, als auch Patienten mit fraglicher und sicherer allergischer Reaktion

zusammen ausgewertet. Zwischen den Patienten mit einer fraglichen und einer
sicheren allergischen Reaktion zeigte sich jedoch im Hinblick auf die Dauer der

Asparagindepletion kein Unterschied. Nach einer Woche lag wieder ein
nachweisbarer Asparaginspiegel vor, in Woche 3 zeigte sich ein Abfall der
medianen Asparaginkonzentration, wobei die Probenanzahl ab Woche 3

kontinuierlich abnahm.

49



Ergebnisse

6.5 Auswertung der Vertraglichkeit und Wirksamkeit der Erwinase als
therapeutische Alternative nach vorangegangener allergischer
Reaktion auf C-ASP/PEG-ASP

Die Erwinase wurde aufgrund einer vorangegangen allergischen Reaktion auf C-

ASP oder PEG-ASP bzw. fehlender Depletion verabreicht. Es wurde die

Vertraglichkeit und Wirksamkeit der Erwinase untersucht.

6.5.1 Stichprobenbeschreibung

Im Rahmen der Auswertung der Vertraglichkeit und Effektivitat der Erwinase
wurden 69 Patienten untersucht. 36 Patienten wurden gemaf dem COALL 07-03 -
und 33 Patienten geméaf} dem COALL 08-09 Protokoll behandelt. Entsprechend
den Patientenkollektiven, welche allergisch auf Coli- oder Peg-Asparaginase
reagiert hatten, waren 70% der 69 untersuchten Patienten im High-Risk Zweig,
30% im Low-Risk Zweig behandelt. Der Altersmedian lag bei 5 Jahren, wobei 70%
der Kinder unter 10 Jahre alt waren zum Diagnosezeitpunkt. Mehr als die die
Halfte der Patienten (62%) hatten eine C-ALL.

Tabelle 16: Patientencharakteristika Erwinase
Merkmale Erwinase Patienten gesamt n=69 %
Geschlecht Weiblich n=37 54%
Mannlich n= 32 46%
Stratifizierung High-Risk n=50 72%
Low-Risk n=19 28%
Alter bei Diagnose <10 n=48 70%
210 n=21 30%
Immunophéanotyp C-ALL n=43 62%
Pre-B-ALL n=11 16%
T-ALL n=9 14%
T-NHL n=4 6%
Biphanotyp-ALL n=1 2%
WBC initial <25/nl n=45 65%
225/nl <100/nl n=20 29%
=2100/nl n=4 6%
Studie COALL 03 n=36 52%
COALL 09 n=33 48%

6.5.2 Klinische Vertraglichkeit Erwinase

69 Patienten konnten betreffend der Vertraglichkeit von Erwinase ausgewertet
werden, bei 30 von 145 Erwinase-Gaben wurden Toxizitaten auf den
Probebegleitbdgen oder in Arztbriefen berichtet, die in folgender Tabelle
aufgelistet sind. Die Ubrigen 115 Erwinase-Gaben wurden ohne Angabe von
Toxizitaten gut vertragen.

Tabelle 17: Toxizitaten Erwinase

Toxizitat Anzahl Erwinase-Gaben
Gastrointestinale Symptome 17

Allergische Reaktionen 13
> 30

Bei 17 Gaben wurden gastrointestinale Symptome angegeben und bei 13 Gaben
wurde eine allergische Reaktion auf Erwinase beschrieben.
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6.5.2.1 Gastrointestinale Symptome

Bei insgesamt 17 Gaben wurden gastrointestinale Symptome beschrieben. Die
Mehrheit der Symptome trat bei der 3. und 4. Gabe auf. Am haufigsten wurden
Ubelkeit und Erbrechen, gefolgt von Bauchschmerzen gemeldet. Die Symptome
traten mehrfach erst im Hauptlauf oder am Ende der Gabe auf. Bei einem
Patienten wurden nach der Erwinase-Gabe Symptome mit anhaltendem
Erbrechen und einer Hyperammonamie beschrieben, daher wurde auf die 2.
Erwinase-Gabe am Folgetag verzichtet.

Die Haufigkeitsverteilung der gastrointestinalen Symptome auf Erwinase ist in
folgender Abbildung dargestellt:

Haufigkeitsverteilung der gastrointestinalen Nebenwirkungen auf
Erwinase

Erbrechen
Bauchschmerzen

Ubelkeit

Hyperammonamie

]”F

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Abbildung 21: Haufigkeitsverteilung der gastrointestinalen Nebenwirkungen auf Erwinase
Das am haufigsten gemeldete klinische Symptom war Erbrechen.

6.5.2.2 Allergische Reaktion auf Erwinase

Das Auftreten allergischer Reaktionen auf die Erwinase war wie in der Literatur
beschrieben erwartungsgemal selten (siehe Abschnitt 4.5.1). Bei 11 Patienten
wurde eine allergische Reaktion auf Erwinase dokumentiert. Zwei Patienten
reagierten zweimal auf Erwinase allergisch, somit traten insgesamt 13 allergische
Reaktionen auf Erwinase auf. Davon waren 6 fragliche allergische Reaktionen und
6 sichere allergische Reaktionen sowie eine nicht weiter definierte allergische
Reaktion. 9 Patienten waren High-Risk stratifiziert und 4 Patienten Low-Risk
stratifiziert.

Tabelle 18: Allergische Reaktion auf Erwinase
Eigenschaften fragliche allergische sichere allergische keine Gesa
Reaktion Reaktion Zuordnung mt
n n n
LR-Patienten 2 1 1 4
HR-Patienten 6 5 0 9
Anzahl der allergischen 8 6 1 13
Reaktion
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Sichere allergische Reaktion auf Erwinase (n=4)
Die folgende Abbildung zeigt die Symptome bei sicherer allergischer Reaktion auf
Erwinase.

Dyspnoe

Quincke Odem
Erythem/Juckreiz
Urtikaria

Fieber und Schuttelfrost
Anaphylaxie

Husten

Tachykardie

0 1 2 3 4
Abbildung 22: Symptome bei sicherer allergischer Reaktion auf Erwinase

Bei den drei Asparaginase-Praparaten zeigte sich eine unterschiedliche Haufigkeit
bezuglich der Symptome im Rahmen einer sicheren allergischen Reaktion: Bei
einer sicheren allergischen Reaktion auf C-ASP trat das Quincke Odem am
haufigsten auf, bei der PEG-ASP Exanthem, Erythem und Juckreiz, und nach
Erwinase-Gabe trat Dyspnoe am haufigsten auf. Bei drei von den sechs sicheren
allergischen Reaktionen auf die Erwinase wurden zuséatzlich die haufigen im
Zusammenhang mit der Erwinase auftretenden gastrointestinalen Symptome
Ubelkeit, Erbrechen und Bauchschmerzen beschrieben. Nur in wenigen Fallen
traten bei der C-ASP, PEG-ASP und Erwinase eine Grad IV Reaktion auf.

Der Zeitpunkt der allergischen Reaktion wurde bei einem Patienten im Vorlauf der
Gabe, bei 4 Patienten im Hauptlauf der Gabe dokumentiert. Bei einem weiteren
Patienten trat die Reaktion im Vorlauf auf und die Gabe wurde direkt
abgebrochen.

Fragliche allergische Reaktion auf Erwinase (n=7)
Folgende Abbildung zeigt die Haufigkeit der dokumentierten Symptome bei
fraglicher allergischer Reaktion auf Erwinase.
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Haufigkeit der Symptome bei fraglicher allergischer Reaktion auf Erwinase
Fieber
Exanthem
Ubelkeit
0 1 2 3 4 5

Abbildung 23: Haufigkeit der dokumentierten klinischen Eigenschaften bei fraglicher allergischer
Reaktion auf Erwinase

Bei den insgesamt sehr wenigen Patienten trat Fieber als haufigstes Symptom
auf. Der Zeitpunkt der allergischen Reaktion wurde bei einem Patienten im Vorlauf
der Gabe, bei 3 Patienten im Hauptlauf der Gabe dokumentiert.

Gemal der Definition im Studienprotokoll (und damit durch die Studienzentrale
festgelegten Unterteilung in fragliche und sichere allergische Reaktionen) zeigte
sich ein deutlicher Unterschied in der Haufigkeitsverteilung der klinischen
Symptome bei Patienten mit fraglicher allergischer Reaktion im Vergleich zu den
Patienten mit einer sicheren allergischen Reaktion.

6.5.3 Zeitpunkt der Erwinase-Gaben

Bei der Auswertung des Zeitpunktes des Ersatzes von C-ASP/PEG-ASP durch
Erwinase im Rahmen der Asparaginase-Therapie konnten von 69 Patienten 145
Gaben dokumentiert werden. Eine vorangegangene allergische Reaktion auf C-
ASP bzw. PEG-ASP zum Teil mit fehlender Depletion nach allergischer Reaktion
(144/145) waren Grunde fur den Einsatz von Erwinase. Ein Patient (1/145) erhielt
Erwinase bei Verdacht auf stille Inaktivierung (,SI1“) von PEG-ASP.

Folgende Tabelle zeigt bei der wievielten Asparaginase- Gabe im Protokoll der
Einsatz von Erwinase notwendig wurde:

Tabelle 19: Zeitpunkt des Ersatzes von PEG-ASP/C-ASP durch Erwinase im Rahmen der
Asparaginase-Therapie

COALLO3 COALLO9 >
Gabe Im Vorfeld allergische Reaktion  “SI“ Im Vorfeld allergische Reaktion  ,,SI*

auf C-ASP/PEG-ASP auf PEG-ASP
1. - - 1 (2%) 1
2. 2 (2%) - 15 (24%) 1 18
3. 14 (17%) - 19 (30%) - 33
4. 22 (27%) - 16 (25%) - 38
5. 20 (26%) - 7 (11%) - 27
6. 21 (26%) - 4 (6%) - 25
7. 2 (2%) - 1 (2%) - 3
S 81 63 1 145 (100%)
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Die Applikation der Erwinase erfolgte im Rahmen der COALL 07-03 Studie mit
27% am haufigsten bei der 4. Gabe (protokollgemaf3 2.PEG-ASP-Gabe) mit einer
vergleichbaren Anzahl bei der 5. und 6. Gabe. Im Rahmen der COALL 08-09
Studie wurde die Erwinase mit 30% bei der 3. Gabe am haufigsten verabreicht.
Ein Patient reagierte bereits bei der 1. Gabe auf PEG-ASP mit einer sicheren
allergischen Reaktion und erhielt somit direkt am Folgetag Erwinase. Bei einem
weiteren Patienten erfolgte der Wechsel zur Erwinase-Therapie aufgrund der
Vermutung einer stillen Inaktivierung.

Im Falle einer allergischen Reaktion auf PEG-ASP erfolgte in der COALL 08-09
Studie der protokollseitig vorgegebene Préaparate Wechsel auf Erwinase als
einzige alternative Therapiemdglichkeit. Daraus ergibt sich, wie die Tabelle zeigt,
dass es zu einem friiheren Einsatz der Erwinase in der COALL 08-09 Studie
kommt.

6.5.4 Verlauf der Asparaginkonzentration nach Erwinase- Gabe

Es konnten 67 Patienten (HR n=49; LR n=18) mit insgesamt 136 Erwinase-Gaben
mit darauffolgendem Asparaginasemonitoring ausgewertet werden. Der Verlauf
der Asparaginkonzentration im Serum nach Erwinase ist in folgender Abbildung
dargestellt.

Verlauf der ASN Konzentration im Serum nach Erwinase-Gabe 2 x 45.000 U
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Anzahl der Messungen LR 24 24 16 7 1 1
e Asn Konzentration (Median) HR
[micromoll] 0 0 18,6 23,8 29,3 31,1
e Asn Konzentration (Median) LR
[micromol/l] 0 13,615 17,365 19,25 45,5 26,9

Wochen nach Gabe

Abbildung 24: Verlauf der Asparaginkonzentration im Serum nach Erwinase- Gabe

Es wurde der Median des Asparaginspiegels der beiden Kollektive High-Risk und
Low-Risk in Woche 1 bis 6 berechnet und getrennt nach HR- und LR-Patienten
ausgewertet. Diese Grafik zeigt, dass bei allen Patienten (LR und HR) eine
komplette Asparagindepletion in Woche 1 erreicht wurde. Die HR-Patienten waren
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im Vergleich zu den LR-Patienten eine Woche langer depletiert, wobei mit 73%
deutlich mehr HR-Patienten gemeldet wurden.

