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1.Einleitung

1. Einleitung

,Die Chimare ist ein feuerspeiendes Ungeheuer aus der griechischen
Mythologie mit dem Kopf eines Lowen, dem Korper einer Ziege und dem

Schwanz eines Drachen.“

1.1. Allgemeines zum Neuroblastom

1.1.1. Definition

Das Neuroblastom ist ein maligner Tumor des embryonalen Gewebes und gehort
zur Gruppe der von der Neuralleiste abstammenden neuroektodermalen Tumoren
(182). In der Embryonalperiode wandert ein Teil der Zellen der Neuralleiste, die
Vorlauferzellen nach dorsal, wo sie sich zu Melanoblasten und daraufhin zu
Melanozyten differenzieren. Ein anderer Teil wandert nach ventral und kann sich
dort zu drei verschiedenen Zellarten entwickeln: zu Ganglienzellen des
sympathischen Grenzstranges, zu Zellen des APUD- Systems (Amine Precursor
Uptake and Decarboxylation- System) und zu Zellen des Nebennierenmarks und
der Paraganglien entlang der Aorta abdominalis.

Diese Zellen werden Sympathogonien genannt, da sie die Ursprungszellen des
sympathischen Nervensystems sind. Die pluripotenten Sympathogonien
differenzieren sich schlieRlich zu Sympathoblasten oder zu chromaffinen und nicht
chromaffinen paraganglionaren Zellen (175), welche ihre Teilungsfahigkeit
verloren haben. Es wird angenommen, dal} einige Zellen wahrend dieser
Entwicklung in undifferenziertem Zustand zurtickbleiben und spater beginnen,
sich ungehemmt zu teilen. Es kdnnen daraufhin neuroektodermale Tumoren
entstehen (182). Zu diesen zahlen neben dem Neuroblastom unter anderem
Ganglioneurome, Phaochromozytome, Melanome, kleinzellige

Bronchialkarzinome und Osteosarkome (30, 69, 152).
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1.1.2. Epidemiologie

In Deutschland sind 7,2 % aller malignen Erkrankungen im Kindesalter
Neuroblastome (84). Die kumulative Inzidenz betragt 16,9 Erkrankungen pro
hundert Tausend Kinder unter 15 Jahren (92). Damit ist das Neuroblastom der
haufigste maligne Tumor im Kleinkindalter (94) und die dritthaufigste maligne
Erkrankung im Kindesalter (92), lediglich udbertroffen von den akuten
lymphatischen Leukamien und den Tumoren des ,Zentralen Nervensystems®.
Mehr als 90% der Patienten sind bei Diagnosestellung junger als 6 Jahre, 75%
junger als 4 Jahre und 50% junger als 2 Jahre. Etwa ein Drittel wird im ersten
Lebensjahr diagnostiziert, wobei das mittlere Alter bei Diagnosestellung bei 23
Monaten liegt (179). Bei Jugendlichen und Erwachsenen wird das Neuroblastom
dagegen seltener diagnostiziert (40, 67, 97, 120). Auch dann ist es meist weniger
aggressiv (110). Eine Geschlechtsbevorzugung ist nicht vorhanden und zum
familiaren Vorkommen gibt es widerspruchliche Aussagen (96, 113).

In Deutschland ist jahrlich mit ca. 130 Patienten zu rechnen (16).

1.1.2.1. Tumorlokalisation

Charakteristisch sind bilaterales Auftreten und wie oben beschrieben frihes
Manifestationsalter. Zu etwa 70% ist der Primartumor abdominal, ca. 15%
intrathorakal, 12% im Becken und ca. 34% im Kopf- Halsbereich zu finden. In den

restlichen Fallen bleibt die Primarlokalisation unbekannt (42, 179).

1.1.2.2. Metastasierung

Mehr als 50% aller Neuroblastome haben bei Diagnosestellung bereits
metastasiert (15, 18). Metastasen werden in regionalen und entfernten
Lymphknoten, im Knochenmark, in den Knochen, in der Leber oder in der Haut
beobachtet. Seltener werden Metastasen im Gehirn, in der Lunge, im Herzen und

anderen parenchymatésen Organen gefunden (14, 49).
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1.1.3. Stadieneinteilung

Die Stadieneinteilung richtet sich nach der Ausbreitung des Tumors zur Zeit der
Diagnosestellung. Die Unterscheidung in verschiedene Stadien ist wichtig fur die
exakte Therapie und gibt Anhaltspunkte fur die Prognose und das Ansprechen
der Therapie.

Die Einteilung der Tumorausdehnung in Stadien erfolgte zunachst nach einem

Vorschlag von Evans (50).

Begrenzung des Tumors auf das Ursprungsorgan; komplett

Stadium |

resezierbar.

Uberschreitung des Ursprungsorgans mit oder ohne Befall von
Stadium |l regionalen monolateralen Lymphknoten ohne Uberschreitung

der Mittellinie.

Regionaler Tumor mit oder ohne Befall der bilateralen
Stadium Il

Lymphknoten mit Uberschreiten der Mittellinie.

Stadium IV Disseminierter Tumor mit Metastasen

Lokalisierter Tumor mit Metastasen in der Haut, der Leber und
Stadium VIs | im Knochenmark (ohne radiologisch nachweisbare
Skelettmetastasen) (19, 21).

Die Stadieneinteilung nach Evans wurde durch eine internationale
Stadieneinteilung, die Forbeck- Klassifikation, weiterentwickelt (INSS) (25). In
dieser Klassifikation wurde versucht, zusatzlich chirurgische und histologische
Kriterien einzubringen.

Folgende Stadien werden im International Neuroblastoma Staging System

unterschieden:
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Der Primartumor ist auf das Ursprungsorgan beschrankt und
Stadium 1 lakt sich  chirurgisch  komplett entfernen; verdachtige

Lymphknoten negativ

Der Primartumor konnte nicht komplett entfernt werden. Die
Stadium 2a || GréRenausdehnung uUberschreitet die Wirbelsaule nicht; kein

Lymphknotenbefall in der Umgebung des Tumors

Die GroRRenausdehnung uberschreitet die Wirbelsaule nicht;
Stadium 2b
Lymphknoten der gleichen Seite befallen

Der Primartumor ist weit Uber den Ursprungsort mit Befall der
Stadium 3 Lymphknoten hinausgewachsen und lat sich nicht komplett

entfernen

Vorhandener Primartumor wie beim Stadium 1 und 2 mit
Metastasen nur in Haut, Leber und / oder Knochenmark. Der
Stadium 4S | Knochenmarkbefall ist gering (weniger als 10% Tumorzellen im
Ausstrich, mIBG flr Knochenmark negativ) (19, 21). Stadium 4S

nur bei Sauglingen im ersten Lebensjahr.

Primartumor und Metastasen an vielen Stellen des Korpers, z.B.
Stadium 4 in Leber, in Lymphknoten, im Knochen, im Knochenmark, in der

Haut und / oder in anderen Organen

Das Neuroblastom weist Besonderheiten auf:
Bei Neuroblastomen des Stadium 4S, die nur im Sauglingsalter beobachtet

werden, kdnnen Spontanregressionen ohne jegliche Therapie eintreten (11, 52,

169). Somit ist das Stadium 4S ein prognostisch gunstiges Stadium.
Zur Erklarung dieses Phanomens wurde schon fruh Uber immunologische
Zusammenhange diskutiert. 1968 berichteten Hellstrom et al. Uber in vitro

Ergebnisse, wonach Lymphozyten und Serummediatoren die Proliferation von
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Neuroblastomzellen inhibieren kénnten (70). Insgesamt gehort also das
Neuroblastom zu den Tumoren mit der hdchsten Spontanregressionsrate (179).
Evans beobachtete auch eine Ausreifung des Neuroblastom zum weniger

malignen Ganglioneurom (49).

1.1.4. Prognose

Die Analyse der Uberlebensraten von 2218 Patienten mit Neuroblastom ergab fir
alle Stadien laut Deutschem Kinderkrebsregister (Internet) eine 5- Jahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit von 64%. In der NB90- Studie zeigen sich &hnliche
Zahlen: eine Langzeitliberlebensrate von 67% stellte sich bei der Erfassung von
836 Patienten heraus (16). Dabei bestanden zwischen den einzelnen Stadien
betrachtliche Unterschiede. Folglich kristallisierten sich zwei Prognosegruppen mit
sehr unterschiedlichen Uberlebenschancen heraus. Demnach gehdrten zur
gunstigen Prognosegruppe Kinder mit lokalisiertem Tumor, (Stadium 1- 3 und
Sauglinge mit Stadium 4S). Die ungunstige Prognosegruppe beinhaltet Kinder mit
disseminiertem Tumorbefall, Stadium 4. Die 5- Jahres- Uberlebensrate der
prognostisch gunstigeren Stadien 1— 3 betrug ungefahr 85%. Beim Stadium 4
betrug die 5- Jahres- Uberlebensrate trotz neuerer und intensiverer
Therapiemodalitaten nur 33% (17). Im Sauglingsalter Uberwiegen mit 87% die
prognostisch gunstigen Stadien (Stadium 1, 2, 3, 4S), wahrend bei der Mehrzahl
(55%) der Uber 1jahrigen Kinder das prognostisch ungunstige Stadium 4
vorkommt (16). Die Uberlebenschancen sind sowohl bei lokalisierter (Stadien 1-
3) als auch bei metastasierter (Stadium 4) Erkrankung im Sauglingsalter besser
(16, 157). Fur die Stadien 1- 3 betrug die 5- Jahres-Uberlebensrate bei
Sauglingen 95% gegenuber 80% fur Kinder alter als einem Jahr (100). Anhand
dieser Zahlen wird die Problematik dieser malignen Erkrankung in der

padiatrischen Onkologie deutlich.
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1.1.5. Symptome

Die Diagnosestellung des Neuroblastom erfolgt meist erst bei ausgedehntem
Tumorbefall (78), da das Neuroblastom keine spezifischen Symptome hervorruft,
wie zum Beispiel beim Phaochromozytom, das sich mit krisenhaften
Blutdruckerhéhungen schon relativ frih bemerkbar macht. Bei Infiltration des
Knochenmarks kann eine Anamie auftreten. Ist das Skelettsystem befallen leiden
die Patienten an diffusen Knochen- und Gelenkbeschwerden. Gelegentlich fallen
die Patienten auch wegen eines Kompressionssyndroms der grof3en Gefalle oder
anhand einer Querschnittsymptomatik auf, wenn der Tumor in den Spinalkanal
einwachst und das Ruckenmark komprimiert (182). Die Symptome hangen somit

von der jeweiligen Lage des Tumors ab.

1.1.5.1. Bauchraum

Ein Tumor im Bauchraum kann einen Blahbauch verursachen, oder man fuhlt eine
feste Masse im Bauch. Wenn der Tumor weiter wachst, nehmen die Schmerzen
zu, Appetitlosigkeit und auch Probleme beim Wasserlassen und der Verdauung

treten auf.

1.1.5.2. Brustbereich

Symptome wie anhaltender Husten, Schmerzen im Brustkorb oder Kurzatmigkeit

treten auf.

1.1.5.3. Hals- und Kopfbereich

Der Tumor erscheint meist als Kndtchen z.B. um die Augen oder im Kiefer.

Manchmal treten blaue Ringe um die Augen auf, die einem Hamatom nach einem
erfolgten Stol3 ahneln. Eine Farbveranderung der Iris kann ebenfalls auftreten.
Drickt der Tumor gegen bestimmte Nerven im Hals oder oberen Brustkorb drickt,
kann ein Augenlied schlaff herunterhangen (189) oder eine Pupille verkleinert

bleiben.
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1.1.5.4. Unspezifische Symptome

Von der Lage unabhangige Symptome kénnen Bluthochdruck, Gereiztheit und
Fieber, sowie Erroten oder Schwitzen auf einer Korperseite sein. Diese
Symptome werden von den Absonderungen des Tumors verursacht, die das
Nervensystem beeinflussen. Beim metastasierten Neuroblastom treten haufig

Schmerzen in den Armen, Beinen sowie sonstigen Knochen auf.

1.1.6. Diagnostik

1.1.6.1. Bildgebende Diagnostik
Die Lokalisation und Darstellung des Primartumors bzw. der Metastasen mit

bildgebenden Verfahren lasst bereits die Verdachtsdiagnose zu. Die bildgebende
Diagnostik beginnt in der Regel mit der Sonographie, die in der Lage ist, den
Tumor im Bauchraum oder Halsbereich gut darzustellen. Die Befunde sind
wegweisend fur die Planung der Folgeuntersuchungen. Diese beinhalten
heutzutage eine Computertomographie (CT) oder eine Kernspintomographie (MR,
NMR). Mit diesen Untersuchungen kann die Lage und Organzugehdrigkeit des
Tumors sehr genau beurteilt werden. Auch sehr kleine Tumoren und Tumorreste
konnen mit diesen Verfahren besser erkannt werden. Bei metastasiertem
Neuroblastom sollte bei Diagnosestellung eine Kernspintomographie des
Schéadels zum Ausschluld oder Nachweis von intrakraniellen Metastasen sowie
eine sonographische Untersuchung der Leber zum Ausschlul} oder Nachweis von
Lebermetastasen durchgefuhrt werden. Wahrend der Therapie wird die
Responsebeurteilung, also das Ansprechen des Tumors auf die Behandlung,
durch weitere Ultraschalluntersuchungen grob beurteilt. Eine weitere wichtige
bildgebende Diagnostik ist die Szintigraphie. Bei dieser Untersuchung wird eine
geringe Menge eines radioaktiven Stoffes in die Blutbahn gespritzt. Beim
Neuroblastom wird dazu 123- Jod markiertes mIBG (Meta- Jodo- Benzyl-
Guanidin) benutzt. Dieser Stoff, ein Noradrenalinabkdmmling, reichert sich

spezifisch an Neuroblastomzellen an (58, 118, 172, 181). Mittels einer
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Spezialkamera kdénnen so Absiedlungen des Tumors in Knochenmark, Knochen,
Lymphknoten, Leber oder Gehirn sichtbar gemacht werden. Beim Auffinden von
Metastasen im Knochenmark oder Knochen mittels mIBG- Szintigraphie, kann
eine Skelett-Szintigraphie (Technetium-Szintigraphie) notwendig sein, um zu
entscheiden, ob es sich um Knochen- oder Knochenmarkmetastasen handelt. Bei
mIBG- negativen Neuroblastomen, welche fast 10% ausmachen (72, 146),
konnen andere Verfahren, wie zum Beispiel eine Somatostatin- Szintigraphie oder
eine bildliche Darstellung mit Hilfe des radioaktiv markierten Antikorpers ,3F8°

eingesetzt werden (121).

