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1 Einleitung

1.1 Die Wende im Kampf gegen Krebs?

Krebs ist in den Industrienationen nach den Herz-Kreislauferkrankungen die zweithaufigste
Todesart. Bei einer fur das Jahr 2006 geschatzten jahrlichen Inzidenz von ca. 427.000
Menschen in Deutschland sterben Uber 210.000 Patienten jedes Jahr [5]. Das amerikanische
National Cancer Institute (Bethesda, Maryland) hat die Mortalitat von Krebserkrankungen
von 1950 bis 2005 in Nordamerika verglichen. In dieser Statistik liegt die Sterblichkeitsrate
im Jahre 1950 bei 195 pro Jahr und 100.000 Einwohnern und verénderte sich bis 2005 nur
geringfigig auf 184 von 100.000 Einwohnern. In derselben Statistik wurde die 5-Jahres-
Uberlebenszeit verglichen. Diese lag gemittelt iber alle Entitdten 1950-1954 bei 35% und
stieg deutlich auf 68% in der Jahresspanne 1996-2004 [40]. Aus diesen Zahlen ist zu
entnehmen, dass die onkologische Therapie zwar Fortschritte in Bezug des zeitlichen
Uberlebens macht, jedoch die Gesamtmortalitdt nahezu unverdndert bleibt. Selbst die
Verlangerung der Uberlebenszeit ist nicht gesichert alleinig auf eine verbesserte Therapie
zurick zu flhren. Ein Teil davon bewirkt vermutlich der so genannte Lead-Time-Bias, der
eine scheinbare Uberlebenszeitverlangerung beschreibt, bei einer Vorverlegung des
Diagnosezeitpunkis.

Insbesondere bei Betrachtung einzelner Krebsentitaten ist jedoch zu erkennen, dass auch
die Mortalitatsraten sich zugunsten der Patienten verandern. Krebs ist eine Alterserkrankung.
Durch die aktuelle demographische Entwicklung bei einer steigenden Lebenserwartung
befinden sich mehr Menschen in einem Altersbereich mit sehr hohem Krebsrisiko. Dadurch
steigen die absoluten Zahlen an Neuerkrankungen und Krankenstand. Dass dennoch die
relative Krebsmortalitdt tendenziell sinkt, ist unter diesem Gesichtspunkt als ein positives
Signal zu werten [9]. Entsprechend des jahrlichen Berichts des amerikanischen National
Cancer Instituts, war fur das Berichtsjahr 2008 in Nordamerika erstmalig auch eine Abnahme
der absoluten Zahl der Todesfélle durch Krebs erkennbar. Die Autoren des Berichts gehen
davon aus, dass dieser langersehnte Trend auf eine Verbesserung der medizinischen
Pravention, Diagnostik und Therapie zurlick zu flhren ist [43].

Dennoch konnten im Rahmen der therapeutischen Mébglichkeiten bisher nur Teilerfolge
erzielt werden, ein genereller Durchbruch erscheint noch weit entfernt. Die derzeitige
Heilungsrate bei allen Krebserkrankungen, welche einem rezidivireiem Uberleben von
mindestens 5 Jahren entspricht, liegt in Europa im Durchschnitt bei lediglich 30-40% [27].
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Vor allem die Erforschung molekularer Grundlagen der Krebsentstehung ist ein derzeitig
groBer Hoffnungstrager flr eine zukiinftig zielgerichtete Therapie von Krebs (,targeted
therapy“). Ein Vertreter dieser zielgerichteten Therapie ist das Forschungsobjekt der
folgenden Arbeit — der monoklonale Antikérper. Dessen Herstellung gelang erstmalig in den
spaten 70er Jahren des letzten Jahrhunderts und begriindete damit einen Wandel in der
diagnostischen und therapeutischen Medizin [49]. Im April 2008 waren in den USA 21
monoklonale Antikérper zugelassen, wobei neun von diesen eine Zulassung in der
onkologischen Therapie haben [66]. Uber 100 weitere befinden sich zur Zeit in klinischer
Prifung und von diesen werden voraussichtlich mehrere in den nachsten Monaten bis
Jahren der Therapie zur Verflgung stehen [72]. Bereits jetzt sind monoklonale Antikdrper mit
teils ansehnlichen Erfolgen ein fester Bestandteil in der Therapie verschiedener
Erkrankungen geworden. Die nachsten Jahre werden zeigen, welchen Stellenwert die
Antikérper und andere targeted drugs” in der Onkologie erlangen werden. Die Hoffnung ist
jedoch groB, dass es sich im Zusammenspiel dieser medizinischen Erkenntnisse und
Entwicklungen um die Wende im Kampf gegen den Krebs handelt.
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1.2 Lymphatische Neoplasien

1.2.1  Uberblick

Die pathogenetische Ursache lymphatischer Krebserkrankungen oder Neoplasien ist das
bdsartige und klonale Wachstum (Proliferation) einer dem lymphatischen System
entstammenden Koérperzelle. Entsprechend dieser Ursprungszelle, werden reifzellige
lymphatische Tumore nach der aktuellen WHO-Klassifikation von 2008 in B- und T-
Zell/Nattrliche-Killerzell-Neoplasien, sowie in das Hodgkin Lymphom unterteilt [13].
Reifzellige lymphatische Neoplasien vom B-Zell-Typ und deren Behandlung stellen einen
thematischen Schwerpunkt dieser Arbeit dar.

Die nach alter REAL Kilassifikation [39] im Klinischen Alltag noch gebrauchliche
Unterscheidung des Hodgkin-Lymphoms von den sogenannten ,Non-Hodgkin-Lymphome*
(NHL) mit indolenten und aggressiven Formen ist in der aktuellen WHO-KIlassifikation nicht
mehr enthalten. Zum vereinfachten klinischen Verstéandnis wird die Einteilung in dieser Arbeit
jedoch noch verwendet. Zu der Gruppe der reifen B-Zell Neoplasien z&hlt neben dem
Multiplen Myelom auch die Chronische lymphatische Leukamie (CLL) als wichtige Entitat.
Dabei wiesen beispielsweise die NHL in den vergangenen Jahrzehnten mit weltweiten
jahrlichen Zuwachsraten von 4,2% die deutlichste Inzidenzsteigerung aller hamatologischen
Neoplasien auf und stellen somit eine zunehmende therapeutische Herausforderung dar
[20].

Mit seinen zelluldren und organischen Bestandteilen (Knochenmark, Lymphe, Lymphknoten
und —gefdBe und Milz) stellt das lymphatische System integrale Bestandteile des
Immunsystems. Im Nachfolgenden werden die im Rahmen dieser Arbeit relevanten
zelluldaren und molekularen Grundlagen des Immunsystems und lymphatischer

Tumorerkrankungen erlautert.
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1.2.2 Immunologische Grundlagen

Das menschliche Immunsystem stellt aus evolutionérer Sichtweise eine Antwort gegen
potentiell bedrohliche Infektionserreger dar. Darlber hinaus ist es in der Lage fehlerhaft
veranderte Koérperzellen zu zerstéren. In der Krebsforschung wird zunehmend die Bedeutung
des Immunsystems bei der Entstehung und Bekdmpfung von malignen Neoplasien erkannt.
Insbesondere wird groBe Hoffnung in die Entwicklung neuer, dem Immunsystem entlehnter
Therapieansatze gesetzt, wie z. B. die Behandlung von Malignomen mit monoklonalen
Antikérpern.

1.2.2.1 Hamatopoese

Ausgehend von pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen werden postnatal im
Knochenmark die Erythrozyten, Leukozyten und die Thrombozyten gebildet. Das rote
Knochenmark eines Erwachsenen umfasst etwa 1,7 Liter und enthalt 10'® hdmatopoetische
Vorlauferzellen (davon sind 105-10” Stammzellen). Es produziert ca. 1,75 x 10" Erythrozyten
und 7 x 10" Leukozyten pro Tag [67]. Diese Kapazitit kann bei Bedarf um ein Vielfaches
erhéht werden. Die durchschnittliche Reifungsdauer der Leukozyten betragt bei den
Monozyten ca. 6 Tage, bei den Lymphozyten ca. 10 Tage und bei den Granulozyten ca. 12
Tage. Die Leukozyten haben einen Referenzbereich von 4.000-10.000 Zellen pro pl Blut.
Davon haben die neutrophilen Granulozyten mit 50-80% den grdBten Anteil, dem folgen die
einzelnen Subpopulationen der Lymphozyten mit 25-40% und die Monozyten mit 2-8%. Es
zirkulieren jedoch nur 4% der Lymphozyten im peripheren Blut, die restlichen befinden sich
in den lymphatischen Organen [17]. Tabelle 1 zeigt die relative Verteilung der in den
nachfolgenden Kapiteln naher beschriebenen Lymphozyten-Subpopulationen im Blut [37].
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Relativer Anteil an Absoluter Anteil an
Population
Lymphozyten (%) Lymphozyten (Zellen/pl)
Lymphozyten 1.600-2.400
B-Zellen
11-16 200-400
(CD19+)
T-Zellen
67-76 1100-1700
(CD3+)
T-Helfer-Zellen
38-46 700-1100
(CD4+)
Zytotoxische
31-40 500-900
T-Zellen (CD8+)
NK-Zellen
10-19 200-400
(CD16/56+)

Tab. 1, Anteil der einzelnen Lymphozyten-Subpopulationen im Blut, Angaben aus [37]

Die Oberflachenmoleklle der Leukozyten und anderer vorwiegend am Immunsystem
beteiligter Zellen werden nach der CD-Klassifikation (Cluster of Differentiation) beziffert. Die
Auflistung der 8. HLDA-Konferenz (Workshop and Conference on Human Leukocyte
Differentiation Antigens) in Adelaide/Australien vom Dezember 2004 beinhaltet 350 Antigene
[92]. Man hat herausgefunden, dass sowohl unterschiedliche Kombinationen als auch
variable Intensitaten, mit welcher solche Antigene auf der Zelloberflache exprimiert werden,
charakteristisch fir bestimmte Zellen, wie z. B. oben genannte Lymphozyten-
Subpopulationen, sind. Im Rahmen einer sogenannten ,Immunphéanotypisierung” mittels
Durchflusszytometrie kénnen so verschiedene Zelltypen nachgewiesen und quantifiziert
werden. Nachfolgende Tabelle 2 beschreibt die Funktion und das Vorkommen der Antigene,
welche im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden.
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Antigen Expression Funktion
T-Zell-Rezeptor assoziiert,
CD3 T-Zellen
Signaltransduktion
cha T-Zellen, Monozyten, Korezeptor fir MHC-II-
myeloische Vorlauferzellen Molekdile, HIV-Rezeptor
zytotoxische T-Zellen, NK-
CD8 Korezeptor fiir MHC-I-Molekiile
Zellen
cbis Monozyten, schwach Lipopolysaccarid-Rezeptor
Granulozyten (LPS)
CD16 NK-Zellen, Makrophagen Fcy-Rezeptor llla
B-Zell-Aktivierung und
CD19 Pan-B-Zellantigen
Differenzierung
CD20 B-Zellen B-Zell-Aktivierung und Reifung
CD45 Pan-Leukozyten-Antigen Tyrosinphosphatase
CD56 NK-Zellen, T-Zellen Adhasionsmolekihl NCAM

Tab. 2, Funktion und Vorkommen der verwendeten CD-Antigene

1.2.2.2 Unspezifisches Inmunsystem

Das Immunsystem kann vereinfacht in einen angeborenen (unspezifischen) und in einen
erworbenen (spezifischen) Teil unterschieden werden. Beide Bereiche beinhalten humorale
und zellulare Komponenten. Obwohl die meisten Aktivititen des Immunsystems
synergistisch beide Anteile enthalten, wird im Folgenden diese Ubersichtliche Gliederung
verwendet. Das unspezifische Immunsystem ist die entwicklungsgeschichtlich altere
AbwehrmaBnahme. Sie erfolgt als erste und sehr schnelle Reaktion, unabhangig von dem
jeweils eindringenden Erreger. Es findet lediglich eine Unterscheidung zwischen kérpereigen
und koérperfremd statt. Einen ersten Schutz stellen die physikalischen und chemischen
Barrieren des Menschen dar. Den gréBten humoralen Anteil stellt das Komplementsystem
dar. Dabei handelt es sich um eine Gruppe von Uber 30 Plasmaproteinen, welche
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kaskadenférmig aktiviert werden. Es werden ein klassischer antikérperabhangiger und ein
alternativer direkter Aktivierungsweg unterschieden. Als Zieleffekt steht am Ende beider
Kaskaden die direkte Zelllyse durch Porenbildung. Der zelluldre Anteil des unspezifischen
Immunsystems wird durch die phagozytierenden Zellen wie Granulozyten und Makrophagen,
sowie durch die natirlichen Killerzellen (NK-Zellen) dargestellt.

1.2.2.2.1 Granulozyten

Es werden neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten unterschieden. In ihrem
Zytoplasma befinden sich Vesikel (Granula), welche z. B. Histamin enthalten und freigesetzt
werden kénnen. Andere lysosomale Vesikel beinhalten aggressive Enzyme, die zur
Zersetzung der phagozytierten Strukturen benétigt werden. Ihre Lebensdauer betragt etwa 2-
3 Tage, der Abbau erfolgt im mononukledren Phagozytensystem (MPS, vorwiegend
Makrophagen). Die neutrophilen Granulozyten stellen mit ca. 90% die gréBte Teilpopulation
dar. Sie sind die ersten Zellen die im Rahmen einer Entziindungsreaktion durch Zytokine
aktiviert das Blut verlassen und in das betroffene Gewebe einwandern. Eosinophile
Granulozyten spielen eine wichtige Rolle bei der Abwehr von Parasiten und sind ebenso wie
basophile Granulozyten an allergischen Reaktionen beteiligt. Die Zellen des unspezifischen
Immunsystems haben zur Eliminierung von Fremdstrukturen und zur allgemeinen
Aktivierung verschiedene Rezeptoren auf der Zelloberflache und im Zytosol. An diesen
kénnen zum Beispiel Antikérper oder Komplementfaktoren binden und dadurch

Zielstrukturen aufgenommen werden.

1.2.2.2.2 Monozyten und Makrophagen

Monozyten haben im Blut nur eine Halbwertszeit von wenigen Stunden, da sie sich im
Gewebe rasch weiter differenzieren. Sobald Monozyten das Blut verlassen, werden sie
Makrophagen genannt. Es gibt mehrere separate Bezeichnungen flr ortstéandige
Makrophagen, wie z. B. die Alveolarmakrophagen, die Kupffer-Sternzellen der Leber oder
die Mikrogliazellen im ZNS. Die Makrophagen sind bei Entziindungsgeschehen nach den
neutrophilen Granulozyten die zeitlich folgenden phagozytierenden Zellen. Diese eliminieren
die restlichen Erreger, Abfallprodukte, apoptotische Zellen sowie die Granulozyten selbst.
Monozyten und Makrophagen gehéren zu den antigenprasentierenden Zellen (APC), welche

im Rahmen einer spezifischen Immunantwort eine Aktivierung von T-Zellen bewirken. Als
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Rezeptor fur das Lipopolysaccharid von Bakterien ist das Oberflachenmolekil CD14 in hoher
Dichte auf peripheren Monozyten vorhanden. Aufgrund des Verhaltnisses von GréBe und
Granulation kébnnen Monozyten jedoch auch ohne einen Marker (z. B. Antikérper gegen
CD14) in der Durchflusszytometrie erfasst werden.

1.2.2.2.3 NK-Zellen

Die erst 1975 entdeckten Natirlichen Killerzellen kénnen als ,Grenzganger” zwischen dem
unspezifischen und dem spezifischen Immunsystem bezeichnet werden [47]. Aufgrund einer
gemeinsamen Vorlauferzelle im Knochenmark werden sie den Lymphozyten zugeordnet.
Ihre Halbwertszeit liegt zwischen 7 und 10 Tagen. Natlrliche Killerzellen suchen die
Oberflachen von Zellen nach MHC-Klasse-I-Molekiilen ab und prifen eine Rezeptorbindung.
Dabei fuhrt eine Veranderung in der Anzahl oder in der Struktur von MHC-Antigenen zu einer
Bindung an einen spezifischen Rezeptor. Vor allem die Entartung der Zelle geht oftmals mit
einer veranderten MHC-Expression einher. Nach einer Aktivierung schittet die NK-Zelle
zytotoxisches Granula aus, welche in die Zielzelle eindringen und einen Apoptosevorgang
ausloésen. NK-Zellen exprimieren unter anderem das Adhé&sionsmolekil CD56 und den als
CD16 bezeichneten Rezeptor fur den Fc-Teil von Immunglobulinen des Typs IgG. Bei
Bindung eines Antikérpers mit einer verbundenen Zielzelle an CD16 kommt es zu einer
weiteren Aktivierung der NK-Zelle mit Zytokinausschittung. Dadurch wird im Rahmen der
ADCC-Reaktion (Antibody dependent cellular cytotoxicity) eine Apoptose ausgeldst. Da die
NK-Zellen lediglich etwas gréBer als T-/B-Lymphozyten sind, werden in der
Durchflusszytometrie Antikérper gegen CD56 und CD16 als Marker zur Bestimmung und

Quantifizierung verwendet.

1.2.2.3 Spezifisches Immunsystem

Das erworbene Immunsystem bewirkt ein spezifisches Erkennen von Antigenen, welches in
der Regel synergistisch und parallel zu den unspezifischen Mechanismen erfolgt. Flr die
Bindung an Fremdstoffen stehen Rezeptoren zur Verfiigung, welche bis zu 10'
verschiedene Antigene erkennen kdénnen. Die Induktion einer effektiven spezifischen
Immunantwort benétigt ca. 7-10 Tage. Nach diesem Erstkontakt werden Gedéachtniszellen
gebildet, welche bei einem erneuten Kontakt deutlich schneller reagieren kénnen. Zu dem
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erworbenen Immunsystem z&hlt man die Antigenprasentierenden Zellen, die B- und T-
Lymphozyten sowie die von reifen B-Zellen sezernierten Antikorper.

1.2.2.3.1 Antigenprasentierende Zellen (APC)

Es handelt sich hierbei um phagozytierende Zellen, welche die aufgenommenen Stoffe
zerlegen und kleine Bruchstlicke davon auf ihrer Oberflache mittels MHC-Klasse-II-
Molekilen binden kénnen. Nach der Phagozytose wandern die APCs in die Lymphknoten
und in andere sekundare lymphatische Organe und prasentieren dort die Antigene an T-
Helfer-Zellen. Zu diesen professionellen antigenprasentierenden Zellen gehéren die
dendritischen Zellen, die Monozyten und Makrophagen sowie die B-Lymphozyten.

1.2.2.3.2 T-Zellen

Die T-Lymphozyten wandern nach ihrer Bildung im Knochenmark zur Ausreifung in den
mediastinal gelegenen Thymus. In diesem primaren lymphatischen Organ wird der T-Zell-
Rezeptor Antigen-spezifisch ausgebildet. Es werden die T-Lymphozyten mittels Selektion
eliminiert, welche autoaggressiv gegen Selbst-Antigene gerichtet sind. Des Weiteren erfolgt
die Differenzierung zur T-Helfer-Zelle oder zur zytotoxischen T-Zelle. Sie verlassen nach ca.
vier Wochen Ausreifung als naive T-Zellen ohne einen bisherigen Antigenkontakt den
Thymus um sich vorwiegend in sekundare lymphatische Organe aufzuhalten.

Der T-Zell-Rezeptor (TCR) gehdrt genetisch zur Familie der Immunglobuline und ist
entsprechend &ahnlich aufgebaut. Als Unterscheidung kann er jedoch nur solche Antigene
binden, die durch ein kdrpereigenes MHC-Molekll présentiert werden. Der variable Teil des
Rezeptors wird &hnlich wie bei dem B-Zell-Rezeptor und den Antikérpern mittels genetischen
Rekombinationen hergestellt. Dadurch entsteht eine Variabilitat des T-Zell-Rezeptors mit
10'° verschiedenen Bindungsméglichkeiten an Antigene. Jeder Rezeptor ist daher einzigartig
in seiner Spezifitat fir ein bestimmtes Epitop eines Molekils. Das Oberflachenantigen CD3
ist eine Molekulgruppe, welche eng mit dem TCR in Verbindung steht. Zusammen erflllen
sie die Funktion der Bindung an MHC-Molekile sowie die Signaltransduktion ins Zellinnere.

Es werden zwei MHC-Molekiile unterschieden und als Klasse | und Il bezeichnet. Auf allen
nukledren Kérperzellen befindet sich das MHC-Klasse-I-Molekul. An diesem werden Peptide

gebunden, die von zytoplasmatischen Proteinen stammen. Diese werden zuvor intrazellular
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durch Proteasome in Fragmente zerlegt, die aus 8-20 Aminosauren bestehen. Es werden
neben normalen Zellproteinen auch solche abgebaut, die von intrazellularen Bakterien und
Viren oder von maligne entarteten Zellen stammen. Spezifische zytotoxische T-Zellen
besitzen als Antigen das CD8-Molekul zur Erkennung von MHC-Klasse-| an ihrer Oberflache.
Aktivierte zytotoxische T-Zellen kdénnen unter anderem mittels Perforinen einen
Apoptosevorgang in der gebundenen Zielzelle auslésen und bewirken so deren Elimination.
Die MHC-Klasse-lI-Moleklle hingegen befinden sich nur auf den professionellen
antigenprasentierenden Zellen. Es werden exogen aufgenommene Proteine intrazellular in
sogenannten ,Endosomen® verdaut und als Peptide an das Molekil gebunden. Die
Présentation erfolgt an T-Helfer-Zellen, die neben dem TCR als Co-Rezeptor das
Oberflachenantigen CD4 tragen. Aktivierte T-Helfer-Zellen differenzieren sich weiter in so
genannte TH1- oder TH2-Zellen und proliferieren in viele Zellklone. Die TH1-Zellen
verstarken dabei mittels Zytokine eine zelluldre Immunantwort und die TH2-Zellen
stimulieren in den fir das Antigen spezifischen B-Zellen eine Antikérperproduktion.

1.2.2.3.3 B-Zellen

Die Entwicklung der B-Lymphozyten erfolgt beim Menschen postnatal im Knochenmark. Sie
wandern von dort in die sekundéren lymphatischen Organen und kdnnen mit ihnrem B-Zell-
Rezeptor (BCR) ebenso wie die T-Zellen spezifisch an Antigene binden. Diese missen
jedoch nicht wie bei T-Zellen auf MHC-Molekilen prasentiert werden, sondern es kdnnen
auch lésliche Antigene erkannt und Uber Endozytose aufgenommen werden. Nach einem
Erstkontakt bilden die aktivierten B-Lymphozyten Zell-Klone und differenzieren sich zu
Effektorzellen und Gedéachtniszellen. Dabei bendtigen sie zur vollsténdigen Differenzierung
Signale von passenden T-Helfer-Zellen. Da die B-Zellen selbst antigenprasentierende Zellen
sind, kdnnen sie Uber prasentierte Bruchstlcke der aufgenommenen Antigene direkt ihre
bendtigten T-Zellen aktivieren. Die als Plasmazellen bezeichneten reifen B-Zellen
sezernieren Antikorper als I6sliche B-Zell-Rezeptoren und gewahrleisten im Rahmen der

spezifischen Immunreaktion dadurch den humoralen Anteil.

Der B-Zell-Rezeptor (BCR) erlangt seine hohe Spezifitat fir Antigene analog zu dem T-Zell-
Rezeptor durch somatische Immunglobulingen-Rekombination. Im Gegensatz zum T-Zell-
Rezeptor durchlduft der BCR noch eine weitere Spezifizierung. Im Rahmen der Aktivierung
von B-Zellen entstehen weitere Mutationen der Antigenbindungsstelle. Diese
Hypermutationen selektieren die B-Zellen, welche die hdchste Affinitat zum Antigen
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entwickeln. Die anderen B-Zellen werden mittels Apoptose negativ selektiert. Durch diesen

weiteren Reifungsprozess wird die spezifische Immunreaktion im Verlauf wirkungsvoller.

Die Plasmazellen produzieren als primare B-Zell-Antwort das Immunglobulin IgM. Diese
Antikdrper haben jedoch nur eine geringe Affinitdt zum Antigen. Der Antikérper IgM liegt
jedoch als Pentamer vor und kann daher sehr gut an repetitive Strukturen wie das
Lipopolysaccarid oder Kapselstrukturen von Bakterien binden. Im Rahmen einer
Keimzentrumreaktion entwickeln sich die B-Zellen mit Hilfe von T-Helfer-Zellen in den
Lymphfollikeln weiter. Sie kdnnen nun durch den so genannten Immunglobulin-Switch
Antikdrper anderer Klassen produzieren. Das Immunglobulin 1I9gG kommt mit 80% der
Antikérper am Haufigsten im Serum vor. Es werden vier Subtypen (IgG1-4) unterschieden,
welche sich durch verschiedene Erregerspektren unterscheiden. So sind beispielsweise
lgG1 und 1gG3 starker gegen Bakterien wirksam und kdénnen effektiv eine
Komplementreaktion auslésen. Das Immunglobulin IgG2 wirkt hingegen spezifischer auf
Viren. Als weitere humane Antikdrper sind IgE, IgA und IgD zu nennen, auf welche im
Rahmen dieser Arbeit nicht ndher eingegangen wird.

Bei den B-Lymphozyten ist das Oberflachenmolekil CD19 spezifisch und ab der Pro-B-Zelle
bis zur vollstdndigen Differenzierung nachweisbar. Die Funktion liegt in der Modulation der
Signallbertragung vom BCR ins Zytoplasma. Das weitere im Rahmen dieser Arbeit
verwendete Antigen ist das CD20, ein mit dem Zytoskelett verbundener lonenkanal. Die
Nachweiseigenschaften sind dem CD19 &hnlich, jedoch kommt das Molekil erst ab dem
Entwicklungsstadium der Pr&a-B-ll-Zelle vor. Es existieren viele weitere Antigene, mit denen
einzelne Entwicklungsstufen oder Erkrankungen nachgewiesen werden kénnen. Dazu gehort
zum Beispiel das T-Zell-assoziierte Differenzierungsantigen CD5, welches auf entarteten B-
Zellen der CLL vorkommt.

1.2.3 Hodgkin und B-Zell-Lymphome

Das Hodgkin-Lymphom hat eine jahrliche Inzidenz in Europa von 2,2 pro 100.000 Personen
[23]. In der Histologie des entnommenen Lymphknotens kdnnen mikroskopisch die
pathognomonischen Sternberg-Reed-Zellen erkannt werden. Diese malignen Zellen
stammen den B-Lymphozyten ab und sind im Lymphom umgeben von einer groBen Anzahl
an reaktiven CD4-T-Zellen, Monozyten, Granulozyten und Fibroblasten. In dem Lymphom
kann in bis zu 50% der Félle das Ebstein Barr Virus nachgewiesen werden, beim
mischzelligen Typ und in den Entwicklungslandern liegt eine EBV Assoziation noch haufiger
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vor [8]. Die vollkommene Atiologie des Hodgkin-Lymphoms ist jedoch noch nicht geklart. Das
5-Jahres-Uberleben liegt heutzutage durch die angewandte Polychemotherapie, z. B. nach
dem ABVD Schema, bei Uber 85% [18]. Die Komplexitat der Therapie des Morbus Hodgkin
und die daraus resultierenden Heilungserfolge verdeutlichen die Notwendigkeit, Patienten
selteneren Erkrankungen in bundesweite Protokolle (z. B. der Deutschen Hodgkin
Studiengruppe) einzuschlieBen. Nur so kann eine optimale Therapie méglichst individuell
nach MaBgaben einer evidenzbasierten Medizin ermittelt werden.