6.5.5 Asparagindepletion nach Auftreten gastrointestinaler Symptome

Patienten, bei denen gastrointestinale Symptome wahrend der Erwinase-
Verabreichung auftraten (siehe Abschnitt 6.5.2.1), hatten 47% (8/17) eine
Asparagindepletion von einer Woche und 41% (7/17) eine Asparagindepletion von
2 Wochen.

6.5.6 Asparagindepletion nach allergischer Reaktion auf Erwinase

Wie bereits in Abschnitt 6.5.2.2 aufgefuhrt, wurde bei 11 Patienten eine allergische
Reaktion auf Erwinase dokumentiert. Folgende Tabelle gibt eine Ubersicht der
Asparagindepletion bei sicherer allergischer Reaktion auf Erwinase.

Tabelle 20: Asparagindepletion bei sicherer allergischer Reaktion auf Erwinase

Depletion in Wochen Anzahl der sicheren allergischen Reaktionen mit einer Depletion n=
6
1 Woche depletiert 4

Keine Spiegelmessungen erhoben 2

Trotz sicherer allergischer Reaktion, lag eine Asparagindepletion von einer Woche
bei 4 von 6 Reaktionen vor.

Folgende Tabelle zeigt eine Ubersicht der Asparagindepletion bei fraglicher
allergischer Reaktion auf Erwinase.

Tabelle 21: Asparagindepletion bei fraglicher allergischer Reaktion auf Erwinase

Depletion in Wochen Anzahl der fraglichen allergischen Reaktionen mit einer Depletion
n=06

2 Wochen depletiert 1

1 Woche depletiert 3

Keine Spiegelmessungen erhoben 2

Hier lag eine Asparagindepletion von einer Woche bei 3 von 6 fraglichen
allergischen Reaktionen vor.

6.6 Stille Inaktivierung

Es konnten insgesamt 4 Patienten erfasst werden, bei denen eine stille
Inaktivierung vermutet wurde. Hiervon wurden 3 nach der COALL 07-03 Studie
behandelt und ein Patient nach der COALL 08-09 Studie. 3 Patienten waren LR
und ein Patient HR stratifiziert. 2 Patienten erhielten C-ASP, hier wurde der
Verdacht auf eine stille Inaktivierung gestellt, ein Patient erhielt PEG-ASP, ein
weiterer Erwinase. In der folgenden Tabelle sind die Reaktionen, bei denen eine
stille Inaktivierung vermutet wurde, dargestellt:

Tabelle 22: Auflistung der Patienten bei denen eine stille Inaktivierung vermutet wurde

n Studie RANDO Block in Gabe ASP- Bemerkung stille Ersatz durch Abbruch der Depletion in
dem Praparat Inaktivierung/ Gabe im Wochen
Gabe Vertraglichkeit Vorlauf/
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erfolgte ASP Hauptlauf
1 COALLO3 LR Hidac 1- C-ASP  allergische Reaktion auf C-ASP mit fragliche PEG-ASP Ersatz im keine Info keine
d57 Fieber und Schuttelfrost am Tag 52, PEG- allergische Folgeblock Messungen
ASP Ersatz am Tag 78. Patient war nach Reaktion vorhanden
der Gabe nicht depletiert,
wahrscheinlich stille Inaktivierung.
2 COALLO3 LR Hidac 1- C-ASP  Am Ende des C-ASP Vorlaufs, allergische sichere allergische PEG-ASP zwei Tage allerg.R.im <1
d57 Reaktion mit Ubelkeit, Erbrechen, Reaktion und stille spater im selben VL
Schiittelfrost,, Quincke, Stuhlabgang und Inaktivierung Block
Anschwellen der linken Hand (Paravasat).
2 Tage spater PEG-ASP erhalten und
klinisch PEG-ASP gut vertragen, aber
ASP Spiegel erhoht. Fragliche stille
Inaktivierung.
3 COALLO3 HR 2.CPM/ PEG- Der Patient hat wahrend der PEG-ASP fragliche kein Ersatz, nachste Gabe bis <2
MTX/ C- ASP Gabe mit roten Flecken im Gesicht, allergische PEG-ASP Gabe Ende
ASP d64 Bauchschmerzen, subfebriler Temperatur Reaktion, stille nach erhalten
reagiert, Vitalzeichen stabil. Inaktivierung? Therapieprotokoll
PEG-ASP wurde vertragen, aber keine
Asparagin Depletion. Frage : Stille
Inaktivierung? Asparagin Spiegel 3
Monate nach der Gabe negativ.
Anmerkung: Immuno: B-Precursor
4 COALLO9 LR MTX/ Erwinase Abnahme nach 1. Erwinasegabe wegen  stille Inaktivierung keine Information keine Info 1
ASP d50 stiller Inaktivierung nach PEG-ASP-ASP der PEG-ASP,
Tag 52 Wechsel zu
Erwinase

Diese vier Patienten reagierten alle auf C-ASP allergisch, hingegen wurde die
PEG-ASP-Gabe gut vertragen. Eine ausreichende Asparagindepletion konnte
dennoch nicht erlangt werden.
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7 Diskussion

Die Asparaginase ist seit Jahrzehnten in allen weltweit durchgefihrten
Therapiestudien ein fester Bestandteil in der Polychemotherapie der akuten
lymphatischen Leukdmie des Kindesalters. Die hohe Rate an allergischen
Reaktionen auf dieses Medikament limitiert seinen Einsatz jedoch bei einer
grol3en Anzahl an Patienten. Nicht nur aufgrund der zum Teil schweren akuten
klinischen Symptome bis hin zum anaphylaktischen Schock, sondern
insbesondere auch, da durch die immunologische Reaktion die Wirkung der
Asparaginase aufgehoben wird.

In dieser Arbeit wurden klinische Symptome und Zeitpunkt der allergischen
Reaktion der unterschiedlichen Asparaginase-Praparate, sowie der Verlauf der
Asparagindepletion nach Auftreten einer allergischen Reaktion untersucht. Ziel
war es, die klinischen Symptome als Reaktion auf die unterschiedlichen
Asparaginase-Praparate darzulegen, mogliche Unterschiede hervorzuheben und
die Entwicklung einer mdglichen stillen Inaktivierung aufzudecken. Zudem wurden
die Daten, die im Rahmen der COALL 07-03 Studie erhoben worden waren,
analysiert unter der Fragestellung ob durch den frihzeitigen Einsatz der PEG-ASP
die Haufigkeit der allergischen Reaktionen minimiert werden kann.

Die Angabe uber die Haufigkeit der allergischen Reaktionen auf Asparaginase
variiert in der Literatur erheblich: Es werden Uberempfindlichkeitsreaktionen mit
bis zu 30% angegeben, jedoch wurden auch Haufigkeitsraten bis zu 70%
beschrieben (Silverman, 2001), (Panosyan, 2004), (Woo, 1998), (Zalewska-
Szewczyk, 2007), (Muller, 2001), (Woo, 2000), (Appel, 2008). Die Haufigkeitsraten
variieren unter anderem aufgrund der unterschiedlichen Asparaginase-Préparate.
Die native E.-coli-Asparaginase weist mit bis zu 75% eine deutlich hohere Rate an
allergischen Reaktionen auf im Vergleich zu der weniger immunogenen PEG-ASP,
hier wurden Raten zwischen 3% und 30% berichtet (Silverman, 2001), (Avramis,
2002), (Wacker, 2007), (Raetz, 2010), (Tong, 2014), (Liu, 2016). Allergische
Reaktionen auf Erwinase wurden mit 3-37% angegeben (Billett, 1992), (Albertsen,
2002), (Raetz, 2010), (Moghrabi, 2007), (Vrooman, 2010), (Salzer, 2013), (Tong,
2014).

In den friheren COALL-Studien-Protokollen (Studie 92 und 97) wurde
ausschlieB3lich E.coli-Asparaginase verabreicht, bei 30% der Patienten trat eine
allergische Reaktion auf (unveréffentlichte Beobachtung). Aufgrund der
Beobachtungen von Wenner et al., dass die pegylierte Asparaginase eine
signifikant geringere Rate an allergischen Reaktionen aufweist, wurde in der
COALL 07-03 Studie erstmals der Einsatz von PEG-ASP ab der 3. Dosis gepruft
(Wenner, 2005). Die im Rahmen dieser Doktorarbeit erhobenen Daten zeigen,
dass auch in der COALL 07-03 Studie bei 32% der Patienten eine allergische
Reaktion auftrat. Eine Reduktion der allergischen Reaktionen gegentber den
Vorstudien konnte somit trotz Einfihrung der pegylierten Asparaginase nicht
erreicht werden. Wie die Untersuchungen von Wang et al. und Zalewska-
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Szewczyk gezeigt haben, besteht eine Kreuzreaktivitat zwischen Anti-C-ASP-
Antikdrpern und PEG-ASP-Antikdrpern (Zalewska-Szewczyk, 2009), (Wang,
2003). Sowohl die niederlandische als auch die nordischen Studiengruppen
konnten zeigen, dass die Verwendung von C-ASP in der Induktionsphase zu
hohen Hypersensitivitatsraten auf PEG-ASP in den folgenden Therapieelementen
fuhrt. Als Konsequenz wurde der frihzeitige Einsatz von PEG-ASP ohne vorherige
C-ASP-Gabe empfohlen (Albertsen, 2002), (Tong, 2014). Auch wenn in
Deutschland zum Zeitpunkt der Datenerhebung nicht die Méglichkeit bestand
Antikdrper gegen Asparaginase zu messen, so bleibt zu vermuten, dass diese
Kreuzallergie zwischen nativer und pegylierter Asparaginase der Grund fir die
unverandert hohe Raten an allergischen Reaktionen ist. Aufgrund dieser Daten
wurde dann in der Folgestudie COALL 08-09 bereits ab der ersten Dosis
pegylierte Asparaginase eingesetzt.

Bei der Untersuchung der Vertraglichkeit der verschiedenen Asparaginase-
Praparate zeigte sich bei den beschriebenen klinischen Symptomen kein
Unterschied zu den in der Literatur von anderen Studiengruppen beobachteten
Nebenwirkungen. Die niederlandische Studiengruppe beobachtete nach
intravendser PEG-ASP-Verabreichung im Median eine CTCAE-Grad 2 Reaktion
(Kloos, 2016). Auch Petersen et al. berichteten nach intravendser Gabe von PEG-
ASP bei der Mehrheit der allergischen Reaktionen eine CTC-Grad 2 Reaktion
(Petersen Jr, 2014). Vrooman et al. beobachteten nach intravendser Erwinase-
Verabreichung bis auf eine CTCAE-Grad 3 Reaktion ebenfalls nur Reaktionen <
Grad 2 (Vrooman, 2016).

In unserer Auswertung der Vertraglichkeit der Erwinase wurden neben den
sicheren allergischen Reaktionen auf Erwinase auch Symptome wie Ubelkeit,
Erbrechen und Bauchschmerzen beobachtet. Treten diese gastrointestinalen
Symptome in Kombination mit zum Beispiel einem fliichtigen Exanthem, einer
Tachykardie oder Husten wahrend der Erwinase-Gabe auf, ist eine sichere
Bewertung der Reaktion schwierig: ist es wirklich eine allergische Reaktion? Bei
diesen Symptomen kdnnte es sich auch um Allergie-&hnliche Reaktionen handeln,
die in einem Zusammenhang stehen mit einem schnellen Anstieg des
Ammoniumspiegels. Denn der Anstieg des Ammoniumspiegels 16st Ubelkeit,
Erbrechen und Exanthem aus (Asselin, 2016). In einer Studie von Kloos hatte die
Halfte der Patienten, die eine Allergie-ahnliche Reaktion zeigten, Odeme,
Dyspnoe, Urtikaria (Kloos, 2016). Unsere Untersuchungen zur Vertraglichkeit der
Erwinase bestatigen das haufige Auftreten gastrointestinaler Symptome. Uber
allergische Reaktionen auf Erwinase nach vorangegangener allergischer Reaktion
auf C-ASP oder PEG-ASP wird mit einer Haufigkeit von 3-33% berichtet (Tong,
2014), (Vrooman, 2010), (Billett, 1992). In unserer Untersuchung traten diese
vergleichsweise selten auf.