1.1.6.2. Labordiagnostik (Urin/ Blut)

Da das Neuroblastom entwicklungsgeschichtlich ein vom sympathischen

Nervensystem abstammender Tumor ist, kann es eigenstandig Katecholamine
produzieren. Die Abbauprodukte dieser Hormone sind Vanillinmandelsaure (VMA)
und Homovanillinsaure (HVA). Erhohter Blutspiegel von mindestens einem dieser
Katecholaminmetaboliten lassen sich bei 90% aller Patienten im Urin und Blut
nachweisen (74, 93, 165). Bei erfolgreicher Therapie sinken die erhdhten
Metabolitenkonzentrationen meist ab, wahrend sie im Falle eines Rezidivs erneut
ansteigen. Deshalb eignen sie sich als Marker zur Bestatigung der Diagnose und
als Verlaufsparameter. AulRerdem wird der Quotient aus HVA / VMA als
prognostischer Hinweis gewertet. Ein geringer Quotient ist oft mit einer
gunstigeren Prognose verbunden (49). Die Verflugbarkeit von solch
tumorassozierten Markern ist die Basis fur Neuroblastoma- Screenings. Die
ersten Neugeborenen- Screenings wurden in Japan in den friuhen 70ern
durchgefuhrt (5). Seitdem wurden zahlreiche Studien in Nordamerika und in
Europa durchgefiihrt, um die Folgen solcher Massenscreenings zu untersuchen
(5, 38, 88, 116, 155). An der Massenuntersuchung wird kritisiert, dass dadurch
Tumoren, die spontan von selbst regressieren, markiert wurden. Die Effizienz und
Notwendigkeit solcher Massenuntersuchungen sind immer noch in Diskussion
(131, 174, 185).
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Als weiterer Tumormarker kann die Neuronenspezifische Enolase (NSE), ein
glykolytisches Enzym, welches hauptsachlich von neuroendokrinen Zellen
produziert wird, im Serum nachgewiesen werden (29, 102, 114). Auch hier sind
hdhere Spiegel mit schlechterer Prognose verbunden (190).

Die LDH (Lactat- Dehydrogenase) und Serum- Ferritinwerte bei Diagnosestellung
kann als Parameter zur Risikoabschatzung eingesetzt werden (66): erhéhte LDH
und Ferritinwerte gehen gleichermallen mit schlechterer Prognose einher (51,
164).

Ein weiterer Parameter, der Uber den Therapieverlauf bei der Behandlung des
Neuroblastoms Aufschlu? geben kann, ist das Oberflachenantigen GD2. GD2 ist
ein Gangliosid, das zur Gruppe der sialinsaurehaltigen Glykosphingolipide gehort.
In gesundem Gewebe ist es im zentralen Nervensystem, auf einigen peripheren
Nerven, im Nebennierenmark und auf Melanozyten der Haut nachgewiesen
worden (128). Sie sind fur die Zelladhasion auf der Basalmembran verantwortlich,
dienen der Interaktion zwischen den Zellen, haben Funktionen als Rezeptoren,
und kénnen transmembranare Signale verstarken (145). Das Gangliosid GD2,
wird vor allem aber auf Tumoren neuroektodermalen Ursprungs exprimiert (126).
Es wird beim Wachstum des Tumors abgeschilfert und gelangt in den
Blutkreislauf (99), wo es bei betroffenen Patienten nachgewiesen werden kann.
Da seine Konzentration, ahnlich den anderen Markern, bei Verkleinerung der
Tumormasse nach einer Therapie absinkt, ist es ebenfalls ein guter

Verlaufsparameter fur eine Therapiekontrolle (60, 159).

1.1.6.3. Knochenmarksdiagnostik

Die Analyse des entnommenen Knochenmarks gibt Aufschluld daruber, ob eine
Metastasierung ins Knochenmark stattgefunden hat. Knochenmark wird an zwei

bis vier Stellen des Beckenknochens entnommen und untersucht.
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1.1.6.4. Biopsie

Eine Biopsie von Tumorgewebe ist zur histologischen, zytogenetischen und

molekulardiagnostischen Diagnostik notwendig. Das Onkogen N-myc, das
normalerweise als einzelne Kopie auf Chromosom 2 vorhanden ist, hat sich als
bester molekularer Parameter zur Risikodiskriminierung im Tumorgewebe
erwiesen (36). Dabei ist das Vorliegen einer N-myc Onkogenamplifikation mit
einer fortgeschrittenen Erkrankung (27) und einer schlechten Prognose (16, 156,
160) korreliert. Die Anzahl der N-myc-Kopien kann durch die Therapie nicht
beeinflusst werden (156, 161).

Durch eine Chromosomenanalyse der malignen Zellen kann beim Vorliegen einer
1p-Deletion auch von einer schlechten Prognose ausgegangen werden (68).
Diese Biopsie, die auch meistens wahrend der Operation vorgenommen wird, ist
auch gleichzeitig ein erster Behandlungsschritt mit dem Ziel der mdoglichst
vollstdndigen  Tumorentfernung bzw. weitestgehenden Reduktion des
Tumorvolumens, jedoch ohne den Patienten oder ein Organ zu gefahrden.
Internationale Kriterien fordern eine histologische Sicherung aus Tumorgewebe
oder Knochenmark (26). Ein weiteres Ziel ist somit die Festlegung des Stadiums
(Mittellinienuberschreitung, Lymphknoteninfiltration) und Beschreibung von Grolie
und Lokalisation eines eventuell verbleibenden Resttumors. Allerdings kann in
Ausnahmefallen, z.B. bei sehr schlechtem Allgemeinzustand, die Diagnose auch

klinisch gestellt werden.

1.2. Therapie

1.2.1. Etablierte Therapie

Die Therapie des Neuroblastoms richtet sich nach dem Stadium des Tumors bei
Diagnosestellung. In den Stadien 1 und 2 reicht die chirurgische Resektion des
Tumors aus. Sie kann gegebenenfalls, besonders bei regionalem

Lymphknotenbefall im Stadium 2, durch eine niedrigdosierte Bestrahlung und

10
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Chemotherapie erganzt werden. Im Stadium 3 wird die Chirurgie mit Bestrahlung
und Chemotherapie kombiniert. Das Stadium 4 wird in erster Linie
chemotherapeutisch  angegangen. Eine chirurgische Resektion kann
unterstutzend eingesetzt werden. Die allogene und autologe
Knochenmarkstransplantation mit hochdosierter Chemotherapeutika, sowie die
Anwendung von 131Jod- mIBG zur nuklearmedizinischen Therapie von
Metastasen haben ebenfalls einen festen Platz in der Therapie dieses Stadiums.
In Deutschland wird diese Behandlung bei diffuser Metastasierung des
Skelettsystems in der Rezidivsituation angewandt. An anderer Stelle wurde auch
die de novo- Therapie mit 131Jod- mIBG und oder ohne hyperbarem Sauerstoff
erprobt (73, 89). Stadium 4S wird wie Stadium 3 behandelt, wobei ein Haut- und
Knochenmarksbefall oft zurtickgeht, wenn der Primartumor verschwunden ist.
Studien haben gezeigt, dass einige Patienten in den fortgeschritteneren Stadien
nach einer ,marrow- ablative® Chemotherapie und autologer (64) oder allogener
Knochenmarkstransplantation (KMT) oder Radio mIBG- Therapie langfristig ein
krankheitsfreies Uberleben erreichen (57, 65, 115, 139, 141, 168). Trotz dieser
medizinischen Einsatze sind spate Krankheitsrickfalle nicht ungewdhnlich (45,
75, 138, 173).

Auch der Einsatz von Substanzen zur Forderung von Differenzierungsvorgangen
der Zellen, wie das Vitamin A, brachten bisher keine Verbesserung der Prognose
(2, 142). Aufgrund dessen, war es essentiel, nach neuen alternativen
Therapiemoglichkeiten zu suchen. Eine Ansatzmoglichkeit liegt in der

Immuntherapie.

1.3. Immunsystem und Immuntherapie

Unter Immuntherapie oder auch Immunmodulation versteht man die
therapeutische Beeinflussung der Immunreaktion, d.h. der Abwehrbereitschaft des
Organismus. Die Idee, die der Immuntherapie bei Krebserkrankungen zugrunde

liegt, ist die Aufmerksamkeit des Immunsystems gegenuber Krebszellen und
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damit die Abwehrreaktion so zu beeinflussen, sodass der Tumor vom Korper
selbst bekampft wird.

Dies kann auf verschiedenen Wegen geschehen: Durch die Zufuhr von
Immunglobulinen, durch Immunsuppression oder durch aktive spezifische oder
unspezifische Immunstimulation (143). Ziel der Immuntherapie bei malignen
Erkrankungen ist es also, Tumoren mit Hilfe des kdrpereigenen Abwehrsystems in

Remission zu bringen.

1.3.1. Immunsystem

Das Immunsystem hilft dem Korper bei der Unterscheidung zwischen
korpereigenen und koérperfremden Substanzen. Dringt ein fremder Stoff in die
Blutbahn ein, wird er durch das Immunsystem erkannt, und der Korper kann auf

den Fremdstoff reagieren.

Dabei stehen dem Immunsystem zwei Wege offen:
Man unterscheidet zwischen der sogenannten humoralen Immunantwort, an der
I6sliche Proteine, die AntikOrper oder Immunglobuline, beteiligt sind, und der

zellularen Immunantwort (1).

1.3.1.1. Zellulare Immunantwort:

Die zellulare Immunantwort richtet sich gegen virusinfizierte Zellen, Parasiten und
Krebszellen. Sie wird durch Zellen, die sogenannten T-Zellen oder T-
Lymphozyten, vermittelt. Die T-Zellen erkennen die infizierten oder
korperfremden Zellen und fuhren zu ihrer Abtétung. Gleichzeitig unterstiitzen die
T-Zellen die Vorlaufer der antikorperbildenden Plasmazellen, die B-Zellen oder B-
Lymphozyten.

Nach diesen unterschiedlichen Aufgaben unterscheidet man zwischen
zytotoxische T-Zellen oder T-Killerzellen, die fremde Zellen direkt zerstéren,

indem sie ihre Zellwand durchlochern, T-Suppressorzellen, die eine
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uberschiefende Immunantwort unterdriicken und T-Helferzellen, die einen B-

Zellwachstumsfaktor produzieren

1.3.1.2. Humorale Immunantwort:

Die humorale Immunantwort dient zur Bekampfung von Bakterien und Viren im
extrazellularen Medium. Sie wird durch I6sliche Proteine vermittelt. Diese
I6slichen Proteine werden Antikdrper genannt, die als Antwort auf eine fremde
Substanz (Antigen) produziert werden. Antikorper, die zu der Klasse der
Immunglobuline gehéren, werden von den sogenannten Plasmazellen
freigesetzt. Es gibt 5 Klassen von Immunglobulinen, die nach Gréfke, Aufbau,
Molekulargewicht und Funktion unterschieden werden und verschiedene
Funktionen in der Immunreaktion des Korpers auf korperfremde Substanzen
ausuben: IgG, IgA, IgD, IgE und IgM. Wobei die Antikorper der Klasse IgG
wiederum in verschiedene Subtypen unterteilt werden. Fur die Immunabwehr des
Menschen sind die Immunglobuline der Klasse IgG mit den Subtypen 1gG1, 1gG2,
IgG3, 1gG4 und der Klasse IgM von herausragender Bedeutung.

Immunglobuline zeichnen sich durch ihren flexiblen, Y- férmigen Bau aus. Sie
setzen sich aus leichten und schweren Ketten zusammen, die durch
Disulfidbrucken miteinander  verbunden  sind (siehe  Abb.1). Die
Antigenbindungsstelle liegt in einem Bereich, in dem die Aminosauresequenz von
jedem spezifischen Antikorper verschieden ist. Dadurch ist bedingt, dass der
Korper Antikorper gegen fast jedes Makromolekul bilden kann. Sie reagieren sehr
spezifisch auf ihr Antigen und bilden einen Antigen- Antikdrper- Komplex aus,

um sie weiteren Immunreaktionen zuzufihren:
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Antigen

Antigenbin-

dungsste;/

Fab - Doméane

Leichte Kette

Schwere Kette —— > Fc - Doméane

J

Abb. 1: Ein Immunglobulin- Antikdrper schematisch dargestellt

Zum einen konnen Effektorzellen mit zytotoxischem Potential, die auf ihrer
Oberflache Fcy- Rezeptoren fur Immunglobuline tragen, wie T-Killerzellen, NK-
Zellen, Monozyten und Granulozyten, mit den formierten Antigen- Antikorper-
Komplexen eine Bindung eingehen und das Antigen neutralisieren, indem sie die
Targetzellen lysieren. Diese Reaktion wird antikdrperabhangige zellvermittelte
Zytotoxizitat (ADCC- Reaktion; aus dem engl.: Antibody dependant Cellular
Cytotoxity) genannt.