Die jahrliche Inzidenz der Non-Hodgkin-Lymphome ist vom Subtyp abhangig und liegt nach
alter Klassifikation far alle NHL (B- und T-Zell Typ) bei ca. 20 Erkrankungen pro 100.000
Personen [20]. Die Atiologie der NHL ist ebenfalls weitgehend unklar. Es tritt jedoch gehauft
nach einer Strahlungs- oder Zytostatikatherapie und vor allem bei HIV-Infektionen mit einer
deutlich erhéhten Inzidenz auf. Bei einigen Formen konnten charakteristische genetische
Veranderungen in den Tumorzellen festgestellt werden (z. B. Translokation zwischen
Chromosom 11 und 14 beim Mantelzell-Lymphom mit Uberexpression des Cyclin D1 Gens
[21]), es ist jedoch umstritten, ob sie allein kausal erklarend fir die Erkrankungsentstehung
sind. Die Wahrscheinlichkeit der Entstehung steigt analog zu den meisten anderen malignen
Erkrankungen mit zunehmendem Lebensalter. Eine klinisch gebrauchliche Unterscheidung
von NHL ist nach aggressiven (schnell wachsend, hoch maligne) und nach indolenten
(langsam wachsend, niedrig maligne) Formen zu treffen. Der wichtigste Vertreter der niedrig
malignen Gruppe vom B-Zell Typ ist das follikulare Lymphom mit einer langsamen
Progredienz und einem Anteil von ca. 25% der Non-Hodgkin-Lymphome [76]. Bei den
meisten Patienten liegt ein fortgeschrittenes Stadium vor, bei denen eine zytostatischer
Therapie nach palliativen Gesichtspunkten zur Lebensverldngerung und Symptomkontrolle
erfolgt [22]. In Kombination unter Einbeziehung von Rituximab kénnen Ansprechraten von
80% und komplette Remissionen von 40% erzielt werden [57]. Als wichtigster Vertreter der
aggressiven NHL ist das diffuse groBzellige B-Zell Lymphom zu nennen, welches ca. 21%
der Non-Hodgkin-Lymphome ausmacht [76]. Die seit 1976 eingesetzte Polychemotherapie
CHOP [59], heutzutage in Kombination mit dem seit einigen Jahren verfligbaren CD20-
Antikérper Rituximab (,Jmmunochemotherapie”) ist als ein Goldstandard fiir die aggressiven
B-Zell Lymphome anzusehen [26]. Bei Patienten in der Altersgruppe von 18-60 Jahren mit
maximal einem Risikofaktor wurden bei den hochaggressiven Lymphomen mit R-CHOP ein
3-Jahres-rezidivfreies Uberleben von 79% und ein Gesamtiiberleben nach drei Jahren von
sogar 93% erzielt [69]. Bei alteren Patienten (61-80 Jahre) liegt das 3-Jahres-rezidivfreies
Uberleben nach R-CHOP bei 66,5% und das Gesamtiiberleben nach drei Jahren bei 78,1%
[68].

-23.-



1.2.4 Chronische lymphatische Leukdmie

Die CLL gehdrt zur Untergruppe der niedrig malignen B-Zell-Lymphome. Sie ist in der
westlichen Welt mit einer Inzidenz von 3,8 pro 100.000 Personen und einer zunehmenden
Inzidenz im héheren Lebensalter die haufigste Leukdmieform im Erwachsenenalter und
bildet einen Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit [19]. Es handelt sich um eine klonale
Proliferation von immuninkompetenten B-Lymphozyten. Die Atiologie ist unbekannt, es wird
jedoch unter anderem eine genetische Pradisposition vermutet. Im Gegensatz zum Hodgkin
und den meisten NHL, kann die Diagnose Uber das periphere Blut gestellt werden, wobei
mehr als 5.000/ul klonale B-Lymphozyten mit einem typischen Antigenmuster in der
Immunphé&notypisierung vorliegen missen [34, 35]. Die CLL kann nach Binet in drei
verschiedene Stadien eingeteilt werden, woraus neben einer Therapieindikation auch eine
prognostische Einschatzung des Krankheitsverlaufes erfolgt. So wird bei dem oftmaligen
Zufallsbefund eines Stadium Binet A eine mittlere Lebenserwartung von 8,3 Jahren
beobachtet. Dagegen besteht bei Stadium Binet C mit verstéarkter Knochenmarkinsuffizienz
eine deutlich verminderte mittlere Lebenserwartung von 3,8 Jahren [7]. Eine Therapie erfolgt
im Stadium Binet C und bei symptomatischen oder progredienten Verlaufen der Stadien A
und B, wobei die Deutsche CLL Studiengruppe (DCLLSG) alters- und risikoadaptierte
Therapieprotokolle empfiehlt [34]. Eine Heilung der Erkrankung ist nur durch eine allogene
Stammezelltransplantation méglich. Die anderen therapeutischen Optionen sind als palliative
MaBnahmen einer chronischen Erkrankung anzusehen. Die am ldngsten eingesetzte
zytostatische Substanz ist das Alkylanz Chlorambucil, welches seit den 60er Jahren des
letzten Jahrhunderts vorwiegend mit Prednisolon verabreicht wird. Aktueller Standard fir die
Erstlinientherapie bei Patienten ohne relevante Begleiterkrankungen ist das das
Purinanalogon Fludarabin, in Kombination mit dem Alkylanz Cyclophosphamid und dem
Antikérper Rituximab (FCR) [46]. Mit diesem Therapieschema einer Immunochemotherapie
konnte bei 87% der Patienten erstmals ein Uberlebensvorteil fiir behandelte CLL Patienten
im Vergleich zu einem Gesamtiberleben nach drei Jahren von 83% bei alleinigen
Chemotherapie mit FC erreicht werden [36].

Sowohl fir Hodgkin- als auch Non-Hodgkin Lymphome und die CLL ist die Auswahl der

Folge-Therapie im Falle eines frihzeitigen Progresses oder Rezidivs schwierig und wird

individuell gestellt. Obwohl mit oben erwdhnten Kombinationsschemata in der

Erstlinientherapie mittlerweile hohe Ansprechraten erzielt werden, ist die Aussicht auf eine

langfristige Remission nach einem frihzeitigen Progress oder Rezidiv bei praktisch allen
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Lymphom-Entitdten und der CLL &uBerst reduziert. Verschiedenste Faktoren, wie z. B.
biologisches Alter, Komorbiditat, Vertraglichkeit der Ersttherapie und erkrankungsspezifische
prognostische Faktoren (z. B. genetische oder Serum-Marker) missen hier berlcksichtigt
werden [33]. Bei einer Iangeren Remission nach Erstlinientherapie kann beispielsweise diese
wiederholt werden. Im Falle der NHL und CLL stehen als weitere Mdglichkeiten z. B.
Bendamustin als Mono- oder Kombinationstherapie mit Rituximab oder der monoklonale
CD52-Antikérper Alemtuzumab zur Verflgung. Als neueres orales Medikament ist das
Thalidomid-Analogon Lenalidomid zu nennen, welches in mehreren Studien eine
vielversprechende Wirksamkeit in der CLL zeigte [31]. Die Problematik in der Rezidivtherapie
zeigt deutlich, dass effektive neue Medikamente fir Lymphome und CLL benétigt werden. Im
Rahmen dieser Bemihungen befinden sich viele neuartige Substanzen aus der Gruppe der
zielgerichteten Therapien in praklinischen und klinischen Untersuchungen.

1.3 Monoklonale Antikérper
1.3.1 Bedeutung in der Medizin

Die Herstellung von monoklonalen Antikérpern im Reagenzglas ist fur die heutige Medizin
sehr bedeutend. Das Prinzip der so genannten Hybridom-Technik ist von Kéhler und Milstein
1975 publiziert worden [49], woflr sie 1984 den Nobelpreis fir Medizin erhielten [83]. Bei
dieser Technik wird zuerst eine Maus mit dem gew(linschten Zielantigen immunisiert. In der
Maus werden als Immunreaktion B-Lymphozyten gebildet, welche dieses Antigen erkennen
kénnen. Es folgt eine Entnahme der Milz, in welcher sich besonders viele B-Zellen aufhalten.
Die endsprechenden B-Zellen werden isoliert und mit Plasmazellen aus einem Plasmozytom
fusioniert. Dadurch entstehen Hybridomzelllinien, welche gegen das gewinschte Antigen
Antikérper bilden und ein unbegrenztes Wachstum im Reagenzglas ermdglichen. Die
produzierten monoklonalen Antikérper kdnnen regelmaBig aus dem Kulturliberstand ab
pipettiert und aufgereinigt werden. Da diese Antikdrper urspringlich aus einer Mausezelle
entstammen, werden sie als murine Antikérper bezeichnet. Sie haben den Nachteil, dass sie
bei einer therapeutischen Anwendung im Menschen dadurch oftmals als unerwinschte
Nebenwirkungen allergische Reaktionen ausloésen. Des Weiteren werden die Antikorper
einer fremden Spezies oftmals durch humane ,Anti-Maus®-Antikérper schnell eliminiert [81].

Den ersten murinen monoklonalen Antikérpern folgten technische Weiterentwicklungen mit

chimaren Antikdrpern. Bei diesen Immunglobulinen ist mittels rekombinanter DNA-
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Technologie ein GroBteil der Struktur bereits menschlichen Ursprungs, das antigenbindende
Fab-Fragment ist jedoch von der Maus [44]. Als nachste Stufe kamen die humanisierten
Antikérper, bei welchen lediglich die hypervariable Regionen des Fab-Fragmentes murinen
Ursprungs sind. Die neueste Entwicklung in diesem Bereich sind die humanen Antikérper,
die vollstandig menschlichen Ursprungs sind.

In der Terminologie der therapeutischen Wirkstoffnamen ist die Herkunft zu erkennen. Alle
monoklonale Antikérper enden mit dem Suffix —-mab und die murinen Immunglobuline enden
auf —omab. Dabei war der Antikérper Muromonab-CD3 mit dem Handelsnamen OKT3® der
weltweit erste mit der Zulassung im Jahr 1986 [1]. Der Name war noch nicht konform mit der
beschriebenen Klassifikation, die erst danach entstanden ist. Es handelt sich hierbei um
einen Antikérper des Typs lgG2a, welcher an das Oberflachenmolekil CD3 auf T-
Lymphozyten bindet und bei AbstoBungsreaktionen nach Transplantationen eingesetzt
werden kann. Die chimaren Antikérper dagegen enden auf —ximab, exemplarisch wird der
bereits 1997 zugelassene Antikdrper Rituximab genannt. Dieser bindet an den CD20-
Rezeptor auf B-Lymphozyten und hat bei B-Zell lymphoproliferativen Erkrankungen eine
groBe Bedeutung erlangt. In der Weiterentwicklung folgten die humanisierten monoklonalen
Antikérper mit der Endung —zumab. Im Dezember 1997 erfolgt fir das Praparat Daclizumab
erstmalig eine Zulassung aus dieser Gruppe [86]. Der IgG1 Antikérper bindet an den
Interleukin-2-Rezeptor (CD25) auf T-Lymphozyten und wird bei einer Nierentransplantation
zur Verhinderung von akuten AbstoBungsreaktionen angewendet. Des Weiteren kann
Daclizumab mit dem radioaktiven Stoff Yttrium® markiert werden und zeigt als
Radioimmuntherapie bei Patienten mit einer T-Zell-Leukamie ein klinisches Ansprechen [86].
Zur kompletten Vermeidung von Reaktionen mit Anti-Maus-Antikérpern wurden vollsténdig
humane Antikdrper entwickelt, dessen Wirkstoffnamen auf das Suffix —umab enden. Der
erste Vertreter dieser Klasse ist der seit Ende 2002 zugelassene Antikérper Adalimumab
[54]. Es handelt sich hierbei auch um den Antikérper-Subtyp 1gG1, welcher gegen den
Tumornekrosefaktor (TNF-o) wirkt und bei verschiedenen Autoimmunerkrankungen

eingesetzt wird.

Zur Herstellung von humanen Antikérpern ist die Hybridomtechnik nicht mehr geeignet. Zum
einen verbietet sich die Beimpfung von Probanden und zum anderen kénnten auch kaum
Antikdrper gebildet werden, die gegen kdrpereigene Strukturen wirken. Daher wird zumeist
mit Hilfe der so genannten Phagen-Display-Technologie gearbeitet, welche mittels
Gentechnik komplett humane Antikdrper produzieren kann. Im ersten Schritt wird hierbei aus
humanen Plasmazellen DNA entnommen, welche fir die Antikbrperproduktion notwendig ist.
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Diese wird in Phagen (Viren die Bakterien befallen) kloniert, die auf ihrer Oberflache die
verschiedenen Fab-Fragmente exprimieren. So entstehen Genbibliotheken, welche ein
milliardenfaches Repertoire analog zum menschlichen Kérper beinhalten. Darlber hinaus
kénnen Genabschnitte eingefligt und so gezielt das gewilinschte Fab-Fragment synthetisiert
werden. In dem so genannten Biopanning werden fest fixierte Antigene, an welche die zu
gewinnenden Antikérper binden sollen, mit den Phagen inkubiert. Die gebundenen Phagen
kénnen isoliert und die entsprechenden Antikérpergene sequenziert werden. Mehrere Firmen
bieten inzwischen fir nahezu jedes Antigen die Herstellung von rekombinaten Antikérper an.

Monoklonale Antikérper werden in vielen Bereichen angewendet. Zum Einsatz kommen sie
in der analytischen Grundlagenforschung, beim Drug-Monitoring, zur Tumordiagnose und -
Uberwachung (z. B. Tumormarker) und in der mikrobiologischen Diagnostik. Im Rahmen des
experimentellen Teils dieser Arbeit wird auch verdeutlicht, dass sie zur Differenzierung der
Zellpopulationen und fir Rickschlisse auf Immunreaktionen sehr bedeutsam sind. Wie
bereits bei den oben genannten Beispielen erkennbar, gewinnen die monoklonalen
Antikérper zunehmende Bedeutung in der Therapie einer Vielzahl von Erkrankungen. In der
Onkologie ist das Ziel die Zerstérung von Tumorzellen und es gibt verschiedene Ansatze,
wie monoklonale Antikérper das ermdglichen kénnen. Es kénnen Oberflachenstrukturen als
Antigene ausgewahlt werden, die zum einen mdéglichst spezifisch auf den Tumorzellen
exprimiert werden und zum anderen eine Apoptose auslésende Rezeptorfunktion haben.
Des Weiteren kénnen die Antikérper mit einem Zellgift oder mit einem Radionukleotid
gekoppelt werden. Der erste monoklonale Antikérper mit einem Radionukleotid ist das in den
USA 2002 zugelassene Medikament Ibritumomab tiuxetan [88], eine européische Zulassung
erfolgte im Jahr 2004. Es handelt sich hierbei um einen murinen Antikérper des Typs IgG1,
der an CD20 von B-Lymphozyten bindet. Als Konjugat ist das radioaktive Isotop *°Yttrium
oder "'Indium gebunden, wodurch die Zielzellen und die direkte Umgebung Uber langere

Zeit einer hochenergetischen B-Strahlung aussetzt wird.

1.3.2 Das Beispiel Rituximab in der Lymphomtherapie

Der chimare monoklonale Antikérper Rituximab wurde im Jahr 1997 zugelassen und war der
erste therapeutische Antikérper bei Krebserkrankungen. Die Antigenbindungsstellen
interagieren mit dem CD20-Rezeptor auf B-Lymphozyten. Dadurch werden lonenkanale
blockiert und die Zelllyse mittels Apoptose ausgeldst. Als weiterer Mechanismus wird
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Komplement aktiviert und zellvermittelte Zytotoxizitdt (ADCC) durch NK-Zellen und
Monozyten induziert [77].

Rituximab wird vorwiegend bei B-Zell Neoplasien eingesetzt, bei denen es mehrfach die
Therapiestandards revolutioniert hat. Meist wird es in Kombination mit einer
Polychemotherapie (z. B. mit CHOP) verabreicht. In der RICOVER 60 Studie wurde bei
1.222 Patienten mit einem aggressiven Non-Hodgkin Lymphom das alleinige CHOP-Schema
und die Kombination mit Rituximab (R-CHOP) verglichen. Dabei erzielte die 6-wdchige R-
CHOP Therapie ein 3-Jahres-rezidivireies Uberleben von 66,5% und die alleinige CHOP-
Therapie Uber 6 Wochen das signifikant schlechtere Ergebnis von 47,2% [68]. Des Weiteren
kann Rituximab beim follikularem NHL neben der Erstlinientherapie auch als
Erhaltungstherapie eingesetzt werden und verringert dadurch die Rezidivrate [55]. Eine
Einschrankung der Lebensqualitéat konnte bei dieser Indikation im Rahmen einer kontrolliert
randomisierten Studie mit 122 Patienten nicht festgestellt werden [89]. Wie oben bereits
beschrieben wird Rituximab auch bei der Chronischen lymphatischen Leukamie eingesetzt.
Die randomisierte Studie CLL8 der Deutschen CLL Studiengruppe verglich an 817 Patienten
mit bisher unbehandelter CLL den bisherigen Standard von Fludarabin und
Cyclophosphamid (FC) mit der Kombination von FC und Rituximab. Dabei erzielte die
Immunochemotherapie mit Rituximab ein progressionsfreies Uberleben nach drei Jahren von
65% im Gegensatz zur reinen Chemotherapie von 45% und verbesserte erstmalig das
Gesamtiberleben [36].

Mit Rituximab kommt es bei ca. 77% der Patienten zu unerwlnschten Nebenwirkungen
(Fieber, Schittelfrost, Hautauschlage, Atembeschwerden), davon haben ca. 10% ein
schwerwiegendes Erscheinungsbild [16]. Diese Reaktion wird vermutlich durch freigesetzte
Zytokine der zerfallenden Tumormasse hervorgerufen werden und kann in ihrer Haufigkeit
und Bedrohung durch eine antiallergische Pramedikation verringert werden. Des Weiteren
wird neben der zunachst erwliinschten Elimination der entarteten B-Zellen insbesondere bei
Anwendung als Kombinationstherapie haufig das gesamte Knochenmark supprimiert und
somit die Anfélligkeit fir Infeket erhdht. In einigen Féllen kam es zu der zumeist tddlich
verlaufenden Virusinfektion PML (progressiven multifokalen Leukenzephalopathie) [28].
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1.4 Der HLA-DR Antikoérper 1D09C3

1.4.1 Entwicklung

Der monoklonale humane Antikérper 1D09C3 wurde von der Firma GPC Biotech AG in
Martinsried bei Minchen entwickelt und hergestellt. Es handelt sich um einen Antikérper des
Typs IgG4. Bei dem Subtyp IgG4 wird aufgrund der fehlenden Komplementaktivierung eine
Verringerung der infusionsbedingten Nebenwirkungen erwartet. Das Fab-Fragment von
1D09C3 ist gegen ein Epitop auf dem Oberflachenmolekil HLA-DR gerichtet. Der Begriff
HLA steht fiir das Humane Leukozytenantigen System und ist gleichzusetzten mit den MHC-
Molekulen. Bei HLA-DR handelt es sich um eine Unterform von MHC II, welches sich auf
antigenprasentierenden Zellen findet.

Die Herstellung von 1D09C3 erfolgte in Phagen-Displays und die Bindungsstelle wurde in
der Genbibliothek HUCAL® (Human Combinatorial Antibody Library [48]) der Firma
MorphoSys AG in Martinsried erstellt. Die Genehmigung als europaisches Arzneimittel fir
1D09C3 erfolgte im August 2003. Die erste Phase | Studie startete im Frihjahr 2005 im
Onkologischen Institut der italienischen Schweiz (IOSI, Bellinzona, Leitung Professor
Michele Ghielmini). Ein weiteres Studienzentrum wurde im Sommer 2005 in Mailand am
LIstituto Nazionale dei Tumori* unter Leitung von Herrn Professor Luca Gianni eréffnet. Im
November 2005 erhielt GPC Biotech seitens des Paul-Ehrlich-Instituts (PEIl) die
Genehmigung fur eine Phase | Studie in Deutschland. Diese dritte europédische Phase |
Studie von 1D09C3 an der Universitatsklinik Kéln unter Leitung von Herrn Professor Michael
Hallek konnte im Februar 2006 den ersten Patienten einschlieBen. Dabei wurde mit der
wdchentlichen Gabe von 1D09C3 ein anderes Verabreichungsschema untersucht, als in den
beiden anderen Zentren mit einer zweiwdchentlichen Infusion. Im Februar 2006 wurde
1D09C3 der Orphan Drug Status fur das Hodgkin Lymphom, der CLL und dem Multiplen
Myelom verliehen. Dieser Status wird an Medikamente flr seltene Erkrankungen vergeben
und beinhaltet neben verschiedenen Unterstitzungen eine europédische Marktexklusivitat von
bis zu 10 Jahren. Es folgte im Dezember 2006 ein Zwischenbericht der laufenden Studien,
welcher eine gute Vertraglichkeit und Sicherheit von 1D09C3 beschrieb [91]. Im Frihjahr
2008 wurde die interne Entwicklung von 1D09C3 seitens GPC Biotech beendet. Urséchlich
waren generelle Bedenken fur die Gruppe der 1gG4-Antikérper. In einer immunologischen
Untersuchung konnte ein dynamischer Austausch des Fab-Arms von IgG4-Antikérpern mit
anderen IgG4-Antikdrpern in vitro und in vivo nachgewiesen werden [50] [12] [84]. Dieser
vermutlich physiologische Effekt zur Verbesserung der Immunantwort bedeutet Dbei
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therapeutischen Antikdrpern eine Instabilitdt mit einem nicht abschatzbaren Risiko, weder in
der Effektivitdt noch in Bezug auf unerwiinschte Wirkungen. Durch einen Austausch von
einem Fab-Arm des therapeutischen Antikérpers an der Hinge-Region mit endogenen 1gG4-
Antikérpern entstehen somit zunéachst Halbmolekile und dann neue bispezifische Antikdrper.
Aufgrund dieser Publikation entschied GPC-Biotech AG zunachst keine weiteren
Ressourcen in 1D09C3 zu investieren. Es erfolgte der Abschlussbericht im April 2009. In
einer spateren in vitro Untersuchung konnte das beschriebene Austauschpotential auch an
1D09C3 gezeigt werden [38] (s. a. Kap. 4.6.1).

1.4.2 Vorklinische Tests

1D09C3 zeigt eine hohe Affinitat fir HLA-DR und bewirkt eine direkte Apoptose bei den
Zielzellen [62]. Dabei scheint der Zelltod unabhangig von klassischen durch Caspasen
aktivierender Apoptose erfolgen. In weiterfihrenden Studien konnten in vitro unter anderem
eine mitochondriale Depolarisierung und Aktivierung der JNK-Apoptosewege nachgewiesen
werden [15]. Der Antikdrper zeigte in zahlreichen in vitro und in vivo Tests potente Aktivitat
gegen maligne entartete B-Zellen [14]. Nach einer Zeitspanne von lediglich 30 Minuten nach
der Infusion konnte eine Reduzierung der peripheren B-Zellen um 90% verzeichnet werden.
In einem Versuch erfolgte eine Inkubation mit CLL-Zellen von 10 Patienten. Es konnte eine
Letalitat in 65-70% der Zellen erreicht werden, wobei nach 4 Stunden eine effektive Wirkung
eintrat und nach 24 Stunden die hdchste Letalitdt vorlag. In einem Maus-Modell mit
xenotransplantierten humanen NHL-Zellen (Granta, 519 NHL Zelllinie) konnte gezeigt
werden, dass 1D09C3 effektiv die Tumorprogression verringert und das Uberleben
signifikant verlangert (s. auch Abb. 1) [62]. Weitere Maus-Modelle mit Hodgkin-Lymphom,
CLL, Haarzell-Leukédmie und Multiplem Myelom bestatigten diese Wirkung auf maligne B-
Zellen. In einem anderen Mausmodell im metastasierten Endstadium konnte gezeigt werden,
dass bei hohen Dosen von 1D09C3 (1 mg/d je Maus fir 4 Tage) noch bis zu 33% der Tiere
signifikant auf die Therapie ansprachen [15]. In einer weiteren Untersuchung wurde die
Wirksamkeit von 1D09C3 in Kombination mit Rituximab getestet. In dem Maus-Modell mit
humanen NHL-Zellen konnte gezeigt werden, dass bei einzelner Gabe die Wirkung der
beiden Antikérper vergleichbar war und bei gemeinsamer Verabreichung eine deutliche
synergistische Aktivitat erzielt werden kann. Die Zeitspanne bis zum Rezidiv und die
Langzeit-Uberlebensrate (Heilungsrate) war in dieser Kombination durchweg héher als bei
den beiden Antikérpern alleine [3].
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Abb. 1, 1D09C3 Vgl. von i.v., s.c. und Kontrolle im Maus Modell mit Granta 519, aus [62]

Die Toxikologie von 1D09C3 wurde an Makaken getestet. Diese Affen zeigten in
vergleichenden Zellversuchen mit humanen Zellen ahnliche zytotoxische Effekte auf 1D09C3
und erwiesen sich daher als valides Tiermodell. Es zeigte sich neben einer guten
Vertraglichkeit ein Abfall an peripheren B-Lymphozyten und NK-Zellen nach 30 Minuten,
welche sich bei Dosen bis zu 10 mg/kg innerhalb einer Woche komplett erholten. Der
Antikérper wies eine schnelle Clearence aus dem Blut auf, bei einigen Mausmodellen lag die
Halbwertszeit bei unter 3 Stunden. Des Weiteren wurde eine vortibergehende Reduzierung
an Thrombozyten und Fibrinogen beobachtet, eine Verlangerung von der partiellen
Thromboplastinzeit (PTT) und eine Erhéhung der D-Dimere. Diese Laborparameter weisen
auf eine Verbrauchskoagulation hin, welche jedoch nur fliichtig, dosisabhangig und komplett
reversibel war. Es konnte keine klinische Relevanz zum Beispiel in Form von Blutungen
nachgewiesen werden. Ab einer Dosis von 10 mg/kg traten Ubelkeit/Erbrechen und eine
Erhéhung von dem Komplementfaktor C3a auf. Des Weiteren konnten ab einer Dosis von 3

mg/kg in den letzten zwei Zyklen Antikérper gegen das Fab-Fragment von 1D09C3
nachgewiesen werden [3].
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1.4.3 Phase | Studie mit 1D09C3

Die in dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchungen wurden als wissenschaftliche
Begleitstudien im Rahmen der deutschlandweit ersten klinischen Prifung des monoklonalen
Antikdrpers 1D09C3 in einer monozentrischen, einarmigen und offenen Phase | Studie in
KéIn durchgefihrt (Studienleiter war Professor Dr. Michael Hallek, Direktor der Klinik | fir
Innere Medizin der Uniklinik K&ln).

Prifziele der Studie waren die Bestimmung der maximal tolerablen Dosis (MTD), sowie die
Erfassung der Vertraglichkeit und Sicherheit bei eskalierten Dosen von 1D09C3 (dosis-
limitierende Toxizitdt, DLT). Das Interventionsschema umfasste eine einmal wdchentliche
intravendse (i.v.) Gabe von 1D09C3 unter stationdren Bedingungen Uber vier Wochen (4
Gaben insgesamt). Die Steigerung der Antikdrperdosierung erfolgte ausgehend von einer
Start-Dosisstufe mit 0.25 mg/kg Koérpergewicht ab der zweiten Dosisstufe mit einer
Verdoppelung der Dosierung nach jeweils 3 behandelten Patienten. Bei Auftreten von
gravierenden unerwinschten Nebenwirkungen sollten drei weitere Patienten in die
entsprechenden Dosisstufe eingeschlossen (,3+3-Schema®) [70]. Falls zwei von sechs mit
gleicher Dosierung behandelter Patienten eine dosis-limitierende Toxizitdt (DLT) zeigten,
sollte die Eskalation gestoppt und die MTD und zukiinftige Phase-Il Dosis als die darunter
liegende Dosis definiert werden. Es war zunachst eine maximale Dosiseskalation von
1D09C3 bis 10 mg/kg Koérpergewicht vorgesehen. Neben dem priméren Prifziel der
Bestimmung der MTD waren die Evaluierung der DLT, die Erfassung und Bewertung von
unerwlinschten Nebenwirkungen, sowie die Bestimmung von pharmakokinetischen und
pharmakodynamischen Parametern sekundare Prufziele der klinischen Priifung. Zielgruppe
der Studie waren geplante 28-43 Patienten é&lter als 18 Jahre mit der Diagnose einer
rezidivierten oder therapierefraktare B-Zell lymphoproliferative Erkrankung. Diese Gruppe
der Neoplasien beinhaltete Hodgkin- und Non-Hodgkin-Lymphome, die Chronische
lymphatische Leukadmie sowie das Multiple Myelom. Vortherapien der Grunderkrankung
sollten mindestens vier Wochen zuriickliegen. Die Behandlung im Rahmen der Studie
beinhaltete dreimonatliche Nachsorge-Untersuchungen nach Beendigung der 1D09C3
Therapie fir maximal ein Jahr [2].
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1.5 Fragestellung und Zielsetzung

Die Therapie vieler fortgeschrittenen malignen Neoplasien, einschlieBlich lymphatischer
Tumorerkrankungen, erzielt oftmals weder eine Heilung noch eine deutliche Verlangerung im
Uberleben der Patienten. Daher ist die Suche nach einer Erweiterung und Verbesserung der
therapeutischen Optionen ein weltweites definiertes Ziel. Zahlreiche potentielle neue
Medikamente befinden sich aktuell in praklinischen und klinischen Studien.