Auch der Dosierungsplan spielt eine bedeutende Rolle fiir das Auftreten von
allergischen Reaktionen: Wird die Asparaginase-Therapie fir mehrere Wochen
oder Monate unterbrochen, kann es zur Bildung von Anti-Asparaginase-
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Antikdrpern wahrend der Behandlungspause kommen. In vielen
Therapieprotokollen werden die ersten Asparaginasedosen bereits in der
Induktionsphase verabreicht, gefolgt von einer z.T. mehrwochigen Asparaginase-
freien Konsolidierungsphase. In der Reinduktionsphase wird die Asparaginase in
nahezu allen Therapieprotokollen verabreicht. Die NOPHO- und DCOG-
Studiengruppen berichteten, dass Uberempfindlichkeitsreaktionen fast
ausschlieflich in der Konsolidierungs- und Reinduktionsphase auftreten
(Albertsen, 2001), (Albertsen, 2002), (Tong, 2014), (Henriksen, 2015). Die
nordische Studiengruppe beobachtete in einer Studie das Auftreten einer
allergischen Reaktion nach einem Median von 2 Dosen PEG-ASP in der
Konsolidierungsphase (Henriksen, 2015). In den COALL-Studien wird die
Asparaginase wahrend der Konsolidierungstherapie und Reinduktion eingesetzt.
Zwischen diesen beiden Phasen liegt ein Asparaginase-freies Intervall von nur 4
Wochen. Auch unsere Untersuchung der Zeitpunkte der allergischen Reaktionen
ergab, dass die Mehrheit der Reaktionen tiberwiegend bereits bei der 2.
Asparaginase-Gabe im Rahmen der Konsolidierungstherapie auftraten.

Mogliche Erklarungen flr das seltenere Auftreten allergischer Reaktionen bei den
ersten Asparaginase-Gaben wahrend der Induktion sind eine verzdgerte
Immunantwort bis zur Komplementaktivierung und nachfolgender
Antikdrperbildung (Avramis, 2006), sowie eine Unterdriickung der klinischen
Symptome durch die intensive Kortikoidsteroidtherapie wahrend der
Induktionsphase (Avramis, 2006), (Pieters, 2011).

Die Evaluierung des Zeitpunktes der allergischen Reaktion wahrend der Infusion
hat sowonhl fur C-ASP, als auch fir PEG-ASP gezeigt, dass bei der Mehrheit der
Patienten mit einer sicheren allergischen Reaktion die Symptome bereits im
Vorlauf auftraten, wahrend sogenannte andere Unvertraglichkeitsreaktionen
meistens erst zu einem spateren Zeitpunkt wahrend der Infusion auftreten (Lenz,
2007). Eine sichere Abgrenzung ist allerdings schwierig (Kloos, 2016). Um eine
sichere allergische Reaktion von einer anderen Unvertraglichkeitsreaktion zu
unterscheiden, wird in der Literatur das therapeutische Drug Monitoring (,TDM")
mit Bestimmung der Serum-Asparaginase-Aktivitdt empfohlen (van der Sluis,
2016), (Burke, 2017), (Kloos, 2020). In den Konsensus-Definitionen von van der
Sluis et al. wird empfohlen, im Falle einer CTC-Grad 1 Reaktion oder einer
fraglichen allergischen Reaktion ein Monitoring des Serum-Asparaginasespiegels
durchzufihren, um eine Inaktivierung zu identifizieren (van der Sluis, 2016).

Zum Zeitpunkt der Datenerhebung war die Bestimmung des Asparaginspiegels
das Standardmonitoring im Falle eines Auftretens einer allergischen Reaktion. Die
klinische Effektivitat der Asparaginase wird hierbei anhand einer addquaten
Asparagindepletion festgemacht, das Ziel der Asparaginase-Therapie ist die
Asparagindepletion. Die Asparagin-Bestimmung ist technisch schwierig. Ursache
ist die schnelle ex-vivo-Metabolisierung von Asparagin in Anwesenheit der
Asparaginase, dadurch kann es zu falsch niedrigen Asparaginspiegelmessungen
kommen. Um dies zu verhindern, ist eine verlassliche Probenbehandlung
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erforderlich. Das beinhaltet Kiihlung auf Eiswasser und Zentrifugierung,
Serumextraktion, und Deproteinisierung in einem sehr begrenzten Zeitfenster
(weniger als 5-15 Minuten). Aufgrund dieser logistischen Herausforderungen ist
die Bestimmung des Asparaginspiegels als direkter Nachweis der Enzymaktivitat
im Serum fur einen breiten klinischen Gebrauch nur begrenzt anwendbar (Gentili,
1994), (Asselin, 1991), (Lanvers-Kaminsky, 2014). In den letzten Jahren hat sich
die Messung der Asparaginase-Aktivitat als Parameter fur die Effektivitat der
Asparaginase-Therapie durchgesetzt (van der Sluis, 2016). Diese Methode war
zum Zeitpunkt des Startes dieser Doktorarbeit in Hamburg nicht verfigbar und
auch in anderen Laboren in Deutschland und Europa nicht etabliert.

Die Analyse des Verlaufs der Asparagindepletion nach allergischer Reaktion auf
PEG-ASP ergab keinen Unterschied zwischen Patienten mit einer klinisch
fraglichen und Patienten mit einer sicheren allergischen Reaktion. Bei allen
Patienten lag nach einer Woche wieder ein nachweisbarer Asparaginspiegel vor.
In einer prospektiven Studie von Tong et al. zeigte sich — wie in unserer
Auswertung — ebenfalls keine Asparagindepletion nach Auftreten einer
allergischen Reaktion auf PEG-ASP: In unserer Untersuchung wurden die
Patienten beider Studienprotokolle zusammen ausgewertet. Insgesamt lag nur
eine geringe Anzahl an Asparaginspiegelmessungen vor. Dennoch deuten auch
unsere Ergebnisse wie die aktuelle Literatur daraufhin, dass die ausbleibende
Asparagindepletion auf die Antikdrperbildung gegen C-ASP und die bestehende
Kreuzreaktivitat zwischen C-ASP und PEG-ASP zurtickzufuhren ist. Ebenso wie
unsere Ergebnisse gezeigt haben, dass kein Unterschied bezlglich der Schwere
einer allergischen Reaktion in Bezug auf die Asparagindepletion bestand,
postulierten auch Tong et al., dass eine CTC Grad 1 Reaktion mit einer
Inaktivierung der Asparaginase durch Anti-Asparaginase-Antikorper assoziiert sein
kann (Tong, 2014).

Die Beurteilung der Asparagindepletion nach allergischer Reaktion ist jedoch
durch die Tatsache, dass die intravendse Gabe haufig unmittelbar bei Auftreten
der Reaktion gestoppt wurde und somit nicht die gesamte geplante Asparaginase-
Dosis verabreicht wurde, deutlich erschwert.

Wenn es unter der Therapie mit nativer- und pegylierter C-ASP zu einer
allergischen Reaktion kam, wurde bei den betroffenen Patienten Erwinase als
therapeutische Alternative verabreicht. Unsere Auswertung ergab, dass bei allen
Patienten eine komplette Asparagindepletion Uber mindestens eine Woche
erreicht werden konnte und somit bei keinem Patienten eine Kreuzallergie
vorgelegen hat. Es ist bekannt, dass die Halbwertszeit der Erwinase kirzer ist als
die der anderen Asparaginasen. Um eine ausreichende Asparaginase-Aktivitat
und Asparagindepletion sicher zu erreichen, muss daher die Erwinase in einer
hoheren Dosis und haufiger verabreicht werden (Pieters, 2011). Unsere
Untersuchungen zeigen, dass die Mehrheit der COALL-Patienten (80%) die
Erwinase im weiteren Therapieverlauf ohne Angabe von Toxizitaten gut vertragen
haben. Bei lediglich 3 von 69 Patienten musste die weitere Therapie mit Erwinase
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aufgrund von Unvertraglichkeiten beendet werden. Ahnliche Ergebnisse zeigen
sich in einer Studie von Tong et al.: In dieser Studie waren 97% der Patienten, bei
denen eine allergische Reaktion auf PEG-ASP aufgetreten war, auf Erwinase
umgestellt worden. Diese Patienten konnten dann die weiteren geplanten
Asparaginase-Dosen erhalten (Tong, 2014). Gesundheitsokonomisch hat der
Ersatz von E.-coli-/pegylierter Asparaginase durch Erwinase erheblich
Konsequenzen, denn die Therapiekosten von Erwinase sind um ein Vielfaches
hoher als jene mit pegylierter oder nativer Asparaginase (Tong, 2013). Es ist also
auch unter diesem Aspekt winschenswert die Rate an allergischen Reaktionen
auf Asparaginase zu senken.

In den neunziger Jahren wurde bei einzelnen Patienten beobachtet, dass trotz
fehlender klinischer Symptome einer allergischen Reaktion keine
Asparagindepletion erreicht werden konnte (Kurtzberg, 1993), (Boos, 1995),
(Vieira Pinheiro, 1999), (Asselin, 1999). Die stille Inaktivierung ist erst seit wenigen
Jahren gut definiert (van der Sluis, 2016). Bei der stillen Inaktivierung kommt es
zur Bildung von Asparaginase-Antikorpern, die zu einer Inaktivierung der
Asparaginase ohne klinische Anzeichen einer allergischen Reaktion fihren (van
der Sluis, 2016). Auch in dieser Arbeit wurde bei insgesamt vier Patienten der
Verdacht auf eine stille Inaktivierung belegt. Bei diesen Patienten wurde die
pegylierte Asparaginase nach allergischer Reaktion auf C-ASP zwar gut
vertragen, dennoch konnte keine ausreichende Asparagindepletion erreicht
werden. Zum Zeitpunkt dieser Erhebung gab es noch keine Mdglichkeit, diese
Asparaginase-Antikorper nachzuweisen. Es ist jedoch sehr wahrscheinlich, dass
die fehlende Wirksamkeit der PEG-ASP durch die antikorpervermittelte
Inaktivierung verursacht wurde. Diese Annahme wurde dann durch die
Untersuchungen von Tong et al. 2014 bestatigt. Die Arbeitsgruppe konnte zeigen,
dass eine Antikorperbildung gegen die C-ASP, welche zuvor in der
Induktionsphase verabreicht wurde, zu einer Inaktivierung der PEG-ASP in der
Intensivierungsphase fuhrte (Tong, 2014). Es scheint noch andere Mechanismen
der Entwicklung allergischer Reaktionen auf Asparaginase zu geben. Selten wird
eine schwere allergische Reaktion auch bereits auf die erste Dosis PEG-ASP
beobachtet. Auch unsere Daten belegen diese Beobachtung: bei 4 von 34
Patienten trat eine sichere allergische Reaktion auf die erste PEG-ASP Dosis auf.
Eine mogliche Ursache kdnnte eine vorherige Exposition mit Polyethylenglykol
sein. Diese Substanz wird in der Industrie zur Herstellung von Cremes und
Suppositorien eingesetzt, aber auch als Wirkstofftrager von Tabletten und
Dragees findet sie Verwendung (Garay, 2012). Nach den aktuellen Empfehlungen
sollten alle Patienten zur Detektion einer stillen Inaktivierung in ein Monitoring der
Asparaginase-Aktivitat eingeschlossen werden (Kloos, 2020).

Weitere Limitationen dieser Arbeit waren eine kleine Patientenanzahl und eine
zum Teil geringe Probenanzahl zu den einzelnen Messzeitpunkten, da nicht immer
nach dem Auftreten einer allergischen Reaktion die regelmafdige Blutentnahme in
Woche 1 bis Woche 4 durchgefuhrt wurde. Die Beurteilung des Verlaufs der
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Asparagindepletion nach Auftreten einer allergischen Reaktion sowohl auf C-ASP
als auch auf PEG-ASP war somit aufgrund der meist ab Woche 3 abnehmenden
Probenanzahl begrenzt.
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8 Zusammenfassung

Die Asparaginase ist seit Jahrzehnten ein fester Bestandteil in der
Polychemotherapie der akuten lymphatischen Leukéamie des Kindesalters. Die
hohe Rate an allergischen Reaktionen auf dieses Medikament limitiert seinen
Einsatz jedoch bei einer grof3en Zahl an Patienten.