Zum anderen kann sich an die CH- Domane des Fc- Stucks eines menschlichen

Immunglobulins, nach Formation eines Antigen-Antikdrperkomplexes der C1-
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Komplement Protein-Komplex Uber die C1g- Subkomponente binden und so eine
C3- Konversion bewirken. Dadurch wird das Komplementsystem Uber den
sogenannten klassischen Reaktionsweg aktiviert. Allerdings sind nicht alle
Immunglobulinsubklassen in der Lage, das Komplementsystem zu aktivieren. Es
sind dies beim Menschen Immunglobuline der Subklassen IgG1, IgG3. Die
Komplementkaskade setzt sich aus einer groRen Zahl an Enzymen, hauptsachlich
Proteasen, die Proteine in kleinere Einheiten zerlegen, zusammen. Sie bewirkt
den Abbau von korperfremden Proteinen und die Abtétung von Mikroorganismen
durch Zerstoérung ihrer Zellhille. Das Komplementsystem ist also seinerseits in
der Lage, Targetzellen zu lysieren, Antigen zu opsonieren und dadurch die
Elimination des Antigens zu erleichtern und das Immunsystem zu aktivieren.
Diese Reaktionsform wird komplementabhangige Zytotoxizitat (CDC- Reaktion;

aus dem engl.: Complement dependant Cytotoxicity) genannt.

1.3.2. Immuntherapie

Einige Ansatze der Immuntherapie bei bodsartigen Tumoren beruhen auf der
Verabreichung von Substanzen, die als Immunmodulatoren ("biological response
modifiers") bezeichnet werden, was soviel bedeutet wie "Substanzen, die die
Immunantwort beeinflussen". Es handelt sich dabei um dieselben Substanzen, mit
denen sich die Abwehrzellen im Koérper untereinander verstandigen und
aktivieren, sogenannte Botenstoffe oder auch Zytokine. Einige kbnnen bereits auf
gentechnischem Wege hergestellt werden und sind somit fur die Anwendung in
reiner Form verfugbar, andere mussen aus Zellkulturen oder aus dem Blut
gewonnen werden. Die bekanntesten Beispiele sind die Interferone und
Interleukine.

Eine weitere Moglichkeit besteht im Einsatz von tumorspezifischen monoklonalen
Antikorpern. Diese Antikdrper mussen im Sinne einer passiven Immunisierung
zugeflhrt werden, da das Immunsystem oft selbst Tumorzellen nicht als ,fremd*

erkennt und daher keine Antikorper dagegen bildet. Dadurch werden Krebszellen
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entweder direkt angegriffen oder andere Zellen und Funktionen der Immunabwehr
aktiviert.

Seit der Entdeckung einer Methode zur Herstellung monoklonaler Antikorper
durch Kohler und Milstein 1975 (91) besteht die Mdglichkeit ihres Einsatzes fur
eine Immuntherapie. Voraussetzung fir die Bindung eines Antikdrpers an maligne
entartete Zellen und der anschlieBenden antikdrperabhangigen zellvermittelten
Zytotoxizitat oder der komplementabhangigen Zytotoxizitat ist, dass ein
tumorspezifisches Antigen vorhanden ist, das am optimalsten nicht auf gesundem

Gewebe zu finden ist.

1.3.2.1. Bisher zur Immuntherapie zugelassene Praparate

Antikorper gelten als ein relativ neuer Ansatz der Therapie von diversen
Krankheiten und schafften erst vor wenigen Jahren mit Praparaten wie Rituxan®
oder Mabthera® (Rituximab, IDEC-C2B8), Zenapax® (Daclizumab), Simulect®

(Basiliximab) oder Herceptin® (Trastuzumab) ihren Durchbruch in der Medizin.

Rituximab (Rituxan®) ist der erste chimare Antikdrper (144), der als monoklonaler
Antikérper fir die Behandlung von Krebs in den USA zugelassen wurde.
Rituximab wurde von IDEC Pharmaceuticals Corporation (USA) entwickelt und in
Zusammenarbeit mit Genentech, Inc. (USA), Hoffmann La Roche (Schweiz) und
Zenyaku Kogyo Co Ltd. (Japan) entwickelt. Rituximab bindet an das auf nahezu
allen B-Zellen vorhandene CD20 Antigen. Durch spezifische Bindung des anti-
CD20- Antikorpers werden diese gezielt erreicht und zerstort (43). Ein Nutzen ist
zurzeit nur fur das sogenannte follikulare Lymphom der niedrigmalignen B- Non-
Hodgkin- Lymphome wissenschaftlich nachgewiesen worden (111, 112, 117).
Mabthera® ist fiir die Behandlung von Patienten mit follikularem Lymphom im
Stadium Il- IV angezeigt. Auch beim follikularen Lymphom wird eine Behandlung
aber zunachst einmal nur fur solche Patienten in Frage kommen, die gar nicht auf
eine andere Therapie angesprochen haben oder bei denen ein Ruckfall

aufgetreten ist (151).
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Daclizumab (Zenapax®) ist ein humanisierter rekombinanter Antikdrper auf IgG1-
Basis mit 10 Prozent murinem Anteil, der wie der chimare monoklonale Antikorper
Basiliximab (Simulect®) zur Prophylaxe akuter AbstoRungsreaktionen nach einer
Nierentransplantation zugelassen wurde (12). Beide sind immunsuppressive
monoklonale Antikorper, die an den Interleukin 2- Rezeptoren auf aktivierten T-
Zellen mit hoher Selektivitat binden, deren Proliferation verhindern und damit die
Interleukin 2 gesteuerte AbstoRungsreaktion Uber die T-Lymphozyten
unterdricken. Daclizumab wird bei Nierentransplantierten in Kombination mit
Cyclosporin A eingesetzt, das selektiv und reversibel die Bildung von Interleukin 2
hemmt (47). Durch das Zusammenspiel beider Substanzen kann das

Immunsystem somit zweifach und selektiver unterdrickt werden (180).

Herceptin® ist das erste gegen ein Onkogen gerichtete Medikament, das die
Prognose von Mamma- CA nachweislich verbessert und zu besseren
Therapieresultaten fihrt, wenn es allein oder in Kombination mit einer
Chemotherapie verwendet wird (98). Aufgrund des erwiesenen klinischen Nutzens
von Herceptin® bei HER2- positiven (human epidermal growth factor receptor 2)
Patientinnen wird das Medikament jetzt in der EU zur Behandlung von Frauen mit
hohen p185HER2-/neu Werten empfohlen. Wie klinische Studien gezeigt haben,
entfaltet Herceptin bei sorgfaltig ausgewahlten, HER2-positiven Patientinnen eine
Uberlegene Wirkung und verbessert die Uberlebenschancen (167) und die
Lebensqualitat (105) von Brustkrebspatientinnen wesentlich. Dank dieser
Eigenschaften wurde Herceptin® inzwischen weltweit in tber 40 Landern zur
Behandlung von metastasierendem Mamma- CA zugelassen; aufgrund der
offensichtlichen klinischen Wirksamkeit des Praparats bei dieser Anwendung wird
zurzeit seine Verwendung zur Therapie von Mamma- CA im Fruhstadium gepruft.

Herceptin® wurde von Genentech, Inc, South San Francisco, CA entwickelt.
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1.3.2.2. Immuntherapeutische Ansatze beim Neuroblastom

Das Gangliosid GD2, das zum ersten Mal von Schulz et al. (159) beschrieben
wurde, scheint ein ideales Antigen fur diese Form der Therapie fur das
Neuroblastom zu sein, da es in groRem Ausmall auf den Tumorzellen
neuroektodermalen Ursprungs vorhanden ist (126, 159, 170). Es macht bis zu
28% aller Ganglioside auf der Oberflache von Neuroblastomzellen aus (187).
Zusatzlich ist es in die Zellmembranen eingelagert, wodurch nach einer Bindung
von Antikérpern und einer nachfolgenden Aktivierung von ADCC- oder CDC-
Mechanismen eine Zelllyse besser induziert werden kann, als wenn das Antigen
nur auf der Oberflache der Zellen aufgelagert ware. Bisher wurde GD2 auf allen
Neuroblastomzelllinien und im Biopsiematerial nachgewiesen (30, 159).
Verschiedene Antikorper, 3F8 (33, 34), 14G2a (56, 63, 129) und ch14.18 (62,
132, 177, 189) die GD2 spezifisch binden, wurden in den letzten 15 Jahren
entwickelt und in mehreren klinischen Studien sowohl an Neuroblastom (31, 35),
als auch an Melanompatienten getestet (3, 4, 130). Es wurde gezeigt, dass durch
diese Antikdrper das Wachstum von Neuroblastomherden in vivo unterdrickt, und
die Tumoren sogar in eine komplette Remission gebracht werden kénnen (126,
128). Einer dieser Antikoérper, der murine monoklonale Antikorper 14G2a, ist ein
Immunglobulin der Klasse 1gG2a. Dieser Mausantikorper bindet trotz seiner
murinen Bestandteile auch humanes Komplement und T-Zellen. Aufgrund dessen
kann es nach dieser Bindung zur Lyse von Tumorzellen tber CDC und ADCC
vermittelte Mechanismen kommen (8).

Dieser Antikorper war auch an der Universitats- Kinderklinik Tubingen in einer
Phase | Studie zur Behandlung von Neuroblastomen eingesetzt worden. Bei zwei
von sechs beurteilbaren Patienten konnte eine komplette Remission und bei
weiteren zwei Patienten eine partielle Remission erzielt werden. Zwei weitere

Patienten sprachen auf die Therapie nicht an (6).
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Therapien mit den murinen Antikdrpern werfen aber folgende Probleme auf:

1. Eine immunologische Reaktion; d.h. zunachst die Bildung humaner anti-
Maus- Antikorper (HAMAs) gegen Epitope des therapeutisch eingesetzten
Antikorpers beeinflul3t im negativen Sinn dessen primare Wirkung. Durch die
Aggregation wird die Serumhalbwertszeit verklrzt. Der Tumor kann nicht mehr
im vollen Umfang markiert werden und zytotoxische Mechanismen wie die
antikoperabhangige und komplementvermittelte  Zellzytotoxizitat und
Antigenlyse sind reduziert. Diese endogenen Antikdrper flhren entweder zu
einer Neutralisierung des eingesetzten Antikorpers oder konnen durch
Ablagerungen von Immunkomplexen und nachfolgende Aktivierung von

Entzindungsreaktionen zu schweren Organschaden fuhren (37, 119, 162).

2. Die Halbwertszeit der therapeutischen murinen Antikorper verglichen mit

der der menschlichen Immunglobuline ist recht kurz (107).

3. Murine Antikdrper kdnnen die ADCC und die CDC nicht in gleichem Male

aktivieren wie menschliches Immunglobulin (104).

Diese Problematik fuhrte allgemein zu einer weiteren Entwicklung des
Antikoérpers. Um der ungewollten Immunreaktion zu entgehen, wurde versucht, die
Immunreaktion zu mindern oder vollstandig zu unterbinden; Zum einen durch die
Anwendung von immunsupprimierenden Substanzen (135, 136) oder durch die
Konstruktion von Mensch / Maus chimaren oder humanisierter Antikorper (59, 62,
63, 148) mittels rekombinanter DNA-Techniken. In diesem Fall ist es der
Antikérper ch14.18, der 1989 von Dr. Stephen Gillies bei Damon Biotech
(Needham Heights, MA) entwickelt wurde (59). Die schweren und leichten Ketten
der variablen Region des Fab- Fragments, die 30% des Antikdrpers ch14.18
ausmachen, stammen noch aus der des murinen Idiotyps 14G2a, und sind somit

spezifisch gegen das Oberflachenantigen GD2 gerichtet. (ldiotypen sind
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Antikoérper, die die gleiche Bindungsspezifitdt, aber einen unterschiedlichen
konstanten Anteil haben.) Die konstante Region, einschliel3lich das gesamte Fc-
Fragment besteht demgegenuber aus humanem Eiweil (123) und ist deshalb
weniger immunogen und die Eliminierungshalbwertszeit ist verlangert (59, 124).
Fir diesen Antikdrper wurde sowohl in vitro, als auch in vivo beim Einsatz gegen
Melanom- und Neuroblastomzellen beobachtet, dass er besser als sein muriner
Idiotyp zur Vermittlung von ADCC- und CDC- Mechanismen in der Lage ist (7, 8,
59, 125, 127).

Weiterentwicklungen dieses immuntherapeutischen Ansatzes in jungster Zeit

eroffnen jedoch Perspektiven flr eine neue, vierte Saule in der Krebstherapie.

1.4. Perspektiven

Mit diesem therapeutischen Antikorper ch14.18 erzielte man unter anderem eine
Verbesserung des ,Targeting® (Bindung an die GD2- positiven Zellen) und der
Vertraglichkeit (62). Zur weiteren Steigerung der nachgewiesenen Wirkung und
des Antitumoreffektes, also der Immunstimulation und Immunmodulation des
Antikorpers, wurden Antikérper- Zytokin- Fusionsproteine hergestellt (20, 95, 108,
109, 163). Dabei verbindet man die Carboxy-Enden der schweren Kette der
Antikorper mit einem Zytokin.