Die vorliegende Promotionsarbeit untersucht die pharmakodynamischen Auswirkungen des
neuartigen humanisierten monoklonalen Antikérpers 1D09C3 im Rahmen einer Phase |
Studie fir Patienten mit rezidivierten und/oder therapie-refraktéren reifzelligen lymphatischen
B-Zell Neoplasien. 1D09C3 bindet an das Oberflachenmolekil HLA-DR und zeigte eine B-
Zell-spezifische pro-apoptotische Wirkung in préklinischen Untersuchungen in vitro und in
vivo. Ziel der nachfolgenden Untersuchungen war es die Wirkungsweise von 1D09C3 auf
maligne und nicht-maligne Zellen des Immunsystems im Patienten nachzuverfolgen.
Aufgrund der relativ einfachen Zuganglichkeit und Messbarkeit von Lymphozyten im
peripheren Blut im Vergleich zum Lymphknoten, boten die Blutproben der Studienpatienten
eine Modelloption, die Wirkung von 1D09C3 auf maligne und nicht-maligne Zellen in vivo zu
studieren. Dabei wurden folgende Aspekte untersucht:

a) die minimale und maximale quantitative Veranderung (Reduktion oder Anstieq)
maligner und nicht maligner Zellen im peripheren Blut vor und nach 1D09C3 Therapie

b) die zeitliche Kinetik eines Anstiegs oder Abfalls maligner und nicht-maligner Zellen im
peripheren Blut vor und nach 1D09C3 Therapie

c) Korrelation der Ergebnisse in a) und b) mit unterschiedlichen Dosisstufen von
1D09C83 und klinischen Parametern (z. B. Ausgangswert der Lymphozyten).

Im Rahmen der oben genannten Phase | Studie wurden insgesamt 14 Patienten mit CLL,
Hodgkin- oder Non-Hodgkin-Lymphom behandelt. Jeder Patient erhielt vier Infusionen von
1D09C3 innerhalb von vier Wochen. In definierten Zeitabstanden vor und nach 1D09C3-
Gabe wurden bis zu 36 Blutentnahmen pro Patient durchgefthrt. Mit jeder Blutprobe wurde
eine Immunphéanotypisierung zur quantitativen und qualitativen Bestimmung von Leukozyten
Subpopulationen durchgefihrt. Dabei wurde die Technik der Durchflusszytometrie
eingesetzt, welche eine semiquantitative spezifische Messung zellularer Eigenschaften tber
Oberflachenantigene in kurzer Zeit ermdglicht. Fir die Messung absoluter Zellzahlen pro
analysiertes Blutvolumen mittels Durchflusszytometrie wurde hierbei ein spezielles Protokoll
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der Absolutzdhlung mit Hilfe kunstlicher Mikropartikel etabliert. Fir die nachfolgend
berichteten Ergebnisse wurden Immunphanotypisierungen von insgesamt 430 Blutproben in
14 Patienten bis zu sechs Wochen nach Therapieende analysiert, interpretiert und statistisch
ausgewertet. Die Ergebnisse geben Aufschluss Uber die zielgerichtete Wirkung von 1D09C3
gegen entartete B-Lymphozyten.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsdesign

Zur Untersuchung der Zellkinetik mittels Durchflusszytometrie wurden den Patienten bis zu
36 venodse Blutproben zu definierten Zeitpunkten entnommenen (s. Kap. 2.3.1). Die
Probenaufbereitung und Analyse erfolgte im Labor fir molekulare Hamatologie und
Onkologie der Uniklinik KéIn. Die Blutproben der ersten beiden Patienten wurden mit einem
Vier-Farben-Zytometer EPICS XL® der Firma Beckman-Coulter analysiert. Fir die
Zelldifferenzierung wurden 10 diagnostische Antikérper in drei Versuchsansatzen verwendet.
Durch die Analyse von eindimensionalen Histogrammen und Punktwolkendarstellungen
(Dot-Plots) konnte ein prozentuales Verhaltnis der Zellpopulationen ermittelt werden. Parallel
dazu wurde seitens des Zentrallabors der Universitatsklinik Koéln die absolute
Leukozytenanzahl der einzelnen Blutproben erfasst. Unter Verwendung dieser Werte konnte
die absolute Anzahl der einzelnen Zellpopulationen errechnet werden. Die Experimente der
ersten beiden Patienten werden im Folgenden als Protokoll 1 bezeichnet.

Diese Arbeitsschritte wurde bei den weiteren 12 Patienten optimiert und zur Unterscheidung
Protokoll 2 genannt. Im Rahmen dessen wurde ein Sechs-Farben-Zytometer BD
FACSCanto® der Firma Becton Dickinson eingesetzt. So bestand die Méglichkeit mit sechs
diagnostischen Antikérpern in  einem Versuchsansatz die gleiche Zielsetzung zu
verwirklichen. Des Weiteren konnten durch die Verwendung von TruCOUNT®-Beads die in
einem definierten Blutvolumen befindliche absolute Zahl an Zellen jeder Zellsubpopulation in
einem Arbeitsschritt errechnet werden. Die Analysen dieser Ergebnisse erfolgten mittels Dot-
Plot Diagrammen. Die Ergebnisse aus beiden Versuchsreihen wurden statistisch
ausgewertet und grafisch veranschaulicht.
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2.2 Material

2.2.1 Antikoérper

Im Folgenden sind die verwendeten diagnostischen Antikérper aufgelistet. Dabei handelt es
sich um monoklonale Antikérper vom Typ IgG1 Die variablen Doménen der Antikérper
(Antigenbindungsstellen) sind gegen die in der ersten Spalte angegebenen
Oberflachenmolekile von Leukozyten gerichtet, welche nach der CD-Klassifikation (Cluster
of Differentiation, s. auch Kap. 1.2.2.1) eingeteilt werden [92]. Die zweite Spalte steht fir die
fluoreszierende chemische Gruppe, mit welcher der Antikdrper gekoppelt ist (s. auch Kap.
2.3.2.2).

2.2.1.1 Protokoll 1

Antigen Fluorochrom Hersteller
CDs3 FITC
CD3 PC5
CD4 FITC
CD8 PE
CD14 PE Beckman-Coulter
CD16 PC5 GmbH, Krefeld
CD19 PC5
CD20 FITC
CD45 ECD
CD56 PE

Tab. 3, verwendete Antikérper im Protokoll 1

-36 -



2.2.1.2 Protokoll 2

Antigen Fluorochrom Hersteller
Becton Dickinson
CD3 FITC GmbH, Heidelberg
Beckman-Coulter
CD4 PC5 GmbH, Krefeld
CD4 FITC
CcDs8 PE
Becton Dickinson
CD16 PCS GmbH, Heidelberg
CD19 PC5
CD45 PC5

Tab. 4, verwendete Antikérper im Protokoll 2

2.2.1.3 Testantikorper

Die in Tabelle 5 aufgefihrten Testantikbrper wurden zur Isotypen-Kontrolle und Kalibrierung
des Zytometers FACSCanto® verwendet.

Antikorper Fluorochrom Hersteller
APC
FITC
PE Becton
Dickinson
Labled mouse IgG GmbH,
PE-Cy7 Heidelberg
PerCP-Cy 5.5
APC-Cy7

Tab. 5, verwendete Testantikdrper zur Isotypen-Kontrolle
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2.2.2 Reagenzien und GefaBe zur Probenaufbereitung

Reagenz/GefaB Hersteller

PBS-Puffer, pH 7,4 GIBCO/Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Lysing Solution 1Q-Test 3

Beckman-Coulter GmbH, Krefeld
Flow-Check Fluorospheres

EasyLyse Dako Deutschland GmbH, Hamburg

FACS Lysing Solution

TruCOUNT Tubes

TruCOUNT Controls Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

7-Coulor-Setup

Zentrifugen Réhrchen
Falcon 5 ml

Entionisiertes Wasser,

Destamate BISOE Heraeus, Hanau

Aqua-Dest fur Injektionen B. Braun Melsungen AG, Melsungen
ReagiergeféBe 1,5 ml Sarstedt, Nimbrecht
PP-Test-Rdhrchen 50 ml Greiner-Bio-one, Frickenhausen

Tab. 6, verwendete Reagenzien und GefaBe zur Probenaufbereitung
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2.2.3 Gerate und Software

Gerat/Software Hersteller

Flow-Zytometer EPICS-XL 4C Beckman-Coulter GmbH, Krefeld

Flow-Zytometer BD FACS Canto Becton Dickinson GmbH,

Heidelberg
Zentrifuge Megafuge 1.0R Heraeus, Hanau
Dispensette fiir PBS-Puffer Brandt GmbH & Co. KG, Wertheim
Vortex Genie 2 Bender + Hobein AG, Ziirich

Progen Scientific Ltd., South

Roller Mixer Stuart SRTL Yorkshire, UK.

Einkanal-Pipetten 20-, 100

und 1.000 pl Eppendorf, Hamburg

Biohit Deutschland GmbH,

Einkanal-Pipetten 10 pl Rosbach

EXPO 32 ADC Analysis Beckman-Coulter GmbH, Krefeld

BD FACSDiva 4.1 Becton Dickinson GmbH,

Heidelberg
Excel 2000 Microsoft CoerJ)grAation, Seattle,
SPSS 15.0.1 DE SPSS Inc. Chicago, USA
Stata College Station, TX, USA

Tab. 7, verwendete Geréate und Software
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2.3 Methoden

2.3.1 Probengewinnung

Im Rahmen der Phase | Studie mit dem monoklonalen Antikérper 1D09C3 waren 4
intravenése Medikamentengaben vorgesehen, jeweils am Tag 1, 8, 15 und 22. In
festgelegten Zeitabstanden wurde den Patienten vor und nach der Infusion vendses Blut
entnommen und mit EDTA antikoaguliert. Die Blutproben waren neben einer fortlaufenden
Patientennummerierung (C101-C114) mit der Therapiewoche sowie mit der Uhrzeit bzw.
dem Tag der Blutabnahme kodiert. In jeder Therapiewoche wurden 8 Blutproben zu den in
Tabelle 8 aufgefiihrten Zeitpunkten entnommen:

Kodierung Zeitpunkt A?ﬂ:;‘;;ur
1-08 8:00 Uhr 2 Stunden davor
1-12 12:30 Uhr 30 Minuten

danach
1-13 13:00 Uhr 1 Stunde danach
1-16 16:00 Uhr 4 Stunden danach
1-22 29:00 Uhr 10 Stunden

danach
1-d2 Tag 2 1 Tag danach
1-d4 Tag 4 3 Tage danach
1-d6 Tag 6 5 Tage danach

Tab. 8, Zeitpunkte der Blutentnahmen

Dieses Schema wurde auf den folgenden drei Wochen fortgesetzt (mit 2-08 fir 8:00 Uhr in
der zweiten Woche usw.). Falls die zweistliindige Infusion nicht von 10:00 bis 12:00 Uhr
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erfolgte, wurden die Entnahmezeiten angepasst. Im Anschluss an die vier Wochen Therapie
folgten 6 Wochen Nachbeobachtungszeit. Diese Phase beinhaltete vier Blutabnahmen mit
den Kodierungen d29 eine Woche nach der letzten Therapie, d36 nach zwei Wochen, d50
nach vier und dé4 nach sechs Wochen. Insgesamt wurden pro Patienten bis zu 36
Blutabnahmen durchgefiihrt. Die folgende Grafik dient der Veranschaulichung des zeitlichen
Therapieschemas (s. Abb. 2).

> > > > [ .
> > > > l
1. Infusion 2. Infusion 3. Infusion 4. Infusion Nachsorge
1 Woche 1 Woche 1 Woche 1 Woche 6 Wochen
— |
— |
— |
— |
— |
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& : & & & & & & & & &
Blutprobe iv ID09C3 Blutprobe Blutprobe Blutprobe Blutprobe Blutprobe Blutprobe Blutprobe Blutprobe iv ID09C3 Blutprobe
08:00 h 10-12:00 h 12:30 h 13:00 h 16:00 h 22:00 h day 2 day 4 day 6 08:00 h 10-12:00 h 12:30h
1-08 1-12 1-13 1-16 1-22 1-d2 1-d4 1-d6 2-08 2-12
1. Woche 2. Woche

Abb. 2, Therapieschema Phase | Studie 1D09C3

Die Patienten wurden bevorzugt am Tag vor der Therapie stationar aufgenommen und
mindestens einen Tag nach Therapie bis zur Blutabnahme x-d2 im Klinikum beobachtet. Die
Blutabnahmen am Tag 4 (x-d4) und am Tag 6 (x-d6) sowie die Nachbeobachtungsphase
konnten bei komplikationslosem Verlauf ambulant erfolgen. Die Proben wurden mittels eines
Eiltransporters schnellstméglich in das Labor fir molekulare Hamatologie und Onkologie
Uberstellt und innerhalb von 24 Stunden der durchflusszytometrischen Analyse zugefuhrt.

2.3.2 Durchflusszytometrie
2.3.2.1 Die Bedeutung in der Medizin

Die Durchflusszytometrie bietet die Md&glichkeit, eine hohe Anzahl von molekularen
Parametern in heterogenen Zellgemischen qualitativ und quantitativ zu analysieren. Dem
Verfahren liegt heute eine hochentwickelte Technik zugrunde, welche im Vergleich zu
friheren Geraten ausgesprochen schnell arbeitet. Durch die Automatisierung mehrerer
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Analysen in einem Arbeitsdurchgang sowie die hohe Messgeschwindigkeit der Gerate wurde
das Verfahren zunehmend in der Routinediagnostik eingesetzt. Die Durchflusszytometrie
wird seit 1983 klinisch eingesetzt, wobei erst die Entwicklung der monoklonalen Antikérper
und der glnstige Einsatz von leistungsstarken Computern ab 1990 die heutigen
diagnostischen Mdglichkeiten erbrachten. Der wissenschaftlichen Anwendung stehen seit
1999 Messgerate zur Verfligung, welche mit drei Lasern 11 Parameter analysieren kénnen.
Die Entwicklung des Durchflusszytometer BD LSR® Il der Firma Becton Dickinson im Jahre
2005 stellt mit 4 Lasern und 20 Parametern eine Maximalvariante dieser Technik dar.

Die Durchflusszytometrie hat in der hadmatologischen Diagnostik einen groBen Stellenwert
erlangt. Neben der automatischen Analyse des ,normalen” Differentialblutbildes ist das
Verfahren in der diagnostischen Linientypisierung und in der Verlaufsbeurteilung von
Leukadmien und einigen Lymphomen sehr bedeutsam. Hierbei wird neben peripher venésem
Blut auch Knochenmark als Untersuchungsgut verwendet. Ebenso kdnnen Zellen aus
Lymphknotenpunktaten und anderen Biopsien nach Aufbereitung in Einzelzellsuspension
untersucht werden. Darlber hinaus findet die Durchflusszytometrie vielféltige weitere
Anwendungen. So kann z. B. die DNA geférbt und dargestellt werden, es gibt Marker zur
Erkennung von Apoptosevorgéngen, das Membranpotential oder der intrazelluldre pH-Wert
kann untersucht werden und eine Darstellung der Freisetzung von Sauerstoffradikalen ist
maoglich. Die Durchflusszytometrie findet daher neben der klinischen Medizin auch in der
Grundlagenforschung weite Anwendung.

2.3.2.2 Das Prinzip der Durchflusszytometrie

In der Durchflusszytometrie werden Zellen und Mikropartikel automatisch gezahlt und
differenziert. Durch den Einsatz eines optischen Messsystems werden Streulicht- und
Fluoreszenzsignale einzelner in einem FlUssigkeitsstrom fokussierter Partikel analysiert. Die
Zellen bewegen sich in einem Einzelzell-Flissigkeitsstrom und passieren einen Laser, so
dass das gestreute Licht von mehreren Detektoren erfasst werden kann (s. Abb. 3). In einem
hamatologischen Routinelabor kann so eine heterogene Zellpopulation, in der Regel
Leukozyten, schnell und quantitativ auf Basis der einzelnen Zelle untersucht werden. Die
Analyse ist im Vergleich zu einfachen Blutbildanalyse-Geraten multiparametrisch, d. h. es
werden neben der ZellgréBe auch z. B. Oberflachenmerkmale erfasst. Dadurch ist eine
Immunphé&notypisierung mit einer Differenzierung der Leukozyten und vor allem der

Lymphozyten mdglich.
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Abb. 3, Schematische Darstellung des optischen Systems eines Durchflusszytometers, aus [29]

Der vorbereitete Ansatz wird in einer Vorrichtung des Zytometers angesaugt, bzw. technisch
exakt beschrieben mit Hilfe von Druck in den FlUssigkeitsstrom bewegt. Es handelt sich
hierbei um eine Durchflusskiivette mit einem Durchmesser von 50-250 um. In dieser flieBt
laminér eine isotone Flussigkeit (sheat fluid) mit einer Geschwindigkeit von meist 10 m/sec.
Durch diese hohe Flussgeschwindigkeit kdnnen 100.000 Zellen und mehr innerhalb von
Sekunden bis Minuten in Echtzeit analysiert werden. Wichtig ist anzumerken, dass nicht
spezifisch einzelne Zellen erfasst werden, sondern Partikel. So ist in der
Computerauswertung zu bericksichtigen, dass dies ebenso zusammengeklumpte Zellen
oder Zellreste sein kdnnen. Die zu untersuchende Probe wird durch ein abgestimmtes
Druckverhéltnis im Zentrum des Stroms bewegt und trifft dort im rechten Winkel auf eine
Lichtquelle. Es handelt sich hierbei in der Regel um ein Laserlicht, welches den Vorteil hat,
dass die Lichtwellen parallel verlaufen und eine einzige, monochromatische Wellenlange
beinhaltet. Der Argonlaser mit einer emittierten Lichtwellenlange von 488 nm wird am
haufigsten verwendet, da er sich besonders flr die Anregung der gangigen Fluorochrome
eignet [29]. Die Lichtphotonen des Lasers treffen von der Seite auf die Zelle. In dem Moment
wird zum einen das Licht gestreut und zum anderen wird es durch die Absorption und
Anregung der Fluorochrome re-emittiert. Bei dem Streulicht (Light Scatter) kénnen zwei
Paramenter erfasst werden. Das Licht, welches durch die Zelle um 360° gestreut wird, also
entlang der Achse des Laserstrahls, wird als Vorwartsstreulicht (Forward Scatter, FSC)
bezeichnet. Dieser Parameter ist ungeféhr proportional zur GréBe der gemessenen Zelle.
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Das so genannte Seitwartsstreulicht (Side Scatter, SSC) wird im 90°-Winkel der Zelle
gemessen. Dieses entsteht durch Reflexion an Strukturen innerhalb der Zellen und korreliert
daher mit der Zellgranularitat.

2.3.2.3 Eingesetzte Fluorochrome und Antikérper

Die verwendeten Antikdrper sind ihrerseits mit einem fluoreszierenden Stoff (Fluorochrome)
markiert. Deren Emissionswellenldnge kann spezifisch detektiert werden und dadurch einem
bestimmten Oberflachenmolekil zugeordnet werden. Fur die Immunphé&notypisierung, d. h.
die weitere Differenzierung der Lymphozyten, benétigt man das zweite Lichtereignis,
welches durch die Fluorochrome hervorgerufen wird. Diese absorbieren das Laserlicht und
re-emittieren ein Licht in einer fir das jeweilige Fluorochrom spezifischen Wellenléange.
Dadurch kénnen die zu untersuchenden Zielzellen von negativen nicht markierten Zellen
unterschieden werden. Das mehrfarbige Licht wird in der Regel rechtwinklig mit dem
Seitwértsstreulicht aufgenommen und die entsprechenden Wellenldngen separat detektiert.
Die haufigsten Farbstoffe bei Verwendung eines Argon-Lasers mit einer Wellenlange von
488 nm sind das grtine Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) mit einem Absorptionsmaximum bei
495 nm und das gelb-rote Phycoerythrin (PE), welches bei 564 nm das Licht absorbiert. Die
Emissionen erfolgen in héheren Wellenldngen, fur FITC bei 520 nm und far PE bei 575 nm.
Der im Rahmen dieser Arbeit verwendete Durchflusszytometer EPICS XL®-C4 der Firma
Beckman-Coulter verwendet flr den Argonlaser zwei weitere Fluoreszenzfarbstoffe. Dabei
handelt es sich um PE-TexasRed (ECD), welches ein Tandemkonjugat von PE mit dem
Farbstoff TexasRed ist. Das Absorptionsmaximum liegt durch das PE ebenso bei 564 nm.
Die Fluoreszenzenergie wird auf das TexasRed Ubertragen, welches ein Emissionsmaximum
mit einer langeren Wellenlange von 615 nm erzeugt. Der weitere Farbstoff ist PE-Cy5,
welcher ebenso ein Tandemkonjugat von PE ist, in diesem Fall mit Cyanin-5. Auch hier
findet bei Anregung durch den Argonlaser ein Energietransfer von PE auf den Farbstoff
Cyanin-5 statt, welcher ein Emissionsmaximum von 670 nm innehalt. Fir den Sechs-Farben-
Zytometer BD FACSCanto® der Firma Becton Dickinson, welcher im Rahmen des Protokolls
2 Anwendung fand, wurden neben FITC und PE zwei weitere Farbstoffe fir den Argonlaser
verwendet. Das Fluorochrom PerCP-Cy5.5 ist ein Tandemkonjugat aus Peridinin Chlorophyll
Protein (PerCP) und Cyanin-5.5. Das Absorptionsmaximum liegt bei 490 nm und das Licht
wird emittiert mit einem Maximum bei 694 nm. Der weitere Farbstoff ist das PE-Cy7, ein
Tandemkonjugat aus PE und Cyanin-7 mit einem Emissionsmaximum von tber 750 nm. In

dem Durchflusszytometer FACSCanto® ist ein weiterer Laser enthalten, ein Helium-Neon-
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Laser, welcher Licht in einer Wellenldnge von 633 nm aussendet. Die beiden Fluorochrome,
welche von diesem angeregt werden, sind APC und APC-Cy7. Es handelt sich hierbei um
Allophycocyanin, welches das Licht bei 650 nm absorbiert. Das Emissionsmaximum liegt bei
660 nm fiir APC und fir das Tandemkonjugat von APC mit Cyanin-7 bei 767 nm (s. Tab. 9).

Argon-Laser mit 488 nm Wellenlénge (blau)

Absoptionsmaximum (nm) Emissionsmaximum (nm)
FITC 495 520
PE 564 575
ECD 564 615
PE-Cy5 564 670
PerCP 5.5 490 694
PE-Cy7 564 750

Helium-Neon-Laser mit 633 nm Wellenlange (rot)

Absoptionsmaximum (nm) Emissionsmaximum (nm)
APC 650 660
APC-Cy7 650 767

Tab. 9, Wellenlangen der verwendeten Fluorochrome

Bei der Verwendung von mehreren Fluorochrome ist jedoch zu bericksichtigen, dass die
jeweilige Emission in einem Wellenldngenspektrum erfolgt. Es kommt zu einer Uberlappung
der Emissionen, welche neben der Verwendung von Filtern durch die so genannte
Kompensation erkannt und korrigiert werden sollte. So wird z. B. das schwache Signal der
FITC-Fluoreszenz, welches im optischen Kanal der PE-Fluoreszenz gemessen wird,
herausgerechnet. Die neueren Durchflusszytometer bieten automatische Programme fir die
Kompensation an. Bei regelmaBigen technischen Kontrollverfahren bzw. Wartungen sind
diese Programme fir die klinische Anwendung in der Regel ausreichend.
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2.3.2.4 Datenverarbeitung und -darstellung

In der Computerdarstellung wird das Streulicht zweidimensional als Dot-Plot dargestellt,
wobei jeder Punkt einer Zelle (bzw. einem Partikel) entspricht. Das Vorwartsstreulicht wird
Ublicherweise auf der x-Achse und das Seitwartsstreulicht auf der Ordinate dargestellt (s.
Abb. 4). Mit diesen so genannten intrinsischen Parametern kann in Kklinischen
Routinelaboren das Differentialblutbild (Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten) erstellt

werden.
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Abb. 4 Dot-Plot Pat. C107, 1-08, SSC vs. FSC

Im Rahmen der multiparametrischen Untersuchung erfolgt neben der Auswertung des
Streulichtes auch die computergestltzte Analyse der einzeln detektierten Wellenlangen. Die
spektral unterschiedlichen Lichtsignale werden hierfir von einem Photomultiplier in
elektrische Signale umgewandelt. Es besteht nun die Mdglichkeit der Darstellung von einem
Parameter in einem Histogramm. Dabei korreliert die Anzeige auf der x-Achse mit der GrdBe
des Parameters und die y-Achse steht flr die Anzahl der gezéhlten Events/Zellen (s. Abb. 5).
So kénnen die Zellen mit den verwendeten Antikdrper Uber ihr angebundenes Fluorochrom
einzeln dargestellt und ihr Anteil an den gezéhlten Events ausgerechnet werden.
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Abb. 5, Histogramm CD20 positive Zellen, EPICS XL®

Als zweite Mdglichkeit in der Datenanalyse kdnnen auch hierbei Dot-Plots Diagramme mit
zwei Parametern verwendet werden. Durch diese Darstellung kann erkannt werden, ob die
zwei Messparameter in ihrer Expression miteinander korrelieren oder unabhéngig sind. Bei
einer Korrelation bilden sich die Events auf einer Diagonalen ab, anderenfalls sind separate
Populationen erkennbar. So kénnen z. B. alle CD3-positiven-Zellen (T-Zellen) in einer
Abbildung differenziert werden, indem die zytotoxischen T-Zellen (CD8-positiv) gegen die T-
Helfer-Zellen (CD4-positiv) in der Grafik aufgetragen werden (s. Abb. 6). Durch das so
genannte Gating, d. h. das Eingrenzen von Regionen zur Differenzierung in
Subpopulationen, kénnen die gemessenen Events ausgezahlt und ebenso in Relation zu
allen gezéhlten Zellen gesetzt werden.
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Abb. 6, Dot-Plot Pat. C107, Blutprobe 1-08,
alle CD3-positiven Events, CD8 vs. CD4

2.3.2.5 Probenaufbereitung

In einer kleinen Menge antikoaguliertem Blut (25-100 pl) erfolgt die Vermengung mit den
Fluorochrom-markierten Antikérpern, die gegen die zu untersuchenden Oberflachenantigene
gerichtet sind. Dabei werden nur kleine Mengen der Antikérper bendétigt (1-20 pl). Eine
Inkubation bei Zimmertemperatur Uber ca. 15 Minuten ermdglicht die Bindung der Antikdrper
an die Zielzellen. Im Anschluss werden zur Untersuchung der Leukozyten die roten
Blutkdrperchen lysiert. Aufgrund ihrer im Verhaltnis zu den Leukozyten geringeren
osmotischen Widerstandfahigkeit werden die Erythrozyten durch einen hypotonen Lysepuffer
selektiv aufgeldst. Darauf folgend werden die zerstérten Zellen durch Waschschritte mit
isotoner Pufferldsung und Zentrifugation aus dem Ansatz entfernt. Ein alternatives Verfahren
stellt das ,Lyse-no-wash-protocol” dar, in welchem der Zellschrott in der Probe verbleibt und
in der spateren Computeranalyse herausgerechnet wird. Dieses Verfahren ist die Methode
der Wahl fUr eine direkte Absolutzahlung der Zellen.

2.3.2.6 Absolutzdhlung

Eine klassische Methode zur Konzentrationsbestimmung der Zellpopulationen besteht in
dem so genannten ,Dual platform“ Verfahren. Hierbei wird die durchflusszytometrische
Messung der relativen Anteile von Subpopulation mit dem Einsatz eines Hamatologie
Analysators zur Absolutangabe der Population ergénzt. Durch die Verwendung zweier
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verschiedener Zahltechniken und unterschiedlicher Aufbereitungsmethoden besteht jedoch
eine relativ groBe Anfélligkeit far Fehler [11].

Eine andere Methode wird als ,Single platform® bezeichnet und steht flr die direkte
Absolutzéhlung durch das Durchflusszytometer. Dabei wird auf eine Zentrifugation mit
Waschen der Proben unter Verwendung von ,Lyse-no-wash“-Techniken verzichtet. So kann
eine schlecht reproduzierbare Volumenveranderung umgangen werden. Die Methode kann
durch zwei verschiedene Techniken verwirklicht werden. Zum einen kann ein
Durchflusszytometer verwendet werden, das eine volumenkalibrierte Messung beinhaltet und
Uber eine prazise Steuerung und Messung des Probenvolumenflusses die Absolutzéhlung
ermdglicht. Als weitere Technik kdnnen dem zu untersuchenden Reagenz Mikropartikel
beigefigt werden. Die in dem exakt definierten Volumen der Probe gezahlten Zellen kénnen
dadurch ins Verhaltnis zu den gezahlten Mikropartikeln mit bekannter Gesamtanzahl gesetzt
werden. Die Firma Becton Dickinson bietet als Z&hlpartikel die TruCOUNT® Tubes an,
welche im Rahmen des Protokolls 2 Verwendung fanden. Eine Kontrollmdglichkeit dieses
Verfahrens kann mittels TruCOUNT®-Kontrollen erfolgen. Dabei handelt es sich um
fluoreszierende Mikropartikel, welche in drei Ansatzen mit niedriger, mittlerer und hoher
Konzentration in TruCOUNT® Réhrchen mit Vollblut durchflusszytometrisch analysiert

werden. Der angegebene Zielbereich wird im Anschluss mit dem Messergebnis verglichen.