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch den Einsatz von PEG-ASP ab
der 3. Asparaginase-Gabe die Haufigkeit der allergischen Reaktionen nicht
reduziert werden konnte. Es konnte gezeigt werden, dass am haufigsten wahrend
der 2. Gabe von C-ASP allergische Reaktionen auftraten. Aus diesem Grund
wurde in der Folgestudie COALL 08-09 bereits ab der ersten Asparaginase-Dosis
die pegylierte Asparaginase eingesetzt.

Bei der Auswertung der klinischen Eigenschaften der allergischen Reaktionen
zeigte sich, dass bei der C-ASP und Erwinase haufig schwere klinische Symptome
wie Dyspnoe oder ein Quincke-Odem, bei der PEG-ASP dagegen eher mildere
Symptome wie ein Exanthem/Erythem oder Juckreiz auftraten. Bei der Erwinase
wurde dariiber hinaus wiederholt Ubelkeit und Erbrechen aufgefiihrt. Diese
Symptome kénnen jedoch auch auf die erhdhte Glutaminase-Aktivitat und den
damit verbundenen Anstieg an Glutamin im Serum zuriickgefuhrt werden.

Die Zeitdauer der Depletion von Asparagin war zum Zeitpunkt der Datenerhebung
im Rahmen dieser Promotion der bedeutendste Parameter, um die Wirksamkeit
der Asparaginase zu Uberprifen. Jedoch fehlten systematische Analysen zur
Depletionsdauer im Rahmen der COALL-Therapie.

Ergebnis der Asparagindepletionsmessungen nach allergischer Reaktion auf C-
ASP war, dass bei den Patienten mit einer fraglichen allergischen Reaktion eine
Asparagindepletion Gber mehrere Wochen vorlag, im Gegensatz zu den Patienten
mit einer sicheren allergischen Reaktion auf C-ASP. Hingegen zeigte sich nach
allergischer Reaktion auf PEG-ASP kein Unterschied zwischen Patienten mit einer
fraglichen und Patienten mit einer sicheren allergischen Reaktion. Bei allen
Patienten lag bereits nach einer Woche wieder ein nachweisbarer
Asparaginspiegel vor, bei allerdings insgesamt geringer Anzahl an
Asparaginspiegelmessungen. War eine Allergie auf C-ASP/ PEG-ASP
aufgetreten, konnte durch die Umstellung der Therapie auf Erwinase bei allen
Patienten eine komplette Asparagindepletion von einer Woche erreicht werden.

In den letzten Jahren wurde die grol3e Bedeutung des therapeutischen Drug
Monitorings zur Differenzierung der Hypersensitivitatsreaktionen,
therapieassoziierten Nebenwirkungen und der Erkennung der stillen Inaktivierung
auch von anderen Studiengruppen bestatigt (van der Sluis, 2016), (Kloos, 2020)
und wurde in mehreren europaischen Studienprotokollen mittlerweile eingefihrt.
Auch wenn immuntherapeutische Therapiemdglichkeiten zunehmend eine Rolle
spielen, ist die Asparaginase-Therapie weiterhin essenzieller Bestandteil der
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weltweiten Therapieprotokolle in der Erstlinienbehandlung der akuten
lymphoblastischen Leukdmie im Kindes- und Erwachsenenalter. Ein Einsatz der
Asparaginase mit hoher therapeutischer Wirkung ist damit ebenso wichtig wie die
Vermeidung allergischer Reaktionen.

8.1 Summary

Asparaginase has been an integral part of polychemotherapy for childhood acute
lymphoblastic leukemia for decades. However, the high rate of hypersensitivity
reactions to this drug limits its use in a large number of patients.

This work demonstrated that the use of PEG-ASP starting with the 3rd
asparaginase administration did not reduce the frequency of allergic reactions. It
was shown that allergic reactions occurred most frequently during the 2nd
administration of C-ASP. For this reason, pegylated asparaginase was used from
the first asparaginase dose in the follow-up study COALL 08-09.

Evaluation of the clinical features of the allergic reactions showed that C-ASP and
Erwinase frequently caused severe clinical symptoms such as dyspnea or
Quincke's edema, whereas PEG-ASP tended to cause milder symptoms such as
exanthema/erythema or pruritus. In addition, nausea and vomiting were repeatedly
listed for Erwinase. However, these symptoms may also be attributed to the
increased glutaminase-activity and the associated increase in serum glutamine.

The duration of depletion of asparagine was the most significant parameter to
assess the efficacy of asparaginase at the time of data collection in this thesis.
However, systematic analyses of depletion duration in the context of COALL
therapy were lacking.

The result of asparagine depletion measurements after allergic reaction to C-ASP
was that patients with a questionable allergic reaction had asparagine depletion for
several weeks, in contrast to patients with a definite allergic reaction to C-ASP. In
contrast, after allergic reaction to PEG-ASP, there was no difference between
patients with a questionable and patients with a definite allergic reaction. In all
patients, detectable asparagine levels were again present after one week, but the
overall number of asparagine level measurements was low. If an allergy to C-ASP/
PEG-ASP had occurred, a complete asparagine depletion of one week could be
achieved in all patients by changing the therapy to Erwinase.

In recent years, the great importance of therapeutic drug monitoring to differentiate
hypersensitivity reactions, therapy-associated side effects, and detection of silent
inactivation has also been confirmed by other study groups (van der Sluis, 2016),
(Kloos, 2020) and has now been introduced in several European study protocols.
Although immunotherapeutic therapeutic options are playing an increasing role,
asparaginase therapy remains an essential component of global therapeutic
protocols in the first-line treatment of childhood and adult acute lymphoblastic

64



Zusammenfassung

leukemia. Thus, the use of asparaginase with a high therapeutic effect is as
important as the avoidance of hypersensitivity reactions.
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| Anhang 5.1
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Gutjahr
j i Kinderklinik 55101 Mainz -2112 (Amb)
! FAX (06131)17-6686
Dr. W. Miillt;sr Krankenhaus Neuwerk Diinner Str. 214-216 TEL (02161)668-2481(Stat)
Frau Dr. I. | Klinik f. Kinder- und Jugendmedizin 41066 Minchengladbach =2451 (Sekr)
Althaus i
' FAX (02161)668-2348
Prof. Dr. R.| Stadtisches Krankenhaus Harlaching Sanatoriumsplatz 2 TEL (089)6210-2720 (Sekr)
Roos |
Frau Dr. Papoucek  |Abt. f. Kinder- und Jugendmedizin 81545 Minchen -2729 (Stat)
FAX (089)6210-2692
Frau Dr.O.ﬁiU. Klinikum der Universitat Lindwurmstr. 4 TEL (089)5160-2843 (Stat)
Graubner |
Frau Dr. OA 1. Dr. von Haunersches Kinderspital 80337 Miinchen -4488 (Amb)
Schmidt FAX (089)5160-4719
Prof. Dr. J. Wolff Klinik St. Hedwig Steinmetzstr. 1-3 TEL (0941)369-540 (Amb)
OA Dr. O. Peters Klinik f. Kinder- und Jugendmedizin 93049 Regensburg FAX (0941)369-5494
OA Dr. Bern?n Dr.-Horst-Schmidt-Kliniken Ludwig-Erhard-Str. 100 TEL (0611)43-2564 (Stat)
Klinik f. Kinder- und Jugendmedizin 65199 Wiesbaden -2563 (Stat)
i FAX (0611)43-2557
Frau Dr. Dohrn Helios Klinikum Heusnerstr. 40 TEL (0202)896-2444
Zentrum f. Kinder- und Jugendmedizin 42283 Wuppertal FAX (0202)896-2519

Kinderonkologie

XX




Anhang

COALL 08-09 v. 20.04.2010 Anhang 5 197
Anhang 5.1
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OA Dr. N. Jorch Ev. Krankenhaus Bielefeld GmbH Grenzweg 10 TEL (0521)144-2728 (Stat)
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TEL (040) 74105-2580
-3796(Amb)

FAX (040)74105-8101
TEL (02151)322-375
FAX (02151)322-391
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FAX (0611)43-2557
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B. Protokollblatter

COALL 07-03 Studie

COALL-07-03 LOW-RISK-PROTOKOLL - ‘LR-Standard’

Patient:

PVA-Score:

Klinik:

Unterschrift Arzt:

Toxizitdtsdokumentation:

Bitte pro Block eintragen
WHO-Krtierien: siehe Anhang 4.2

FN = Fieber bei Neutropenie™

BN = Bakleriamie bei Neutropenie*
BO = Bakleriamie ohne Neutropenie®
PIN = Pilzerkrankung bei Neutropenie*
PiO = Pil ohne i
Men = Meningitis

VZV = Varizella-Zoster-Virusinfektion
HSV = Herpes-Simplex-Virusinfektion
SV = andere, schwere Virusinfektion

P

Rando | VCR 15 malm? MTX-mHD | MTX-mHD | HIDAC 4x3g/m? | MTX-mHD | ]
Tgim? || 1g/m? 1 g/m? [
ADR k ‘
IR [
DNR | DNR 36 mg/m? | VM26
| ‘ 165 mg/m? ] |
T i | |
| e | |
f A i300 mg/m?| ) | = |
| | c-Asp | C-ASP PEG-;\SSP |
l 45000 IE/m? | | 45000 IE/m? 2500 [E/m?

H } ' | |
| MTX 1.th. MTX1th. | MTXith. } MTX Lth. | MTX i.th. [
| | | {

: | N N A N M | |
[ PRED 60 mg/md [6-MmP | [6TG| [ 6-MP 50 mg/mu/d |
| {100 mywn {100 moymie R A
KM KM KM KM
L | 1 | | ! | | 1 | 1 | FIFON EVFPDWE
7 1 8 15 22 29 36 43 50 57 64 71 78 85 92 99 106 113 120
Datum: Tage
M MM | M ; ] '
| | | | | .r
] ERERE | 1 | |
Grenzwerte flr Therapie: 1.8 1.8 20 1.8 2.0 Inl Leukozyten
80 80 80 80 80 /nl Thrombozyten

/

LI = Lokale Infektion

-Pneumonie

-Abszell

-Phlegmone

=Inf. ??ame!er-Einlrihslelle

HO Grad 3+4)
Enzaphalo&e:!a ie (WHO Grad 3+4)
cerebraler Krampfanfall (WHO Grad 3+4)
Pankreatitis (WHO Grad 3+4)
Niereninsuffizienz (WHO Grad 3+4)
Kardiomyopathie (WHO Grad 3+4)
schwere Stomatitis ﬁVHO Grad 3+4)
(Wg) ?rad 3+4)

ASP-Allergie

GPT > 500 UN

VOD (WHO Grad 3+4)

asept. Knochennekrosen (WHO Grad 3+4)
Thrombose/Infarkt

insulinpflichtiger Diabetes mellitus

% ile < 0.5/nl oder,
falls keine Differenzierung vorliegt,
Leuko < 1/nl

COALL-07-03 LOW-RISK-PROTOKOLL - ‘LR-Standard’ - Reinduktion

3, 6 u. 9 Monate nach Abschluf

VCR 1.5 mg/m* der Reinduktion 1 i.th. MTX-Gabe:

¥
=] 101

ARA-C 90 mg/m? DT Monat

4
W, ‘ l
PEG-ASP 2500 IE/m* | * ‘ l L | ewero

5
| ! | -
MTX ith ‘ \ MTX i.th.
| h.