Das Fusionsprotein ch14.18- IL2 besteht aus dem chimaren Antikérper ch14.18,
dessen Carboxy- Terminus der schweren Kette mit Interleukin 2 (IL2) verbunden
ist (108, 109). Diese Verbindung soll bewirken, dass die IL2- Konzentration am
Wirkort erhoht wird und die systemischen Nebenwirkungen sinken.

Ebenso verhalt es sich mit dem Fusionsprotein ch14.18- GMCSF (132). Der
therapeutische Antikorper ch14.18 ist mit dem Granulozyten- Monozyten- Kolonie-
stimulierenden Faktor (GMCSF) verbunden. Dadurch wird ebenso das GMCSF
direkt zum Tumor transportiert, seine lokale Wirkung steigt und die systemischen

Nebenwirkungen nehmen ab.
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Da der GMCS- Faktor wie der Name es schon sagt, die zur Phagozytose
befahigten Granulozyten und Makrophagen stimuliert und IL2 ein Wachstums-,
Aktivierungs-, und Differenzierungsfaktor fur T-, B- und NK- Zellen ist, erhofft man
sich durch Anwendung der Fusionsproteine eine lokale Immunstimulation durch
die Zytokine und damit eine erhdhte zellvermittelte Anti- Tumor- Aktivitat.

In  gegenwartigen Untersuchungen wurde korpereigenes IgM gegen
Neuroblastomzellen im Serum gesunder Individuen gefunden (48, 133, 134). In
Tierversuchen sah man einen Wachstumsstillstand oder eine Regression des
Tumors bei den mit diesen IgM behandelten Ratten (41, 134), wobei dieses IgM
gegen das Oberflachenantigen NB-p260 gerichtet ist. Praktische Verwendung
aber findet sich zurzeit nicht mit den naturlichen Antikorpern, jedoch lassen diese
Untersuchungen eventuell auf neue Therapiechanchen hoffen.

Mit wachsendem Wissen uber die Wirkungsmechanismen von Antikérpern und
durch die modernen Verfahren der Gentechnologie kénnen Antikdrper
zunehmend so abgewandelt werden, dal} sie den Therapieanforderungen besser
entsprechen. So lassen sich z.B. "vermenschlichte" (humanisierte) Versionen der
bisher gebrauchlichen Mausantikorper herstellen, um die beschriebene
Immunreaktion zu vermeiden.

Bei humanisierten Antikdrpern stammen nur noch die kleinen, Antigenbindenden
Regionen (complementarity determining regions, CDR) von den Maus-
Antikérpern; der gesamte Rest entspricht einem humanen Antikoérper- Protein.
Allerdings mufl man bei diesem Vorgehen haufig einen Qualitatsverlust
hinsichtlich der Bindung des Antikorpers an sein Zielmolekul hinnehmen. Bei den
so genannten chimarisierten Antikdrpern, wie in unserer Arbeit verwendeten
Antikérper ch14.18, werden deshalb groRere Regionen des Maus- Antikdrpers
eingebaut. Damit entsprechen die Antigenbindenden Regionen komplett denen
des ursprunglichen Maus- Antikorpers. Das verbessert die Bindung, kann aber
wieder in starkerem Mal zu Problemen mit Abstol3ungsreaktionen fuhren.

Eine weitere Entwicklung zielt deshalb darauf, die Antikoérper vollstandig zu

humanisieren. Dazu hat man transgene Mause (transgen= Bezeichnung flr
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héhere Organismen, die fremdes Erbgut tragen) erzeugt, in deren Genom der
gesamte Bereich, der zur Bildung von Antikoérpern erforderlich ist, vom Menschen
stammt. Werden diese Mause immunisiert, dann erzeugen sie "menschliche"
Antikorper. Ob diese dann tatsachlich die erwarteten Vorteile haben, missen die
bereits laufenden und zuklnftigen klinischen Versuche zeigen. Auch andere
intelligente Ansatze zur Herstellung groRRer Bibliotheken menschlicher Antikérper
werden heute verfolgt. Beispielsweise kann man durch Klonierung der jeweiligen
menschlichen Gene sehr grol3e Bibliotheken in Phagen oder Bakterien erzeugen,
die das entsprechende Antikérperfragment dann auf ihrer Oberflache exprimieren.
Antikérperfragmente, die spezifisch an ein interessierendes Zielmolekull binden,
findet man nun einfach, indem man dieses an einer festen Grundlage fixiert und
die ganze "Klon- Bibliothek" dazugibt. Phagen bzw. Zellen, die das passende
Antikérperfragment an ihrer Aullenseite tragen, binden an das Zielmolekdl,
wahrend der Rest der Klone abgesplult werden kann. Auf der Matrix bleiben also
nur die Phagen bzw. Bakterien zurlck, deren Erbgut die Information fur das
gesuchte Antikdrperfragment enthalt. Dieses lal3t sich dann beliebig vermehren.

Auch kann man deutlich kleinere, auf wesentliche Teile des Molekuls reduzierte
Antikorper konstruieren, die leichter in das Tumorgewebe eindringen. Eine weitere
Strategie ist die Herstellung von Antikorpern, die zwei oder drei Merkmale auf
zwei verschiedenen Zellen (eines auf der Tumorzelle, eines auf einer Immunzelle)
zugleich erkennen und sich daran festheften kdnnen. Solche "bispezifischen" oder
sogar "trispezifischen" oder "trifunktionalen" Antikdrper sollen Immunzellen gezielt
an Tumorzellen heranfuhren. Mit diesen neuen Techniken und der Anwendung
der Antikorpertherapie nicht zur Bekampfung grof3er Tumoren, sondern in solchen
Situationen, in denen mdglichst wenige Krebszellen im Korper sind, werden sich

in Zukunft eventuell weitere erfolgversprechende Einsatzmdglichkeiten ergeben.
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1.5. Fragestellung

Die Generierung einer anti- AntikOrperreaktion, in diesem Fall eine humane Anti-
Chimar- Antikdrperbildung (HACA), hangt von vielen verschiedenen Faktoren ab.
Hierzu gehdren die Antikorperdosis, die Anzahl der Injektionen, die
Immunogenitat des Antikorpers und die Immunkompetenz des Rezipienten. Dies
unterstreicht die Wichtigkeit der Untersuchung von Pharmakokinetik und
Immunreaktion in Begleitung einer Studie. In dieser Arbeit wird die humorale
Immunreaktion des Neuroblastom- Patienten auf den therapeutischen Antikorper
ch14.18 und dessen Pharmakokinetik untersucht.

Eine polyzentrische Studie in Deutschland mit Neuroblastompatienten stellt
Patientenseren zur Verfugung:

Im Rahmen des seit 1998 durchgefuhrten und noch laufenden Studienprotokolls
,2Adjuvante Immuntherapie bei der Behandlung des Neuroblastoms Stadium IV*
(NB97) wurden Seren von 55 Patienten untersucht, wobei von 22 Patienten bei
jedem Behandlungszyklus auch noch Proben zu Pharmakokinetikanalysen zur
Verfligung standen.

Das Gesamtpatientenkollektiv unterscheidet sich hinsichtlich der Dosis
(applizierter Menge), der Zyklendauer (,5- Tage-Behandlungsgruppe® vs. ,10-
Tage- Behandlungsgruppe®) und der Zyklenzahl.

Und die dafur bestimmten Parameter:

1. Die Quantifizierung der humoralen Immunantwort, also der Produktion
endogener humaner Anti- Chimar- Antikorper (HACAs) von 55
Patienten aus der fortlaufenden Neroblastomstudie NB97.

2. Bestimmung der Pharmakokinetik des chimaren ch14.18 von den 22

Patienten
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2. Material

2. Material

2.1. Reagenzien

Alle Reagenzien ohne besonderen Herstellernachweis waren Uber die

Universitatsapotheke zu beziehen.

2.1.1. Chemikalien

Aqua bidest.

BSA (bovines Serum Albumin) von Sigma Fraktion
Disialoganglioside-GD2 (Approx. 95%) von Sigma, Taufkirchen
Ethanol 99,8% von Merck

H20, (30%) Perrhydrat von Merck, Darmstadt

H2SO4 2,5 mol/l

OPD (o-Phenylenediamine tablets)von Sigma, Taufkirchen
TWEEN 20 von Sigma

2.1.2. Pufferlésungen fur ELISA

Catching buffer: (pH 9.6) 1500 mg Na,COs3
2930 mg NaHCO;
200 mg NaN3

ad 1000 ml H,O

Phosphatpuffer Gibco BRL
(PBS Dulbecco’s)

Blockpuffer PBS Dulbeccos’s
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Waschpuffer (l)
(Assay Puffer)

Waschpuffer (I1)

Probenverdinnungspuffer

Staining Puffer
Ph 5,25

Substratlésung

2.1.3. Antikorper

14G2a Mouse Anti- Human
Disialoganglioside GD2
Kat.Nr.: 554272

Disialoganglioside-GD2
Approx. 95%

2. Material

1% BSA
0,5% TWEEN 20

PBS Dulbecco’s
0,05% TWEEN 20

0,1% BSA
0,05% TWEEN 20
100 ml PBS (10fach konzentriert)

Waschpuffer
0,02% BSA

5100 mg Zitronensaure
9150mg NazHPO4
ad 1000 ml H20

10mg OPD
(o-Phenylenediamine tablets)
25 ml Staining Puffer

5 pl H202 30%

25

Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

BD PharMingen

Sigma, Taufkirchen
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Purified myeloma protein
Human IgG1, kappa
Prod.no.: 115-035-044

Detektionsantikorper (1):
Goat-Anti-Human 1gG(y),
F(ab’), fragment
Peroxidase-labeled
Kat.Nr.: 214-1002

Detektionsantikorper (2):
Peroxidase- conjugated F(ab’),
Goat Anti-Human IgG
Fragment Fcy

Code no.: 109-036-098

2.1.4. Einwegartikel

Mikrotiterplatten:

Immuno Plate MaxiSorp,

96 wells flat bottom, high binding capacity
(Kat.Nr. 439454)

Immuno Module MaxiSorp C8
Zentrifugenrohrchen mit Schraubdeckel
Pipettenspitzen verschiedener Grolde

Reaktionsgefale verschiedener Grolien
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Kirkegaard (kpl),
Gaithersburg

Biozol

Jackson Immuno Research
PA 19390

Dianova, Hamburg
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2.1.5. Gerate

Microplate Reader Milenia Kinetic Analyzer MKA200, DPC
Laborwaage: Sartorius Kern 440-47, Sartorius PT 300

Multipette Eppendorf
Pipetman Pipetten Gilson
Transferpette®—8 Multikanalpipette Brandt

Zentrifugen: Hettich Micro 22R
Mixer (,Vortexer): Janke & Kunkel IKAR MS1 Minishaker

Computerprogramme:
SOFTmaxPRO 3.0 Molecular Devices
Corporation
JMP 4.0 SRS Institute
in Gary/ NC
WinWord Microsoft
Excel Microsoft

2.2. Behandlungsprotokoll

Die Behandlung des Neuroblastoms erfolgt in Deutschland in der Regel im
Rahmen der Behandlungsstudie fur Sauglinge, Kinder und Jugendliche mit
Neuroblastom (Neuroblastomstudie NB 97) (16). Dies ist ein "Behandlungsplan”
nach dem Uber 80 Kinderkliniken des Bundesgebiets und der Schweiz vorgehen.
Einer der ersten Therapieschritte sieht die Entnahme eines kleinen Gewebestlicks
zur mikroskopischen und molekulargenetischen Untersuchung und die
chirurgische Entfernung des Tumors vor. Die Biopsie ist notwendig, um die
Diagnose mikroskopisch zu sichern und besondere molekulare Risikofaktoren flr
den Patienten (z.B. erkennbar an der Vermehrung des Onkogens N-myc)

frihzeitig festzustellen. Auf der Grundlage der Risikofaktoren erfolgt die
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Eingruppierung als Beobachtungspatient, Standardrisikopatient oder
Hochrisikopatient. Die Art der weiteren Behandlung ist abhangig vom Alter des
Patienten, von der Ausbreitung der Erkrankung (Stadien) und von weiteren
Risikofaktoren wie der N-myc-Amplifikation.

Wahrend Beobachtungspatienten zunachst unter Beobachtung bleiben, erhalten
Standardrisiko- und Hochrisikopatienten stets eine Chemotherapie. Ein Teil der
Patienten aus der Hochrisikogruppe, die alle Patienten mit Nmyc- Amplifikation
(auch Stadium 1!) und Kinder mit Neuroblastom des Stadiums 4 beinhaltet,
bekommt zusatzlich eine sogenannte Megatherapie, die mit besonders hohen
Medikamentendosen und vom Patienten selbst gewonnenen Blutstammzellen
arbeitet.

Die Hochrisikopatienten erhalten im Anschlul® an die Polychemotherapien mit
nachfolgender autologer oder allogener Knochenmarkstransplantation (KMT) oder
,Erhaltungstherapie* (,Chemotherapie-Fortsetzung®) noch eine
Antikorpertherapie.