2.3.2.7 Messung nach Protokoll 1

Das erste Protokoll wurde fir die beiden Patienten mit der Kodierung C101 und C102
angewandt. Die Messungen wurden an einem Vier-Farben-Zytometer EPICS XL® der Firma
Beckman-Coulter durchgefihrt, wobei in einem Analyse-Ansatz 40.000 Zellen differenziert

wurden.

Im Rahmen des Protokolls wurden drei Ansatze durchgefiihrt, wobei jeweils 5ml Falcon®-
Réhrchen verwendet wurden. Dazu wurde 100 pl gut vermischtes EDTA-Blut mit 4 ml PBS-
Puffer versetzt. Darauf folgte eine Sedimentation indem die Mischung 3 Minuten auf 1.300
U/min zentrifugiert wurde. Im Anschluss wurde der Uberstand ab pipettiert und die Antikdrper
mit einer fluoreszierenden Gruppe nach dem Schema der Tabelle 10 zugeflgt.
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1. Ansatz
5ul CD3 PC5
10 ul CD4 FITC
10 pl cDs8 PE
5l CD45 ECD
2. Ansatz
10 pl CcD3 FITC
5l CD16 PC5
5ul CD45 ECD
10 pl CD56 PE
3. Ansatz
10 ul CD14 PE
5l CcD19 PC5
10 pl CcD20 FITC
5ul CD45 ECD

Tab. 10, Ansatze zur Inkubation nach Protokoll 1

Diese Mischungen wurden im Vortexer gut vermengt und 15 Minuten im Dunkeln inkubiert.
Im Anschluss wurde je 2 ml von der 1Q Test 3 Lyse-Lésung in die Réhrchen hinzugefiigt, im
Vortexer vermischt und erneut 20 Minuten im Dunkeln inkubiert. Darauf folgte ein
Waschschritt, wobei zuerst 3 Minuten auf 1.300 U/min zentrifugiert und dann der Uberstand
dekantiert wurde. Es wurden 4 ml von dem PBS-Puffer hinzugefligt und im Vortexer gut
vermengt. Es folgte eine weitere Zentrifugation auf 1.300 U/min fir 3 Minuten. Nach dem
Dekantieren des Uberstandes wurde das Sediment in 1 ml PBS-Puffer aufgenommen und im
Vortexer gemischt. Die Proben wurden einzeln im Durchflusszytometer gemessen und die
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Fluoreszenzsignale mittels Histogramme und Dot-Plots Diagrammen in der Software EXPO

32 ADC Analysis® ausgewertet. Die Dateien wurden als List-Mode-Dateien (LMD) archiviert.

2.3.2.8 Messung nach Protokoll 2

Das zweite Protokoll wurde fir die 12 folgenden Patienten mit der Kodierung C103 bis C114
verwendet. Die Messungen erfolgten an einem Sechs-Farben-Zytometer BD FACSCanto®
der Firma Becton Dickinson, wobei in einem Experiment 100.000 Zellen differenziert wurden.

Das Protokoll 2 beinhaltet als Lyse-no-wash-protocol einen Versuchsansatz pro Blutprobe (s.
Tab. 11). Damit eine Absolutzéhlung der Leukozyten in einem Arbeitsschritt erfolgen kann,
wurden BD TruCOUNT® Tubes mit einer definierten Anzahl an Mikropartikel verwendet (s.
auch Kap. 2.3.2.6). In diese Rohrchen wurden die im Folgenden genannten diagnostischen
Antikérper mit der angegebenen fluoreszierenden Gruppe hineingefligt. Dabei wurde
beachtet, dass die Pipettenspitze weder das Klgelchen mit den enthaltenen Mikropartikeln
noch den Gitterboden berthrt.

Ansatz
1 ul CD3 APC
10 ul CD4 FITC
10 ul CDs8 PE
1ul CD16 PE-Cy7
20 pl CD19 PerCP-Cy 5.5
5 ul CD45 APC-Cy7

Tab. 11, Ansatze zur Inkubation nach Protokoll 2

Aufgrund der Wichtigkeit des B-Zell-Markers CD20 wurde dieser Antikdrper mit Verwendung
von 10 pl und 20 pl vergleichend getestet. Dabei erzielten die 20 pl ein Ergebnis, welches
naher an dem Referenzwert des Zentrallabors lag. Daraus schlossen wir, dass die 10 ul
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vermutlich nicht ausreichten, um an die oftmals hohe Anzahl von CD20-positiven B-Zellen zu
binden. Daher wurden 20 pl des CD20-Antikdrpers im Rahmen des Protokolls verwendet.
Zur Abgrenzung des Hintergrundrauschens durch unspezifische Signale wurden
Kontrollantikbrper zur Isotypenkontrolle verwendet, welche nur unspezifisch binden. So
konnte die Grenze zwischen spezifischer und unspezifischer Farbung gesetzt werden.

Den Antikdrpern in den TruCOUNT® Tubes wurden nun 50 pl gut vermischtes EDTA-Vollblut
der entsprechenden Patientenprobe zugeflgt. Aufgrund der Bedeutung einer exakten
Blutmenge wurde die so genannte Reverse-Pipettiertechnik verwendet. In diesem Verfahren
wird die Pipette bei der Flissigkeitsaufnahme etwas Uber den ersten Druckpunkt hinaus
gedrickt und danach bis genau zum ersten Druckpunkt ausgestoBen. So ist die
Pipettenspitze ab der ersten Probe benetzt und es kénnen Volumenverluste durch
Rickstande in der Pipettenspitze verhindert werden. Diese Mischung wurde im Vortexer gut
vermengt und 15 Minuten im Dunkeln inkubiert. Im Anschluss wurde 2 ml von EasyLyse® der
Firma Dako hinzugefiigt, welche im Verhaltnis 1:20 mit AquaDest® der Firma Braun verdiinnt
wurde. Die ersten Messungen erfolgten unter Verwendung von frisch entionisiertem Wasser
aus dem Destamate® der Firma Heraeus. Hierbei traten jedoch Differenzen zwischen den
ermittelten Leukozytenzahlen und dem parallel im Zentrallabor erstelltem Blutbild auf. Diese
Differenz ist vermutlich aufgrund eines zu niedrigen pH-Wertes des entionisiertem Wasser
verursacht worden und trat nach dem Wechsel zu AquaDest® nicht mehr auf. Des Weiteren
empfiehlt Becton Dickinson in dem Protokoll fiir die TruCOUNT® Tubes die Verwendung von
450 pl BD FACS® Lysing Solution. Ein Vergleichstest der beiden Lyse-Lésungen von BD und
Dako ergab jedoch eine hdhere Ubereinstimmung der Leukozyten seitens Dako mit einer
Referenzmessung im Zentrallabor. Die Messung im Zentrallabor erfolgte mit dem
Blutbildanalysator Sysmex XE 2.100 und ergab bei einem Probant 7,16 G/L Leukozyten. Das
Ergebnis mit der BD FACS® Lysing Solution zeigte in dieser Blutprobe einen Leukozytenwert
von 5,97 G/L und die Dako EasylLyse® erbrachte einen Leukozytenwert von 6,89 G/L. Die
Abweichung zu dem gemessenen Wert des Zentrallabors lag daher unter Verwendung der
Lyselésung von BD bei 16,6% und bei der Lyselésung von Dako bei 3,8%. Aufgrund dieses
Ergebnisses erfolgte die Lysierung der Erythrozyten im Rahmen des Protokolls mit der dako

EasyLyse®.

Nach Hinzufligen der Lyse erfolgte eine weitere Inkubation von 20 Minuten im Dunkeln. Auch
beziglich der Inkubationszeit wurde ein Vergleich zwischen 15 und 20 Minuten durchgefihrt.
Dabei zeigte die Inkubation von 20 Minuten ein validertes Ergebnis bezlglich der
Referenzmessung aus dem Zentrallabor. Nach der Lysierung wurde die Probe ca. 5
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Sekunden niedrigtourig im  Vortexer vermengt und schnellst mdglichst im
Durchflusszytometer analysiert. Es zeigte sich, dass die Proben fir mindestens 2 Stunden
reproduzierbare Ergebnisse erbrachten, d. h. die nicht herausgewaschene Lyse bewirkt
innerhalb dieses Zeitfensters keine unerwinschte Lysierung der Leukozyten. Die
Auswertung der Daten erfolgte mittels Dot-Plots in der Software BD FACSDiva® 4.1. Die
Dateien wurden als List-Mode-Dateien in dem ,Flow Cytometry Standard Format 3.0 (FCS)

archiviert.

2.3.2.9 Analysetechniken

Die durchflusszytometrischen Analysen beinhalteten die qualitative und quantitative
Bestimmung von den in Tabelle 12 aufgefihrten Zellgruppen. In der zweiten Spalte dieser
Tabelle ist die Nachweismethode dargestellt, mittels welcher die Populationen bestimmt
wurden.

Zellpopulation Nachweis
Leukozyten CD45 gegen SSC
Granulozyten CD45 gegen SSC
Monozyten CD45 gegen SSC (CD14+)
Lymphozyten CD45 gegen SSC
B-Zellen CD19+ (CD20+)
T-Zellen CD3+
T4-Zellen CD3+, CD4+, CD8-
T8-Zellen CD3+, CD8+, CD4-
NK-Zellen CD16+, CD3-, CD19- (CD56+)

Tab. 12, Zellpopulationen mit Nachweismethoden

Die Bestimmung von Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten erfolgt in einem Dot-Plot
mit der Auftragung CD45 gegen das Seitwértsstreulicht. Dabei werden die Granulozyten mit
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der héchsten Granulitat als obere Population eingegrenzt, die Monozyten als Gruppe mit der
gréBten ZellgréBe und die Lymphozyten mit der geringsten Granulierung. Die Summe aus
diesen ergibt die Gesamtzahl der Leukozyten. In der Abbildung 7 ist ein solches Dot-Plot mit
den entsprechenden Gates dargestellt.
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Abb. 7, Patient C107, Dot-Plot CD45 vs. SSC

In einigen Fallen waren in dieser Darstellungsform die Monozyten nur schwerlich von den
Lymphozyten abzugrenzen. In dem Protokoll 1 wurde daher ein Histogramm von dem
spezifischen Antikérper CD14 verwendet. Da dieser in dem Protokoll 2 nicht eingesetzt
wurde, bestand die Mdglichkeit, die beiden Gruppen im Dot-Plot CD45 vs. SSC zusammen
einzugrenzen. Eine Differenzierung erfolgte nun in dem Dot-Plot CD4 gegen CD3, wobei die
Monozyten schwach CD3 negativ und CD4 positiv abzugrenzen sind (siehe Abb. 8).
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Abb. 8, Patient C113, Dot-Plot CD4 vs. CD3

Anhand dieser Darstellung der Zellpopulationen, dem Dot-Plot CD4 gegen CD3, werden die
verbleibenden Gruppen differenziert. Die CD3-positive Gruppe, die T-Zellen, werden
zusammengefasst und in einem weiterem Dot-Plot mit CD4 gegen CD8 als T-Helferzellen
und zytotoxische T-Zellen unterschieden (s. Abb. 9).

Q2-1
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Abb. 9, Patient C107, Dot-Plot CD4 vs. CD8
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Die in der Abbildung 8 CD3- und CD4-negativen Zellen sind die verbleibenden B- und NK-
Zellen. Diese werden in einem weiteren Dot-Plot mit einer Abgrenzung von CD16 und CD19
differenziert (siehe Abb. 10).
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Abb. 10, Patient C113, Dot-Plot CD16 vs. CD19

Die im Rahmen des Protokolls 2 eingesetzten TruCounts waren in einem Dot-Plot mit der
Auftragung CD45 gegen CD4 gut abgrenzbar (s. Abb. 11).
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Abb. 11, Patient C107, Dot-Plot CD45 vs. CD4
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Die Analyse der prozentuellen Anteile und im Protokoll 2 auch der absoluten Werte erfolgte
in der in Abbildung 12 dargestellten Auflistung.

Tube: 08

Fopulation #Events %Parent

[ ] Al Events 100,000
Schrott 172 0.2
Kein_Schrott 99,828 99,8
TruCount 18,718 18.7
Zellen 81,282 81.3
—l Lymphos 12,415 15.3
T-Lymph 10,783 86.9
—L] T8-Zel 5,804 54.8
—L] @21 18 0.2
—L] @31 802 7.4
L] T4-Zel 4,054 376
BINK 1,394 11.3
—L<] B-Zelle 41 2.9
] a2z B 0.4
] a3 311 22.2
L] MK-Ze 1,041 744
— Monos 13,831 17.0
—Jl Granulos 54,071 fi6.5

Abb. 12, Patient C107, Analysegrafik der Populationen

2.3.2.10 Auswertung der ermittelten Werte

Die ermittelten Werte wurden flr jeden Patienten in eine Excel-Tabelle eingepflegt. Dabei
wurde im Rahmen des Protokoll 1 durchflusszytometrisch die relativen Anteile der einzelnen
Zellpopulationen ermittelt und mit den jeweiligen Leukozytenwerte aus dem Zentrallabor
auch die absoluten Mengen der einzelnen Populationen errechnet. Im Protokoll 2 entfiel
dieser Rechenschritt, da die gemessenen Zellen in Relation zu den TruCOUNT®-Beads
gesetzt wurden. Die einzelnen TruCOUNT®-Chargen hatten eine definierte Anzahl an Beads
in einem Roéhrchen. Daher war es wichtig, bei der Verwendung einer neuen Charge, die
entsprechende Anzahl in dieser Verhaltnisrechnung zu andern. Die Ermittlung der absoluten
Werte im Rahmen des Protokolls 2 in einem Arbeitsschritt konnte in einzelnen Fallen aus
technischen Grinden nicht durchgefiihrt werden. Bei diesen Messungen erwiesen sich die
Anzahl der TruCOUNT®-Beads als fehlerhaft. Daher wurde auf die Leukozytenangaben des
Zentrallabors zurlckgegriffen. Das betrifft 44 Messungen, welche in der Tabelle 13
aufgelistet sind und in den Auswertungstabellen entsprechend gekennzeichnet wurden.
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Verwendung der Zentrallabor-Werte
Patient Blutprobe
C103 4-d4, 4-d6, d29
C104 4-d4, 4-d6
C105 2-d2, 2-d4
C109 4-d4, d36, d50
C110 komplett

Tab. 13, Verwendung der Leukozytenwerte aus dem Zentrallabor

Der Grund dafir lag vermutlich in der Verwendung von zu saurem destilliertem Wasser im
Zeitraum vom 22. bis 26. Juni 2006. Nach Benutzung von kontrolliertem entionisierten
Wasser der Marke Braun sind die Abweichungen nicht mehr aufgetreten. Ein weiteres
Problem bei vereinzelten Messungen trat im November 2006 auf. Die dabei eingesetzten
TruCOUNT®-Kontrollen zeigten ebenso zu groBe Abweichungen, welche nach einer Wartung
des Durchflusszytometers wieder im Normbereich lagen. Bei diesen insgesamt 44 Fehlern in
der Absolutzdhlung wurden die Leukozytenwerte aus dem Zentrallabor verwendet, die
Ergebnisse der restlichen Analysen zeigten bei diesen Messungen keine Beeintrachtigung
durch die genannten Faktoren.

2.4 Statistische Methoden

2.4.1 Ermittlung der Absolutwerte der Zellpopulationen

Im Rahmen des Protokolls 1 wurden die anteilig in der Durchflusszytometrie ermittelten
Subpopulationen der Leukozyten und die im Zentrallabor erfassten gesamten Leukozyten als
Grundlage verwendet, mittels eines Dreisatzes absolute Werte der Subpopulationen zu
errechnen. Fir die Analysen des Protokolls 2 konnte unter Verwendung der bekannten
Anzahl der Mikropartikel in der Probe und eines exakt definierten Volumens die absolute
Anzahl der gemessenen Zellen ermittelt werden. Dafir wurden die gezahlten Mikropartikel
mit den gezahlten Zellen nach folgendem Rechenschritt ins Verhaltnis gesetzt: (Anzahl der
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Zellen/Anzahl der Mikropartikel) x (Gesamtmikropartikel/Probenvolumen) = absolute
Zellanzahl pro Volumen

2.4.2 Vergleich TruCOUNT®- und Zentrallaborwerte

Zum Vergleich der Leukozytenwerte aus dem Zentrallabor und aus der Absolutmessung in
der Durchflusszytometrie wurde aus den Differenzen der jeweiligen Werte ein arithmetisches
Mittel gebildet: (x1 + x2 + ... + xn)/n = Mittelwert. Des Weiteren wurde aus den Differenzen
als Streuungsmaf eine Standardabweichung gebildet. Fir die vergleichbaren 311 Werte der
beiden Verfahren wurde zunéchst der Shapiro-Wilk Test fir Normalverteilung durchgefuhrt.
Dieser zeigte weder bei den TruCOUNT®- noch bei den Zentrallaborwerten eine
Normalverteilung. Aufgrund dessen wurde zur statistischen Signifikanzmessung als nicht-
parametrischer Test der Wilcoxon-Rangsummentest (Wilcoxon-Mann-Whitney-Test)
verwendet.  Zur  Uberpriifung einer Korrelation wurde der parameterfreie
Rangkorrelationskoeffizient Spearmens Roh angewandt. Des Weiteren wurde der paarige
Vorzeichentest (Sign test, matched pairs) verwendet. Die Berechnungen wurden mit dem
Programm Stata ausgefihrt.

2.4.3 Vergleich Zellreduktion Subpopulationen

Als Signifikanztest wurde auch hier der Wilcoxon-Test oder der ebenfalls nicht-
parametrischer Kruskal-Wallis Test verwendet, da die zugrunde liegenden ebenso wie o0.g.
Daten nicht normalverteilt sind. Die Berechnung wurde mittels SPSS oder Stata
durchgefuhrt. Als Schwellenwert fir die Wahrscheinlichkeit der Widerlegung einer Null-
Hypothese wurde ein p-Wert von <0,05 als signifikant definiert. Die jeweiligen Tests sind bei
den Berechnungen im Text genannt.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientencharakteristika und Studienverlauf

3.1.1 Klinische Charakteristika der Studienpatienten

In der Zeit vom 20. Februar 2006 bis zum 20. Juni 2007 wurden 14 Patienten in diese Phase
| Studie eingeschlossen, welche im Folgenden mit der Kodierung C101 bis C114 versehen
sind. Die klinischen Angaben zu den untersuchten Patienten sind der folgenden Tabelle 14

zu entnehmen.

PR | | e | Encaniung | EMETOT | cagnoze | VOrteaBen |1 Cots
C101 w 57 CLL refraktar 1991 8 20.02.2006
C102 m 67 CLL refraktér 1996 4 08.03.2006
C103 m 62 CLL rezidiviert 2001 2 29.05.2006
C104 m 69 CLL refraktar 1992 5 31.05.2006
C105 m 69 CLL rezidiviert 1997 3 14.06.2006
C106 m 64 NHL? rezidiviert 1989 6 03.07.2006
C107 m 75 NHL? refraktar 1997 5 23.08.2006
C108 m 66 CLL refraktar 2004 5 18.09.2006
C109 w 64 CLL rezidiviert 2001 5 25.10.2006
C110 m 64 CLL rezidiviert 1998 3 22.11.2006
C111 m 45 NHL! rezidiviert 2001 5 28.02.2007
C112 w 74 CLL refraktar 1995 8 13.03.2007
C113 m 73 CLL refraktar 2006 1 18.04.2007
C114 m 71 HL refraktar 2006 3 16.05.2007

Tab. 14, Klinische Angaben zu Studienpatienten, ' NHL vom follikularem Subtyp, 2 NHL vom

diffus groBzelligem Subtyp, Abkirzungen: m=méannlich, w=weiblich
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Von den 14 rekrutierten Patienten waren 3 weiblich (21%) und 11 mannlich (79%), das
mediane Alter bei Studieneinschluss lag bei 67 Jahren. 10 Patienten hatten eine Chronische
lymphatische Leukadmie (CLL), 3 ein Non-Hodgkin-Lymphom (NHL) und einer ein Hodgkin-
Lymphom. Dabei wurden 8 Patienten als therapierefraktar eingestuft, d. h. es lag kein
Ansprechen nach der letzten Standardtherapie vor oder es kam innerhalb von 6 Monaten zu
einem Rezidiv. Die weiteren 6 Patienten hatten ein Rezidiv ihrer Erkrankung frihestens 6
Monate nach der letzten Therapie. Die Erstdiagnose war vor minimal 1 bis maximal 17
Jahren gestellt worden (Median: 8,5 Jahre). Die Patienten waren ausgepragt vorbehandelt,
im Median mit 5 Vortherapien (enthalt Chemotherapien, Immunochemotherapien und
Bestrahlungen).

3.1.2 Zusammenfassung der erreichten Testdosis, Vertraglichkeit und des
Therapieansprechens

Die Dosissteigerung von 1D09C3 erfolgte analog zum Studienprotokoll entsprechend des
,3+3-Schemas” (s. Kapitel 1.4.3). Die entsprechend verabreichte Dosis pro Patient ist der
folgenden Tabelle 15 zu entnehmen.
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Patienten | Dosisstufe | Anzahl | Therapie- | Ansprechen Folge- Uberlebensstatus
Nr. (mg/kg/d) | 1D09C3 | abbruch d50 therapie nach einem Jahr
C101 0,25 4 nein SD 24.05.2006 verstorben
C102 0,5 4 nein SD 31.05.2006 lebend
C103 0,5 4 nein PD 05.08.2006 lebend
C104 0,5 4 nein SD 08.08.2006 lebend
C105 1 4 nein PD 18.08.2006 lebend
C106 1 4 nein PD keine verstorben
C107 1 4 nein PD keine verstorben
C108 2 3 ja SD? 09.10.2006 verstorben
C109 2 4 nein PD 03.03.2007 verstorben
C110 2 4 nein PD 22.02.2007 lebend
C111 4 2 ja ) nicht lebend
bekannt
C112 4 4 nein PD keine verstorben
C113 4 4 nein PD 25.06.2007 verstorben
C114 8 1 ja SD 18.07.2007 lebend

Tab. 15, Dosisstufen und Verlaufsangaben nach Therapie, ' Ansprechen aufgrund vorzeitigen

Studienaustritts an d29 beurteilt

Mit der Startdosis 0,25 mg/kg wurde entsprechend dem Protokoll und nach Abstimmung mit
den Arzneimittel-Behérden nur 1 Patient behandelt, da diese Dosis einer zusatzlichen aber
nicht erforderlichen Sicherheitsstufe vor Beginn mit der aus praklinischen Tiermodellen
eigentlich empfohlenen Startdosis von 0,5 mg/kg entsprach. Von den 14 Patienten haben 11
die 4 geplanten Infusionen mit 1D09C3 erhalten (Mittelwert 3,6 Infusionen pro Patient). Von
den 3 Patienten mit einer unvollstandigen Therapieapplikation sind 2 auf eigenen Wunsch an
Tag 22 (C108) und Tag 13 (C111) vorzeitig aus der Studie ausgetreten, bei dem Dritten
(C114) wurde die Therapie aufgrund einer Dosis limitierende Toxizitat (DLT) nach einmaliger
Verabreichung beendet. Die Verlaufsbeobachtung am Tag 50 (bei einem Patient, C108, am
Tag 29) mit Beurteilung des Therapieansprechen ergab bei 7 Patienten (50%) einen stabilen
Krankheitsverlauf (stable disease, SD) und bei 7 Patienten eine progrediente Erkrankung
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(progressive disease, PD). Als Uberlebensstatus nach einem Jahr (bei den zwei
ausgetretenen Patienten erhoben zum Zeitpunkt des vorzeitigen Endes der
Studienteilnahme) waren von den 14 Patienten 7 verstorben und 7 Patienten lebend (50%).
Dabei ist zu bericksichtigen, dass es sich in der Regel um mehrfach vorbehandelte
Patienten mit weit fortgeschrittenem Krankheitsstadium handelte. Nach Verabreichung von
1D09C3 traten kaum infusionsbedingte Nebenwirkungen auf. Bei 4 Patienten traten 7 Falle
einer Grad Ill/IV Toxizitat (Anamie, Neutropenie, Thrombopenie) auf, welche sich jedoch
spontan oder nach Transfusionen spatestens innerhalb von 5 Tagen zurlickbildeten. Im
Allgemeinen zeigte die Studienmedikation eine gute Vertraglichkeit, so dass die Dosisstufen
problemlos bis 8 mg/kg gesteigert werden konnten. Als dokumentiertes schwerwiegendes
Ereignis trat bei Patient C109 eine durch Tumorinfiltration bedingte Blasenblutung auf,
welche nicht als DLT bewertet wurde. Bei dem letzten Patienten C114 trat am Tag nach der
ersten Gabe von 1D09C3 Fieber auf. Eine veranlasste Réntgenaufnahme des Thorax ergab
den Verdacht auf eine Pneumonie, welche mit einer intravenésen Antibiotikagabe behandelt
wurde. Das Ergebnis der mikrobiologischen Untersuchung des Blutes legte eine Infektion
des Ports (permanenter zentralvenéser Zugang) nahe. Es war nicht auszuschlieBen, dass
diese Infektion madglicherweise Uber eine medikamenteninduzierte Immunsuppression
exazerbiert worden war. Der Vorfall wurde daher als DLT bewertet und weitere Gaben von
1D09C3 wurden bei dem Patienten ausgesetzt. Die Studie wurde innerhalb dieser
Unterbrechung leider vorzeitig von Seiten der Herstellerfirma beendet. Diese Entscheidung
erfolgte unter anderem aufgrund der im Kapitel 1.4.1 beschriebener Veréffentlichung
wissenschaftlicher Daten, die die Instabilitat von Antikérpern vom Typ IgG4 im menschlichen
Organismus zeigten. Durch den vorzeitigen Studienabbruch konnte das formale Studienziel,
die Ermittlung einer MTD, nicht erreicht werden. Dennoch konnten anhand der nachfolgend
dargelegten Messungen die Wirkung des eingesetzten neuartigen Antikérpers 1D09C3 auf
das Leukozytenprofil in den 14 rekrutierten Patienten analysiert und flr wissenschaftlichen

Erkenntnisgewinn ausgewertet werden.

3.2 Verfiigbare Blutproben und Etablierung des TruCOUNT®-Verfahrens

3.2.1 Probenmaterial und Beobachtungszeitraum

Der GroBteil der hier untersuchten Blutproben wurde unter stationaren

Behandlungsbedingungen der Patienten abgenommen. Die meisten Analysen (96,5%)

wurden innerhalb von 4 Stunden nach Entnahme durchgefihrt. Das gesetzte maximale
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Zeitfenster von 24 Stunden fiir die Verarbeitung und Analyse der Proben musste in 5
Ausnahmefallen (1,2% aller Proben) kurzzeitig Uberschritten werden (bei C106, betraf die
Messung 3-16; bei C107, betraf die Messungen 2-d4, 3-d4 und 4-d4 und bei C109, betraf die
Messung 4-d4). Die Tabelle 16 zeigt eine Ubersicht (iber alle verwendeten Blutproben und

den jeweilig erreichten Beobachtungszeitraum pro Patient.

Patienten- Datum I?:ttzl.;zn A:;::“ ;,:r;heasltsr:rslet “gf:;grl:zz Bi%?t?g::"?gs'
Nr. erste Probe Probe Proben geplapten Proben laut Tagen
Studienprotokoll (%)
C101 20.02.2006 | 24.04.2006 35 97,2 64
C102 08.03.2006 | 10.05.2006 34 94,4 64
C103 29.05.2006 | 31.07.2006 36 100 64
C104 31.05.2006 | 04.08.2006 35 97,2 64
C105 14.06.2006 | 02.08.2006 33 91,7 50
C106 03.07.2006 | 08.09.2006 36 100 64
c107 23.08.2006 | 11.10.2006 35 97,2 50
C108 18.09.2006 | 09.10.2006 24 66,7 22
C109 25.10.2006 | 21.12.2006 36 100 64
C110 22.11.2006 | 05.02.2007 34 94,4 64
C111 28.02.2007 | 30.03.2007 16 444 30
C112 13.03.2007 | 03.05.2007 29 80,6 50
C113 18.04.2007 | 20.06.2007 36 100 64
C114 16.05.2007 | 20.06.2007 9 25 50

Tab. 16, verwendete Blutproben und Beobachtungszeitraum (das prozentuale Verhaltnis
tatsachlich gemessene Proben zu geplanten Proben laut Studienprotokoll bezieht sich auf die
Gesamtzahl geplanter Proben unter der Annahme, dass jeder Patient das Studienprotokoll
komplett mit 36 Blutabnahmen durchlaufen hétte).