DEXA 10 mg/m#diﬁf' ] "’s?r 100 mglm'/di i

tgl. / MTX p.o. 1x/Woche
bis Woche 104
Leukozyten 2.0 - 3.0/nl

(KM)
I P | B e e e SRSV E —t =
1 8 16 22 29 Tage
Datum:

] U L |

Grenzwerte fur Therapie:

1.0
%’8 80

2.0 /nl Leukozyten
80 /nl Thrombozyten

Patient:

PVA-Score:

Klinik:

Unterschrift Arzt:

Toxizitdtsdokumentation:

Bitte pro Block eintragen
WHO-Kriterien: siehe Anhang 4.2

Fieber bei Neutropenie®
BN = Bakteriamie bei Neutropenie®
BO = Bakteridmie ohne Neutropenie®
PIN = Pil bei Neutropenie*
PIO = Pilzerkrankung ohne N P
Men = Meningitis ) X
VZV = Varizella-Zoster-Virusinfektion
HSV = Herpes-Simplex-Virusinfektion
SV = andere, schwere Virusinfektion
LI = Lokale Infektion

-Pneumonie

-Abszel

-Phlegmone .
-Inf.?alheler—Ein!nnslelle

ASP-Allergie (WHO Grad 3+4)
Enzapnaurgpam}swno Grad 3+4)

FN

cerebraler Kram| an(nlld(\glll()) Grad 3+4)
Pankreatitis (WHO Grad 3+
Niereninsuffizienz (WHO Grad 3+4)
Kardiomyopathie (WHO Grad 3+4)
schwere Stomalitis (WHO Grad 3+4)

GPT > 500 U/l (WHO Grad 3+4)

VOD (WHO Grad 3+4)

asept. Knochennekrosen (WHO Grad 3+4)
Thrombose/Infarkt )
insulinpfiichtiger Diabetes mellitus

* Neutrophile < 0.5/nl oder,

falle kaine Nifferanzieninn varliant

XXl
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COALL-07-03 LOW-RISK-PROTOKOLL -

}

VCR 1.6 mg/m*

ADR 30 mg/m*

*
PEG-ASP 2500 |E/m*

2

CPM 900 mg/m*

ARA-C 80 mg/m*

H

I

DT Monat

‘LLR-Reduziert’ -

3, 6 u. & Monate nach Abschlut
der Reinduktion 1 Lth.MTX-Gabe:

I

6-MP p.o. 1g!. / MTX p.o. 1x/Woche

s Woche 104
i Leukozyten 2.0 - 3.0/n!
MTX Lth. MTX i.th. MTXi.th.
DEXA 10 mg/m?/d 6-TG 100 mg/m?/d
(KM)

L L ! L ] 1

1 8 18 22 28 Tage

Datum:

Grenzwerie fir Therapie
2.0 1.8 2.0 /nl Leukozyten
80 80 80 Inl Thrombozyten
» der Asp Woche 1-5

COALL-07-03 HIGH-RISK-PROTOKOLL -

Reinduktion

Patient:

PVA-Score:
Klinik:

Unterschrift Arzt:

Toxizititsdokumentation:
Bitte Biock alnflape
WHI : slehe Anhang 4.2

FN = Fiebor bei Neutropenie”

BN < Bakieriamie bel Neutropenie®
BO = Bakisridmie ohne Neutropanie®
PIN = Pilzerkrankung bei Neutropanle™

Pi0 = g ohne
Ilen Manlnﬁ

= Varizella-Zoster-Virusinfektion
nsv Herpes-Simplex-Virusinfektion

Rando| VCR 1.5 mg/m* CYC $00 mg/m? -|-MTX-mHD-1.g/m? HIDAC 4x3 gim?
Vo
v
DNR| DNR 36 mg/m? MTX-mHD 1 g/m? VM26 165 mg/m?
KEINE ZNS-RT bei:
e SRR
PRO-B-ALL +
ARA-C 300 mg/m* WBC < 100/nl +
WEC 100 - 200/nl
l ‘ + Tag 8 der Vorphase
< 1/nl Blasten
C-ASP 45000 E/m? PEG-ASP 2500 E/m?
N T-ALL + WBC < 50/ni
MTX
ith, MTXith. MTXith. [MTXith. MTXith, MTX i.th.
PRED 60 mg/m?/d 6-MP 6-TG 6-MP 50 mg/m?/d
1100 gt | ] 1100 mphmid|
KM KM KM K
1 1 1 ] 1 1 { I ) 1 1 I 1 1 | 1 { \M) Il 1 1 I | I I
7 1 8 15 22 20 3 43 50 57 64 71 78 B85 92 89 106 113 120 127 134 141 148 155

UDDDUD i

Grenzwerte fiir Theraple:

Tage

/

2.0 /nl Leukozyten
80 /nl Thmmbﬁen

SV = andere, schwere Virusinfekiion
LI = Lokale infektion

-Pneumoma

-Abszel

‘Plll
ﬂmeter Eintrittsiafle

ASP-Allergie 0 Grad M)
Enzephalo, 0 Gred 3+4)
cerebraler (WHD Gmd 3+4)
Panireatits (WHO +2)

T
ral

Ka iomyopa le (WH e 30)

GF'TB- SDD UA (Wh Gmd 3+4)

VOD (WHO Grad 3+4)

aspl. nnekrosen (WHO Grad 3+4)

insufinpfiichtiger Diabetes mallitus

hile < 0.5/ni oder,
na Dlﬁeranzisrung vorfiegt,

* Neu
falls
Leuko <

‘HR-Standard’ und ‘LR-Intensiviert’

Patient:

PVA-Score:

Toxizitétsdokumentation:
Bitte pro Block eintragen

FN = Fleber bal Nsutroperda‘ .
Eg = Bakteriamie nhne Neutrope!

PIN = nkung be Neulropenla‘
PiO =

Me = Meningitls

Varizaﬂ -Zoster-Virusinfektion
Hsv He&pebsfmplex -Virusinfektion
ere, schwere Virusinfektion
U = Lokale Infektion
-Pneumonie
-Abszell

APhI
-Inf. Blga'.hetur-Elrltrmsmlle»

Thrumboseﬂnfum
Enzo

cerebraler mpfan
Insulinpfilchtiger Diabetas mallitus
Pankroatitis

Niereni

derA

f Woche 1-5

* Neu lle < 0.5/nl oder,
hlls keine Differenzierung vorilegt,
Leuko < 1/nl

XX
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COALL-07-03 HIGH-RISK-

PROTOKOLL
Reinduktion

VCR 1.5 mg/m?

ADR 30 mg/m?

L

‘

MTX Lth. *2

T

PEG-ASP 2500 |IE/m*

VCR 1.5 mg/m?

ADR 30 mg/m?

I

*
PEG-ASP 2500 |IE/m?

4

MTX ith. *2

R

ARA-C 90 mg/m?

HH

DEXA 10 mg/m#/d

DEXA 10 mg/m?/d 6-TG
100 m

100 mg/m*

Nicht bestrahite Patlenten:
3, 6 u. 9 Monale nach Abschiuf

der Relnduktion 1 1.th.MTX-Gabe:

U

DT Monat 3

6-MP p.o. &J { MTX p.o. 1x/Wache
s Woche 104
Leukozyten 2.0 - 3.0/l

(kM)
1

64 Tage

2.0 /nl Leukozyten
80 /nl Thrombozyten

1 8 15 22 29 50
] D U U
Grenzwerte fiir Therapie: 8
.| 1.0 20 1.0 .
283 80 80 80 80
A der Asparag. {Woche 1-5 - *2Kaine i.th. MTX-Gaben bel bestrahlten Patienten!

COALL-07-03 HIGH-RISK-PROTOKOLL -

VCR1.5mgim*
V.

ADR 30 mg/m?*

¥

| PEG-ASP 2500 E/m*

| v
| MTXi.th.**

t

DEXA
10 mg/m¥/d

VCR 1.6 mg/m*

ADR 30 mg/m? *

¥

+

MTX i.th. **

T

DEXA
10 mg/m/d |

1 8 15
Datum

-

Grenzwerte fur Therapie:
2.0 1.0

80 80

* Nach Auswertung Rando. Votphass + Aquivalenz ab 2005 Randomisierung ADR vs DNR

2 g

g der Asparagir

| Woche 1-6 -

ARA-C 90 mg/m*

PEG-ASP 2500 E/m* *2 ivu

S

6TG
100 mg/m?]

(KM)

Nicht bestrahlte Patienten:

3, 6 u. 9 Monate nach Abschluf®
der Reinduktion 1 i.th.MTX-Gabe:

Mo
i:

DTMonat 3 6  §©

‘ 6-MP p.o. lgl / MTX p.o. 1x/Woche
[ Woche 104
‘ Lsukozylen 2.0-3.0/nl

64 Tage

B

2.0 /nl Leukozyten
80 /nl Thrombozyten

*3 Keine i.th. MTX-Gaben bei bestrahlten Patienten!

- ‘HR-Standard’ und ‘LR-Intensiviert’

Patient:

PVA-Score:

Klinik:

Unterschrift Arzt:

Toxizititsdokumentation:

Bitta Block eintragen
WHD-Kntspm rien: slehe Anhang 4.2

FN = Fieber bel Neutropenie®

BN = Bakleriamie bai Neutropenie®
BO = Bakteriamie chne Neutrapenie®
PIN = bel

l’iO ohne

vzv=\lu gﬂmhr\llru;lmm
HSV = He implex-Virusinfektion
SV = andere, schwera Virusinfektion
LI = Lokale infektion

-Pneumonie

-Abszel

-Phl?.mano -
-Inf. Katheter-Eintritistelle

GSP-A#u{gﬁVHO Gmd 3 )
nzephal
uembgaler ?g\m i (W'HO Grad 3+4)
e '"‘“”‘”ﬁ’“&t‘é’é%’%"ﬁ’:f
8

schwere Stomatitis O Grad 3+4)
GPT > 500 UAl (WHO Grad 3+4)
VOD (WHO Grad 3+3)

t. Knochennekrose (WHO Grad 3+4)

bose/Infarkt
lmullnpﬂlwﬂgsr Diabetes mellitus
- Neul!orhlh < 0.5/nl oder,

Diﬁemnz!emng vortiegt,
Leuko < 1/nl

‘HR-Reduziert’-Reinduktion

Patient:

PVA-Score:

Toxizitditsdokumentation:
Bitte pro Block eintragen

Fieber bel Neutropenie*
Bakteriamie bei Neutropenie*
BO = Bakteriamie ohne Neutropenie”
Pllzerkrankung bel Neutropenie*

ing ohne Net
Memngms
vzv = Varizella-Zoster-Virusinfektion
HSV = Herpes-Simplex-Virusinfektion
sV = andere, schwere Virusinfektion
LI = Lokale Infektion
-Pneumonie
-Abszel
-Ph!e'&
-Inf. theter-Einmnslelle

£3
0
|| (]

Thrombose/Infarkt
Enzephalopathie
cerebraler Krampfanfall
insulinpflichtiger Diabetes mellitus
Pankreatitis
Niereninsuffizienz
Kardiomyopathie

schwere Stomatitis WHO Grad 3+4
GPT > 500 U/
VOD

* Neutrophile < 0.5/nl oder,
falls keine Differenzierung vorliegt,
Leuko < 1/nl

XXIV



Anhang

T-ALL: MRD Tag 15 + 28 <10’

COALL-07-03 HIGH-RISK-PROTOKOLL - HR-Reduziert’ |B-Precursor: MRD Tag 15+ 28 negativ
[Rando| VCR 1.5 mg/m? CYC 900 mgfm* | MTX-mHD 1 g/m* | HIDAC 4x3 g/m? o ; =T Patient:
ADR h ‘ F Z"héSGRTvT
Y
ONR| ONR 36 mg/m? MTX-mHD 1 g/m* | VM26 165 mg/m? ‘"' - Hedsc llv 2hde | KEINE ZNS- RT bei PVA-Score:
i s
A T CReas
| AL
| | rencsmnam b
| - 200/l
‘ ¢ + Tag 8 der Vorphase
4 < 1/nl Blasten

C-ASP 45000 E/m*

MTXi.th.

P |
100 mpmié

KM (KM)
" aaaal .

43 50

ATOn
s

Grenzwerte fur Therapie:

COALL 08-09 Studie

COALL 08-09 LOW-RISK-PROTOKOLL -

lg‘\ (EN

MTX i.th.

o

6-MP
100 momd

mTxith. 180

1

PEGLASP 2500 Elm?