Diese Immuntherapie mit dem therapeutischen Antikérper ch14.18 ist ein
wesentlicher Bestandteil der Neuroblastomstudie NB97. Sie besteht aus 6
Therapiezyklen im Abstand von 2 Monaten (Gesamtdauer 1 Jahr). Jeder Zyklus
dauert etwa 1 Woche und beinhaltet 5 bis 10 Tage mit Antikdrperinfusionen tber
je 8 Stunden, (im Einzelfall auch 12 Stunden), und durchgehender
Schmerzprophylaxe. Dies ist notwendig, da die Hauptnebenwirkung der
Behandlung Schmerzsymptomatik ist. Sie sind Ublicherweise gut durch die
fruhzeitige Gabe von Schmerzmitteln (Morphin, Paracetamol) kontrollierbar,
konnen in Einzelfallen aber durchaus erheblich sein. Die Schmerzen entstehen
vermutlich durch die Bindung des Antikdrpers an periphere Schmerzfasern und
sind rasch reversibel. Nervenzellen des Gehirns und des Rickenmarks sind durch
die Bluthirnschranke geschutzt.

Weitere mogliche Nebenwirkungen sind allergische Hautausschlage mit starkem
Juckreiz, fluchtige Gelenkbeschwerden, Husten und Allgemeinsymptome wie bei

einer Serumkrankheit bis hin zum allergischen Schock. Sie entstehen durch
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korpereigene Antikérperbildung gegen fremdes Eiweil. Der injizierte Antikorper
ch14.18, mit dem das Neuroblastom behandelt wird, besteht zu ca.75% aus
menschlichem und zu ca. 25% aus tierischem (Maus)- Proteinanteilen. Nach
bisherigen Erfahrungen sind leichte Nebenwirkungen dieser Art haufig, schwere
aber aullerst selten. Wie bei jedem neuen Arzneistoff kdnnen bislang unbekannte,
auch schwerwiegende Nebenwirkungen mit dauerhaften Schaden nicht
vollstandig ausgeschlossen werden. Im Gegensatz zu den Nebenwirkungen unter
Chemotherapie kommt es aber durch die Antikdrpertherapie zu keiner
Beeintrachtigung des Knochenmarks (d.h. keine erhdhte Blutungs- oder
Infektionsgefahr).

Um die Wirksamkeit der Behandlung zu kontrollieren und um Nebenwirkungen
rechtzeitig begegnen zu konnen, werden Blut-, Knochenmark-, Gehor-, Herz-,
Roéntgen-, Ultraschall- und weitere Untersuchungen in gewissen Abstanden
durchgefuhrt.

Der Antikoper wird also gemald dem Behandlungsschema nach hochdosierter
Chemotherapie und Megatherapie adjuvant eingesetzt, mit der Zielsetzung, die

letzten Reste des Tumors zu eliminieren.
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3.1. Enzyme linked immunosorbent assays (ELISA)

Fur den experimentellen Teil der Arbeit wurde ausschliellich ELISA Technik

angewandt, um spezifische Antikrper zu quantifizieren.

Testprinzip

Als antigenhaltige Festphase werden Polystyrol- Mikrotiterstreifen oder MaxiSorp

Platten mit aufgereinigten, biochemisch charakterisierten Antigenen verwendet.

Im ersten Inkubationsschritt binden sich bei positiven Proben die
nachzuweisenden Antikérper aus dem verdinnten Patientenserum an die

Festphasen- gebundene Antigene.

Im zweiten Inkubationsschritt werden diese Antikorper mit Peroxidase- markierten

Anti- Human- AntikGrpern nachgewiesen.

Im dritten Inkubationsschritt werden die gebundenen Antikorper durch eine
Farbreaktion mit einer Chromogen- /Substratlosung dargestellt. Die Extinktion der
entstehenden Farblosung ist proportional zur Antikorper- Konzentration im

Patientenserum.

Wir benutzten bei der Untersuchung der Patientenseren drei verschiedene
ELISAs:

Der eine Assay zur Bestimmung der humanen Antikérper gegen den
therapeutisch verabreichten Antikorper ch14.18, also der HACAs.

Der zweite Assay diente der Quantifizierung von humanem IgG im Serum.

Der dritte Assay diente der Bestimmung von anti- GD2- Antikorper und dadurch
wurde der Titer des therapeutisch eingesetzten Antikorpers ch14.18 im Serum

bestimmt.
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3.1.1. ELISA zur Bestimmung der humanen Antikdrper gegen den Ak
ch14.18 ( human anti chimeric antibodies = HACA)

Die Bestimmung der humanen Antikorper, die gegen den murinen Anteil des zur
Therapie verwendeten Antikorper ch14.18 gerichtet sind erfolgte mittels Platten,
die mit dem murinen Antikorper 14G2a beschichtet wurden. Das Prinzip der
Bindung der HACAs auf den murinen Antikorper basiert auf der partiellen
strukturellen Identitat zwischen ch14.18 und 14G2a.

Enzym-markierter
Detektionsantikorper

B HACA

mit Ak 1462a beschichtete
| ELISAlatte

Abb. 2: Funktionsprinzip der ELISAs zur Bestimmung der humanen Antikorper

gegen den Antikdrper ch14.18, der sogenannten HACAs.
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Zuerst wurden Mikrotiterplatten mit dem Antikdper 14G2a in der Konzentration
von 5ug/ml alkalischem Puffer (pH=9,6) beschichtet. Der im Patientenserum
vorhandene Antikorper wurde daran gebunden und mit Hilfe eines zweiten
Antikorpers (anti- IgG), der mit einer Peroxidase konjugiert war, detektiert.

Hierfur multen die folgenden Arbeitsschritte ausgefuhrt werden:

Zunachst wurden 96 Loch Mikrotiterplatten (NUNC) mit 50ul pro Vertiefung (=well)
14G2a als Coat Antibody beschichtet und tiber Nacht bei 4°C inkubiert. Danach
blockierte man bei Raumtemperatur die residualen Bindungsstellen der Platte mit
150ul Blockpuffer pro well fir 1h auf dem Schattler. Nach dreimaligem Waschen
mit dem Waschpuffer (I) und Ausklopfen wurde als Standard, ein HACA positives

Serum, in verschiedenen Verdunnungen wie folgt aufgetragen:

Standard: 1/ 5000, 1/ 2500, 1/ 1250, 1/ 625, 1/ 312,5, 1/ 156,3 und 1/ 78,1

verdunnt in Probenverdinnungspuffer

AnschlieBRend wurden die Patientenproben in verschiedenen Verdinnungen

jeweils in Doppelbestimmung wie folgt pipettiert:

Proben: 1/ 20,1/100, 1/ 500, 1/ 2500, und bei Bedarf 1/ 12500 und 1/ 62500

verdunnt in Probenverdiunnungspuffer

Nach 1h Inkubation bei Raumtemperatur und viermaligem Waschen und
Ausklopfen pipettierte man 100ul/ well Konjugat, ein Ziegen- Anti- Human 1gG
Antikorper, in einer Konzentration von 1:5000 in Probenverdunnungspuffer hinzu.
Es folgte eine weitere Inkubationszeit von 1h bei Raumtemperatur und
dreimaliges Waschen und Ausklopfen, bevor 50ul/ well frisch angesetzte
Substratlosung hinzupipettiert wurde. Gestoppt wurde die Reaktion innerhalb 20
min, aber frihestens nach 10min in Dunkelheit durch die Zugabe von 50ul/ well

2.5M Schwefelsaure.
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Die Auswertung erfolgte mit einem Microplate Reader, uUber die
Extinktionsbestimmung der einzelnen Proben bei einer Wellenlange von 490-
630nm. Anhand der Standardkurve konnte man die Konzentration des anti-
ch14.18 im Patientenserum errechnen. Zur Konzentrationsbestimmung der
Patientenseren wurden diejenigen Verdlinnungen herangezogen, deren
Konzentrationen im logarithmischen Bereich der Standardkurven lagen. Die
jeweiligen Konzentrationen, in ,units® gemessen, wurden mit dem entsprechenden

Verdunnungsfaktor multipliziert (Methoden 3.1.2).

3.1.2. Quantifizierung der HACAs im Referenzserum

Zur Quantifizierung der zuvor gemessenen HACAs, die in units gemessen
wurden, mussten wir zunachst die Konzentration unseres Standards bestimmen.

Dafur trugen wir den Standard (1) in die erste Spalte der Platte in den
Verdinnungen 1/ 5000, 1/ 2500, 1/ 1250, 1/ 625, 1/ 312,5, 1/ 156,3 und 1/ 78,1
auf. In Spalte 2 und 5 trugen wir, zur Konzentrationsbestimmung der zuvor in den
Experimenten ermittelten units, IgG- Serum mit aufgereinigtem HACA in den 1:4,
1:8, 1:16, 1:32 Verdunnungen auf. In die 6.Spalte kam zuletzt die
Verdinnungsreihe vom Standard- IgG (human) auch in der Konzentration 320

ng/ml, 160 ng/ml, 80 ng/ml, 40 ng/ml, 20 ng/ml, 10 ng/ml, 5 ng/ml und 2,5ng/ml.

3.1.3. Serumspiegelbestimmung des Ak ch14.18 im Serum

3.1.3.1. Anti- GD2 Serumantikorper— ELISA

Die Messung des Serumspiegels des applizierten chimaren monoklonalen
Antikérpers ch14.18 erfolgte mittels eines ELISA mit dem Funktionsprinizip
dargestellt in Abbildung 3 (71).
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Enzym-markierter
Detektionsantikorper

therapeutischer Ak
ch14.18
. mit GD2 beschichtete

ELISA-Platte

Abb.3: Funktionsprinzip der ELISAs zur Bestimmung des Serumspiegels des Ak
ch14.18

Den zur Messung benutzten Mikrotiterplatten wurde als Antigen 5yl
Disialoganglioside- GD2 in der Konzentration von 2,5 pug/ml gelost in H20 und
40ul 100%iges Ethanol zugegeben. Die pipettierte Menge betrug somit 45
pI/Vertiefung. Die Bindung erfolgte durch vollstandiges Auftrocknen des
Gangliosids. Hierzu wurde das Gangliosid 10 min auf dem Schuttler gemischt.
Daraufhin wurde die Flussigkeit durch Luftstromung in der Sterilbank (Laminoflow)
verdampft. AnschlieRend wurde die getrocknete Platte geblockt. Dazu wurden die
Platten mit 150pl/ well Blockpuffer 45min ebenfalls bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach wurden die Platten abgekippt und ausgeklopft und mit 180ul Waschpuffer
gewaschen. Die Standard- und Probenverdiunnungen wurden in einer Menge von

50ul/ Vertiefung als Doppelbestimmung zugegeben:
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Standardverdiinnungsreihe:

Der Standardantikbrper ch14.18 (Anti- Disialoganglioside- GD2) wurde in
Probenverdinnungspuffer auf 320 ng/ml, 160 ng/ml, 80 ng/ml, 40 ng/ml, 20 ng/ml,
10 ng/ml, 5 ng/ml und 2,5ng/ml verdinnt.

Probenverdinnungsreihe:

Die Patientenseren wurden gleichermal3en in Probenverdinnungspuffer auf 1:10,
1:100 und 1:500 und bei Bedarf nach zwei weiteren Verdinnungen auf 1:2500
und 1:12500 verdunnt.

Das Pipettieren des Standards und der Proben wurden in absteigender
Konzentration in Doppelbestimmung aufgetragen.

Anschliefend wurden die Platten 1h bei Raumtemperatur inkubiert, daraufhin 4
Mal mit Waschpuffer (ll) gewaschen und ausgeklopft. Das Conjugat Goat- Anti-
Human IgG wurde in einer Konzentration von 1:5000 in Probenverdinnungspuffer
hergestellt und pro Vertiefung 100ul zupipettiert. Die Platten wurden erneut 1h bei
Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin wurden die MaxiSorp Nunc- Platten
abgekippt, 3 Mal gewaschen und ausgeklopft. Die Substratldsung wurde in einer
Menge von 50ul/ well zugegeben. Nach 5- 10 min in Dunkelheit wurde die
Reaktion mit 50ul 2,5M Schwefelsaure gestoppt.

Die Messung erfolgte am Microplate Reader Milenia Kinetic Analyzer MKA200 bei
einer Wellenlange von 490 nm; die Referenzwellenlange wurde auf 630nm
gesetzt. Anhand der Standardverdinnungsreihe wurde eine Standardkurve
errechnet. Zur Konzentrationsbestimmung der Patientenseren wurden diejenigen
Verdinnungen herangezogen, deren Konzentrationen im logarithmischen Bereich
der Standardkurven lagen. Die jeweiligen Konzentrationen wurden mit dem

entsprechenden Verdunnungsfaktor multipliziert (Methoden 3.1.2.).
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3.2. Statistische Methoden

Far alle statistischen Auswertungen wurde das JMP 4.0 Programm benutzt.

3.2.1. Modellbeschreibung fur die HACA- Bestimmung

Fur die Beschreibung der Bildung der endogenen Antikorper gegen den murinen
Anteil des therapeutisch verabreichten Antikérper ch14.18 wurde eine
Kovarianzanalyse durchgefihrt. Die Kovarianz zweier Variablen ist das Mal} ihrer
verbundenen (gemeinsamen) Verteilung. Die Kovarianzanalyse versucht den
durch die Storvariable bedingten Effekt nachtraglich statistisch auszugleichen,
indem der auf die Kovariante zurickgehende Einflul aus den Daten
herausgerechnet wird. Als abhangige bzw. erklarte Variable benutzten wir die
logarithmierten HACA Werte, die davor in Relativwerte umformatiert wurden. Die
Logarithmierung wurde unternommen, um eine bessere Anpassung an eine
Normalverteilung der Daten zu erreichen. Die unabhangigen bzw. erklarenden
Variablen bestanden aus dem Detektionsantikbrper, dem Zyklus, der
Behandlungsgruppe, sowie aus dem Patient als zufalliger Effekt ohne Daten aus
Zyklus 1. In diesem Modell geht der Zyklus als stetige Variable ein, d.h. es wird

ein linearer Zykluseffekt modelliert.