17 vorgesehene Blutanalysen konnten aufgrund Fehlens der Blutprobe nicht ausgefihrt
werden (Tabelle 17). Bei einem Teil davon (8 Proben) war der Patient nicht zu der
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Blutabnahme erschienen, bei einem weiteren Teil (9 Proben) wurde bei stationaren
Patienten die Blutabnahme nicht zum vereinbarten Termin durchgefihrt. Bei einem Patienten
(C112), welcher die Antikdrper-Infusionen ambulant erhielt und einen weiten Anfahrtsweg
hatte, verzichteten wir auf die sonntags durchzufiihrenden Blutabnahmen x-d6.

Fehlende Blutproben
Patienten-Nr. Blutproben

C101 3-d6

c102 3-08, d29

C104 1-d6

C105 2-d6, 4-d6

C108 3-16

C110 3-16, d36

C111 1-d4

C112 1-d6, 2-d6, 3-d6, 4-d4, 4-d6, d36, d64

Tab. 17, fehlende Blutproben

Flr das vorliegende Projekt waren pro Patient im Rahmen des Studienprotokolls - unter
Annahme einer verlustlosen Komplettierung aller Messungen - 36 Blutanalysen vorgesehen.
Bei einer Gesamtzahl von 14 eingeschlossenen Patienten entsprach das einer formal
erwarteten Anzahl von 504 Blutproben. Durch vorzeitigen Studienaustritt und
Studienabbruch, entfielen protokollgeman 59 Proben (1 aufgrund von Tod des Patienten, 30
durch Austritt aus Studie auf Wunsch, 1 aufgrund einer Folgetherapie, 27 durch komplette
Beendung der Studie), resultierend in einer Gesamtzahl von 445 zu erwartenden Proben.
Aufgrund der 17 oben beschriebenen fehlenden Blutabnahmen, wurden tatsachlich 428
dieser 445 geplanten Blutproben asserviert und erfolgreich analysiert. Dies entspricht einer
relativ. hohen Probenausbeute von 96,2%. Relativ zur urspringlich vorgesehenen
Gesamtzahl von 504 Proben — unter Annahme jeder der 14 Patienten hatte die Studie
komplett durchlaufen — entspricht die Ausbeute immerhin 84,9% (siehe auch Tab. 16). Bei 9
Proben (2,1%) der 428 Blutabnahmen erfolgte die Abnahme nicht an dem protokollgeman
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geplanten Datum. Diese Abweichungen traten ausnahmelos in der Nachbeobachtungsphase
der Studie auf. Bei den friilhen Zeitpunkten ein und zwei Wochen nach der letzten Applikation
(d29 und d36) lag die Differenz maximal +/- 1 Tag und bei d50 maximal bei +/- 2 Tagen. Eine
héhere Differenz kam in 3 Féllen zum Zeitpunkt d64 vor (C106 +4 Tage, C109 -9 Tage und
bei C110 +12 Tage). Da es sich hierbei um einen relativ spaten Mess-Zeitpunkt von 6
Wochen nach der letzten Infusion von 1D09C3 handelte, wurden auch diese 3 hdheren
Abweichungen in der Verlaufsbewertung als vergleichbar zu den eigentlichen Zeitpunkten
gewertet. 100% der tatsachlich asservierten Proben konnten nach Erhalt erfolgreich
aufgearbeitet, analysiert und durchflusszytometrisch ausgewertet werden, davon 98,8%
innerhalb von 24 Stunden. Diese Werte zeigen, dass die Asservation des Patientenmaterials
gut organisiert und methodisch problemlarm ausgefihrt werden konnte. Eine besondere
Variabilitdt innerhalb der durchflusszytometrisch erhobenen Ergebnisse aufgrund z. B.
unterschiedlicher Probenabnahme, -lagerung oder -transport etc. war dadurch minimiert. Von
den insgesamt 428 absolvierten Analysen erfolgten die ersten 69 (16,1%) durch das
Protokoll 1. Die folgenden 359 (83,9%) Blutproben konnten inklusiver absoluter

Leukozytenzéhlung mittels des TruCOUNT®-Verfahren im Protokoll 2 analysiert werden.

3.2.2 Etablierung und Validierung des TruCOUNT®-Verfahrens

Die Einfilhrung des TruCOUNT®-Verfahrens im Rahmen des Protokolls 2 diente der
Ermoglichung der Absolutzahlung von Zellsubpopulationen in der Durchflusszytometrie. Nur
so war es uns mdglich, z. B. die B-Zell Population eines Patienten in Absolutzahl pro
Volumen Blut (z. B. 10E9/L oder Giga (G)/L) zu bestimmen. Im Rahmen der Etablierung und
Validierung des TruCOUNT®-Verfahrens wurde die Vergleichbarkeit der in der
Durchflusszytometrie mittels TruCOUNT® und der im klinischen Zentrallabor vorwiegend
anhand der ZellgréBe gezahlten Leukozytenwerte an Blutproben von 6 Testpatienten
ermittelt. Da die jeweilig bestimmten Leukozytenwerte weniger als 10% Abweichung zeigten,
wurde die TruCOUNT®-Methode als feste Diagnostik innerhalb der Studie eingefiinhrt. In der
Tabelle 18 sind die mittels TruCOUNT®-Verfahren versus im Zentrallabor ermittelten
Leukozyten-Werte fiir einen Beispielpatienten (C106) aufgeflhrt. Dabei ergibt sich gemittelt
Uber die Werte des Patienten eine durchschnittliche Abweichung zwischen TruCOUNT®- und
Zentrallaborverfahren von +/-1,91% (Standardabweichung 5,90%, Spannweite -10,9 bis
+14,4%).
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Leukozyten Leukozyten . .
Zeitpunkt THICOUNT Zentrallab, | Differenz L2
(G/L) (G/L) BRI ()
1-08 11,52 12,36 7.3
1-12 7,88 7,80 -1,0
1-13 8,75 8,79 0,4
1-16 9,40 10,33 9,9
1-22 8,93 9,39 52
1-d2 9,97 11,40 14,4
1-d4 11,23 11,17 -0,5
1-d6 9,38 9,52 1,5
2-08 10,22 11,29 10,4
2-12 8,19 7.30 -10,9
2-13 7,55 7,91 4,8
2-16 9,14 9,24 1,1
2-22 10,43 11,07 6,2
2-d2 10,77 11,40 5,9
2-d4 12,01 11,73 -2,3
2-d6 10,66 10,32 -3,2
3-08 9,39 9,44 0,6
3-12 6,93 6,59 -5,0
3-13 6,28 6,48 32
3-16 7,57 7,62 0,6
3-22 8,84 7,68 -13,1
3-d2 7.86 8,48 7.9
3-d4 8,37 8,36 -0,1
3-d6 9,74 9,79 0,5
4-08 7,36 7,59 3.2
4-12 8,16 8,70 6,6
4-13 7,18 7.19 0,2
4-16 8,97 8,67 -3,4
4-22 9,17 9,67 5,4
4-d2 11,68 11,40 -2,4
4-d4 9,82 10,03 2.1
4-d6 9,46 9,66 2,1
d29 10,83 9,76 -9,8
d36 8,44 8,68 2,8
ds50 10,94 12,13 10,8
de64 10,99 11,79 7.3

Tab. 18, Pat. C106, Vergleich Leukozyten Zentrallabor vs. TruCOUNT®

Insgesamt liegen von 311 der innerhalb der Studie analysierten Blutproben die durch beide
Methoden bestimmten Leukozytenwerte flr eine weitere retrospektive Gesamtbewertung der
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Vergleichbarkeit vor. Alle vergleichbaren 311 Blutproben ergaben eine prozentuale Differenz
der Leukozyten Absolutwerte im Mittel um +/-1,76% mit einer Standardabweichung von
15,07%. Statistisch zeigte sich gerechnet fir alle Probenpaare ein Trend zu einem
signifikantem Unterschied in den Messdifferenzen (Wilcoxon-Test p=0,0839). Der GroBteil
der Abweichungen (bei 231 der 311 Proben, bzw. 74,28%) liegt dabei in einem
Toleranzbereich von +/-10%. Daneben bestehen vereinzelte AusreiBer mit Uber 20%
Abweichung (bei 30 Proben, bzw. 9,65%). In dem Scatterplot in der folgenden Abbildung 13
ist zu erkennen, dass vor allem bei leukamiebedingt abnorm hohen Leukozytenwerten ab
etwa 50 G/L die Variabilitdt zwischen TruCOUNT®- und Zentrallaborwerten steigt. Der fiir
zwischen beiden Methoden ermittelte Korrelationskoeffizient (Spearman-Roh Rang 0,9830)
zeigt, dass insgesamt jedoch eine gute Korrelation zwischen den TruCOUNT®- und den
Zentrallabor-Leukozytenwerten besteht.
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Abb. 13, Scatterplot aller vergleichbaren Werte in absoluten Leukozytenwerten
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Betrachtet man fiir jeden Patienten einzeln die Wertepaare von TruCOUNT®- und
Zentrallaborwerten im Verlauf graphisch, so ergibt sich kein klinisch relevanter Unterschied
durch die aufgefiihrten Differenzen. Insgesamt sind die Messungen mittels TruCOUNT®-
Beads als akzeptabel fir die hier untersuchte Fragestellung anzusehen. Im Nachfolgenden
wird daher ausschlieBlicher Schwerpunkt auf die Darstellung der durchflusszytometrisch
ermittelten Werte gelegt. Nur im Falle der fehlenden TruCOUNT®-Bestimmung werden die
Zentrallaborwerte zur Hilfe und Vervollstandigung der Daten miteinbezogen (neben den
Patienten C101 und C102 nach dem Protokoll 1 weitere in Kapitel 2.3.2.10 beschriebene 44
Messungen). Mégliche Ursachen fiir die tendenziell eher niedrigen Werte im TruCOUNT®-

Verfahren werden im Diskussionsteil dieser Arbeit aufgefihrt.

3.3 Leukozyten und ihre Subpopulationen vor und nach 1D09C3-
Therapie

3.3.1 Exemplarischer Verlauf des Patienten C103

Der an CLL erkrankte Patient C103 zeigte in der Blutabnahme 1-08 vor der ersten 1D09C3-
Therapie eine Leukozytose von 80,97 G/L im Rahmen der Analyse mit TruCOUNT®-Beads.
Nach der ersten 1D09CS3-Infusion wurde zum Zeitpunkt 1-12 (30 Minuten nach
Infusionsende) ein Leukozytenwert von 18,13 G/L gemessen. Das entspricht einer Reduktion
im Vergleich zum Ausgangswert vor Infusion um 77,61%. Im weiteren Verlauf mit
zunehmendem Abstand zur ersten Infusion von 1D09C3 kam es jedoch zu einer raschen
Erholung der Werte mit einem leichten Rebound-Effekt. So wurden folgende Werte
gemessen: zur Blutabnahme 1-13 eine Stunde nach Ende der 1D09C3-Infusion 30,55 GI/L,
zum Zeitpunkt 1-16 nach vier Stunden 51,57 G/L, zum Zeitpunkt 1-22 nach zehn Stunden
62,42 G/L und zum Zeitpunkt 1-d2 nach 24 Stunden mit 106,05 G/L sogar ein héherer Wert
als vor Infusionsbeginn. Ein &hnlicher Verlauf konnte bei diesem Patienten auch bei den
folgenden drei Infusionen von 1D09C3 ermittelt werden. Die nachfolgende Abbildung 14
zeigt die Leukozyten im kompletten Therapieverlauf dieses Patienten.
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Abb. 14, Pat. C103 mit Leukozyten (G/L) im Therapieverlauf, welcher in Tagen nach erster

Infusion dargestellt ist

Die einzelnen Zellpopulationen lassen sich wie folgt darstellen: bei den B-Lymphozyten
konnte nach der ersten Infusion eine Reduktion um maximal 83,79% verzeichnet werden (1-
08 mit 71,81 G/L und 1-12 mit 11,64 G/L). Nach den folgenden Infusionen konnten maximale
Reduktionen um 86,35%, 83,72% und 81,70% ermittelt werden. Die Granulozyten
reduzierten sich nach der ersten Infusion um maximal 12,53% (von 4,53 auf 3,96 G/L), nach
den folgenden Infusionen um maximal 41,03%, 24,14% und um 30,36%. Die T-Lymphozyten
zeigten nach der ersten Infusion eine Reduktion um maximal 25,31% (von 1,96 auf 1,46
G/L), nach den folgenden Infusionen um héchstens 40,63%, 36,17% und um 30,67%. Die
Monozyten zeigten eine Reduktion von maximal 65,12% (von 1,53 auf 0,53 G/L), sowie nach
den folgenden Infusionen um 74,44%, 74,56% und um 64,68%. Die NK-Zellen reduzierten
sich nach der ersten Infusion um maximal 50,41% (von 0,47 auf 0,24 G/L), nach den
folgenden Infusionen um 35,38%, 36,52% und um 29,20%. Anhand von diesen Ergebnissen
ist zu erkennen, dass alle Zellgruppen nach der durchgefuhrten Infusion zumindest zu dem
jeweiligen Zeitpunkt x-12 in deutlich reduzierten Mengen im peripheren Blut nachweisbar
waren. Dabei konnte bei den B-Lymphozyten die gréBte Verringerung verzeichnet werden.

In der folgenden Tabelle 19 sind tabellarisch alle ermittelten Werte des Patienten C103 als
prozentuales Verhaltnis zur ersten Blutabnahme 1-08 aufgelistet. Die Werte der ersten

-70 -




Blutabnahme 1-08 vor Infusionsbeginn entsprechen 100% und die folgenden Werte sind in
das Verhaltnis zu diesem Ausgangswert gesetzt. Da sich die Ergebnisse der Blutabnahmen
4-d4, 4-d6 und d29 auf Leukozytenwerte aus dem Zentrallabor beziehen sind diese Felder
mit einem Stern markiert (Ursache in Kapitel 2.3.2.10 beschrieben). Die Zellwerte sind
auBerdem nochmals in Abb. 15A und B getrennt nach lymphozytaren und myeloischen
Zellgruppen veranschaulicht. In dieser Darstellung kénnen gut die Verlaufe der einzelnen
Populationen in Relation zu den Ausgangs-Zellzahlen des Patienten vor der ersten
Behandlung verfolgt werden. Aufféllig ist, dass fur alle Leukozyten-Subpopulationen, auBer
den NK-Zellen, eine ahnliche Kinetik mit Erreichen des jeweiligen Nadirs zum gleichen
Zeitpunkt x-12 nach Infusionsende auftrat.
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Abnahmezeitpunkt | Stunden nach L:;::g' G;??:I:o' '\zn?t';?" B-Zellen | T-Zellen Z:I'I(e-n
(Woche-Uhrzeit/Tag) 1. Infusion (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1-08 0 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
1-12 0,5 22,39 87,47 34,88 16,21 74,69 49,59
1-13 1 37,73 94,69 46,67 31,83 96,64 54,54
1-16 4 63,70 118,60 60,21 56,73 152,74 63,55
1-22 10 77,10 94,40 114,13 71,68 143,79 59,40
1-d2 24 130,98 129,00 105,36 128,19 173,03 129,79
1-d4 72 121,99 115,54 152,02 120,65 158,16 102,77
1-d6 120 113,59 96,35 116,43 113,90 138,32 95,68
2-08 168 98,97 91,87 104,40 99,22 112,25 62,33
2-12 168,5 17,69 54,18 26,68 13,54 66,64 40,28
2-13 169 25,32 61,81 40,49 20,60 86,58 51,84
2-16 172 41,97 82,79 57,01 36,67 100,22 39,77
2-22 178 73,85 92,14 107,78 68,94 135,61 67,65
2-d2 192 104,79 115,58 75,75 101,34 133,21 122,06
2-d4 240 119,94 105,05 106,59 121,03 141,97 81,77
2-d6 288 105,44 88,89 75,60 106,82 118,36 97,31
3-08 336 99,08 85,08 108,21 99,47 105,95 74,55
3-12 336,5 20,77 64,55 27,53 16,20 67,63 47,32
3-13 337 25,49 65,99 41,04 20,85 74,62 48,77
3-16 340 48,00 89,11 81,44 42,43 99,17 50,56
3-22 346 70,86 85,95 82,51 68,08 112,00 43,58
3-d2 360 106,86 105,95 155,87 103,87 122,41 104,27
3-d4 408 106,19 89,94 70,90 108,39 100,04 54,93
3-d6 456 132,60 109,31 110,50 130,64 134,20 102,74
4-08 504 113,87 94,16 86,16 115,29 101,12 65,87
4-12 504,5 25,25 65,57 30,43 21,09 70,10 46,63
4-13 505 28,11 68,66 35,44 23,70 74,59 46,14
4-16 508 55,72 99,00 75,68 50,07 102,70 49,08
4-22 514 85,92 89,49 76,20 83,13 115,93 67,04
4-d2 528 128,68 110,33 121,74 126,29 129,39 91,28
4-d4 576 *127,20 100,17 187,23 134,26 155,80 90,46
4-d6 624 *139,39 102,53 93,64 149,58 149,15 75,83
d29 672 *138,01 97,25 95,33 147,90 145,01 15,46
d36 840 136,72 94,63 112,14 139,90 115,25 70,19
d50 1.176 157,49 105,33 89,42 163,62 141,84 98,36
de4 1.512 182,15 86,10 61,56 192,38 138,09 96,38

Tab. 19, Pat. C103, prozentuales Verhaltnis der ermittelten Werte zur Blutabnahme 1-08. Die

mit Stern markierten Werte wurden unter zur Hilfenahme von Zentrallaborwerten generiert.
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Abb. 15A und B, Pat. C103 mit prozentualen Zellverlaufen der lymphozytaren (B-Zellen, T-
Zellen und NK-Zellen) und der myeloischen Zellreihen (Granulozyten und Monozyten) im
peripheren Blut nach 1D09C3 Gabe

Wie aus Abbildung 15A und B sowie Tabelle 19 ersichtlich, war die Reduktion der
Leukozyten-Subpopulationen einschlieBlich der B-Zellen von auBerst kurzer Dauer und es
kam zu einer Erholung der Werte auf Ausgangsniveau und dartber hinaus (Rebound)
innerhalo von 24 Stunden. Dieses Verlaufsmuster der Blutwerte zeigte sich als
charakteristisch flr die Wirkweise des Antikérpers bei allen behandelten Patienten (siehe
Folgekapitel) mit leichter Variabilitdt in den Zeitpunkten, zu welchen die jeweiligen Nadire
und Rebound-Maxima auftraten (siehe Kap. 3.8.3 zur Kinetik der einzelnen
Zellpopulationen). Bei den NK-Zellen erfolgte der Wiederanstieg nach maximalem Abfall
etwas verzogerter als bei den Ubrigen Zell-Populationen (Dauer der NK-Zell-Reduktion in
diesem Fall bis zu 10 Stunden). Bei den anderen Zellreihen kam es bei allen Therapiegaben
innerhalb einer Stunde nach Infusionsende zu einer Umkehr der Werte mit Wiederanstieg.
Zu berUcksichtigen ist hierbei, dass die NK-Zellen nur bis zu 1% der gesamten Leukozyten
betragen und in diesem niedrigem Absolutbereich eher Messschwankungen mit gréBerem
AusmalB in prozentualen Analysen auftreten. Des Weiteren verdeutlicht Abb. 15A und B,
dass bei C103 der starkste Rebound-Effekt fir Monozyten, B- und T-Zellen zu verzeichnen

war.

Die B-Zellen waren als potentielles Tumorkorrelat insbesondere in den CLL-Patienten als
1D09C3-Target von besonderem Interesse dieser Arbeit. Betrachtet man fur Patient C103
nochmals die pro Therapiewoche erreichten Nadire der Leukozytenpopulationen von der 1.
bis zur 4. 1D09C3-Gabe (Tab. 20), so ist kein kumulativer Trend oder Wirkeffekt des
Antikérpers (z. B. zunehmende Reduktion des wiedererlangten Basiswertes vor
Folgeinfusion) in Bezug auf die B-Zellen oder andere Zellgruppen erkennbar. Es bestatigt
sich jedoch eine absolute Vermehrung der B- und T-Zellen insbesondere vor der 4. Gabe
von 1D09C3 und/oder an Tag 29, wahrend Monozyten und Granulozyten hier auf
Ausgangsniveau zuriickgekehrt waren bzw. die NK-Zellen sogar unter das Startniveau
gesunken waren. Als Ursache fir den Anstieg der B-Zellwerte gegen Ende der Therapie ist
ein rascher Progress der Erkrankung zu nennen. Diese ausgepragte Krankheitsdynamik war
bei diesem Patienten jedoch auch schon vor der Therapie erkennbar mit
Leukozytenverdopplungszeiten von 2 Monaten. Dieser Verlauf konnte durch die Therapie mit
1D09C3 nur kurzfristig unterbrochen werden.
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Leukozyten-

Subpopulationen Leuko- Granulo- Mono-
absolut (G/L) zyten zyten zyten B-Zellen | T-Zellen | NK-Zellen
Vor 1. Therapie (1-08) 80,97 4,53 1,53 71,81 1,96 0,47
Vor 2. Therapie (2-08) 80,13 4,16 1,60 71,25 2,20 0,30
Vor 3. Therapie (3-08) 80,22 3,85 1,65 71,43 2,08 0,35
Vor 4. Therapie (4-08) 92,20 4,26 1,32 82,79 1,98 0,31
Tag 29 (d29) 111,74 4,40 1,46 106,20 2,84 0,07
Leuko- Granulo- Mono-
Nadir absolut (G/L) zyten zyten zyten B-Zellen T-Zellen | NK-Zellen
Nach 1. Therapie 18,13 3,96 0,53 11,64 1,46 0,24
Nach 2. Therapie 14,32 2,45 0,41 9,72 1,31 0,19
Nach 3. Therapie 16,82 2,92 0,42 11,63 1,32 0,21
Nach 4. Therapie 20,45 2,97 0,46 15,15 1,37 0,22
Maximale Reduktion Leuko- Granulo- Mono-
(%) zyten zyten zyten B-Zellen T-Zellen | NK-Zellen
Nach 1. Therapie -77,61 -12,58 -65,36 -83,79 -25,51 -48,94
Nach 2. Therapie -82,13 -41,11 -74,34 -86,36 -40,45 -36,67
Nach 3. Therapie -81,76 -24,16 -74,55 -83,72 -36,54 -40,00
Nach 4. Therapie -77,82 -30,28 -65,15 -81,70 -30,81 -29,03
Mittelwert der max.
Reduktion -79,83 -19,53 -69,85 -83,89 -33,33 -38,66

Tab. 20, Absolute und relative Reduktion der Leukozytenpopulationen durch 1D09C3

Betrachtet man die relative Entwicklung der einzelnen Zellgruppen in C103 Uber alle 4

Zyklen statistisch, so besteht ein signifikanter Unterschied in der Tab. 20 gezeigten

maximalen Reduktionen (p=0,0011; Kruskal-Wallis Test). Im paarweisen Vergleich der

maximalen Reduktion der B-Zellen im Vergleich zu der maximalen Abnahme in anderen

Zellgruppen, so ist sie signifikant héher als die aller anderen Subpopulationen (p=0,0679,

Wilcoxon-Mann-Whitney Test, Tab. 21). Die zweitstarkste Reduktion ist den Monozyten

zuzuschreiben, welche signifikant starker als die T-Zellen, NK-Zellen und Granulozyten

abfallen, jedoch signifikant weniger stark als die B-Zellen (p=0,0679, siehe Tab. 21).
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C103 Maximale Maximale Maximale Maximale Maximale

Zyklus 1-4 Reduktion Reduktion Reduktion Reduktion Reduktion
B-Zellen T-Zellen NK-Zellen Granulozyten | Monozyten

Maximale

Reduktion

B-Zellen

Maximale p=0,0679

Reduktion

T-Zellen p=0,0625

Maximale p=0,0679 p=1,0000

Reduktion

NKZollon | p=0,0625 | p=0,6875

Maximale p=0,0679 p=0,1441 p=0,1441

Reduktion

Granulozyten p=0,0625 p=0,3125 p=0,3125

Maximale p=0,0679 p=0,0679 p=0,0679 p=0,0679

Reduktion

Monozyten p=0,0625 p=1,0000 p=1,0000 p=1,0000

Tab. 21, Statistischer paarweiser Vergleich der maximalen Reduktion der B-Zellen zur
Reduktion anderer Leukozyten-Subpopulationen. Angegeben sind jeweils zwei p-Werte, der
erste (oberhalb) fur den paarweisen zweiseitigen Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, der zweite
(unterhalb) fir den paarweisen einseitigen Vorzeichentest mit der Alternativhypothese, dass die
Reduktion in der Population in Reihe 1 immer gréBer ist als die in der Population in Saule 1

Abb. 16 veranschaulicht fir Pat. C103 die Entwicklung der einzelnen Subpopulationen
gemessen als relativer Anteil des Gesamtkollektivs der Leukozyten vor (1-08) und nach
1D09C3-Therapie zum Zeitpunkt x-12, zu welchem die meisten Subpopulationen ihren Nadir
durchliefen. Dabei wurden die Werte aufgrund des ahnlichen Zellverlaufs Gber alle 4 Zyklen
gemittelt. Hierbei ist ersichtlich, dass die Zellgruppen und insbesondere die B-Lymphozyten
zum Nadir-Zeitpunkt nach 1D09C3-Therapie nicht nur in absoluter Menge verringert waren,
sondern dass der prozentuelle Anteil sich von den B-Zellen zugunsten der anderen
Zellpopulationen, insbesondere der Granulozyten, verteilt hatte.
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Abb. 16, Pat. C103, prozentuales Verhaltnis der Zellpopulationen vor und nach 1D09C3 Gaben
(Mittelwerte Zyklus 1-4)

3.3.2 Reduktion von Leukozyten und deren Subpopulationen aller Patienten

Die folgenden Grafiken und Tabellen zeigen den Verlauf der Leukozyten fir alle 14 Patienten

in kumulierter Form. Dabei sind die fehlenden Messwerte berilcksichtigt und heraus

gerechnet.
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Abb. 17, Leukozyten-Mittelwerte aller Patienten C101-C114 im Therapieverlauf, Darstellung im

prozentualen Verhaltnis zur ersten Blutabnahme
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In Abb. 17 sind anders als in der Abb. 14 des Patienten C103 die Leukozyten nicht als
absolute Werte in G/L angegeben, sondern als Mittelwerte aller Patienten im prozentualen
Verhaltnis zu der ersten Blutabnahme 1-08. Dabei kann der charakteristische Verlauf analog
zu dem am Beispiel C103 gezeigten Muster erkannt werden. Direkt nach der Infusion von
1D09C3 fielen die im peripheren Blut gemessenen Leukozyten um ca. 50% auf ihren
Minimalwert zum Zeitpunkt x-12 und stiegen innerhalb der Messungen nach 10 bis 24
Stunden wieder auf das urspriingliche Niveau an. Ab dem zweiten Tag nach der
Medikamentengabe und bis zur nachsten Infusion lagen die Leukozyten in einer héheren
Konzentration vor als vor Infusion. Dieser UberschieBende Anstieg wiederholte sich nach
jeder Therapiegabe und zeigte bei einzelnen Patienten sogar eine leichte Kumulation. In der
Nachbeobachtungsphase war eine weitere Zunahme der mittleren Leukozyten in der
Relation zum Therapiebeginn zu verzeichnen, die durch die Progression der Erkrankung bei
einem GroBteil der behandelten Patienten nach Therapieende zu erklaren war. Zur besseren
visuellen Differenzierung sind die Zellwerte nochmals in Abb. 18A und B getrennt nach
lymphozytaren und myeloischen Zellgruppen aufgefiihrt. In dieser Darstellung kénnen erneut
die Verlaufe der einzelnen Populationen in Relation zu den Ausgangs-Zellzahlen der
Patienten als prozentuale Mittelwertdarstellung vor der ersten Behandlung verfolgt werden.
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Abb. 18A und B, Mittelwerte aller Patienten mit prozentualen Zellverlaufen der lymphozytaren
(B-Zellen, T-Zellen und NK-Zellen) und der myeloischen Zellreihen (Granulozyten und
Monozyten) im peripheren Blut nach 1D09C3 Gabe

Abb. 18A und B zeigen erneut am Gesamt-Kollektiv der Patienten, dass durch 1D09C3 die
Reduktion der Leukozyten-Subpopulationen einschlieBlich der B-Zellen von auBerst kurzer
Dauer war. Ebenso wie vorher am Beispielpatienten C103 kam es zu einer Erholung der
Werte auf Ausgangsniveau und dartber hinaus innerhalb von 24 Stunden. Die starkste
Reduktion und auch die starksten Rebound-Effekte sind bei Monozyten, B- und T-Zellen zu
verzeichnen. Die héchsten Anstiege erzielen dagegen die Granulozyten und die NK-Zellen.