676 |
100 mphmid

99

78 85 92 120

‘LR-Reduziert’

127

2.
80 /nl Thrombozyten

T-ALL + WBC < 50/nl 1

MTX i.th.

t1t

6-1 MP 50 mg/m’ld

Toxizitdtsdokumentation:
Bitte pro Block eintragen

134 141 148 166 Fieber bei Neutropenie*
Bakteridmie bei Neutropenie*
= Bakteriamie ohne Neutropenie*
Pilzerkrankung bei Neutropenie™
Pilzerkrankung ohne Neutropenie®
Meningitis
Varizella-Zoster-Virusinfektion
Herpes-Simplex-Virusinfektion
andere, schwere Virusinfektion
Lokale Infektion

-Pneumonie

Abszelk

~Phleg

-Inf. Kamelsr Eintrittstelle

Tage

W

0 /nl Leukozyten

Thrombose/Infarkt
Enzephalopathie
cerebraler Krampfanfall
| insulinpfiichtiger Diabetes mellitus
ankreatilis
Nlerenlnsuﬂ'zlenz
Kardiomyop
schwere Slcmatms WHO Grad 3+4
‘ GPT>500 U

* Neutrophile < 0.5/nl oder,
falls keine Differenzierung voriiegt,
Leuko < 1/nl

VCR 1.! Bmg"m’

v v

DNR 33mgkn'

i

u HIDAC 4 x 3 g/m*

MTX-mHD
1gim*

MTX Lth.

=

PEG-ASP
00 IE/m*

MTX-mHD MTX-mHD
& 19/m* L 1gm*
VP16

185 mg/m?|

{

ARA-C

Patient:

Klinik:

Unterschrift Arzt:

010Z°¥0°02 ‘A 60-80 TIVOD

PRED 60 mg/m¥/d

mllanhL-ulmzyhn n

g Bueyuy

DEMSM
Grad 344)

sm(mow 3+4)

Grad
mvtﬂ Kmd!;ﬂ:uwm (WHO Grad 3+4)
Insulinpfiichiger Diabetes mellitus

" o D.Hnlndm'm
Differenzierung vorllegt,
LchllnI

"9 bueyuy

S0z
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Anhang

COALL 08-09 LOW-RISK-PROTOKOLL

3, 6 u. 9 Monate nach Abschiul
VCR 1.5 mg/m* der Relnduktion 1 Lth.MTX-Gabe:
Monat 3 ] []
*
PEG-ASP 2500 IE/m? B-MP p.o. tgl. / MTX p.o. 1x/Woche
Wocha 104
J- Leukozyten 2.0 - 3.0/n!

TM'“‘ L. MTX Lth.

i DEXA 10 mg/m?/d |

L | 1

1 8 16 Tage

Datum:

Grenzwerte fir Theraple:
20 1.0
80 80

- ‘LR-Reduziert’ -

Patient:

Unterschrift Arzt:

Reinduktion

ey
1 (GTC Gma 344)
sw:aoomlmm:ﬂ}
VoD 3+4)
ﬁ'npt (CTC Grad 3+4)
Insullnpfichtiger Diabetes mellitus
‘Mpcose,
* Messung der Asparaginspiegel Woche 2-4, bel ASP Depletion < 3 Wochen Erwinase 2/ <1M!
COALL 08-09 LOW-RISK-PROTOKOLL - ‘LR-Standard’
‘WRl 5nw1|- * ummusw M%x#n LM:xy-m"sm #M?gm-m Patient:
ONR | onR 38 mome 2200 e VP
T A | e Klinik:
@itml.ﬁ.
e ARA-C Unterschrift Arzt:
Clofarabin 300 mgim?
5 x 40 mg/m* G-AS
v mastm | 4 fEshse,
PEG-ASP L
izsoouE.lm’
MTX
Ii‘h. TMTXW" Tmuh Tm-x.,m MTX Lth, f‘rmlmf
2 wem| [ ewPsamoma | | Toxizititadokumentation:
KM KM KM KM mm 4.1
L 1 1 1 1 L 1 1 ] 1 | 1 1 1 | 1 | 1
7 38 43 S0 57 64 71 78 BS 89 13 120 |en = Flobar bol Noutroporio®
Datum: Tage EE-J’a:mmE&%mm.-
PIN = Pilzerkrankung bel Neutropenis*
UUDUUD I ]U U Lo e
VZV = Varizel rusinfektion
HBV S H Implax-Virusinfsktion
av :ln w'wn:r\mnlnfemn
Granzwerte f0r Theraple: 18 ,g !.g 13.3 ihl Lnulcozyum / M"Wmﬁﬂ o
e Elntttatolo
ASMIernln é.‘
m-hwé‘l ICTC Grad )
mméwﬂ“““’
Nlﬁunlrunﬁ.lhm HO Grad 344)

Thrombosa/Infarkt

GPT:mun(cTé Grad 3+4)
VOD (CTC Grad 3+4)

Grad 3+4)
Grad 3+4)

(CTC Grud 3+4)

Insulinpflichtiger Diabetes meliitus

'lnlh Keln nu‘rgc'g&m g vorliogt,
Ine
Leuko < 1/ni "

Z°9 bueyuy
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Anhang

COALL 08-09 LOW-RISK-PROTOKOLL -

VCR 1.5 mg/m®

ADR 30 v8 DNR 38 mg/m*

+ {

+

MTX Lth.

de
PEG-ASP 2500 [E/m*

CPM 800 mg/m*

‘LR-Standard’ -

3,6u8
derhlnduklon1 Lth. MTX-Gabe:

i

nach Abschiul

Reinduktion

Patient:

Unterschrift Arzt:

&-MP p.o. tgl. | MTX p.o. 1xWoche
Woche 104

Leuknzyten 2.0 - 3.0/nl

l DEXA 10 mg/m?/d

100

PEG-ASP 2500 [E!m’

20
80

(KM)
L 1 1 1 1
1 8 15 22 20 Toge
Datum: D
Grenzwerts fir Therapls:
1.0 18 2.0 /fnlLeukozyten
80 80 80 /n Thrombozytan

Messung der Asparaginspiegel Woche 2-4, bei ASP Depletion <3 Wochen Erwinase
*k
Messung der Asparaginspiegel vor jeder Gabe, bei ASP Depletion < 3 Wochen Erwinase

COALL 08-09 HIGH-RISK-PROTOKOLL -

‘LR-Intensiviert’

VCR 1.5 mg/m* CPM 900 mg/m* MTX-mHD 1 gim® m:mc 4 x 3 g/m]
DNR | DNR 36 mg/m? MTX-mHD 1 g/m? VP16 185 mg/m? -KEINE‘ S-RT &“
WBC < zowm
ARA-C 300 mg/m*
® PEG-ASP

Pfs—nspzsio IE/m* -
MTX
?‘- MTX lth. MTXIth.| MTXLth. MTXLth, T"“T' "1:"'"

6-1G 6-MP|
KM KM KM : KM

1 1 L 1 1 1 L 1 1 ] 1 1 1 | 1 1 1 I 1 1 L 1 1 1
7 1 B8 15 22 20 3B 43 60 67 64 71 T8 B85 92 69 108 113 120 127 134 141 148 156
1T :l D D D "

X 1.8 18 18
Grenzwerte filr Theraple: 2.0 1'3 80 80 26(?

2.0 /ni Leukozyten
80 /nl Thrombozyten /

Tox| [OKUM®! ion:

Bitts Block eintregen
CTC horion: stas Anhang 4.1

FN = Flaber bel

BN Bammly‘b‘gmonb’

E& ; Eﬂz-mmm .
'ohne Neutropenle®

en = Vet~ v

usvwm lax-Virusinfektion
I.l = mle'lnfeltllm

Mﬁw!h < 0.5/nl odar,
ine Dlﬂnmnzlenmg ogl,

Patient:

Klinik:

Unterschrift Arzt:

Toxizititsdokumentation:
TR roron: shona Awang 4.1

= Flaber bet Na: nle*
= Baktarimie bel utmpenla‘
 Bakteriimio ohne Neutropenie®
Pllzsmnh.mn bel Neutropenie®
Pilzerkrankung ohne Neutropenie®
Hun = = Man 8

HBV“ msmmm
Virusinfektion

FN
BN

* Mogsung dor Asparaginsplegel Woche T - &

falls kelr Dlllunmzle voriegt,
Ine u
Leuko < 1inl "

£°0 buequy

602
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Anhang

COALL 08-09 HIGH-RISK-PROTOKOLL

- ‘LR-Intensiviert’ Reinduktion

VCR 1.6 mg/m* VCR 1.5 CPM BOO mg/m*
i | )
® ADR 30 vs& DNR38 mg/m*

v

PEG-ASP 2500 IE/m*

+

MTX Lth. ™

t

L

*
PEG-ASP 2500 I[E/m*

4

MTX Lth, **

t

ARA-C 80 mg/m*

W W

MTX Lth. ™

T

3,8 i Patient:
dor R ] LM B

000 e
Uﬂﬂmmw

|nm1ommm‘ Insxammgmml

8-TG
|1W|m’m‘|

6-TG
100 mg/m*

Toxizitiitedokumentation:
m:mmmu

1
43

i

15

|

= Flaber bol Ne lo*

|
(m%&m sﬂc Gmd I+)
Nmrllmlm crcg:ﬂsnal)
schwere g c‘pém Grad 344)
Grad 3+4)

hm (CTC Grad 3+4)
Insullnpflichtiger Diabetes mellitus

ng der Asparaginspiegel Woche 2-4, bel ASP Depletion < 3 wochen Erwinase -

- Kelne I th. MTX-Gaben bei bestrahiten Patienten!

‘ummuseeo.sw oder,
falls keine Differenzierung vorilegt,
Leuko < ¥/n "

COALL 08-09 HIGH-RISK-PROTOKOLL - B-Precursor ‘HR-Reduziert’

VCR 1.5 mg/m* HIDAC 4 x 3 g'm* | CPM 800 mg/m* MTX-mHD 1 g/m*

DNR | DNR 36 mg/m*

AR

MTX-mHD 1 g/m*

!

VP16 185 mg/m*

Vo

ARA-C 300 mg/m*

PEB—ASPZSI)IEMI‘

MTX ith. MTXIth.

PEG-ASP
2800 IE/m*.

5

MTXith. MTXLth.

HIDAC 4 x 3 g/m

H

PEG-ASP
2500 IE/m* *

Patient:

Klinik:,
Unterschrift Arzt:

MTX i.th.

1t

s

1 1 1

6-MP 50 mg/m¥d

1 1 1 1 1 1 |

1
7 85 98 108

100§

FN = .
gg uFIibﬂr“g:lNBmwanln

113 120 127 134 141 148 166
Tage

20 inl Lauknzylan
0 /nl Thrombozyte:

Grad 3+4)
o( Grad 3+4)
Stomatitis (CTC Grad 3+4)
GPTbI)I.Iﬂ [CTC Grad 3+44)
voD

(WHO

asepl. Knochennokroson (CTC Grad 3+4)
ﬂwmbu—rlufam © d
Insullnpfilchiiger Diabetes mellius

oder,

* Moessung der Asparaginapiegel Woche 24

Kelr mmnu‘
falls kelne worf
Leuko < 1/nl ogt

v'9 bueyuy

XXVIII
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Anhang

COALL 08-09 HIGH-RISK-PROTOKOLL - ‘HR-Reduziert’ - Reinduktion
VCR 1.5 mg/m* Gor RoinGuKIon 1 LIvMITS Gabe:
D D D Patient:
DT Monat
* Unterschrift Arzt:
PEG-ASP 2500 IE/m* 8-MP poo. tgl. | MTX p.o. 1x/Wocho
'lv Lwhumnzo S o

MTX L, > M L,

Toxizititsdokumentation:
D -

\ XA 10 mghert | Bt e

L 1 1 FN = Fieber bel Na:

p s 15 Tage BN = aa!m‘aminbnim -

Datum: mo = Whm"mmmmh
Msn = Meningitis
vZv = Va o “&w%mmm
wav = andere, schwere Vijusinfektion
Ll = Lokale Infaktion