3.2.2. Modellbeschreibungen fur die Pharmakokinetik des ch14.18

FUr die Halbwertszeit haben wir einen ,non- linear- fit* angewendet, mit der

k1)ty ggr(kal

entsprechenden Modellgleichung c=Ae . An diese Gleichung wurden
die validen Werte von dem Antikérper ch14.18 angepalt. Die validen Werte
waren das jeweilige Maximum der Zyklen und die darauffolgenden Werte des
Zyklus, weil die Gleichung nur den Verlauf nach dem Maximum erklart. Zyklen, die
daraufhin weniger Beobachtungspunkte als Parameter, also weniger als vier

valide Werte hatten, fielen weg. Daraufhin passten wir individuelle Kurven flr
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jeden Patienten, in jedem Zyklus und sofern vorhanden jedem dokumentierten
Tag an. Anschliel3end stellten wir die Kurven desselben Patienten zusammen in
einem Diagramm dar und ermittelten die Halbwertszeitkonstanten ,k{“ und ,k>"
Als Randbedingung wurde ,k{“ > k" gesetzt. Aus den individuellen Parametern,
speziell aus dem ,k¢“ und ,k>“ haben wir mit den Gleichungen ty2,= In2 / k4 und
t120= In2 / ky die jeweiligen Halbwertszeiten errechnet. Schliel3lich wurde auch
hier eine Varianzanalyse Uber die Parameter ,k“ und ,k>“ durchgefuhrt. In dieser
Varianzanalyse wurde untersucht, ob die beiden Werte ,k{“ und ,k2* beeinflusst
werden durch ,Behandlungsgruppe®, ,Zyklus®, ,Behandlungstag“ und ,Patient®.
Die Einflussgrofien ,Behandlungstag“ und ,Patient” als zufalliger Effekt waren
genestet unter bzw. wurden getrennt nach der ,Behandlungsgruppe® analysiert.
Bei der Beschreibung der ,Baseline®, der Anfangswerte der jeweiligen Zyklen, und
der Maximalwerte der erhobenen Kinetikdaten, wurde eine Varianzanalyse
durchgefuhrt. Die abhangige Variable bestand aus der ,Baseline“ und der
Maximalwerte. Und diese beiden Parameter wurden in Abhangigkeit von der
,Behandlungsgruppe®, vom ,Zyklus“ und vom ,Behandlungstag“ genestet unter

der ,Behandlungsgruppe” erklart.
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4. Ergebnisse

4.1. Entwicklung humaner Anti- Chimar- Antikdrper (HACAS)

Es wurden insgesamt 55 Patienten aus der noch fortlaufenden
Neuroblastomstudie NB97 auf die Generierung von endogenen Antikérpern
(HACAs) gegen den therapeutischen Antikérper ch14.18 untersucht. Die
Unterschiede des gesamten Patientenkollektivs liegen in der verabreichten Dosis
und der Therapiezyklendauer. Die Gruppeneinteilung der 55 Patienten fand nach
der unterschiedlichen Therapiezyklendauer statt: ,5- Tage- “ versus ,10- Tage-
Behandlungsgruppe®.

Das Patientenkollektiv 1 mit 42 Patienten wurde mit 5 Tagen pro Zyklus und das
Patientenkollektiv 2 mit 13 Patienten mit 10 Tagen pro Zyklus mit dem chiméaren
Antikoérper ch14.18 behandelt (siehe Abb.4).

Die beiden Patientenkollektive der Studie
Patienten-
kollektiv 2
24%
Patienten-
kollektiv 1
76%
o Y

Abb.4: Verteilung der 2 Patientenkollektive auf das Gesamtkollektiv von 55
Patienten. 42 Patienten gehdéren dem Patientenkollektiv 1 (,5- Tage-
Behandlungsgruppe®) und 13 Patienten dem Patientenkollektiv 2 (,10-
Tage- Behandlungsgruppe®) an.
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Ein weiterer Unterschied zwischen den Patienten aus den zwei
Patientenkollektiven liegt unter anderem in der Anzahl ihrer maximalen
Behandlungszyklen. Die Verteilung sieht folgendermalien aus:

3 Patienten bekamen maximal 1 Zyklus, 9 Patienten wurden mit 2 Zyklen, 11
Patienten mit 3, 4 Patienten mit 4, 8 Patienten mit 5, 19 Patienten mit 6 und einer

mit maximal 7 Zyklen behandelt (siehe Abb.5).

s _ ™
Anzahl der maximalen

Behandlungszyklen aller Patiﬁaten

20
o= 15, E
T O 9 5
5 10+ —
g2 4
5: a 51 | =
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ =
1 2 3 4 5 6 7

Y Zyklenanzahl y

Abb.5: Die maximale Behandlungszyklenanzahl aller 55 Patienten.

Wahrend der Untersuchung der vorhandenen Patientenseren wurden zwei
verschiedene Detektionsantikorper (Detektionsantikdrper 1 oder 2) fur den ELISA-
Assay verwendet. Die Benutzung von verschiedenen Detektionsantikopern kam
dadurch zustande, dass der Detektionsantikorper (2) wahrend der Studie
gewechselt wurde.

Innerhalb der zwei Patientenkollektive wurden bei 40 der 55 Patienten der
Detektionsantikorper 1 und bei den restlichen 15 Patienten der 2.

Detektionsantikorper verwendet (siehe Abb.6).

39



4. Ergebnisse

4 . o )
Detektionsantikdrper
Detektions-
antikorper
2
27%
Detektions-
antikorper
1
73%
N J

Abb.6: Verteilung der verschiedenen Detektionsantikorper 1 und 2 auf das

Gesamtpatientenkollektiv von 55 Patienten.

Wenngleich beide Detektionsantikorper qualitativ sich gering unterscheiden, sind
die quantitativen Unterschiede erheblich. Das betrifft vor allem negative Seren
oder Seren mit niedrigen HACA- Werten, da ihre Nullwerte sich bedingt durch
unterschiedliches ,Rauschen® voneinander unterscheiden. Um trotzdem die mit
unterschiedlichen MeRsystemen erhobenen Daten vergleichen zu kénnen,
wurden Vergleiche mit Relativwerten (,x- fachem Nullwert®) durchgefuhrt (siehe
Tab.1 und 2 im Tabellenanhang). Die mit dem Detektionsantikorper (1)
gemessenen Nullwerte weisen einen Durchschnittswert von ca. 2053 ng/mi
(Patienten Nr.1- 27 und 43- 55) und die des Detektionsantikorpers (2) dagegen
einen Durchschnittswert von ca. 49 ng/ml (Patienten Nr.28- 42).

4.1.1. Die Berechnung der HACA- Werte
Die HACA- Titer der Seren wurden unter Anwendung eines positiven Serums als

Standard bestimmt. Dabei erfolgte die Quantifizierung zunachst in einheitslosen

L2units® (u). Um Einsicht in die Absolutwerte (ng/ml) zu erlangen, wurden die
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HACAs im Referenzserum quantifiziert. Dazu wurde ein weiterer ELISA- Assay
angewandt (Methoden 3.1.2.).

Dieser Assay ermoglicht die Quantifizierung der 1IgG Menge in einer Losung.
Zunachst wurde der IgG- Gehalt einer affinitats- chromatographisch- gereinigten
HACA- Fraktion bestimmt; hier wurden 280 ng/ml anti- ch14.18 gemessen. Im
Vergleich zu dem HACA- positiven Serum erreichte diese Fraktion einen Titer von
17,8u. Daraus folgte, dass ein unit 15,8 ng/ml (=280/ 17,8) HACA (IgG) entspricht.
In den Tabellen sind die HACA- Werte sowohl als Absolutwerte in ng/ml als auch
als Relativwerte wiedergegeben.

Die HACA- Werte des 1. und 2. Patientenkollektivs der Neuroblastomstudie NB97
sind in den Tabellen 1 und 2 aufgefuhrt (siehe Tabellenanhang). Wie oben
erwahnt, ist die NB97- Studie eine noch fortlaufende Studie, von der nur Patienten
fur diese Arbeit berlcksichtigt wurden, die zum Zeitpunkt der Arbeit mindestens 4

Zyklen absolviert hatten.

Bei der Auflistung der relativen HACA- Werte aller Patienten nach steigendem
HACA- Wert und der anschlielienden Auswertung der Daten, kristallisieren sich

innerhalb der 55 Patienten zwei gro3e Gruppen heraus:

Die 1. Gruppe von 48 Patienten (87,3%), die betreffs der HACA- Bildung als
negativ gezahlt wurde (,HACA- Negative®).

Und eine 2. Gruppe von 7 Patienten (12,7%), die im Vergleich zu der 1. Gruppe
sehr hohe HACA- Werte (,HACA- Positive®) bildeten (siehe Abb.7 und 8).

Der 2. Gruppe gehdren die Patienten mit den Nummern 13, 25, 27, 31, 32, 35, 40
an, deren HACA- Werte wahrend der Immuntherapie im Laufe der Zyklen
kontinuierlich ansteigen, und mindestens das 90 fache des Anfangswertes am

1.Tag des 1.Zyklus annehmen. Diese Grenze wurde anhand der Betrachtung der
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4. Ergebnisse

aufgelisteten Daten festgelegt. Diese Patienten gehéren ausschliellich dem 1.

Patientenkollektiv an.

Punkt = Gruppe 1 mit ,HACA- negativen® Werten
Kreuz = Gruppe 2 mit ,HACA- positiven“ Werten

HACA - Entwicklung
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T ] + + + +

= 10004 ¥ ¥ .
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T A : =

) 107 - - : =

.("2_6 é + f + : 'E :
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2/1 2/2 311 3/2 4/1 4/2 511 5/2 6/1 6/2 7/2
Zyklus / Gruppe

Abb.7: Die relativen HACA- Werte logarithmisch aufgetragen, getrennt nach den
Gruppen 1 und 2. Dabei sieht man die Gruppe 2 von 7 Patienten, die im

Gegensatz zu den ubrigen Patienten eine HACA— Entwicklung zeigen.
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; _ )
HACA - Entwicklung
HACA-
Positive
13%
HACA-
Negative
87%
\a J

Abb.8: Verteilung der ,HACA- positiven“ und ,HACA- negativen“ Patienten aus
allen Patientenkollektiven.

Von den 7 ,HACA- positiven“ Patienten wurde Pat. 44 mit 4 Zyklen, Pat. 26 und
Pat. 45 mit 5 Zyklen, Pat. 38, Pat. 48 und Pat.53 mit 6 Zyklen und Patient 40 mit 7
Zyklen behandelt, wobei diese Patienten am Ende aller Zyklen 380 bis 10 000
fach hdohere Rohwerte annahmen, als die der,HACA- negativen“ Patienten (siehe
Tab.3 und Abb.9).

Patient |13 |25 |27 31 |32 35 |40
Zyklus 1 |1 1 1 1 1 1 1
Zyklus 2 |2,7 |0,6 {100 260 | 250 350 |36

Zyklus 3 |4,65 |0,8 {480 940 |2300 |6300 |350
Zyklus 4 1250 |90 (6700 [380|2100 [6900 [1200

Zyklus 5 |690 |260 10500 2120 7800 2200
Zyklus 6 390 (3200 6750 | 2600
Zyklus 7 10000

Tab.3: Die relativen Werte der ,HACA- positiven“ Patienten wahrend der

Therapie
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4 HACA- Positive und deren Anzahl an )
Behandlungszyklen
. 10
cC __ 5 5 EY
F s gd AR
N
NMialalalaialals
44 26 45 38 48 53 40
Patientennummer
N J

Abb.9: Die Anzahl an Behandlungszyklen der 7 ,HACA- positiven Patienten aus
der Neuroblastomstudie NB97.

Bei den 4 der obigen 7 Patienten sieht man schon ab dem 2. Zyklus eine HACA-
Positivierung, bei einem ab dem 3. Zyklus und bei zwei Patienten erst ab dem 4.

Zyklus (siehe Abb. 10).

4 T )
4 AR
85 ° 2
= 5 5 1 -
N N
=% 1
0 0 | M
ab 1. ab 2. ab 3. ab 4.
N Zyklus  Zyklus  Zyklus  Zyklus y

Abb.10: Beginn der zyklusabhangigen HACA- Positivierung.
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Bei der Betrachtung der prozentualen Verteilung der ,HACA- positiven“ von den
,HACA- negativen* am Gesamtkollektiv getrennt nach Zyklus, sieht man eine
zyklusabhangige VergroRerung des Anteils der Ersteren (siehe Tab.4). Folglich

erkennt man eine Zunahme von ,HACA- positiven“ Patienten im Laufe der

Therapie.