In der Tabelle 22 sind die Subpopulationen als absolute und prozentuale Reduktionen in

ihren minimalen und maximalen Auspragungen, sowie als Median dargestellt.

Absolutwerte
in G/L Granulo- Mono-

. Leukozyten B-Zellen | T-Zellen NK-Zellen
(Median, zyten zyten
Streubreite)
Vor 1. Gabe 11,3 2,8 0,6 7,2 1,5 0,1
1D09C3 3,9-294,3 0,3-8,8 0,1-2,7 | 0,0-286,3 0,1-5,3 0,0-4,3
Vor 2. Gabe 13,4 2,3 0,5 9,1 1,8 0,1
1D09C3 3,7-182;8 07-80| 01-20(00-1767 | 0,1-48 00-28
Vor 3. Gabe 15,4 3,6 0,5 42,4 2,1 0,1
1D09C3 54-211,8 0,7-7,4 0,1-2,7 | 0,0-203,2 0,2-5,6 0,0-45
Vor 4. Gabe 53,3 3,0 0,8 47,6 1,7 0,2
1D09C3 4,0 - 203,4 0,8-5,8 0,1-2,4 | 0,0-194,7 0,1-5,1 0,0-2,9

Nadir absolut

in G/L Granulo- Mono-

. Leukozyten B-Zellen | T-Zellen NK-Zellen
(Median, zyten zyten
Streubreite)
Nach 1. Gabe 8,4 2,6 0,1 1,7 0,6 0,1
1D09C3 1,7-192,8 0,3-6,8 0,0-0,6 | 0,0-187,0 0,0-3,1 0,0-2,1
Nach 2. Gabe 7.7 1,8 0,2 23 0,6 0,1
1D09C3 1,6 - 98,9 0,6-74 0,0-05| 00-942 0,0-27 0,0-1.2
Nach 3. Gabe 11,6 2,1 0,2 6,9 0,6 0,1
1D09C3 2,1-84,7 0,7-5.2 0,0-0,8 | 0,0-80,2 0,0-24 0,0-1,1
Nach 4. Gabe 8,2 2,7 0,2 0,6 0,1
1D09C3 1,6-86,8 07-61| 00-08 b2l 00-29 00-1,2

0,0-80.8
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Maximale Reduktions-
Zellreduktion differenz der
der Therapie Zell-
in % zum Leukozyten Granulo- Mono- B-Zellen | T-Zellen NK-Zellen | populationen
Vorwert zyten zyten (p-Wert,
(Median, Kruskal-
Streubreite) Wallis test)
Nach 1. Gabe 60,8 28 74,6 80,0 54,2 24,2 0.0001
1D09C3 (-0,8) - 81,6 (-31,0)-36,5 | 34,5-94,7 | 348-98,6 | 25,3-86,5 | (-124,6) - 80,2
Nach 2. Gabe 64,0 13,9 75,6 79,0 45,7 24,2 0.0001
1D09C3 20,6 - 85,2 (-15,0)-50,7 | 15,1-93,5 | 46,7-98,9 | 29,0-81,6 | (-85,2) - 78,1
Nach 3. Gabe 67,5 24,1 71,4 82,3 68,2 21,0 0.0001
1D09C3 25,8 -84,5 (-35,5)-33,5 | 33,5-943 | 61,0-98,5 | 28,1-90,8 (-25,3) - 74,7
Nach 4. Gabe 60,3 8,4 70,0 81,7 51,4 8,0 0.0001
1D09C3 (-10,9) - 88,6 (-79,8) - 52,7 | 42,7-91,9 | 53,7-98,2 | 14,8-88,4 | (-60,7) - 46,1
Kumulierte
Zellreduktion 62,1 8,4 73,0 81,6 542 24.0 0.0001
(alle Gaben) (-10,9) - 88,6 (-79,8)-52,7 | 150-94,7 | 34,8-98,9 | 148-90,8 | (-124,6) - 80,2
Reduktions-
differenz der
einzelnen

0,4611 0,2279 0,7418 0,8368 0,4280 0,2348
Gaben 1-4 (p-
Wert, Kruskal-
Wallis test)

Tab. 22, Alle Pat., absolute Werte vor Therapie, die Nadire nach Therapie und die jeweiligen
prozentualen Reduktionen des Nadirs zum Wert vor der Therapie. Ein negativer Wert steht dabei fir
eine Zunahme der Zellzahl. Bei den Granulozyten und NK-Zellen ist zu beachten, dass zumeist kein
regelhafter Verlauf nach den Therapien zu beobachten war. Zum Vergleich wurden hier jedoch auch

die tiefsten Werte 30 oder 60 Minuten nach Therapie verwendet.

Tab. 22 verdeutlicht zum einen, dass die Ausgangs-Leukozytenwerte in den 14 behandelten
Patienten sehr variabel waren (3,9 - 294,3 G/L), hauptséachlich bedingt durch die hohen
Werte maligner B-Zellen in den CLL-Patienten. Entsprechend fielen auch die Reaktionen der
einzelnen Subpopulationen auf die 1D09C3-Therapie sehr heterogen aus. Zum anderen
zeigt die Tabelle, dass es, kumuliert Uber alle 14 Patienten, nach allen 4 Therapiegaben im
Median zu einer signifikanten Reduktion aller Leukozyten-Subpopulationen kam. Dabei
nahmen die gesamten Leukozyten im Schnitt um 62,1% ab. Der gréBte Anteil dieser
Reduktion entfiel dabei auf die B-Zellen mit einer medianen Reduktion um 81,6%. Die
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zweitstarkste Reduktion zeigten mit 73% die Monozyten, welche jedoch nur eine sehr kleine
Population im peripheren Blut darstellen. Bei den gezeigten Reduktionen kam es zu keiner
signifikanten Veranderung der medianen Zellabnahme im Verlauf, auch wenn die starksten
Verminderungen eher im 3. Zyklus beobachtet wurden. Vergleicht man jedoch erneut relative
Reduktion der einzelnen Leukozyten-Subpopulationen pro Therapiegabe, so zeigte sich
jeweils ein signifikanter Unterschied (siehe p-Werte in letzter Spalte der Tabelle 22, Kruskal-
Wallis-Test) Reduktion der B-Zellen, T-Zellen, NK-Zellen und
Granulozyten. Bei einem paarweisen statistischen Vergleich der unterschiedlichen

in der Monozyten,
Zellgruppen pro Therapiezyklus zeigte sich anhand der Daten aller Patienten erneut, dass
die Reduktion der B-Zellen signifikant unterschiedlich war im Vergleich zur Reduktion der
Monozyten, T-Zellen, NK-Zellen und Granulozyten (Tab. 23, paarweiser Wilcoxon-Mann-
Whitney Test).

Alle Maximale Maximale Maximale Maximale Maximale
Patienten Reduktion Reduktion Reduktion Reduktion Reduktion
Therapie 1-4 | B-Zellen T-Zellen NK-Zellen Granulozyten | Monozyten
Maximale

Reduktion

B-Zellen

Maximale p<0,0001

Reduktion

T-Zellen p<0,0001

Maximale p<0,0001 p<0,0001

Reduktion

NK-Zellen p<0,0001 p=00047

Maximale p<0,0001 p<0,0001 p=0,0419

Reduktion

Grarl:uIcI)zyten p<0,0001 p<0,0001 p=0,0106

Maximale p=0,0071 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001

Reduktion

Monozyten p=0,0019 p=1,0000 p=1,0000 p=1,0000

Tab. 23, Paarweiser Vergleich der medianen maximalen Zellreduktion pro 1D09C3-Therapie (alle 4

Infusionen) und Leukozyten-Subpopulation. Angegeben sind jeweils zwei p-Werte, der erste

(oberhalb) fir den paarweisen zweiseitigen Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, der zweite (unterhalb)

fur den einseitigen Vorzeichentest mit der Alternativhypothese, dass die Reduktion in der Population

in Reihe 1 immer gréBer ist als die in der Population in Saule 1
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Die p-Werte bestatigen statistisch, dass - betrachtet fur alle 4 Therapien und alle Patienten -
die Reduktion in der B-Zell-Population mit statistischer Signifikanz héher war als die jeder
anderen Population. Entsprechend war die Reduktion der Monozyten mit der
Wahrscheinlichkeit 1 immer héher als die der T-Zellen, NK-Zellen und Granulozyten, jedoch
signifikant niedriger als die der B-Zellen.

Das durch die Zellreduktion veranderte Verhaltnis der einzelnen Leukozytensubpopulationen
ist erneut in der folgenden Abb. 19 grafisch verdeutlicht. Dabei entspricht das erste
Kuchendiagramm den fir alle 14 Patienten und 4 Behandlungstage kumulierten
prozentualen Werten jeweils vor den Infusionen (1-08) und das zweite Diagramm den
Werten 30 Minuten nach der vierten Infusion (4-12). Es wurde jedoch nicht die erste
Blutabnahme als 100% gesetzt, sondern das jeweils tatsachlich vorliegende Verhéltnis der
Populationen in einer Messung ermittelt, kumuliert und als Mittelwert dargestellt. Auch
hierbei ist zu erkennen, dass kumuliert fir alle Patienten die B-Lymphozyten und die
Monozyten die Populationen darstellen, welche die starkste Verringerung aufweisen.
Dahingegen war die Reduktion Granulozyten nicht so stark und weisen dadurch nach der
Therapie einen erhéhten prozentualen Anteil am Gesamtkollektiv der Leukozyten auf.

vor 1D09C3 nach 1D09C3

OGranulozyten
EMonozyvten
OEB-Zellzn
BT-Zellen

BNK-Zellen

B-Zellen

Abb. 19, Alle Patienten, prozentuales Verhaltnis der Zellpopulationen kumuliert und gemittelt

vor jeweiligen Infusionen und 30 Minuten nach letzter Infusion

3.3.3 Zeitliche Kinetik der Leukozyten und der Subpopulationen

Die Reduktion der Leukozyten von 1D09C3 zeigte sich wie bereits beschrieben nur flr ein
begrenztes Zeitfenster. Die weiteren Analysen dieser zeitlichen Kinetik sind in der folgenden
Tabelle 21 dargestellt.
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Wiedererlangen des Leukozyten-Ausgangswert nach
Durchschreiten des Nadirs
Patienten- (vor Folge-Infusion +/-5% in Std.)
Nr. nach 1. nach 2. nach 3. nach 4. .
Gabe Gabe Gabe Gabe :VI iteg\;ir;
1D09C3 1D09C3 1D09C3 1D09C3 T

C101 4 4 168 24 50
Cc102 10 24 24 10 17
C103 24 24 24 24 24
C104 4 1 168 10 46
C105 10 168 24 72 69
C106 72 10 10 * 23
C107 4 72 4 24 26
C108 72 24 168 - 88
C109 24 72 72 24 48
C110 10 10 10 4 9
C111 - 4 - - 2
C112 24 72 72 168 84
C113 10 10 24 10 14

C114 * - - - *
Mittelwert 22 38 64 37 40

Tab. 24, Aufstellung der zeitlichen Kinetik der Leukozyten, mit ,** markiert bedeutet eine

fehlende Zellreduktion

In dieser Aufstellung ist das Wiedererlangen des Leukozyten-Ausgangswertes nach den
jeweiligen Infusionen von 1D09C3 gezeigt. Es handelt sich um Angaben in Stunden +/- 5%
nach denen der Leukozytenwert vor der jeweiligen Infusion wieder erlangt wurde. In nur 3
Féallen kam es zu keiner Veranderung oder zu einer primaren Erhéhung der Leukozytenwerte
nach Infusion. Diese Felder sind in der Tabelle entsprechend gekennzeichnet und aus der
Berechnung entnommen. In den Fallen, wo der Ausgangswert bis zur nachsten Infusion nicht
wieder erreicht wurde, haben wir als statistischen Naherungswert die andauernde Reduktion
der Zellen von mindestens 7x24 Stunden (168 Std.) verwendet. Die Mittelwerte der
Erholungszeiten liegen bei 22, 38, 64 und 37 Stunden flr die Therapien 1-4 und gemittelt
Uber alle 4 Infusion bei 40 Stunden. Es ist anhand dieser Analysen zu erkennen, dass in den
meisten Féllen die Zellreduktion von 1D09C3 spétestens innerhalb von 48 Stunden wieder
aufgehoben wurde. Zur Differenzierung der einzelnen Zellpopulationen sind diese in der
folgenden Tabelle 25 separat aufgefihrt. Dabei sind die Granulozyten und die NK-Zellen
nicht enthalten, welche in der Regel keine therapieassoziierte Reduktion zeigten und oftmals
sehr variable Verlaufe hatten.
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Mittlere

E;tig’zrﬁ:f" = 1. Gabe |2.Gabe |[3.Gabe |4.Gabe Mittelwert
Subpopulationen 1D09C3 1D09C3 1D09C3 1D09C3 1.-4. Gabe
(Stunden)

Leukozyten 22 38 64 37 40
Monozyten 54 64 55 50 o6
B-Lymphozyten 36 38 64 50 47
T-Lymphozyten 45 29 42 35 38

Tab. 25, Vergleich der mittleren Erholungszeit der Leukozyten-Subpopulationen pro Zyklus und

im Gesamtverlauf der Therapie

Entsprechend der Tabelle 25 weisen Monozyten und B-Lymphozyten eine mittlere
Reduktionsdauer von 47-56 Stunden auf. Es bestanden kein signifikanter Unterschied in der
mittleren Erholungszeit im Vergleich zu T-Lymphozyten sowie keine signifikante
Verlangerung der Erholungszeiten im Therapieverlauf. In dem Vergleich von B-Lymphozyten
einerseits sowie Monozyten und T-Lymphozyten andererseits ist zu berlcksichtigen, dass
die B-Lymphozyten quantitativ bei CLL-Patienten in der Regel eine sehr groBe Zellpopulation
darstellt. Dagegen handelt es sich bei den nicht-malignen Monozyten und T-Lymphozyten
um sehr kleine Zellpopulationen, wo bereits geringe Messschwankungen eine gréBere

Auswirkung auf den Verlauf der Zellreduktionhaben.

Neben der maximalen Zellreduktion zum Zeitpunkt x-12, sei das unmittelbar danach
beobachtete Rebound-Phanomen mit einem UberschieBenden Anstieg der Leukozytenwerte
kurz eruiert. In insgesamt 50 Therapiezyklen von 14 Patienten kam es in 43 Fallen (86%) zu
einem (UberschieBenden Anstieg der Gesamt-Leukozyten nach der zeitlich begrenzten
Zellreduktion. Dabei ist die Grenze bei einer Zunahme um mindestens 5% Uber den
Leukozytenwert vor der Infusion gelegt. Die prozentualen Maximalwerte der Leukozyten pro
Patient und Therapie sind in Tabelle 26 aufgefiihrt. Sie traten am haufigsten nach 24 bis 120
Stunden auf (Mittelwert 74 Stunden). In 35 Féllen (81,4%) kam es zu einem erneuten Abfall
dieses Rebounds (mindestens Abnahme von 5%), jedoch aufgrund der zum Tell
progredienten Krankheitsdynamik nicht immer auf oder unterhalb des Ausgangswertes vor
Therapiebeginn.
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Erreichter relativer Mittelwert der
Leukozyten-Maximalwert (%) :D(gggg fD(gggg ?D(gggg ?D(gggg erreichten Maximal-
und Zeitpunkt in Stunden werte Zyklus 1-4
% 118 109 ) 117 115
C101 Nein
Std. 10 72 24 35
% 119 122 109 114 116
C102 °
Std. 120 120 120 24 96
% 131 121 134 122 127
c103 °
Std. 24 72 120 120 84
% | 150 135 . . 143
C104 Nein Nein
Std. 24 1 13
% 119 ) 125 107 117
C105 Nein
Std. 24 72 72 56
% ) 117 ) 159 138
C106 Nein Nein
Std. 72 24 48
% 168 147 166 128 152
C107
Std. 24 168 24 120 84
% 171 249 210
C108 ° Nein -
Std. 72 120 96
% 153 200 156 177 172
C109 °
Std. 120 120 120 120 120
% 108 138 141 147 134
C110
Std. 72 120 24 168 96
% 189 119 154
C111 - -
Std. 4 24 14
% 112 178 105 116 128
C112
Std. 72 72 72 168 96
% 125 142 116 236 155
C113
Std. 24 24 24 24 24
% 170 170
C114 - - _
Std. 120 120
Mittelwert der % 141 148 132 142 141
Maximalwerte
Cc101-C114 Std. 55 82 72 86 74

Tab. 26, Maximaler Leukozyten-Rebound im Vergleich zum Ausgangsniveau in allen Patienten

im Therapieverlauf

Betrachtet man die einzelnen Subpopulationen, so war fir jede Subpopulationen ein
Rebound zu verzeichnen, jedoch unterschiedlich gewichtet bei den einzelnen Patienten und
Zyklen. Dabei war kein systematischer Zusammenhang mit den Ausgangswerten,
insbesondere den unterschiedlich hohen B-Zell-Werten, zu erkennen. Den starksten und

haufigsten Rebound erfuhren die Zellgruppen NK-Zellen und Monozyten (siehe Tab. 27).
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Patient | Diagnose | B-Zell Population Maximal GberschieBende

vor Therapie (G/L) Zellpopulationen bis Tag 36
C101 CLL 286,97 Monozyten > Granulozyten > T-Zellen
C102 CLL 79,73 Monozyten > NK-Zellen > Granulozyten
C103 CLL 71,81 Monozyten > T-Zellen > B-Zellen
C104 CLL 7,16 NK-Zellen > T-Zellen > Monozyten
C105 CLL 129,41 Monozyten > NK-Zellen > B-Zellen
C106 NHL 0,26 NK-Zellen > B-Zellen > Monozyten
C107 NHL 0,01 Monozyten > Granulozyten > NK-Zellen
C108 CLL 58,0 NK-Zellen > Granulozyten > B-Zellen
C109 CLL 7,31 NK-Zellen > Monozyten > Granulozyten
C110 CLL 121,55 NK-Zellen > Granulozyten > T-Zellen
C111 NHL 0,54 T-Zellen > Granulozyten > B-Zellen
C112 CLL 5,89 NK-Zellen > T-Zellen > Granulozyten
C113 CLL 3,79 B-Zellen > T-Zellen > Granulozyten
C114 HL 0,05 NK-Zellen > T-Zellen > B-Zellen

Tab. 27, Leukozyten-Subpopulationen mit starkstem Reboundphanomen (relativ zum

Ausgangswert) pro Patient.

Ein Patient (C109) wies den stéarksten Rebound in den B-Zellen auf (Abb. 20). Der Patient
zeigte im weiteren Verlauf eine rasche Dynamik der Erkrankung und wurde 4 Monate spater
mit einer kombinierten Rezidiv-Chemotherapie behandelt. Abb. 20 fasst fir jeden Patient die
pro Therapiewoche erreichten B-Zell-Maxima zusammen, um zu beurteilen ob eine

zunehmende Steigerung der mitunter malignen B-Zellen im Rahmen des Rebound-

Phanomens zu beobachten war.
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Abb. 20, Rebound-Maxima der B-Zellen pro Patient im Verlauf der Therapie

Die Abbildung zeigt, dass bei ausschlieBlicher Betrachtung der erreichten Rebound-Maxima
von B-Zellen die Verlaufe bei den Patienten heterogen waren. Bei 10 Patienten (z. B. C104,
C112, C113) war eine (Wieder-)Abnahme der Maxima im Verlauf zu verzeichnen. Bei 4
Patienten, C102, C103, C109, C110, lag eine zunehmende Tendenz zum Therapieende vor.
Hierbei handelt es sich jedoch um Patienten, welche sowohl vor als auch nach Therapie eine
schnell progrediente Krankheitsdynamik mit hohen Leukozytenverdopplungszeiten hatten.
Davon abgesehen, konnte durch das Rebound-Ph&dnomen keine langfristige Erhéhung der

Zellen verzeichnet werden.

3.3.4 Dosisabhédngige Entwicklung der Leukozytensubpopulationen

In der folgenden Analyse wurden die Veranderungen der Leukozyten-Subpopulationen durch
den Antikérper 1D09C3 in den steigenden Dosisstufen untersucht. Problematisch ist dabei,
dass die sehr hohe Heterogenitat der peripheren Blutwerte mit variablen Ausgangs-
Zellzahlen und Anteilen maligner Zellen eine Beurteilung der dosisabhdngigen

- 88 -



Wirkungsweise des Antikdrpers erschwert. Wie in den vorangegangenen Kapiteln mehrfach
gezeigt, erfuhren die B-Zellen und Monozyten generell die stérkste Reduktion durch 1D09C3
(ca. 70-90%) und sollen daher schwerpunktmaBig analysiert werden. Betrachtet man die B-
Zell-Reduktion nach Erstgabe von 1D09C3 im Vergleich zum Ausgangswert der B-Zellen vor
Therapie, so lasst sich ein Trend fir eine Abhangigkeit der relativen Reduktion vom
Ausgangswert der B-Zellen erkennen (Abb. 20A). Hier dargestellt ist beispielsweise der B-
Zell-Verlauf far 3 Patienten mit unterschiedlichen Ausgangswerten auf der Dosisstufe 2 mg,
auf welcher 3 Patienten mit B-Zell-Werten mit ca. 7,6 und 121 G/L behandelt wurden. Hier
konnte mit steigendem B-Zell-Niveau eine abnehmende Reduktion der B-Zellen um 98%
(C109) versus 77-78% (C108, C110) durch 1D09CS3 erzielt werden. Dieser Effekt konnte
jedoch nicht auf allen Dosisstufen fir Patienten mit unterschiedlichen B-Zell-Werten
konsequent gesehen werden. Dies zeigt sich auch bei der Betrachtung der Monozyten auf
der Dosisstufe 2 mg (Abb. 21B). Wahrend bei Patient C109 mit 0,2 G/L Monozyten diese
nach 1D09C3 nahezu unter der Nachweisgrenze fielen, wurden bei dem Patienten C110 mit
1,79 G/L erwartungsgemanB ,nur“ um 85% der Monozyten verringert. Bei C108 hingegen mit
0,14 G/L wlrde man jedoch eine héhere Abnahme als um die gezeigten 71% auf 0,04 G/L
erwarten. Es ist somit anzunehmen, dass neben der vorhandenen Zellzahl vor Infusion
weitere Faktoren, wie z. B. die Dichte der HLA-DR-Expression auf den Zellen, sowie die
Antikérper-Dosierung, mit eine Rolle fur die Effizienz der Antikérperwirkung spielten. Hierzu
wurden im Rahmen der Studie HLA-DR Expressions- und Sattigungsanalysen durchgefihrt,
auf die im Rahmen der Diskussion nochmal eingegangen wird.
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Abb. 21A und B, B-Zell- und Monozyten-Reduktion nach erster Behandlung mit 2mg 1D09C3
abhangig vom Ausgangs-Zell-Niveau

Wir untersuchten, ob trotz der unterschiedlichen Basiswerte fir die B-Zellen und Monozyten
eine Steigerung der Antikérper-Wirkung mit zunehmender Dosierung nachweisbar war.
Hierzu beschrankten wir uns auf die Auswertung der Zellreduktion nach der 1. Gabe von
1D09C3 als Reprasentation des ersten Antikdrper-Zell-Kontakts, um  Effekte
unterschiedlicher Rebounds, Kumulierung, etc. auszuschlieBen. Tab. 28 fasst die maximale
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Verminderung der B-Zellen und Monozyten nach Erstgabe von 1D09C3 nach 4
Dosisclustern zusammen: Cluster 1 fir 0,25-0,5 mg, Cluster 2 far 1 mg, Cluster 3 fir 2 mg,
Cluster 4 fur 4-8 mg. Wir Oberprtften, ob statistisch ein signifikanter Unterschied in der B-
Zell- und Monozytenreduktion in diesen 4 Dosisclustern bestand.

) B-Zellen [Monozyten |Wilcoxon-Mann-Whitney bzw. Kruskal-
Cluster | Pat.-Nr. (%) (%) Wallis Test
; C101 -50,37 -39,44 | ) N\ .
C102 -57,22 -32,19
(0,515&;1,5 C103 -83,89 -69,70
C104 77,08 6567 | -
0 C105 -67,19 -68,30
C106 -89,09 -60,18
(1 mg) _
C107 72,74 69,13 = p=0,0476 (B) p=0,1995 (B)
5 C108 -75,03 21,33 p=0,0088 (M) p=0,0320 (M)
C109 -98,58 -92,49
(2mg)
C110 -75,77 -85,18
C111 -86,91 -89,71 >
4 C112 -79,07 -56,51
(4-8mg)| C113 -95,58 91,18 y
Ci14 -94,83 -87,27 |—
Mittelwert -78,81 -63,26

Tab. 28, Vergleich der B-Zell- und Monozyten-Reduktion nach Dosis-Clustern. Die letzte Spalte
beschreibt die statistische Signifikanz der Unterschiede bei Vergleich von 2 und 4 Dosis-Gruppen

in B=B-Zellen, M=Monozyten.

Dabei konnte insbesondere fir die Monozyten bei Vergleich aller 4 Dosis-Cluster und
Vergleich von 2 zusammengefassten Clustern (0,25-2mg versus 4-8 mg) ein signifikanter
Anstieg der Reduktion gezeigt werden (p= 0,0320 bzw. 0,0088, siehe Tab. 29, Wilcoxon-
Mann-Whitney- oder Kruskal-Wallis-Test). Fir die B-Zellen war der Anstieg bei Vergleich von
2 zusammengefassten Clustern signifikant (p=0,0476, Wilcoxon-Mann-Whitney-Test).

Wie in Abb. 22 dargestellt, konnte fir die B-Zellen eine logarithmisch ansteigende
Verminderung mit zunehmenden Dosierungen im Rahmen eines Plateau- oder

Sattigungseffektes nachgewiesen werden.
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Abb. 22, Zunehmende Séttigung der B-Zell-Reduktion bei steigender 1D09C3-Dosis

Ein &hnlicher Effekt lieB sich fir die Reduktion der Monozyten veranschaulichen (Abb. 23).
Auch hier trat mit zunehmender Dosis von 1D09C3 eine Abflachung der maximalen
Reduktion ein.
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Abb. 23, Zunehmende Sattigung der Monozyten-Reduktion bei steigender 1D09C3-Dosis
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Zu berucksichtigen bleibt, dass die Patienten, welche die Dosierungen 4 und 8 mg erhielten,
nur wenig erhdhte wenn nicht normale Leukozytenwerte im peripheren Blut aufwiesen. Der
Mittelwert der B-Zellen in Patienten der Dosierung 4 und 8 mg lag bei 2,6 G/L, bei den
Ubrigen Patienten hingegen bei 76,2 G/L. Insofern ist eine Sattigung der B-Zell-Reduktion in
den héheren Dosisstufen zu erwarten. Dennoch bleibt der rasche logarithmische Anstieg der
Reduktionskurve in den B-Zellen bemerkenswert und zeigt, dass auch in niedrigen
Dosisstufen, gerade bei Patienten mit ausgepragter Leukozytose/B-Zell-Lymphozytose, ein
bereits relativ starker Effekt durch 1D09C3 bewirkt werden konnte. Der &hnliche Plateau-
Effekt in der Zellgruppe der Monozyten, welche als nicht-maligne Zellen wesentlich geringere
Schwankungen in den Ausgangswerten (Mittelwerte zwischen 0,5-0,9 G/L in Dosierung 4/8
mg versus Ubrige Dosierungen) boten, deutet darauf hin, dass dies nicht nur durch
Unterschiede in den Zellzahlen vor Therapie hervorgerufen war.
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4 Diskussion

4.1 Besonderheiten im Patientenkollektiv und im Studiendesign

Bei der Bewertung der Studienergebnisse ist zu beachten, dass es sich bei den 14
Studienpatienten um ein verhaltnism&Big schwieriges Patientenkollektiv handelt. Das
mediane Alter lag bei 67 Jahren, die Erstdiagnose der Erkrankung lag im Median 8,5 Jahre
zurtck und die mediane Anzahl der Vortherapien lag bei 5 Therapien. Mit diesen Angaben
wird verdeutlicht, dass es sich bei den untersuchten Studienteilnehmern um stark
vorbehandelte und zumeist therapierefraktare Patienten handelt. Ein GrofBteil der Patienten
hatte zum Studieneinschluss einen ausgepragt progredienten Krankheitsverlauf mit
fehlendem Ansprechen auf verfigbare Standardtherapien. Zudem ist zu berlcksichtigen,
dass das primére Prlfziel der untersuchten Phase 1 Studie die Ermittlung der Vertraglichkeit
und Sicherheit der Prifsubstanz bei steigenden Dosierungen von 1D09C3 war. Ein solches
Studiendesign hat zur Folge, dass die ersten Dosisstufen in der Regel unterhalb derer
liegen, bei welchen ein therapeutischer Effekt zu erwarten wére. Diese genannten Faktoren
sollten Berlicksichtigung finden in der Bewertung und Einschatzung des Antikérpers 1D09C3
in Bezug auf eine mégliche therapeutische Wirksamkeit.