-Pneumonie

Grenzwerte fiir Theraple: -Abszell

20 10 18 e Eintritatel

80 80 80 -ind. e

ASP-Nlorg!l (CTC Grad 3+4]
(CTC Grad

)
mhml Grad 3+4,
Pankmattis kreatitis (CTH Gradgc )

mhwmu&'m) Gmd 31-3,

o (1 tad 3
GPT » B00 Ul (CTC Grad 3+4)
upt nekrosen (CTC Grad 3+4)
Thromi farkt
Insulinpfiichtiger Diabetes mellitus
* Neutrophila < 0.5/n! oder,
falls kelne Dlﬂarenzlamnu vorllegt,
* Messung der Asparaginspiegel Woche 2-4, bei ASP Depletion < 3 Wochen Erwinase il
* keine i.th. MTX Gaben bei bestrahlten Patienten
COALL 08-09 HIGH-RISK-PROTOKOLL - T-ALL ‘HR-Reduziert’
VCR 1.5 mg/m* cPM HIDAC 4x3 g/m* | CPM MTX-mHD 1g/m* (HIDAC 4 x 3 g/m] Patient:
IO el B e
DNR 36 mg/m®
'L"‘"P‘ga"r’f-‘? ¥ WPy | vete tesmome Y KEINE ZN3-RT bel:
l l l l l l l T-ALL + WBC < 100/nI Klinik:
ARA-C 300 mg/m* Unterschrift Arzt:
PEG-ASP
2500 1Ee. | owg 1, ggu%-fgz,.
PEG-ASP J’ $
IMTX 2500 IE/m. S
ih! th.
1‘ fm‘ Lth MTX Lth. MTXLth.| MTXIth. MTXLth. T"‘T
lokumse :
PRED 60 mgimid &-MP 6-TG 6-Mp -MP 50 mg/md
G I
KM KM KM KM KM
1 Levaosl I TR N Lesnal Lo linnndd TTUUUVIS TOVUUT DUVUPIN HUUTN PSUUIN POV IOVPUI PUVVUIN IO DO EN = Fiaber bel Net jo*
7 1 8 15 22 20 3 43 50 57 64 71 78 85 92 09 108 113 120 127 134 141 148 166 |BN = hg;almﬂm
PN =
Tage | B 2 Pizericaniung bol Neurapenio:
Men = s
8V =g , schwere Virush
U = Lokale infektion
renzwerts for Theraple: 18 2.0 18 1.8 18 20 2.0 /nlLeukezytan “Praumanis
@ i 8 80 80 80 80 B0 ol Thrombosyten P
I e Einrtetola
ﬁ‘:em CTC G 344)
ler SET‘!): Grad 3+4)

8sept. Knochennekrosan (CTC Grad 3+4)
Insulinpfilchtiger Diabetes molitus
* N la < 0.5/nl oder,

* Messung der Asparaginsplogel Wocho 2-4

fal ing vorllegt
Lauko < 1/ni

XXIX
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Anhang

COALL 08-09 HIGH-RISK-PROTOKOLL - ‘HR-Reduziert’ - Reinduktion

9 Monate nach Abschiup
VCR 1.6 mg/m* dar Relmiuh'ﬂorl‘[lihm'x-sahﬂ
l D D D Patient:
* Unterschrift Arzt:
PEG-ASP 2500 IE/m* &Mppmmtmp.o 1xWoche
l Leukozyten 2.0 - 3.0/n!
i
ke
MTX Lth. MTX Lth.
dtsdo entation:
DEXA 10 mg/m*/d ]
[ SRR I ¢
L 1 1 FN = Fleber bel Neutropenle®
1 e 15 Tage a5 = on
PIN = Pllzar g bel I
Datum: PO = PﬂmWﬂumehnoNﬂu\mwﬁn'
Man = Merll
Yoy s e hllplnx Virusinfaktion
8 = 2 schwers Virulnfoldion
U = mlnx
Granzwerte fiir Theraple: ?hhmll
2.0 1.0 1.8 ",’a,"',h"“'m, Eln
80 8D 8D =Inf. trittatolle

ASP-Allergle (CTC Grad 3+4
ja (CTC Grad )

nambmlnr rﬂnﬂgi"l'litemd 3+)

nnmwl!klarz CTC Grad 3+4]
Kardio my;ﬂh O Grad 3+4)
schwere muai:clcemu )
GPT > 500 U/l (CTC Grad 3+4)
VoD Grad 3+4;
espt. nekrosen (CTC Grad 3+4)

insullnpfilehtigar Diabates mellitus
AT e,
* Messung der Asparaginspiege] Woche 2-4, bei ASP Depletion < 3 Wochen Erwinase Leuko < 1/n!

* keine i.th. MTX Gaben bei bestrahiten Patienten

COALL 08-09 HIGH-RISK-PROTOKOLL - B-Precursor ‘HR-Standard’

VER 1.5 mglm® HIDAC 4 x 3 g/m* | CPM 900 mg/m*® MTX-mHD 1 g/m* X Patient:
T A il e
DNR | DNR 36 mgim? um MDGmHD 1 gime | vP1e 1esmgme | I SNLFCT bk
L ¥ 1l [ gEail Kiinik:
WBC < nl
L i ARAC 300 mg/m? Unterschrift Arzt:
Clotarabin PEG-ASP
\Wsunmw pfmspzsmlw AoF.
2500 1Ehme.
MTX
Lth. i MTXIth. MTXLth| MTXith. MTXLth. MTX Lh.
MTX Lth.
t t ¢+ ¢ 1t 111
Toxizitéitsdokumentation:
. = 2 ] [
o ohment
KM 1 1 “I}‘ 1 'I(M 1 1 KI.A 1 ) 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 ] FN = Fiaber bel Nei
7 1 B 15 22 2 % 43 S0 57 64 71 78 & 62 9 108 13 120 127 134 141 148 165 |BN = BakowsmionoiN ol auraponior
Datum: Tage alg==mmmmmmm.-
R i—
H8V =
BV 2 e S DD
U = Lokale Infoktion
N 18 1.8 18 18 -Pneumanie
Grenzwerte fir Theraple: 2.0 80 8 80 80 %3 %‘(,)h{r!mulmzyhn ..;.5;"“"“'“
I Rar-Enttttells
e,
Bamirvatits (CT0 Grad 54} 4
#arﬂhm h(megﬁed?)
msﬁu& CTC Grad 3+4)
GPT > 600 U/ (CTC Grad 3+4) >
VOD (CTC Giad 3+4) =
Knochennekrosen (CTC Grad 344) |
Thrombosadinfarkt =
Insulnpflichtiger Diabetes malltus E]
. la < 0.5} oder,
d »
* Mossung der Aspersginsplogs! Woche 2-4 %ﬁ?"ﬂmw ]
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Anhang

COALL 08-09 HIGH-RISK-PROTOKOLL - B-Precursor* HR-Standard’ - Reinduktion
JW:R 1.5Fym' ircm.snlgrm- l CPM 800 mg/m® i &uunmmmsus Patient:
®A.DR Wmgmt  vs DNR 38 mg/m* ﬂ Klinik:
‘ l l ¢ ARA-C B0 mg/m* DT Monat 5 Unterschrift Arzt:
B8-MP p.o. tgl. / MTX p.o. 1xWoche
PEGASP2500 IS/ PEG-ASP 2500 IE/m* u'u u'u mxwﬂ-aw
MTX Lth. ** MTX Lth, ** D U PEG-ASP 2500 [E/m*
DEXA 10 mg/mid DEXA 10 mg/r#id 10 mohe Toxlzitétsdokumentation:
WAL R boron: e Anhang 4.1
L 1 1 1 1 1 1 1
1 8 15 2 29 38 5T 64 71 Tage a - ;Hnrlmnlw N
: B, - Satiwiirieoine oo,
:| |:| |:| U D |:| FiO = Pizorirankung onna h
Hvz-vu:nlml His
Esvz Horpoa-Simplex-Vinusitokton
o g TR o 10 18 18 20 niLeusozyton et
% 80 80
In! Thrombozyten -Phlﬁuu;'_a o
/ ,%h o
{grc G au)
Nmmmman:ggc
%nﬁrgw om ‘méc-rclmuau)
esapt. Knochannokrose (CTC Grad 3+4)
Thromboselinfarki
Inaulinpflehtiger Disbetas matus
* Messung der Aspara Woche 2-4, bel ASP Depletion < 3 Wochen Erwinase - .Mb mm vorliegt,
** Keine i.th. M'D(-Gaben%e hiten Patienten! Leuko < tint
COALL 08-09 HIGH-RISK-PROTOKOLL - T-ALL ‘HR-Standard’
VCR 1.5 mg/m* cem HIDAC 4 x3 gt | CPM MTX-mHD 1 gim*  |HIDAC 4 x 3 g/m} Patient:
Il N
DNR 38 mg/m?
*“:x"’"" 'u'l MTom | VP18 168 malm u KEINE ZNS-RT bel:
L R e || { TAL +wBG<toum | Klinik:
MTX Lth,
1‘ ARA-C 300 mg/m= Unterschrift Arzt:
gl -y e
PEG-ASP
M jactardl | 2500 IEJm.
- MTXLth, MRk MTX Lth.| MTXith. MTXith, MTX Lth.
t f r i tt
TG &MP i
O | e
KM KM KM KM KM KM
1 ] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ] FN = Flaber bel Ni nie*
7 1 8 15 22 20 36 43 60 6/ 64 71 78 BS 88 108 113 120 127 134 141 148 155 gn=mmmm
Datum Tage =||3| ::Mm ohno Nmﬂ.mplhl;-‘
H8V = He lax-Virusinfektion
s = , schwere Virusinfaktion
U = Lokals
Grenzwerts fir Theraple: 1.8 2.0 18 18 1.8 2.0 2 -Prsumonia
80 80 60 [

0  /nl Leukozyte!
S inl Thrombazyten /

-Abszofl
-Phlmmm

P-Alorgla mwm&ﬂ
)
el (CTC Grad 304)

thnlmﬂfllﬂem CTGGMM)
GudN)
g Grad 3+4)
GPT > 500 Jﬂ( Gmﬂaﬂ)
W%LKH MM(CTC@MSM
854 ochen
Thromboso/l )

Insulinpflichtiger Diabetes melitus

* Messunyg der Asparaginsplogel Woche 24

. Nuu::rhllu < 0.5/nl oder,
falls keine
Leuko < 1/nl
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Anhang

COALL 08-09 HIGH-RISK-PROTOKOLL - T-ALL‘ HR-Standard’

+

T

®ADR30mgim'

VCR 1.5 mg/m*

+

va

ifthSrrflm'

DNR 38 mg/m*

l CPM 800 mg/m*

!