4. Ergebnisse

Der zyklusabhangige Anteil , HACA- positiven* Patienten

,HACA- ,HACA- Anzahl der

negative® positive® Patienten
Zyklus 1 100 % 0 % 55
Zyklus 2 92,7 % 7,3 % 55
Zyklus 3 89,1 % 10,9 % 46
Zyklus 4 78,6 % 21,4 % 32
Zyklus 5 68,1 % 31,9 % 28
Zyklus 6 57,4 % 42,6 % 20
Zyklus 7 0 % 100 % 1

Tab.4: Prozentuale Verteilung der ,HACA- positiven und ,, HACA- negativen“ am
Gesamtkollektiv getrennt nach Zyklus. Je mehr Behandlungszyklen man

verabreicht, desto mehr ,HACA- positive” Patienten kristallisieren sich

heraus.
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4. Ergebnisse

4.1.2. Einflul® der Zyklenzahl, Therapiezyklendauer, Antikdrperdosis und die
unterschiedliche Detektionsantikdrperverwendung auf die HACA-

Generierung

4.1.2.1. EinfluR der Anzahl der Behandlungszyklen auf die HACA- Bildung
Die Zyklenanzahl hat einen Einflul auf die Entwicklung humaner Anti- Chimar-

Antikorper gegen den therapeutisch verabreichten Antikérper ch14.18. Das
bedeutet, dass die Anzahl der Behandlungszyklen einen kumulativen Effekt auf
die HACA- Generierung besitzt. Dies verdeutlicht eine Kovarianzanalyse
(Methoden 3.3.1.), in die insgesamt 182 relevante Beobachtungen der
Untersuchung eingingen.

Die EinfluRgrofRe ,Zyklus“ hat einen p- Wert von kleiner als 0,0001, woraus
ersichtlich ist, dass der ,Zyklus® einen grof3en Einflul® auf die Bildung von HACAs
besitzt. Mit Hilfe einer Residualanalyse der logarithmierten Werte, lasst sich ein

linear wachsender Trend Uber die Zyklen beobachten (sieheAbb.11).

Reidualanalyse der gemessenen HACA- Werte
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4. Ergebnisse

Abb.11: Linear wachsender Trend mit einem kumulativen Effekt tber die Zyklen
beim Auftragen der logarithmierten HACA- Relativwerte Uber die Zyklen.
Der Residualwert des ,Zyklus 2 zeigt den Effekt des 1. Zyklus und die
darauf folgenden Zyklen die Effekte all der vorigen Zyklen.

Der logarithmierte Effekt des ,Zyklus* auf die HACA- Bildung zeigt eine Gerade
mit der Gleichung ,log- Effekt(Zyklus) = 0,19 + 0,2 x Zyklus® (Abb.12). Somit
nehmen die logarithmierten Relativwerte absolut um den Wert 0,2 zu (siehe
Tab.5).

Der logarithmierte Zykluseffekt

2.00-
1.501

1.00 1

Zykluseffekt

Zyklus

Abb.12: Logarithmierter Effekt des Zyklus auf die HACA— Generierung. Man sieht,
dass im Laufe der Zyklen die logarithmierten Relativwerte absolut um den

Wert 0,2 zunehmen.
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Zyklus log-Effekt (Zyklus)
0.59
0.80
1.00
1.21
1.41
1.61

N[OOI WIN

Tab.5: Der logarithmierte Zykluseffekt auf die HACA- Generierung

Bei den delogarithmierten Relativwerten sieht man beim Auftragen des
Zykluseffektes auf die Behandlungszyklen einen exponentiellen Anstieg (siehe
Abb.13). Die Relativwerte kumulieren um den Faktor 1,6 und entsprechend
kumulieren die Absolutwerte im Ergebnisteil auch um denselben Faktor (siehe
Tab.1 und 2 im Tabellenanhang, Tab. 6 und Abb.13).

Der delogarithmierte, bzw. tatsachliche Zykluseffekt

40

Zykluseffekt
= N W
. 2.°

o
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4. Ergebnisse

Abb.13: Der delogarithmierte Effekt der Zyklen auf die HACA— Generierung zeigt
einen exponentiellen Anstieg mit Zunahme der Werte um den Faktor von
1,6.

Zyklus Effekt
(Zyklus)
3.92
6.28
10.04
16.05
25.68
41.07

N[OOI WIN

Tab.6: Der Zykluseffekt auf die HACA- Generierung

4.1.2.2. EinfluR der Detektionsantikobrper auf die Messergebnisse

Die Benutzung von zwei unterschiedlichen Detektionsantikérpern (1) und (2)
(Material 2.1.3. und Ergebnis 4.1.1.) hat in Form eines Multiplikationsfaktors
Einflud auf die HACA- Messung und somit auch auf die Hohe der absoluten
HACA- Werte. Die mit dem Detektionsantikoérper (1) ermittelten Nullwerte sind im
Durchschnitt um den Faktor 4,9 grof3er als die der mit dem Detektionsantikérper
(2) gemessenen Nullwerte. In der obigen Kovarianzanalyse erzeugte die Variable
,2Detektionsantikorper einen niedrigen p- Wert von 0,2. Daraus ist ersichtlich,
dass die Benutzung zweier unterschiedlicher Antikorper einen Einfluly auf die
HACA- Werte hatte. Die relativen und somit auch die absoluten Werte des
Detektionsantikorpers (1) sind um ca. den Faktor 4,4-mal hoher als die des
Antikorpers (2). (siehe Abb.14).
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4. Ergebnisse

Einfluld unterschiedlicher Detektionsantikdrper auf die HACA- Generierung

207
. 1
S 15-
= .
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Detektionsantikorper

Abb.14: Einflu® der unterschiedlichen Detektionsantikdrper auf die Messung der
HACAs, wobei ersichtlich ist, dass alle HACA- Werte der Patienten
gemessen mit Detektionsantikorper (1) um den Faktor 4,4 hoher sind, als

die mit dem anderen Detektionsantikorper (2) gemessenen Werte.

4.1.2.3. Einflul} der Dauer der Therapiezyklen auf die HACA- Bildung

Innerhalb der Patientenkollektive 1 und 2 gibt es, wie bereits erwahnt, einen
Unterschied bei den behandelten Tagen pro Zyklus. 42 (Patientenkollektiv 1) von
den 55 Patienten wurden mit 5 Tagen pro Zyklus und die restlichen 13
(Patientenkollektiv 2) mit 10 Tagen pro Zyklus behandelt. Beim Mittel Uber alle
Zyklen und alle Patienten, die jeweils in diesem Patientenkollektiv sich befinden,
zeigt sich bei einem p- Wert von 0,57 kein signifikanter Unterschied zwischen den
Patientenkollektiven. Bei den mit 10 Tagen behandelten Patienten sind die
relativen HACA- Werte im Schnitt um den Faktor 1,64 hoher als die HACA- Werte
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4. Ergebnisse

der ,5- Tage- Gruppe®“. Dementsprechend verhalten sich auch die Absolutwerte

aller Patienten (siehe Abb.15).

Einfluld der unterschiedlichen Therapiezyklendauer auf die HACA-

Generierung

201
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Behandlungstage

Abb.15: Effekt der unterschiedlichen Behandlungsgruppen auf die HACA-
Generierung. Die Werte der ,,10- Tage- Gruppe® ist um den Faktor 1,64
hoher, als die Werte der ,,5- Tage- Gruppe®.

41.24. Unterschiede in der HACA- Bildung bei unterschiedlicher

Dosisverabreichung (zwischen Patientenkollektiv 1 und 2)

Die unterschiedlichen Behandlungsprotokolle und der daraus resultierende
Unterschied der Dosis zwischen Patientenkollektiv 1 und 2 haben so gut wie
keinen Einflud auf die HACA- Bildung als Reaktion der Patienten auf den

therapeutisch verabreichten ch14.18.
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Es wurde erneut ein Varianztest (Methoden 3.3.1.) durchgefiihrt, um den Einfluf}
der Dosisanderung auf die Bildung der Antikdrper im Laufe der Behandlung zu
untersuchen. Bei einem p von 0,69 sieht man aber, dass die unterschiedliche
Dosis der Patientenkollektive keinen signifikanten Effekt auf die HACA-
Generierung hat. Wie in der Abbildung 16 ersichtlich, sieht man, dass die relativen
HACA- Werte des Patientenkollektivs 2 um den Faktor 1,1 hoher sind als die

Werte des 1. Patientenkollektivs.

Unterschiede in der HACA- Bildung zwischen den Patientenkollektiven 1
und 2

N
o

—
(6}
NI IR

Dosiseffekt
)
|

(@)
P IR

(@)

1 2

Patientenkollektiv

Abb.16: Der Einflu der unterschiedlichen Dosis auf die HACA- Generierung. Die
HACA- Werte des Patientenkollektivs 2 sind um den Faktor 1,1 groRer als

die Werte der Patientenkollektivs 1.
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4.2. Pharmakokinetik des therapeutischen Ak ch14.18

Die Abnahme von Seren zur Bestimmung der Pharmakokinetik wurde nicht
von allen Patienten der Neuroblastomstudie NB97 vorgenommen. Zur
Bestimmung der Pharmakokinetik des chimaren Antikorpers wurden nur
Seren von nur 22 Patienten in 1 bis 3 Zyklen herangezogen. Hierfur wurde
die Konzentration des Antikorpers im Serum jeweils am ersten und letzten
Infusionstag des Zyklus bestimmt. Die Seren wurden 6 Stunden vor der
Infusion (,-6“), unmittelbar nach dem Infusionsende (Stunde 0) und eine
halbe, eine, zwei, sechs und 16 Stunden spater abgenommen. Als Nullwerte
oder ,Baseline” wurden die ,6 Stunden vor der Infusion®- Werte festgelegt,

um damit die Relativwerte berechnen zu kénnen.

Diese 22 Patienten hatten innerhalb der Therapie unterschiedliche
Zyklendauer. 9 der 22 Patienten (41%), wurden mit 5 Tagen pro Zyklus (,5-
Tage- Behandlungsgruppe®) und 13 Patienten (59%) mit 10 Tagen pro
Zyklus (,10- Tage- Behandlungsgruppe®) therapiert (siche Abb.17).

4 Dauer der Therapiezyklen )
5- Tage
Behandlung
41%
10- Tage
Behandlung
59%
e S

Abb.17: Verteilung der 22 Patienten des Patientenkollektivs 1 und 2 nach Anzahl
der Tage der Behandlungszyklen.
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Die Bestimmung der Menge des Serumtiters des therapeutischen
Antikorpers ch14.18 erfolgte mittels ELISA- Technik (Methodik 3.1.3.1.).

Die ermittelten Absolut- und Relativwerte des therapeutischen Antikdrpers
ch14.18 der ,5- Tage- Behandlungsgruppe“ in ng/ml und als x- facher
Nullwert sind in Tab. 7 im Tabellenanhang getrennt nach Zyklus 1, 2 und 3
wiedergegeben und die Absolut- und Relativwerte der ,10- Tage-
Behandlungsgruppe® in Tab. 8 im Tabellenanhang. Leere Felder in den
Tabellen kamen zustande, weil fur die Patienten oder fiur die Zeitpunkte

keine Seren zur Verfigung standen.

4.2.1. Vergleich der Nullwerte innerhalb der beiden Behandlungsgruppen

Betrachtet man die ,Baseline®, also die Nullwerte und fiihrt mit den Werten
eine Varianzanlayse durch, liefert die EinflussgroRe Behandlungsgruppe
einen p-Wert von < 0,001. Dieser Wert spricht fur einen Zusammenhang
zwischen dem Parameter ,Baseline“ und der Behandlungsgruppe.

Die erhobenen Daten zeigen, dass sich die Nullwerte am ersten und letzten
Tag der Zyklen innerhalb der zwei Behandlungsgruppen unterscheiden
(siehe Abb.18 und Abb.19).

Man sieht eine Akkumulation des Antikérpers ch14.18 am Ende aller Zyklen
bei beiden Gruppen, jedoch unterscheiden sich die Werte der beiden
Vergleichsgruppen (siehe Abb.18 und Abb.19).
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Die ,5- Tage- Behandlungsgruppe®, also die mit finf Tagen pro Zyklus
behandelten 9 Patienten haben am Ende aller 3 Zyklen einen im
Durchschnitt um 44 fach hoheren ,Baseline“- Wert als am Anfang aller
Zyklen (siehe Abb.18).

o 1ooooo§
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Behandlungstag

Abb.18: Absolute ,Baseline“- Werte der ,5- Tage- Behandlungsgruppe®. Die
Nullwerte sind am Ende der Zyklen, also am 5.Tag um den Faktor 44
erhoht.

Wie in Abbildung 19 ersichtlich, zeigen die ,Baseline- Werte* der ,10-Tage-
Behandlungsgruppe® einen gleichen Effekt. Hier liegen die ,Baseline”- Werte am
letzten Tag der Zyklen ebenfalls hoher als an den ersten Tagen aller Zyklen. Und

zwar um den Faktor 6,8.
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Abb.19: Absolute ,Baseline“- Werte der ,10- Tage- Behandlungsgruppe®. Die
Nullwerte am Ende des Behandlungszyklus sind um den Faktor 6,8 hoher
als am Anfang, wobei die Werte am Ende der Zyklen im Gegensatz zu der

,0- Tage- Behandlungsgruppe® auch mehr streuen.

4.2.2. Vergleich der Nullwerte zwischen den beiden Behandlungsgruppen

Nun wird untersucht, ob die ,Baseline’- Werte zwischen den beiden
Behandlungsgruppen am ersten und letzten Tag der Behandlungszyklen einen
Unterschied zeigen. Hierzu fuhrte man eine Varianzanalyse durch.