4.2 HLA-DR als Zielstruktur bei lymphoproliferativen B-Zell-Neoplasien

Eine vergleichende Stimulierung von HLA-DR, -DP und -DQ bei B- und T-Lymphozyten
zeigte nur Uber HLA-DR bei 60% der Zellen einen ausgeldsten Zelltod [82]. Es konnte
nachgewiesen werden, dass nicht alle Zellen, welche HLA-DR auf der Oberflache
exprimierten, aufgrund einer  Antikérperbindung  gleichermaBen einen  Zelltod
durchliefen/erfuhren. Dies scheint insbesondere der Fall zu sein bei HLA-DR-positiven
aktivierten B- und T-Zellen, einem Teil von Dentritischen Zellen und maligne entartete
Lymphozyten. Vermutlich wird der Zelltod Uber einen alternativen Mechanismus direkt
ausgeldst, unabhéngig von klassischen Apoptose-Signalwegen, wie dem der Caspase-
Aktivierung [63].

Mehrfache in vitro und in vivo Untersuchungen haben schon in den 90er Jahren gezeigt,
dass eine Bindung krossligierender Antikérper an HLA-DR zu einer Apoptoseinduktion in
Zielzellen flhren kann [64] [85]. So wurden in den letzten 15 Jahren mehrere Antikdrper
gegen HLA-DR durch verschiedene Hersteller generiert und zum Teil auch klinisch getestet.
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Bei dem murinen 1gG1 Antikérper L243 konnte bereits 1989 im Vergleich mit anderen HLA-
DR Antikérper eine Proliferationshemmung von B-Lymphozyten gezeigt werden [45]. Des
Weiteren wird L243 fluoreszenzmarkiert als diagnostischer Antikérper verwendet. Eine
Weiterentwicklung von L243 ist IMMU-114 (Immunomedics, New Jersey, USA), ein
humanisierter monoklonaler HLA-DR Antikérper als 1gG4 Subtyp. Die Verwendung dieses
Subtyps mit fehlender Komplementaktivierung sowie auch der geringere Mausanteil sollten
verminderte infusionsbedingte Nebenwirkungen erreichen. Des Weiteren wurde bei IMMU-
114 eine Mutation in der Hinge-Region eingebaut, die einen dynamischen Austausch des
Fab-Arms mit anderen 1gG4 Antikérpern verhindern soll. In praklinischen Untersuchungen
konnte bei mehreren Lymphomzelllinien eine proapoptotische Aktivitat mittels der JNK-
Kinase in vitro nachgewiesen werden [79]. In Mausmodellen konnte hier ein verlangertes
krankheitsfreies Uberleben gezeigt werden. In einem Hundemodell konnten ebenso Stein et
al. neben guter Vertraglichkeit eine schnelle Clearence der B-Zellen aus dem peripheren Blut
innerhalb weniger Stunden nachweisen [78]. Des Weiteren konnte in Kombination mit
Rituximab eine verbesserte Effektivitdt als Rituximab alleine erzielt werden [80]. Der
Antikdrper wird aktuell als Vorbereitung zu einer méglichen Anwendung am Mensch in einer
Pilotstudie an Hunden mit Lymphom untersucht [78].

Ein anderer HLA-DR Antikérper ist der murine 1gG2 Antikérper Lym-1 (Peregrine
Pharmaceuticals, California, USA). Fir diesen Antikdrper wurden bereits 1989 die Daten
einer Phase | Studie publiziert [41]. Im Rahmen dieser Studie wurden 10 Patienten mit
refraktaren B-Zell-Lymphomen dosiseskaliert behandelt. Obwohl der Antikdrper murinen
Ursprungs ist, konnte eine gute Vertraglichkeit beobachtet werden. Es wurden
dosisabhéngige Serumspiegel nachgewiesen, jedoch eine schlechte Penetration in das
extravaskuldare Tumorgewebe. Dementsprechend war auch das klinische Ansprechen gering.
In weiterfihrende Untersuchungen wurde Lym-1 mit verschiedenen radioaktiven Substanzen
zur Verbesserung der therapeutischen Wirkung markiert. In einer Phase | Studie konnte so
bei 5 von 8 Patienten mit therapierefraktaren B-Zell-Lymphomen eine partielle Response
erzielt werden [65].

Der HLA-DR Antikérper, der am intensivsten in klinischen Studien untersucht wurde, ist der
humanisierte 1IgG1 Antikérper Apolizumab (PDL BioPharma, Nevada, USA). In einer Phase
I/l Studie wurden 23 Patienten mit progredienter CLL/ALL (22 Pat. CLL, 1 Pat. ALL)
eingeschlossen. Im Rahmen dieser dosiseskalierten Studie erhielten die Studienteilnehmer
3x/Woche Apolizumab fiir 4 Wochen. Die MTD wurde mit 3,0 mg/kgKG definiert, da in der
Dosierung von 5mg/kgKG zwei DLTs auftraten (aseptische Meningitis und ein hamolytisches

uramisches Syndrom). Im Gegensatz zu 1D09C3 erreichte Apolizumab eine Halbwertzeit
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von 8-36 Tagen. Leider waren auch hier die klinischen Ansprechraten nicht ausreichend, so
dass der Hersteller von weiteren Studien absah [52].

Zusammenfassend kann hier gesagt werden, dass die bisher untersuchten HLA-DR
Antikdrper in ihren Dosisschemata eine allgemein akzeptable Vertraglichkeit, jedoch bisher
keinen klinischen Durchbruch erzielen konnten. Es besteht jedoch die M&glichkeit, dass die
Zielstruktur HLA-DR mit Hilfe anderer oder kombinierter Molekulstrukturen (z. B.
bispezifischer Antikérper, Antikérper oder Moleklle mit radioaktiven Stoffen oder small
molecules) erfolgversprechender in der Therapie von malignen B-Zell-Neoplasien eingesetzt
werden kann. So gibt es aktuelle in vitro und in vivo Untersuchungen von dem HLA-DR
Antikérper L243 in Verbindung mit Interferon-a2b, welche Uber das spezifische
Bindungsverhalten an den Zielzellen eine hohe Konzentration von Interferon mit einer
additiven apoptotischen Wirkung zeigen [73]. Bei mdglichen neuen klinischen Prifungen flr
maligne hamatologische Erkrankungen mit HLA-DR IgG4 Antikérpern kommen eher solche
in Betracht, die Uber eine Mutation in der Hinge Region eine Bildung von Halomolekilen mit
einen Austausch des Fab-Arms verhindern (IMMU-114, Gemtuzumab [50]).

4.3 Analyse der allgemeinen Sicherheit und Vertraglichkeit von 1D09C3

1D09C3 ist als humaner IgG4 Antikérper entwickelt worden, um Unvertraglichkeiten zu
minimieren. Vor allem die bei anderen Antikdrpern haufig auftretenden infusionsbedingten
Nebenwirkungen sollen durch den kompletten humanen Ursprung und die fehlender
Komplementaktivierung von 1gG4 verringert werden. Neben einer méglicherweise auch als
unspezifisch zu bewertenden Fatigue sind in der vorliegenden Studie wahrend oder kurz
nach den Infusionen keine unerwiinschten Symptome aufgetreten. Auch in Bezug auf spéater
auftretenden Nebenwirkungen (s. auch Kapitel 3.1.2) hat sich der Antikérper im Rahmen der
50 Therapiezyklen bei dem stark vortherapierten und alteren Patientenkollektiv als sehr
vertraglich erwiesen. Von den insgesamt 9 aufgetretenen Grad Ill/IV-Toxizitdten waren 7
hamatologischer Natur, wobei ein Abfall von Erythrozyten und Thrombozyten nicht Gber einer
Wirkung mittels HLA-DR zu erklaren ist. Die Thrombozytopenie kann mdglicherweise Uber
eine disseminierte intraversale Gerinnung verursacht sein. Eine leichte nicht klinisch
relevante Koagulopathie und Hamolyse konnte jedoch nur bei einem Patienten gezeigt
werden. Im Rahmen dieser vermutlich durch 1D09C3 verursachten unerwilinschten
Arzneimittelwirkungen ist auch zu berlcksichtigen, dass vor allem bei den CLL Patienten die
Knochenmarkfunktion sehr eingeschrankt ist und zumeist bereits vor der Studienteilnahme
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Zytopenien bestanden. Allgemein waren die hamatologischen Toxizitdten nur von kurzer
Dauer, somit konnten die préklinischen Untersuchungen von 1D09C3 am Tiermodell mit
temporéaren und reversiblen Blutbildveranderungen bestatigt werden [62].

Bei der dosislimitierenden Toxizitat (DLT) des letzten Patienten C104 ist auch anzumerken,
dass eine weitere Episode einer Portinfektion mehrere Monate nach der Studienteilnahme
auftrat und daher die Verursachung durch 1D09C3 im Rahmen der gemeldeten DLT
retrospektiv unwahrscheinlich war. Eine maximale tolerable Dosis (MTD), die als eine
Dosisstufe unterhalb derer definiert ist, bei der >33% der Patienten eine DLT erleiden,
konnte leider durch den vorzeitigen Studienabbruch nach der ersten DLT nicht ermittelt

werden.

4.4 Potentielle Fehimessungen aufgrund methodischer Verfahren

In dem folgenden Abschnitt soll kritisch hinterfragt werden, ob die in dieser Arbeit ermittelten
Ergebnisse in ihrer Signifikanz aufgrund mdglicher Fehler vermindert sein kénnen. Als erstes
sollte dabei der Verfahrenswechsel innerhalb der Studie genannt werden. Dieser beinhaltet
zum einen den Geratewechsel der Durchflusszytometer nach 2 von 14 Patienten von EPICS
XL®-C4 der Firma Beckman-Coulter zu dem BD FACSCanto® der Firma Becton Dickinson.
Damit verbunden war ein Wechsel der meisten Materialien, insbesondere der
fluoreszierenden Antikdrper und der Lyse-Lésung. Der Grund dieser Anderung lag bei dem
Verfahrenswechsel von einer 2-Plattform-Technik mit Verwendung der Leukozytenwerte aus
dem Zentrallabor zu einer 1-Plattform-Technik mit Absolutmessung mittels TruCOUNT®-
Beads. Diese Technik hat im Grunde eine geringere Fehlermdglichkeit, da die Arbeitsschritte
an einer Blutprobe zur gleichen Zeit und an einem Gerat erfolgen. Bei 44 Messungen waren
jedoch die Ergebnisse dieses Verfahrens, vermutlich aufgrund technischer Mangel, nicht
ausreichend. Bei diesen Analysen wurden, wie bereits im Kapitel 2.3.2.10 beschrieben, die
absolut gemessenen Werte nicht verwendet und zur Wahrung der kontinuierlichen
Ergebnisse die Leukozytenwerte aus dem Zentrallabor verwendet. Im Allgemeinen konnte in
Bezug auf die Kinetik der einzelnen Zellpopulationen sowie die Gesamtleukozytenwerte
kaum ein Unterschied zwischen den beiden Protokollen festgestellt werden.

Zur genaueren Analysen flhrten wir Vergleiche im Rahmen des Protokolls 2 durch, wo
Leukozytenwerte aus dem Zentrallabor und aus der Absolutmessung vorliegen. Mittels des
Sign-Tests konnte gezeigt werden, dass die Leukozytenwerte aus den mit TruCOUNT®

ermittelten Werte h&ufiger niedriger waren, als die Werte aus dem Zentrallabor. Als Ursache
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fir die Differenzen kommen zum Beispiel unterschiedliche Transportwege zu den
verschiedenen Laboren in Betracht. Durch eventuell langere Liegezeiten der Probe pro
Labor kénnen Lyseeffekte eingetreten sein, die bei den generell sehr empfindlichen CLL-
Zellen verhaltnismaBig schnell auftreten kdénnen. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass die
Absolutmessung im Rahmen der 1-Plattform-Technik als die akuratere Messmethode
betrachtet werden kann. Wie im Methodikteil beschrieben werden hier mehr Parameter pro
Zelle erhoben (forward-scatter=GréBe, side-scatter=Granularitdt sowie die einzelnen
Oberflachenmarker), wodurch das Risiko einer Falschzahlung minimiert wird. Dagegen
beruht die Zellzdhlung im Zentrallabor auf einem weniger sensitiven Verfahren, das sich
vorwiegend an der ZellgréBe orientiert. Durch z. B. Aggregatbildung und erhéhte Variabilitat
in der Zellgr6Be bei malignen Zellpopulationen wie den CLL-Zellen, ist es mdglich zu
erklaren, warum insbesondere bei den zweistelligen ,Abweichlern® die Werte im Zentrallabor

vermutlich meist eher falsch-niedrig waren.

Als weiteres sollen folgende einzelne AusreiBer von Messergebnissen genannt werden,
welche jedoch aus statistischen Grinden unveréndert in die Analysen mit aufgenommen
wurden. Bei dem Patienten C101 wurde zur Messung 1-08 seitens des Zentrallabors 294,30
G/L Leukozyten gemessen. Diese fielen nach der ersten Infusion von 1D09C3 auf 192,80
G/L (1-12), stiegen jedoch innerhalb von 10 Stunden auf 345,89 G/L (1-22). Die weitere
Entwicklung innerhalb der folgenden 6 Tage erbrachte ohne weitere therapeutische
MaBnahmen einen Leukozytenwert von 187,38 G/L. Ob es sich dabei um Messfehler
aufgrund der sehr hohen Leukozytenzahlen handelt ist nicht sicher zu sagen. Eine
vergleichende Absolutmessung der Leukozyten mittels TruCOUNT®-Beads lag bei diesem
Patienten noch nicht vor. Bei dem Patienten C106 konnte die Blutprobe 3-16 erst nach 48
Stunden gemessen werden, die Auswertung ergab jedoch im Verlauf zu erwartende Werte.
Das gleiche betrifft die Messungen 2-d4, 3-d4 und 4-d4 bei dem Patienten C107. Die
Messung 2-d6 bei dem Patienten C108 zeigt mit 214,15 G/L einen kurzfristigen Anstieg um
120,15 G/L innerhalb 2 Tagen. Neben der wahrscheinlichen Ursache eines starken
Erkrankungsprogresses stellt sich hier die Frage eines Messfehlers. Jedoch wurde seitens
des Zentrallabors mit 206,70 G/L ein &hnlich hoher Wert gemessen (Differenz 10,2%). Bei
dem Patienten C108 liegt der Monozytenwert der Messung 2-12 auBerhalb des zu
erwartenden Bereichs. Vor der zweiten Infusion 1D09C3 konnten 0,15 G/L (2-08) gemessen
werden, zu der besagten Messung 2-12 wurden 0,33 G/L gemessen und eine halbe Stunde
darauf 0,12 G/L (2-13). Es sind zwar nur geringfligige Verdnderungen in einem sehr
niedrigen Messbereich, dennoch war analog zu der sonst nachgewiesenen Reduktion der

Monozyten nach der Infusion eher ein kleinerer Wert als vor der Infusion zu erwarten. Es
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konnte jedoch kein Fehler bei der Eingrenzung der Monozytenpopulation in der FACS-
Analyse ermittelt werden. Bei dem Patienten C110 wurde seitens des Zentrallabors bei 3-d4
ein Leukozytenwert von 90,28 G/L gemessen. Angesichts der Werte zwei Tage davor mit
160,82 G/L und zwei Tage danach mit 153,07 G/L handelt es sich hierbei potentiell um einen
Messfehler. Da dieser jedoch ursachlich nicht zu eruieren war, wurde der Wert in dem
Leukozytenverlauf des Patienten belassen.

4.5 Bewertung der Effektivitat von 1D09C3

Die im Kapitel 3.3.2 enthaltene Abb. 17 zeigt den Verlauf der Leukozyten in prozentualen
Anteil zur ersten Messung 1-08. Der Effekt der Zell Reduktion erscheint aufgrund von diesen
Daten als sehr deutlich und effektiv, jedoch nur sehr kurz anhaltend. Des Weiteren kann in
der Nachbeobachtungsphase ein Anstieg der Leukozyten bei 8 von 10 CLL Patienten
beschrieben werden, welcher als eine Progression der Erkrankungen zu werten ist. Auch
damit wird untermauert, dass der Antikérper 1D09C3 keinen nachweisbaren
langanhaltenden Effekt im Rahmen dieser Phase | Studie aufweiste. Die Verlaufe der
einzelnen Zelllinien zeigen, dass die B-Lymphozyten und die Monozyten als regelhafte
Trager des Oberflachenantigen HLA-DR die deutlichsten Reduktionsergebnisse aufweisten.
Darauf folgen die T-Lymphozyten, welche z. B. im Rahmen von Entziindungsreaktionen
durch Zytokine aktiviert ebenso dieses Antigen aufweisen [75]. Die NK-Zellen weisten eine
schwéacher ausgepragte Verringerung und die Granulozyten zeigten sich im Nadir nahezu
unverandert und stiegen nach den Infusionen in der Regel reaktiv an. Diese Ergebnisse
kénnen als therapeutisch sehr effektiv gedeutet werden, da die maligne veranderten B-
Lymphozyten mdglicherweise gezielt reduziert wurden und im Falle einer Zerstérung direkt
von den vermehrten Granulozyten aufgenommen werden kénnten. Im Rahmen dieser Studie
mit einem zielgerichteten therapeutischen Ansatz wurden im Gegensatz und im Vorteil zu
einer klassischen zytostatischen Therapie (Chemotherapie) nur wenig Neutropenien
verzeichnet. Die beiden Falle einer Grad IllI/IV Granulopenie sind, wie im Kapitel 3.1.2
beschrieben, nur von einer Dauer Uber maximal 5 Tage gewesen. Zudem sind diese bei zwei
CLL Patienten aufgetreten, welche aufgrund einer krankheitsbedingten
Knochenmarkinsuffizienz bereits vor der Antikdrperinfusion eine Grad Il Granulopenie hatten
und werden daher nicht als schwerwiegende Nebenwirkung gewertet.

-99-



Die beiden Zellpopulationen mit den hdéchsten Reduktionsergebnissen nach Infusion von
1D09C3 waren die B-Lymphozyten und die Monozyten. Diese beiden Zelltypen sind im
Vergleich besonders interessant, da beide Populationen als antigenprasentierende Zellen
den Zielrezeptor HLA-DR auf ihrer Oberflache exprimieren [30]. Es kann die Hypothese
aufgestellt werden, dass die B-Zellen, welche bei 10 von 14 Patienten aufgrund der
vorliegenden CLL als maligne bezeichnet werden kénnen, sensitiver auf eine HLA-DR
Bindung reagierten als die Monozyten. Das kann z.B. Uber eine verstarkte Rezeptorendichte
auf den Zelloberflachen ausgelést worden sein, wobei in einer anderen Analyse von Roucard
et al. bei mehreren nicht-malignen Zelllinien eine gleiche Rezeptorendichte von HLA-DR
nachgewiesen wurde [74].

Zu berucksichtigen bei der ermittelten starkeren Reduktion ist die verschiedene absolute
Zellanzahl im Blut der beiden Populationen. Bei 8 von 14 Patienten lagen die B-Lymphozyten
in erhéhten Konzentrationen von bis zu 298 G/L vor und die Monozyten bei 11 von 14
Patienten unter 1 G/L. Daher war die Bindungswahrscheinlichkeit von dem Antikérper
1D09C3 an B-Lymphozyten deutlich héher als an Monozyten, eine Ursache die dann eher
gegen eine Spezifitat fir maligne Zellen spricht. Bei Betrachtung der Absolutwerte zeigt sich,
dass das reduzierte Zellvolumen der B-Zellen im Mittel 55-mal grdBer ist als das der
Monozyten (mediane absoluten Reduktionen von B-Zellen geteilt durch das der Monozyten).
Deswegen ist die Betrachtung der medianen Zellreduktion pro Therapiegabe fir alle
Patienten nur flr einen groben Vergleich der Subpopulationen sinnvoll und verwischt
eventuell Wirkunterschiede in den einzelnen Patienten und im Verlauf der 4 Therapiegaben.
Bei einer Analyse der 6 Patienten mit einer geringen Anzahl an peripheren B-Lymphozyten
zeigt sich jedoch ebenso im Vergleich zu den Monozyten eine héhere Reduktionssrate der
B-Lymphozyten. Darin enthalten sind auch die 4 Nicht-CLL Patienten (3 Pat. mit NHL, 1 Pat.
mit HL), bei denen aufgrund der fehlenden peripheren Ausschwemmung von malignen
Zellen es sich um normale B-Lymphozyten handelte, welche die hohe Reduktion durch
1D09C3 aufwiesen.

Generell ist die Frage nach einer Selektivitat auf maligne entartete HLA-DR positiven Zellen
mittels entsprechender Antikdrper in der Literatur uneinheitlich [62]. So wurde z. B. fir den
monoklonalen Antikérper 8D1 eine Apoptose nur bei maligne entarteten Zellen
nachgewiesen, wobei nichtmaligne HLA-DR positive Zellen unbeeintrachtigt waren [85].
Ebenso konnte fir die HLA-DR Antikérper Lym-1 und Lym-2 eine Selektivitat gegentber
maligne B-Lymphozyten in verschiedenen Zelllinien gezeigt werden, wobei T-Lymphozyten
unbeeinflusst blieben [24]. Des Weiteren konnte von Truman et al. in vitro nachgewiesen

werden, dass bei gesunden aktivierten B-Lymphozyten durch HLA-DR Stimulierung zu 60%
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ein Zelltod ausgelést wurde, wahrend ruhende B-Lymphozyten nicht beeintrachtigt waren
[82]. Demgegeniber konnte von Newell et al. eine Apoptose bei ruhenden B-Lymphozyten in
vitro nach Zugabe von HLA-DR Antikérpern gezeigt werden [64]. In Anbetracht dieser
variablen Literaturangaben geben auch die Ergebnisse unserer Phase | Studie keine klare
Antwort auf eine mdgliche Spezifitdt von 1D09C3 fir maligne entartete Zellen. Vor allem die
nachgewiesene gleich hohe Reduktion von B-Lymphozyten bei CLL Patienten mit peripherer
malignen Zellausschwemmung und von ,gesunden® B-Lymphozyten im peripheren Blut bei
NHL/HL Patienten zeigt zu mindestens keine ausgepragte selektive Wirkung flr maligne
Zellen.

Im Rahmen der Phase | Studie mit 1D09C3 konnte des Weiteren nachgewiesen werden,
dass die Zellreduktion mit steigenden Dosierungen von 1D09C3 in einem héheren Ausmaf
erfolgt. Dieser Effekt kann durch Ergebnisse der vom Studiensponsor durchgefiihrten
pharmakokinetischen Untersuchungen erklart werden. Die Serumspiegel von 1D09C3 waren
bei den Dosierungen von 0,25mg/kgKG bis 2mg/kg/KG bei 5 von 8 Patienten kaum messbar
und wenn dann nur kurz nach Ende der Infusion. In den Dosierungen 4-8mg/kgKG waren
Serumspiegel messbar (ELISA Biopharm, Eppenheim, Germany) [4]. Der h6chste Wert war
dabei 2,0-2,3 Stunden nach Infusion messbar und zeigte eine schnelle Clearence aus dem
peripheren Blut. Die Halbwertzeit lag bei 0,7-7,9 Stunden und lasst vermuten, dass in dieser
Zeit zwar eine Wirkung im peripheren Blut erzielt werden konnte, aber nicht ausreichend die
malignen Zellen in des lymphatischen Geweben der Patienten erreicht werden konnten. Die
langste Serumverweildauer des Antikrpers konnte nach 48 Stunden bei den Patienten C112
und C114 gemessen werden. Es wurde ein verhaltnismé&Big kleines Verteilungsvolumen von
28,1-471,5ml/kg gemessen. Das l&sst vermuten, dass sich die Verteilung von 1D09C3 auf
das periphere Blut beschrankte. Die kalkulierte Flache unter der Kurve (Aera under the
curve, AUC) =zeigte eine exponentielle Zunahme mit steigender Dosierung. Eine
Akkumulation von 1D09C3 wurde jedoch in keinem der Patienten erreicht.

Die Grlinde fur diese eingeschrankte Bioverfligbarkeit von 1D09C3 waren nicht eindeutig
erkennbar. Die Serumspiegel des Antikdrpers variierten bei verschiedenen Patienten
innerhalb des gleichen Dosislevels und &hnlicher Leukozytenwerten. Daher kommten
eventuell unklare intraindividuelle Faktoren bei den Patienten zum Tragen, die auf die
pharmakokinetische Wirkung von 1D09C3 Einfluss nahmen. Des Weiteren konnten nur bei 6
Patienten humane Anti-Human Antikdéper (Human Anti-Human Antibodies, HAHA) mit
Serumwerten von 396,6-4089,0ng/ml ermittelt werden und bei den héheren Dosisstufen von
4-8mg/kgKG konnten keine HAHA nachgewiesen werden. 1D09C3-neutralisierende

Antikdrper konnten nur bei 4 Patienten gemessen werden [4]. Da auch hier keine Korrelation
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zu den differierenden Serumspiegeln zu erkennen war, kann durch diese Ergebnisse nicht
die durchgehende eingeschrankte Bioverflgbarkeit erklart werden. In den préklinischen
Tierexperimenten in Affen konnte gezeigt werden, dass mit einer Dosierung von 10 mg/kg
1D09C3 eine Halbwertzeit Uber 35-140 Stunden eine anhaltendere Reduktion von
Lymphozyten Uber 8 Tage erreicht werden konnte [6]. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde flr
die Phase | Studie auch ein wdchentliches Therapieschema gewahilt.

Andere therapeutische Antikérper weisen in vivo eine deutlich ldngere Halbwertzeit im
peripheren Blut auf. Der monoklonale IgG1 CD20 Antikérper Rituximab weist eine
Halbwertzeit im Median von 21 Tagen (Spannweite 10,3-35,8 Tagen) auf [71]. Ein &hnliches
pharmokokinetisches Profil zeigt der humanisierte monoklonale IgG1 CD52 Antikérper
Alemtuzumab mit einem medialen maximalen Serumspiegel am Tag 29 (Spannweite 18-45
Tagen) in CLL Patienten [61]. Daher sollten noch andere Mdglichkeiten fir die rasche
Clearence von 1D09C3 diskutiert werden. Ein bereits bei CD20 und MHC-Klasse-I-
Molekuilen bei CLL Patienten beschriebener Prozess ist das Ablésen der Antigene von den
Zelloberflachen und somit freie Verflgbarkeit im Plasma [56]. Das kénnte méglicherweise bei
1D09C3 vor oder nach einer Bindung an HLA-DR erfolgt sein. Dadurch kénnte eventuell, wie
bei CD20 gezeigt, komplexe Formationen mit anderen Membranstrukturen gebildet werden,
und somit zu einer friheren Inaktivierung des Antikérpers flhren. Eine weitere Mdglichkeit ist
eine Internalisierung des HLA-DR Rezeptors inkl. des gebundenen Antikérpers mit
anschlieBender endosomalen Lyse des Antikdrpers. Diesen Mechanismus konnte durch
frhere Untersuchungen an HLA-DR gezeigt werden [60]. Ebenso konnte bei dem HLA-DR
Antikdrper Lym-1 in vitro eine Internalisierung des Antikdrpers nach Bindung an HLA-DR an
malignen B-Zelllinien gezeigt werden [87]. Des Weiteren kdnnen noch andere biologische
Prozesse in Frage gekommen sein, die zu einer Degradierung von 1D09C3 geflhrt haben.
So wurde von Liu et al. z. B. eine Deamidation von z. B. Asparagin mit einer verminderten
Aktivitat von verschiedenen therapeutischen Proteinen in vivo nachgewiesen [53]. Durch die
Verwendung eines IgG4-Antikdrpers kann die eingeschrankte Bioverflgbarkeit auch durch
das bereits beschriebene Austauschpotential der Fab-Fragmente mit Bildung von
Halbmolekiilen sowie das unten beschriebene Aggregationsverhalten von 1D09C3 bedingt
gewesen sein (s. auch Kap. 1.4.1 und 4.6.1). Interessanterweise ist die Halbwertszeit von
IMMU-114 im Hund auch relativ kurz wobei dieser Antikérper hat eine Mutation in der Hinge-
Region aufweist, die den Austausch von Fab-Armen verhindern soll [78, 79]. Daher besteht
die Mdglichkeit, dass das Austauschpotential ein mdgliches Problem, aber nicht die alleinige
Ursache fir die kurze Halbwertszeit von 1D09C3 oder 1gG4-Antikérpern im Allgemeinen in
vivo darstellt.
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Des Weiteren wurde seitens GCP-Biotech im Rahmen pharmakodynamischer Analysen die
HLA-DR-Expression und —sattigung auf den Leukozyten bei den Patienten mit CLL
durchflusszytometrisch ermittelt (Huntingdon Life Sciences, Huntington, Cambridgeshire,
UK). Eine HLA-DR Expression konnte an B-Zellen und Monozyten bei allen Patienten
nachgewiesen werden. Der Sattigungspeak war 30 Minuten nach den Infusionen messbar,
nach 2-4 Tagen war die Bindung zu 1D09C3 nicht mehr messbar. Eine langere Séttigung
>10 Stunden konnte nur bei dem Patienten C112 nachgewiesen werden, analog zu héheren
Serumspiegeln von dem Antikérper. Die Sattigung war wie erwartet mit zunehmenden
Dosierungen zu verzeichnen, ab 4mg/kgKG konnte bei beiden Zelltypen eine meist
komplette Sattigung mit 1D09C3 erreicht werden [4].