ARA-C 80 mg/m*

Reinduktion

u. 8 Monats mmm
lhr Mmﬂ.l!cbn 1 Lth.MTX-Gabe: Patient:

” ” |:| Unterschrift Arzt:

DT Monat
* IP p.o. tgl. / MTX p.o. 1xWoche
PEG-ASP 2500 IEfm*  PEG-ASP 2500 IE/m* HH HH WP po gm-'?&
l l Leukozyten 2.0-3,0/n!
- - L
MTX L. TMT" Lth. ;‘T" 1h. I:ID PEG-ASP 2500 IE/m?
6-TG 6TG ™
|oExA1ownm| IDEXAme'm'Idl it - .
WH&&NIO!L siofhe Anheng 4.1
L 1 1 1 I 1 1 1 1
1 8 15 22 29 38 43 50 57 64 71 Tage = Flebe: "
% RS
PiO = Fuamnkugg ohne Noutroponio®
Man = m
m“ implax-Virusinfektion
a8y = schwere Virusinfektion
Dronzwort 3 Tharegie U = Lotle tricitien
1.8 g
v 80 S i ke “"‘"'

/

Insullnpfiichtiger Diabetas mellitus

. fa < 0.5/n oder,

- Mssaung

** Keine

derAaamglbeflegBl%de balASPDsploﬂon-:SWad:anEmhm -

o Differe

vorllegt,
l.euxa" lfl\l

COALL 08-09 HIGH-RISK-PROTOKOLL - B-Precursor ‘HR-Intensiviert’

t\n,n 15 Tml, mmlﬂﬁwmﬁiﬁl—w Patient:
w
DNR | DNR 38 J
mg/m® $m MTX-mHD 1 g/m* VP16 185 mg/m* .
‘ ‘ * ‘ ¢ l Klinik:
@{T MTX Lth. fm mlm Unterschrift Arzt:
Cloforabin G-AS|
\.uuu"‘“"'ﬂf"" PIE spzsiola\m’ 5500 1
PEG-ASP
IMTX 2500 IE/m*.
Lth. " MTXith. MTXLth| MTXith. MTXILth, MTX Lth.
T Tmm T
PRED €0 mg/m*/d 8-MP TG &-MP Toxlzitéitsdokumentation:
KM KM .
1 1 1 1 1 'I‘M 1 1 Kl“" 1 1 1 1 1 1 1 1 1 | 1 1 1 J FN = Flaber be) nio*
7 1 8 15 22 20 38 43 50 57 64 71 78 85 62 99 108 113 120 127 134 141 148 -] :gmmw,m,,.
PIN Pilrerkrankung bel
PIO ™ Pilzerkran
Men = kung ohna Neutropanie®
vav = Virusinfektion
v 2 Se
U = Lokale infektion
Grenzwerte fUr Thoraple: 20 153 18 18 18 2.0 “Abourcrie

3
ne
-inf. %—Emmrs

g..g P ri‘inl Leukozylan /

ASP-Aliargle Grad M&M
coarebralor @Mﬁ Gi%d 34)
Pankroatitls Grad g«! 24

rombose/
Insulinpfiichtiger Diabates mallius

* Measung der Asparaginsplegel Woche 24

”l:lohuwhﬂu < 0.5/nl odar,
Louko < 1/n}
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Anhang

COALL 08-09 HIGH-RISK-PROTOKOLL - B-Precursor '"HR-Intensiviert’ - Reinduktion
VCR 1.6 mgi?® veR 1.5 gims VCR 1.5 g/m* CPM 800 mg/m® 3, 6u. b Monmia hoch/bsathk.  Patient:
‘ l * ‘ * ‘ ¢ der Reinduktion 1 th.MTX-Gabe:
ADR 30 mg/m* ®Annmmgm vs8 DNR 38 mg/m*
i L ¢ ¢ ‘ Unterschrift Arzt:
reover SBREAT™
2500 1E/M" \WBG < 200+ ARA-C 80 mgim? DT Monat 3 8
l—MPpD. p.nwmd-
PEG-ASP 2500 IE/m* Pse-aspfsoo IE/m* "'u.u uu I“"'ﬂ"“;‘:f’.. 30l
MTX MTX l
IJF' ; N‘? IF TM‘I’XI.th." TMTXI.Ih." TMTxun," UHPEMP:EM e
pEh ] 8P 60 mgimua ”:m1umwhm1 Inmmwmni &1 |&15] Toxizititsdol .
Bitte pro Block
KM (M) CTC-Krthorfan: sloho 41
L 1 1 1 1 1 Il 1 1 1 1 1 1 1 1
148 185 162 167 1 8 15 22 29 3B 43 50 5 64 71 FN = Flaber bel N nie*
) Tage EN 2 Badarimio bol Neutropordar
Datum: ] = Piizekrankung bel Neutroponie®
PIO = Pummmm ohna Neutroponie®
D |:| D |:| D |:| |:| :| D |:| = 2
Yav=1 mplex-Virusinfeldion
8V = andaro, o Vinusinfsktion
‘Grenzwerts fir Theraple: “ -Pneumonie
2.0 20 20 20 10 20 10 1.8 1.8 2.0 inl Leukozyten -Abszell
80 B0 80 80 80 80 80 B0 80 80 /nl Thrombozyten mm-a »
s CTe o
corabraler {CTC G 3+4)
Pankrcatitis (CTC Grad 3+4)
e Gl
[CTC Grad 344)
GPT > 500 U/ { Grad 3+4)
(CTC Grad 3+4)
asapt Knochennekrosen (CTC Grad 344)
Insulinpflichiger Diabetes mellts

. llo < 0.6/l oder,
SSung der ragl nﬂwm< n nase “"“‘,‘,:ﬂ: d
** Keine I.th. ~Gaben bel bestrahiten Patienten! Hhuum ir :Mmm vorliegt,

COALL 08-09 HIGH-RISK-PROTOKOLL - T-ALL ‘HR-Intensiviert’

CPM .
lvcrii..nsrl.g'mal fmw HIDAC 4 x 3 g/ §00'mgimd, MTX-mHD 1 g/m* HIDAC 4 x 3 g/m] Amsa 100 mg /m* Patient:
DNR| DNR 36 mg/m* MTXmHD | VP18 165 mg/m* u VP 18 500 mg /m¥|
a .
3 Klinik:
Py v T uﬁ,&%,, . _
mg
fm'c wl"'g’"" L Unterschrift Arzt:
| PEG-ASP
PEG-ASP
T'E'"" 2500 IE/m**
MTX
) r|.|h. MTXLth.| MTXLth. MTXLth, MTX Lth,
| ! 1 t
PRED & g ﬁ ﬁ ﬁ Toxizitiitsdokumentation:
[ Frevsoma] i,
KM KM KM : KM
1 L L 1 1 1 1 1 1 1 I; Y e | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ] N = Flpber be) Ni nie®
7 1 B8 15 22 20 3B/ 43 S0 57 64 71 78 B85 92 99 108 113 120 127 134 141 148 -] :;mm":?ﬁuw
Tage PIN = Pilzerkran| ba! Neutropenla™
Pui:)" ::Mnkwummmmmh‘
H8Y “H Implax-Virusinfektion
8V “a schwore Virusinfektion
U = Lokale infektion
20 1.8 1.8 Focumonie
Grenzwerts fir Theraple: 1.B %0 P » %.g %g"“ Le ukuzytnn ma:
%mm
I Grad
Bietasa [T Grad b44)
carebraler Grad 3+4)
Grd 3+4) sty
Kardiomyo; hu‘:grft:;gmdmh
GPT > 500 U (CTC Grad 3+4) >
VOD (CTC Grad El
e30pt. Knochannekrosan (CTC Grad 3+4) =
Thrombosali B9
Insulinpflichtigar Diabetes melltus =
'g:thO.Woaun o
* Messung der Asperaginsplegel Woche 24 Lauko < 1/nl ierung vorliogt, o
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Anhang

COALL-08-09 HIGH-RISK-PROTOKOLL - T-ALL '"HR-Intensiviert - Reinduktion

VCR16mgm* [zns RT
] 126Gy
ADR 30 mgim* ®
& . KEINE ZNS-RT bet:
2500 1EMM* Wic < 100+
Vv rmmem,
MTX MTX
Max ith. i#!.

VCR 1.5 g/m* VCR 1.6g/m*
o4 Y
ADR 30 mg/m® ve DNR 36 mg/m*

v o

PEG-ASP 2600 IE/m* PEG-ASP 2500 lEﬂ'n'*

TMTX Lth,*™* TM‘I’X ith**

CPM 800 mg/m*

v 4

ARA-C B0 mg/m*

W

men.m.“

3,6 BUPAChaS Fach A

der Reinduktion 1 I.th.MTX-Gebe:

H H D Unterschrift Arzt:

I
Loukozyten 2,0 - 3.0/l

Patient:

PEG-ASP 2600 IE/m*™

mlmpmwd |Fw1uwnrw1 PB‘AWM

6TG
100t

1

Grenzwerts fir Theraple:
2.0 20 20
80 80 80

1 8 15 38

il

1.0
80

i

1
5T

1

43 80 84
1.8

80 0

7
Tage

2.0 /nl Leukozyten
80 /ni Thrombozyten

U/
esept. Kn ( Shrtman (CTC Grad 3+4)
jochenne

Thrombosafinfa;
Insullnpfiichtiger Diebetes melitus
. tio < 0.5/m) oder,

falls kelns Difisrenzisrung vorilegt,
Louko < 1/}
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Anhang

C. Probenbegleitbogen
COALL-07-03 v. 01.01.2006 Anhang 2 129

Anhang 2.8

- Asparagindepletion nach Applikation von PEG-Asparaginase bei
Kindern mit aktuter lymphatischer Leukdmie in der Studie COALL-07-03

Patient:

Geb.:

Klinilk:

6 ml Biut (ohne Zusétze) entnehmen und direkt nach Abnahme in Eis stellen, um die
Enzyrna;nktiwitél zu blockieren. Moch gekihlt abseren und tieffrieren. Auf Trockeneis
verschicken.

Low- Risk Protokoll High-Risk Protokoll
Mach Gabe von PEG - ASP Nach Gabe von PEG - ASP
Reinduktion Tag 8 Reinduktion Tag 30

Proben verschicken an:

Universitats-Kinderklinik Eppendorf
Hauptgebaude 2. Stock

Labor Frof. Kohischiitter

z.H. Frau Stehn

Martinistr. 52

20246 Hamburg

Tel.:(040) 42803-5026

-3737
| Bitte angeben:
Dos-igi 2500E PEG-ASP/qmKO gmKO des Pat.:
! PEG-ASP gegebene Dosis:
Tag der PEG-ASP-Gabe:
' Woche nach Gabe Datum Blutabnahme
1 Woche

| 2 Wochen

[3 Wochen
_ 4 Wochen
| 5 Wochen
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Anhang

COALLDB-09 v. 20.04.2010

Anhang 2

140

Anhang 2.5

Messung der Asparagindepletion nach Applikation von PEG-Asparaginase
Im Rahmen der COALL 08-09 Studie

Patient: mKOF:
Geb.: PEG-ASP Dosis:
Klimik: Tag der PEG-ASP-Gabe:
Routine.miiBign Abnahme:
Low-Risk Protokoll High-Risk Protokoll
Reinduktion Tag 9 (LR-S) O HIDACI/IPEG-ASP Tag 106 O
Reinduktion Tag 30 O
Abnahme nach (auch fraglicher) allergischer Reaktion
Low-Risk Protokoll High-Risk Protokoll
Clofarabin/PEG-ASP a Clofarabin/PEG-ASF Qa
HIDAC/PEG - ASP a HIDAC/FEG-ASP a
MTX/PEG-ASP Tag a CPMIMTX/PEG-ASP a
Reinduktion | Reinduktion a
Bitte Symptome angeben: Vorlauf Hauptiauf
Fieber ] a
Schiittelfrost ] u]
Erbrechan O O
Erythem/Juckreiz a o
Urticaria Q a
Quincke Odem a o
Atemnot a a
Blutdruckabfall ] a
Andere: a a
Proben verschicken an:
Herrn Dr. Z. Lukacz, z. H. Frau Stehn 6 ml EDTA Blut

Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
Klinik fir Kinder- und Jugendmedizin und
Institut fir Klinische Chemie
Stoffwechsellabor

Martinistr. 52

20246 Hamburg

Tel.: 040 f 7410 - 55026

entnehmen und direkt nach
Abnahme in Eis stellen, um
die Enzymalkdtivitat zu
blockieren. Noch gekahit
abseren und tieffrieren. Auf
Trockeneis verschicken.

1 Woche

Woche nach Gabe Datum Blutabnahme

2 Wochen

3 Wochen

4 Wochen
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COALL 08-09 v. 20.04.2010 Anhang 3 145
Anhang 3.3
ASPARAGINASE THERAPIE

Patient: geb: |__ 141
Gewicht: |_|_1|_1kg Kérperoberfliche: |_||_|_| m?
Datum: |__|_ |11 Arzt:

PEG-Asparaginase 2 500 IE/m?.

10% der Dosis |_|_||_l_ll__| E in 100 ml NaCl 0,9% p.i. iber 1 h
90% der Dosis |__|_1|_I_lI_I1E in 100 ml NaCl 0,9% p.i. Gber 1 h

Bei Auftreten einer (auch leichten*) allergischen Reaktion Messung der ASP Spiegel
Woche 2 - 4 nach Applikation ( siehe Anhang 2.5)

Obligate Messung der Asparaginspiegel:

HR Patienten nach Gabe Tag 108 der Intensivphase, sowie Tag 30 der Reinduktion
LR Patienten nach Gabe Tag 9 der Reinduktion

* Als leichte allergische Reaktion gelten Fieber, Erbrechen, Erythem, Schiittelfrost, Juckreiz

Bei allergischer Reaktion auf PEG-ASP Gabe von Erwinase 2 x 45 000 IE/m? (siehe
Protokoll Abschnitt 6.5.3.)
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