Dem gegenitber war allerdings keine Korrelation zwischen der zunehmenden
Zellreduktionsrate bei steigenden Dosierungen und einem klinischen Ansprechen zu
erkennen. So konnte im Rahmen der Anamnese und Kklinischer oder radiologischer
Untersuchungen kaum eine Wirkung von 1D09C3 auBerhalb des peripheren Blutes, z. B.
bzgl. der Lymphadenopathie und Splenomegalie, festgestellt werden. Es waren keine oder
nur eine geringe Veranderung krankheitsbedingter Symptomen wie z. B. von B-Symptomen
(NachtschweiB, Fieber, Gewichtsverlust) zu eruieren. Lediglich bei dem Patienten C114 ist
Verbesserung dokumentiert worden. Ahnlich war es bei den Lymphknotenschwellungen,
wobei in den Tumor-Verlaufskontrollen an den Tagen 29 oder 50 alle Patienten als stabile
oder progressive Erkrankung (,stable disease“/“progressive disease®) bewertet wurden. Bei
genauerer Betrachtung konnte ein geringflgig klinisches Ansprechen z. B. beim Patient
C106 und C108 als eine Regression der groBen abdominellen Lymphknoten bei
gleichzeitiger Stabilitdt oder Progression anderer Tumormanifestationen verzeichnet werden.
Um eine genaue Beurteilung der nachgewiesene dosisabhangigen Wirkung von 1D09C3
vornehmen zu kénnen, wéare eine hdhere Patientenanzahl mit vergleichbaren Leukozyten-
Basiswerten (z. B. im Rahmen einer Phase Il Folgestudie) wiinschenswert. Ebenso ist es
maoglich, dass die Effektivitdt durch héhere Dosierungen, mdglicherweise auch in einem
dosisdichteren Schema von 3x wdchentlichen Gaben, hatte gesteigert werden kénnen. Das
ist jedoch aufgrund den unten aufgefihrten Grinde die zum Studienabbruch fihrten als

unwahrscheinlich anzusehen.
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4.6 Besondere Aspekte in der Untersuchung von 1D09C3

4.6.1 Alternativhypothesen zur Apoptose bei 1D09C3

Die Gabe von 1D09C3 im Rahmen der Phase | Studie zeigte eindeutig einen Effekt auf die
im peripheren Blut analysierten Leukozyten. Dabei ist davon auszugehen, dass der Effekt
der Zellreduktion Uber den Zielrezeptor HLA-DR ausgeldst wurde.

Eine der Hauptfragen ist jedoch, wie dieser vorwiegend im Blut messbare Effekt von 1D09C3
zustande kommt. Im Rahmen der vorklinischen Studien wurde gezeigt, dass der Antikérper
1D09C3 eine Apoptose der Zielzellen erzeugt. Die Verlaufskinetiken der Blutwerte in der
Phase | Studie zeigten jedoch eine sehr schnelle Erholung der vorher verringerten Zellen mit
sogar einem UberschieBenden Rebound-Phdnomen. Das soll im folgenden Beispiel
verdeutlicht werden. Der Patient C105 hatte vor der ersten Therapie eine sehr hohe
Leukozytenzahl von 150,79 G/L (Kodierung 1-08). Diese konnte nach der Infusion auf 72,05
G/L (1-12) gesenkt werden. Bereits 4 Stunden nach der Infusion waren wieder 122,05 G/L
(1-16) Leukozyten im peripheren Blut messbar, nach 10 Stunden 154,18 G/L (1-22) und
nach 24 Stunden sogar 179,73 G/L (1-d2). Bei diesen genannten Messungen mittels der
TruCOUNT®-Methode konnten Abweichungen zu den Messungen des Zentrallabors
zwischen 0,1% und 8,1% ermittelt werden. Daher kdnnen diese Werte Uber zwei Methoden
als bestatigt angenommen werden. Die Differenz zwischen der Messung 1-d2 und 1-12
betragt somit in einem Zeitfenster von ca. 24 Stunden 107,68 G/L. Bei einem minimal
angenommenen Blutvolumen von 5 Litern entspricht das einer Zunahme von 5,38 x 10"
Leukozyten innerhalb 24 Stunden. Da das Knochenmark ein Reservevolumen von reifen
Blutzellen bereithdlt ist es theoretisch méglich, dass die Leukozyten aus dem Knochenmark
ins periphere Blut abgegeben wurden. Jedoch ist die Hypothese der kompletten Auffiillung
aus dem Knochenmark durch die schnelle Kinetik des Effekts innerhalb weniger Stunden
eher unwahrscheinlich. Vor allem in Anbetracht der Tatsache, dass sich diese Entwicklung in
den folgenden 3 Infusionen innerhalb 4 Wochen wiederholt hatte. Nach einer konventionellen
zytostatische Therapie dauern die Zytopenien normalerweise wesentlich langer, hier jedoch
vorwiegend dadurch, dass zytostatische Therapie eine entsprechende Zellschadigung auch
im Knochenmark erzielen. Das ist aufgrund der kurzen Halbwertszeit und des Wirkmusters
bei 1D09C3 wohl nicht erfolgt. Man wirde bei einer Mobilisierung von Zellen aus dem
Knochenmark auBerdem das zusatzliche Ausschwemmen von unreiferen Vorstufen

erwarten, was wir bei unseren Patienten nicht bestatigen konnten. Méglicherweise kann das
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Rebound-Phanomen durch eine Ausschittung von Leukozyten aus dem Knochenmark
erklart werden, jedoch weniger die nach den Infusionen aufgetretene Zellreduktion.

Daher sollten neben der Apoptose weitere Hypothesen diskutiert werden. Zum einen besteht
die Mdglichkeit, dass der Antikérper 1D09C3 zwar mit den Zielzellen eine Verbindung
eingehen konnte, jedoch keine Apoptose bei den Zellen ausgeldst wurde. Wéahrend dieser
Komplexbildung kénnte eine Adhasion an Endothelzellen im GefaBbett erfolgt sein [25] [51].
Durch diese mdglicherweise mittels Zytokine ausgeléste Margination kénnten die Leukozyten
temporéar nicht messbar gewesen sein. Nach dem Ldsen der Antikdrper bzw. dessen Abbau
konnten die Leukozyten wieder in der vorherigen Anzahl in einer peripheren Blutabnahme
erfasst werden. Es konnten von anderen Arbeitsgruppen im Rahmen von Untersuchungen
einer AbstoBungsreaktion nach Nierentransplantation Antikérper gegen MHC-I und |l
Molekile nachgewiesen werden, die zu einer Adh&sion von Leukozyten an den
Kapillarwénden fihrten [10]. Des Weiteren konnte die Arbeitsgruppe von Ivanov et al. eine
homotypische Adhasion mit einem folgenden nicht-apoptotischen Zelltod unter Tositumumab
und L243 in vitro bei Lymphom- und Leukamiezellen nachweisen [42].

In neueren Untersuchungen mit 1D09C3 konnten von Hansen et al. ein durch den Antikérper
ausgeléstes Aggregationsverhalten von HLA-DR positiven Zellen spektroskopisch
nachgewiesen werden [38]. Eine Aggregatbildung gleichartiger Zellen durch Krossligierung
von HLA-DR Molekilen mittels 1D09C3 kdnnte ursachlich an einer falsch-niedrig Zahlung
von Blutzellwerten beteiligt gewesen sein. Hierbei ware jedoch zu erwarten gewesen, dass
wir zumindest in der Durchflusszytometrie Aggregate durch die GréBen- und
Granularitatsbeurteilung im Forward-Side-Scatter erkannt héatten. Hier waren keine
Veranderungen des Scatter-Musters vor und nach 1D09C3-Gaben zu erkennen. Als weitere
theoretische Uberlegung kénnte dann eine Auslésung des Zelltodes nach Aufldsung dieser
Aggregate durch die Probenvorbereitung fir die Zellzdhlung im Zentrallabor oder
Durchflusszytometrie erfolgt sein. Mittels der Untersuchung von Hansen et al. konnte ebenso
das bereits beschriebene Austauschpotential des Fab-Fragments von IgG4 Antikérper auch
an 1D09C3 nachgewiesen werden. Nach einem Austausch an der Hinge Region des gegen
HLA-DR gerichteten Fab-Elements als Halbmolekll gegen Fab-Fragmente von anderen
lgG4 Antikérper erfolgte in dieser funktionalen Monovalenz auch kein weiteres
Aggregationsverhalten. In der spektroskopischen Analyse konnte durch 1D09C3 keine
Apoptose oder ein sonstiger Zelltod an Myelomzellen nachgewiesen werden. Ein
Aggregationsverhalten durch Antikdrper wurde bereits mehrfach untersucht und
beschrieben. So konnte zum Beispiel auch mit Alemtuzumab eine Clusterbildung von Zellen

in vitro gezeigt werden [90]. Ebenso wurde in einer Untersuchung an mehreren Antikérpern,
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darunter auch der HLA-DR Antikdrper L243, eine Aggregationsbildung der Zielzellen mit der
Gefahr der mechanischen Zelltodes ex vivo nachgewiesen [58].

Im Rahmen unserer Untersuchungen haben wir keine gréBeren Zellaggregate unter 1D09C3
entdeckt. Diese Untersuchungen fanden jedoch ex vivo statt nach vorhergehender und nicht
vermeidbarer mechanischer Manipulation der Zellen. Eine plausible Erklarung ist, dass
maogliche Aggregate durch mechanische Manipulation, welche bereits bei der Blutentnahme
beim Patienten wirksam gewesen sein konnten, erst ex vivo einen Zelltod ausgelést haben
kénnen. Dabei ist jedoch zu bericksichtigen, dass eine Probenverarbeitung ohne jegliche
mechanische Manipulation der Zellen kaum mdglich und nach dem damaligen Kenntnisstand
zur Studie nicht erforderlich gewesen war.

In zwei Patienten mit CLL (C112 und C113), welche im Rahmen der Studie jeweils
4mg/kgkG 1D09C3 erhielten, wurden seitens dem Studiensponsor Annexin/7-AAD
Farbungen durchgefihrt. Mittels Durchflusszytometrie kénnen dadurch apoptotische Zellen
im peripheren Blut nach 1D09C3 nachgewiesen werden. Die Experimente zeigten, dass
Apoptose ex vivo nachweisbar war, aber in variabler H6he, die nicht durch Unterschiede in
der Pharmakokinetik oder im Bindungsverhalten des Antikérpers bei den Patienten zu
erklaren war. So konnten bei dem Patienten C112 lediglich eine erfolgte Apoptose bei
weniger als 15% der Leukozyten gezeigt werden, wahrend der Patient C113 bei der gleichen
Dosierung von 1D09C3 eine Apoptoserate von 79% der Leukozyten aufwies [4]. Beide
Patienten hatten vergleichbare Leukozytenwerte vor der Infusion (7,7 und 10,1 G/L),
messbare Serumspiegel von 1D09C3 und eine effiziente HLA-DR Séattigung von bis zu
100%. In unseren Analysen zeigten jedoch beide Patienten eine Reduktion der Leukozyten
nach der Infusion von ca. 60-70%. Daher ist auch hier zu berlcksichtigen, dass bei dieser ex
vivo durchgefiihrten Annexin-Farbung ebenso andere Mechanismen zu diesen Ergebnissen
gefihrt haben mdgen, als eine durch 1D09C3 ausgelbste in vivo Apoptose. Das kdnnten
zum Beispiel bei dem Patienten C112 individuelle Faktoren wie eine Margination der Zellen
gewesen sein oder dass auch hier die Apoptose artifiziell durch die ex vivo

Probenverarbeitung hervorgerufen worden sein kénnte.

Letztlich bleiben der Wirkmechanismus von 1D09C3 und eine genaue Erklarung, wie der
Antikdrper diese schnellen Effekte im Patienten erzielen konnte, offen. Aufgrund der oben
aufgefiihrten aktuellen Ergebnisse in der Literatur muss man kritisch hinterfragen, ob eine
Signalkaskade Uber HLA-DR wirklich zu einer Apoptoseinduktion fuhrt oder womdglich
andere Mechanismen, wie die Aggregatwirkung im Vordergrund stehen.
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4.6.2 Griinde fir den Studienabbruch

Im Verlauf der Studie kam es zu verschiedenen ungtinstigen Entwicklungen, die vermutlich
im Zusammenspiel zur vorzeitigen Beendigung der Studie gefiihrt haben. Zuerst sollte dabei
der Aspekt genannt werden, dass die anfanglichen Studienergebnisse und Therapieverlaufe
nicht den gewlnschten Effekt von 1D09C3 zeigten, wie die vorklinischen Experimente
vermuten lieBen. Der Effekt auf das Blut erschien zwar beeindruckend, nur bestand eine zu
kurze Kinetik und eine Wirkung auf vergréBerte Lymphknoten war kaum nachweisbar. Die
ausschlieBlich kurzfristige Wirkung auf die B-Lymphozyten konnte auch bei den hdheren
Dosierungen von 4 mg/kgKG keinen anhaltenden Effekt erkennen lassen. Allerdings ist es
maoglich, dass man sich mit 1D09C3 noch zu sehr in einem unterdosierten Bereich bewegt
hat. Es wére daher ein dosisdichteres Therapieschema mit haufigeren Gaben in kirzeren
Abstédnden von 1D09C3 wiinschenswert gewesen. Dadurch hatte die kurze Halbwertszeit
des Antikdrpers besser ausgenutzt werden kénnen. Ein Amendment der Studie mit 3x
wdchentlichen 1D09C3 Gaben war von klinischer Seite bereits geplant, konnte jedoch nicht
mehr realisiert werden, da der Sponsor sich vorher zu einem kompletten Studienabbruch
entschloss.

Kurz vor Beendigung der Studie kam es bei dem letzten eingeschlossenen Patienten C114
zu einer dosis-limitierenden Toxizitat (DLT) in Form einer katheter-assoziierten Infektion
einschlieBlich Pneumonie. Die aufgetretene DLT war in jedoch kein Grund fir einen
Studienabbruch. Laut dem Studienprotokoll hatten auf der Dosisstufe 8 mg/kg daher 6
Patienten anstelle von 3 weiter behandelt werden mussen. Erst bei einer erneuten DLT bei 8
mg/kg wére die Studie gestoppt worden und die MTD bei 4 mg/kg definiert gewesen. Leider
konnte die 8mg-Kohorte aufgrund des Studienabbruches von Firmenseite nicht mehr
komplettiert rekrutiert werden.

Der Hauptfaktor, der zur Beendigung der Studie durch den Sponsor flhrte, war das
beschriebene Fab-Austauschpotential bei Antikérpern des Subtypes IgG4, welches zum
Zeitpunkt des Studienabbruches in der Literatur beschrieben wurde [12, 84]. Dabei wird, wie
in Kapitel 1.4.1 beschrieben, an der Hinge Region von IgG4 Antikérpern ein Fab-Fragment
mit einem anderen Fab-Arm von endogenen IgG4 ausgetauscht. Daraus entstehen neue
bispezifischer Antikérper mit einem nicht abschéatzbaren Risiko bezuglich der Vertraglichkeit.
In einer spater durchgefuhrten Untersuchung konnte das beschriebene Austauschpotential
auch an 1D09C3 gezeigt werden [38]. Ob der Effekt tatsachlich in vivo im Menschen auch
aufgetreten ist, kénnen wir letztlich nicht mehr nachweisen.
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Im Zusammenspiel mit den anderen genannten Aspekten ist daher die Begrindung zur
Beendigung dieser Phase | Studie seitens GPC Biotech nachvollziehbar. Zumal geht die
Pharmaindustrie seit dem unglicklichen Verlauf der Wirzburger Firma TeGenero Immuno
Therapeutics vorsichtiger mit mdglichen Nebenwirkungen im Rahmen einer Therapie mit
monoklonalen Antikérper um. Es handelte sich hierbei um einen humanisierten Antikérper
des Typs IgG4, welcher gegen das Oberflachenmolekil CD28 auf T-Lymphozyten gerichtet
ist. Der Einsatz sollte bei Rheumatoider Arthritis und bei CLL geprift werden. Eine Phase |
Studie startete im Méarz 2006 mit 6 gesunden Probanden. Diese zeigten kurz nach der
Infusion mannigfaltige Symptome einer schweren Entziindungsreaktion und daraufhin
multiples Organversagen, welches mitunter eine intensivmedizinische Behandlung der
Probanden erforderte. Dieses schwerwiegende unerwinschte Ereignis war kaum voraus zu
sehen, da in praklinischen Tests an Makaken die 500-fache Dosis gefahrlos getestet worden
war [32]. Dieses Beispiel zeigt die potentielle Gefahrdung der Probanden in Phase | Studien
mit Erstanwendung am Menschen. Aufgrund dieses Vorfalls hatte neben dem Hersteller
GPC-Biotech auch das Paul-Ehrlich-Institut als zustéandige Aufsichtsbehdrde eine besonders
groBe Aufmerksamkeit fir den Antikérper 1D09C3 und die hier beschriebene Studie.
Entsprechend waren die zu erfillenden Auflagen fir den Hersteller besonders umfangreich
und hatten aufgrund der neuen wissenschaftlichen Erkenntnisse vermutlich neue
praklinische Untersuchungen gefordert.

4.6.3 Durchfiuhrbarkeit des angewandten Therapiemonitoring

Die Arbeitsablaufe der zeitlich vorgegebenen Blutabnahmen und die anschlieBende zeitnahe
Untersuchung mittels Durchflusszytometrie zeigten sich organisatorisch anspruchsvoll aber
auch praktikabel. Die zeitlich dichten Messungen haben die Wirkkinetik der
Studienmedikation sehr deutlich wiedergegeben. So konnte im Vergleich zu der
Pharmakokinetik gezeigt werden, dass die Reduktion der B-Zellen dosisassoziiert von der
Prasenz des Antikérpers im Serum abhangig war. Als Nachteil sind die haufigen
Blutabnahmen anzuflihren, welche eine grenzwertige Belastung fir den Patienten
darstellten. Zu diskutieren ware hier die Verwendung eines zentralen Katheters, ein
Verfahren welches zum Teil bei Phase | Studien mit aufwendigen Blutuntersuchungen
eingesetzt wird, jedoch aufgrund des invasiven Eingriffs auch ethisch bedenklich ist. In der
Durchfuhrung des Therapiemonitorings von 1D09C3 konnten eindeutig Vorteile zugunsten
der Ein-Plattform-Analysen mit einer Leukozytenabsolutmessung gezeigt werden. Die
Aussagekraft einer Therapieverlaufskontrolle kann mittels multiparametrischen Analysen in
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der Durchflusszytometrie deutlich subtiler erfolgen als es ein Differentialblutbild und andere
herkdmmliche Laboruntersuchungen vermdgen. Die Anwendung eines solchen oder
ahnlichen Therapiemonitorings bei anderen Prifsubstanzen oder auch bei bereits
zugelassenen Medikamenten kénnte wertvolle Hinweise auf die genaue Wirkungsweise, die
Effektivitat und potentiellen Nebenwirkungen der entsprechenden Therapie geben. Dabei
sind abhangig vom erwartenden pharmakologischen und -dynamischen Profil des
untersuchten Medikaments vermutlich auch weniger Messungen nétig, welche im

Routinebetrieb eines hdmatologisch-onkologischen Labors durchgefihrt werden kénnten.

Zur Bestédtigung der mdoglicherweise stattgefundenen Zellzerstérung ex vivo nach
Zellaggregation wére eine geringere mechanische Manipulation ab Probenentnahme
wilnschenswert gewesen. Letztlich ist es nicht auszuschlieBen, dass solche Aggregate
bereits bei der Blutentnahme ausgel6st wurden. Eine genaue Bewertung von mdglichen
Aggregaten hatte jedoch auch den Einsatz aufwandiger mikroskopischer Techniken
erfordert. Eine Vermeidung der Zentrifugation und von Waschschritten wurde bereits mittels
des Protokolls 2 ab dem Patienten C103 umgesetzt. Eine weitere Reduktion der
mechanischen Manipulation der Zellen durch die Technik der Blutentnahme und der FACS
Analyse ware auch mit der Kenntnis der spater publizierten Ergebnisse kaum mdglich
gewesen. Des Weiteren ware im Rahmen der Fragestellung einer stattgefundenen Apoptose
noch weitere Apoptosetests mit Annexin-Farbungen von Interesse gewesen, da die beiden
stattgefundenen keinen klaren Hinweis auf eine Apoptose zeigen.
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5 Zusammenfassung

Die Therapie fortgeschrittener maligner Neoplasien, einschlieBlich lymphatischer
Tumorerkrankungen, erzielt oftmals weder eine Heilung noch eine deutliche Verlangerung im
Uberleben der Patienten. Die Entwicklung von neuartigen zielgerichteten medikamentésen
Therapien, zum Beispiel mit monoklonalen Antikérpern, ist ein groBer Hoffnungstrager um
die Effektivitdt und Vertraglichkeit gegenlber konventioneller zytostatischer Therapie zu

verbessern.

Im Rahmen einer Phase | Studie wurde der monoklonale IgG4-Antikérper 1D09C3
untersucht. Dieser Antikérper bindet an das Oberflichenmolekil HLA-DR, welches
vorwiegend auf antigenprésentierenden Zellen, wie den B-Lymphozyten und Monozyten,
exprimiert wird. In praklinischen Tests konnte Uber diese Bindung eine direkte und
caspaseunabhéngige Apoptose in Zielzellen erzeugt werden. 1D09C3 wurde préklinisch in
mehreren  Mausmodellen mit  Xenotransplantat von  verschiedenen  malignen
hamatologischen Neoplasien getestet und zeigte in diesen Modellen eine durchgehende
hohe Antitumoraktivitat.

In diese Phase | Studie wurden 14 Patienten mit therapierefraktaren lymphoproliferativen
Erkrankungen vom B-Zell-Typ eingeschlossen. Das Studienprotokoll sah vier Infusionen von
1D09C3 in wdchentlichen Abstadnden mit jeweils 36 Blutabnahmen in definierten
Zeitabstanden vor. Es erfolgte eine Dosissteigerung von 0,25 mg pro kg Kérpergewicht bei
dem ersten Patienten bis zu 8 mg/kg bei dem letzten Patienten. Zielsetzung dieser Arbeit
war die Wirkungsweise von 1D09C3 auf maligne und nicht-maligne Zellen des
Immunsystems im Patienten nachzuverfolgen. Dazu wurde im Rahmen dieser Arbeit mit
jeder Blutabnahme mittels Durchflusszytometrie eine Immunphéanotypisierung der
Leukozyten durchgefihrt. Mit Hilfe von fluoreszierenden Antikérpern konnten so die
Leukozyten in ihre Untergruppen differenziert werden und im Verlauf der Studie beobachtet
werden. Durch die Verwendung von TruCOUNT®-Beads konnte in dem gleichen

Arbeitsschritt eine Absolutzahlung der Zellen erfolgen.

In den Ergebnissen der Untersuchungen zeigte der Antikérper 1D09C3 bei guter

Vertraglichkeit bereits in niedrigen Dosisstufen eine schnelle und deutliche Reduktion

insbesondere der B-Lymphozyten. Diese lag 30 Minuten nach der Infusion im Median bei

einer Verringerung um 81,6%. Von den anderen untersuchten Zellpopulationen lag die

Verringerung der Monozyten bei 73,0%, bei den T-Lymphozyten 54,2% und die NK-Zellen

sind mit einer Reduktion um 24,0% ebenso wie die Granulozyten mit einer Verringerung um
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8,4% deutlich weniger verandert. Die Einteilung in Cluster mit steigenden Dosisstufen konnte
zeigen, dass die Reduktion der B-Lymphozyten mit héheren Dosen von 1D09C3 zunahm.
Der Vergleich zwischen B-Lymphozyten und Monozyten ist besonders interessant, da beide
Zellgruppen das Zielantigen HLA-DR auf ihrer Oberflache tragen. Die B-Lymphozyten,
welche zum gréBten Teil bei den Studienpatienten aufgrund des Vorliegens einer Leukamie
(CLL) als maligne entartet bezeichnet werden kénnen, erfahren eine signifikant starkere
Reduktion (p=0,008) als die Monozyten. Generell zeigt der zeitliche Verlauf jedoch innerhalb
von Stunden eine Angleichung und oftmals sogar ein UberschieBen (Rebound) der
Zellzahlen im Vergleich zu dem Zeitpunkt vor der Infusion. Der deutliche Effekt auf die
malignen B-Lymphozyten ist daher nur sehr kurz anhaltend. Als Ursachen fir die kurze
Wirksamkeit von 1D09C3 kommen verschiedene Ursachen in Frage, z. B. die kurze
Bioverflgbarkeit und kurze Halbwertszeit des Antikdrpers. Diese kdnnte durch Instabilitat
des Antikérpers (z. B. durch die Bildung von Halbmolekilen mit einem Austausch der
Antigenbindungsstelle) verursacht gewesen sein. Mdglicherweise sind im Gegensatz zur
Apoptoseinduktion andere Mechanismen fur die kurze Zellreduktion verantwortlich, wie z. B.
eine Aggregation der Zielzellen oder eine Adhasion an Endothelzellen. Klinisch fand sich in
der 8-wdchigen Nachbeobachtungsphase bei den meisten Patienten eine Progression der
Erkrankung.

Zusammenfassend hatte der Antikérper 1D09C3 einen deutlichen Effekt auf HLA-DR
positive Leukozyten. Die limitierte Wirkdauer und das schnelle Wiedererlangen des
Ausgangswertes der Zielzellen fihrten jedoch zu keinem klinischen Ansprechen. Die
abschlieBende Bewertung dieser Ergebnisse ist leider durch den Abbruch der Studie
erschwert worden. Die Entscheidung zur vorzeitigen Beendung wurde von der herstellenden
Firma GPC Biotech AG getroffen. Die Begriindung lag an unabhangig zu dieser Studie
publizierten Experimenten, die bei dem Antikdrpertyp 1gG4, zu dem auch 1D09C3 gehbrt, ein
erhéhtes Austauschpotenzial von dessen Bestandteilen zeigte. Dieses Austauschpotential
und ein Aggregationsverhalten mit HLA-DR positiven Zellen wurden in einer Untersuchung
mit 1D09C3 nach Beendigung der Studie bestétigt. Aufgrund der dadurch bestehenden
Ungewissheit beziglich Wirksamkeit und Vertraglichkeit von 1D09C3 als 1gG4 Antikdrper fir
die therapeutische Anwendung werden vermutlich keine weiteren klinischen Untersuchungen
mit 1D09C3 unternommen. Es besteht jedoch die Méglichkeit, dass die Zielstruktur HLA-DR
mit Hilfe anderer oder kombinierter Molekilstrukturen (z. B. bispezifischer Antikérper,
Kombinationen mit radioaktiven Stoffen) effektiver in der Therapie von malignen B-Zell-
Neoplasien eingesetzt werden kann. Kritisch zu hinterfragen bleibt weiterhin die eigentliche
intrazellulare Signalwirkung von HLA-DR, die bisher nicht ausreichend gekléart ist.
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