Der p-Wert der Einflussgrofie ,Behandlungstag” innerhalb der
Behandlungsgruppen ist < 0,001 und zeigt somit einen sehr gro3en Effekt auf die
.Baseline“. In der zweiten Gruppe, also der ,10-Tage-Behandlungsgruppe® sind die

Nullwerte am ersten Tag aller Zyklen um den Faktor 9,3 hoher als die Nullwerte

der ersten Gruppe, also der ,5-Tage-Behandlungsgruppe® (siehe Abb. 20).
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Behandlungsgruppe 1 = 5-Tage- Gruppe
Behandlungsgruppe 2 = 10-Tage- Gruppe
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Abb.20: Absolute ,Baseline“ -Werte der beiden Behandlungsgruppen am 1.Tag
aller Zyklen. Die Nullwerte der ,10-Tage-Behandlungsgruppe® sind am
1.Tag der Zyklen um den Faktor 9,3 hoher als die der ,5-Tage-
Behandlungsgruppe®.

Auch am letzten Tag der Zyklen unterscheiden sich die Behandlungsgruppen

hinsichtlich der ,Baseline®- Werte. In der ,,10-Tage-Behandlungsggruppe” scheinen
die Werte in der Abbildung 21 zum Grofdtenteils hoher zu sein als die Werte der ,5-
Tage-Behandlungsgruppe®; und zwar im Schnitt um den Faktor 1,4. Die Werte in
der zweiten Gruppe streuen aber zu sehr, somit ist der Einfluss der
unterschiedlichen Behandlungsgruppe am letzten Behandlungstag aller Zyklen

nicht so ausgepragt wie am ersten Tag.
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Abb.21: Absolute ,Baseline® -Werte der beiden Behandlungsgruppen am letzten
Tag aller Zyklen. Die Nullwerte der ,10-Tage-Behandlungsggruppe® sind
am letzten Tag der Zyklen um den Faktor 1,4 hoher als die der ,5-Tage-

Behandlungsgruppe®.

Die ,5- Tage- Behandlungsgruppe® zeigt eine deutlich  hdhere
Antikérperakkumulation als die ,10- Tage- Behandlungsgruppe®, weil sie an den
ersten Tagen der Zyklen weitaus niedrigere Werte hatte und im Laufe der Therapie
am letzten Tag der Zyklen fast genauso hohe Werte annahm (siehe Abb.20 und

21). Dies bekraftigt auch eine weitere Varianzanalyse (siehe Methodik 3.3.2.).

4.2.3.Vergleich der Maximalwerte beider Behandlungsgruppen

Die Maximalwerte der ,10-Tage-Behandlungsgruppe® weisen im Vergleich zur ,5-
Tage-Behandlungsgruppe® héhere Konzentrationen auf. Zugleich sind bei beiden
Behandlungsgruppen die Maximalwerte am letzten Behandlungstag der Zyklen
hoher als am ersten Behandlungstag der Zyklen.

In Abbildung 22 sind die anhand der Rohdaten ermittelten Maximalwerte getrennt

nach Behandlungsgruppe und Behandlungstag aufgetragen. Tabelle 9 beinhaltet
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den geometrischen Mittel und den oberen und unteren Wert des
Streuungsbereiches, wiederum gesplittet nach Behandlungsgruppe und

Behandlungstag.

100000 . .

10000 -

Maximalwerte des
ch14.18 [ng/ml])

1000 T T - T
1/1 1/5 2/1 2/10

Behandlungsgruppe / Behandlungstag

Abb.22: Die Maximalwerte in ng/ml am Anfang und am Ende der Zyklen aufgeteilt

nach den beiden Behandlungsgruppen.

Behandlungsgruppe/| unterer Wert des | geometrischer oberer Wert des
Tag Streuungsbereiches Mittel Streuungsbereiches
11 6025 9550 15136
1/5 11482 16596 23988
2/1 4677 14125 42658
2/10 7762 19953 51286

Tab.9: Der geometrische Mittel und der obere und untere Wert des
Streuungsbereiches der Maximalwerte des therapeutischen Antikdrpers

ch14.18 in ng/ml innerhalb der ersten und letzten Tage aller Zyklen.
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Wenn man die Verlaufe und die erreichten Konzentrationen wahrend eines Zyklus
betrachtet, stellt sich heraus, dass der Verlauf der Konzentration wahrend der
Verteilung und Elimination in zwei Abschnitte eingeteilt werden kann: Eine erste
Phase, wahrend der eine rasche Konzentrationsabnahme des Antikdrpers im
Serum erfolgt, und eine zweite Phase mit langsamerer Abnahme der
Konzentration. Deshalb wurde fur die Berechnung der pharmakokinetischen Daten

kMt gekar

ein ,Zwei- Kompartimenten- Modell® mit der Gleichung c=Ae
angenommen. In Tabelle 10 sind die Eliminationskonstanten ,k+“ und .k, als auch
die errechneten Halbwertszeiten als Median und 10. bzw. 90. Percentil angegeben.
Die Werte zwischen den beiden Percentilen beinhalten 80% der gemessen Daten.
Die Halbwertszeiten errechnen sich nach der Formel (In2) / ky2. Somit bewegen
sich 80% der errechneten Halbwertszeiten der Patienten zwischen 11h und 117h

mit einem Mittelwert von 37h.

ki1 ko a=t1/2a b= t1/2b H=a+b
90% 2,69 0,07 15,6 min 9,9h 10 h
Quantil
Median 1,69 0,019 24,6 min 37h 37h
10% 0,61 0,006 68,2 min 115,5h 117 h
Quantil

Tab.10: Die errechneten Percentile und Mediane der Parameter.
Gesamthalbwertszeit (H) entspricht der Summe der Halbwertszeiten der

schnellen (a= t1/2a) und der langsameren Elimination (b= t1/2b).

Es wurde untersucht, ob die zwei Behandlungsgruppen, die Zyklenanzahl oder die
Behandlungstage die Halbwertszeit und somit die Elimination des ch14.18

beeinflussen.

60



4. Ergebnisse

Hierzu wurde eine Varianzanalyse durchgefihrt, wobei die Einflussgréfien
,Behandlungsgruppe®, ,Zyklus®, ,Tag“ und ,Patient” in Bezug auf den Parameter
.K1“ und ,kp* untersucht wurden. Die GroRe ,Behandlungsgruppe” bezieht sich
dabei auf die unterschiedlichen Langen der Zyklen. Die ersten neun Patienten
wurden mit 5 Tagen (Gruppe 1) und die restlichen 13 mit 10 Tagen (Gruppe 2) pro
Zyklus behandelt.

4.2.4. Einfluss der Zyklenzahl auf die Pharmakokinetik des Ak ch14.18

Der ,Zyklus® wurde auch in die Analyse mit eingenommen, da die Patienten mit
unterschiedlicher Anzahl an Zyklen behandelt wurden. Von den 22 Patienten,
wurden von 10 Patienten Seren von 3 Zyklen, von 9 Patienten Seren von 2 Zyklen

und von 3 Patienten Seren von einem Zyklus abgenommen (siehe Abb.23).

4 _ )
Verteilung der Zyklenanzahl
1 Zyklus
14% 3 Zyklen
/ 45%
2 Zyklen ;
41%
\a J

Abb.23: Die Anzahl an Behandlungszyklen der 22 Patienten, von denen auch

Seren zur Untersuchung der Pharmakokinetik abgenommen wurden.
Die Erhdéhung der Zyklenzahl fihrt zu einer Erniedrigung der b- Halbwertszeit

(t1/2b) und somit zu einer Beschleunigung der Endphase der langsamen

Elimination.
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Betrachtet man die p-Werte der durchgeflhrten Varianzanalyse, hat der Zyklus mit
einem p-Wert von 0,003 einen signifikanten Einfluss auf die Verteilungskonstante
.K2“. Wenn man die Mittelwerte der ,k,“-Werte von den jeweiligen Zyklen in einem
Diagramm (siehe Abb.24) auftragt, sieht man eine Erhdhung der ,k>“- Werte im
Laufe der Zyklen. Von Zyklus 1 zu Zyklus 2 steigt der ,kx“- Wert um den Faktor

1,21, und vom zweiten zum dritten Zyklus um den Faktor 1,31.

Der faktorielle Einfluss der Zykluserhohung auf den ,k,” Wert

4.57
& 37
XX _
S50 1 !
>
1 2 3
Zyklus

Abb.24: Der Zykluseffekt auf den ,k»*“- Wert besteht darin, dass der ,k>“ im Laufe
der Zyklenzahl um den Faktor 1,21 und 1,31 steigt, was eine Erniedrigung

der Halbwertszeit bedeutet.

Dass die Anzahl der Zyklen im Gegensatz zum Parameter k> keinen signifikanten
Einfluss auf die Verteilungskonstante ,k¢“ hat, sieht man an dem p-Wert von 0,6
der Varianzanalyse. Im Laufe der Zyklen andert sich nichts an der Grol3e des ,k1“-
Wertes, vom zweiten zum letzten Zyklus fallt er jedoch allenfalls um den Faktor
1,01 (siehe Abb.25).
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Der faktorielle Einfluss der Zykluserhohung auf den ,k,” Wert

0.081
§ 0.057]
m -
L 0.027 } 1 \}
O— T T
1 2 3
Zyklus

Abb.25: Der Zykluseffekt auf den ,ki- Wert® zeigt keine Veranderung der
Halbwertszeit der zweiten Eliminationsphase im Laufe der Zyklen.

4.2.5. Einfluss der Behandlungsgruppe auf die Pharmakokinetik des Ak
ch14.18

Bei der ,5-Tage-Behandlungsgruppe® ist die zweite Phase der Elimination des
therapeutisch verabreichten Antikdrpers schneller als die der ,10-Tage-
Behandlungsgruppe®.

Diese Abhangigkeit von der Behandlungsgruppe zeigt die Varianzanalyse des
Parameters k" mit einem p-Wert von 0,016. Die Abbildung 26 zeigt den Einfluss
der Behandlungsgruppe auf die Eliminationskonstante ,k,“. Bei der ,5-Tage-

Behandlungsgruppe® findet sich ein um den Faktor 1,03 erhdhter ,k“-Wert.
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Der Vergleich der Behandlungsgruppen im Bezug auf den ,k,” Wert

0.081
0.05C

0027 T3

0 -

Faktor

T

1 2
Behandlungsgruppe

Abb.26: Der Gruppeneffekt auf den k- Wert” zeigt, dass die Behandlungsgruppe
1 (,5-Tage-Behandlungsgruppe®) im Vergleich zu der Gruppe 2 eine

schnellere Elimination in der zweiten Phase der Elimination aufzeigt.

4.2.6. Einfluss der HACA- Bildung auf die Pharmakokinetik des Ak ch14.18

In dem Patientenkollektiv der ,HACA- positiven“ Patienten 13, 25, 27, 31, 32, 35,
40  (Ergebnisse 4.1.1.) wurde eine Abnahme von Seren zur
Pharmakokinetikbestimmung durchgefuhrt. Somit liegen uns von diesen Patienten
keine Pharmakokinetikwerte vor, womit wir den Einflud des Antikérpers ch14.18

auf die Bildung von humanen anti- chimar Antikérpern hatten untersuchen kénnen.
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5. Diskussion

Neuroblastomerkrankungen in fortgeschrittenem Stadium gehéren immer noch zu
den Sorgenkindern der padiatrischen Onkologie. Mit den bisher zur Verfugung
stehenden Mitteln sind die Heilungsaussichten fur Patienten, die aufgrund von
Tumorausbreitung und —merkmalen in die Hochrisikogruppe eingestuft werden,
trotz intensivster Therapie nicht zufriedenstellend, und es muss mit einer hohen
Rezidivrate gerechnet werden.

Deshalb  erscheint es besonders wichtig, die Erforschung neuer
Behandlungsansatze auf diesem Gebiet voranzutreiben. Die Mdglichkeiten der
Immuntherapie bilden hier einen klinischen Forschungsschwerpunkt. Mancher
vielversprechende Ansatz muss wegen unerwarteter Nebeneffekte wieder
verlassen werden oder modifiziert werden, bis eine breitere therapeutische
Anwendung in klinischen Studien moglich wird. Die Antikérpertherapie im Rahmen
der Neuroblastomstudie NB97 ist ein Beispiel dafir, dass der Antikérper ch14.18 in
der Behandlung von Risikopatienten neue Wege eroffnet und Hoffnungen weckt.
Unser gesamtes Patientenkollektiv bestehen aus Patienten dieser Studie. Da die
Studie noch nicht abgeschlossen ist, kdénnen wir vorerst nur von
Zwischenergebnissen berichten.

Im Folgenden sollen zunachst die Methodik und anschlieRend die Ergebnisse der
in vitro Experimente diskutiert werden. Zum Abschluss werden die Schwierigkeiten
der Krebstherapie und eine Vorschau auf Perspektiven bei der Behandlung des

Neuroblastoms dargestellt.
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5.1. Diskussion der Methoden

5.1.1. Konzentration des chimaren Antikérpers im Serum

Einleitend Allgemeines zum ELISA- Assay, der hauptsachlich in dieser Arbeit
verwendet wurde. Der Assay kann geringe Mengen einer spezifischen Substanz
nachweisen und quantifizieren; d.h. er ist grundsatzlich spezifisch. Die
Hauptproblematik hierbei sind jedoch unspezifische Wechselwirkungen mit
komplexen Gemischen, wie in unserem Fall mit Seren. Denn es besteht die
Mdglichkeit, dass wahrend der Messungen ein Bestandteil des tiefgefroren
aufbewahrten Serums unspezifisch mit den Reagenzien des ELISAs kreuzreagiert,
so wie es bei uns der Fall war.

Ein Beispiel hierzu ware, dass die beiden angewandten Antikorper keinen
Background bei BSA- Losungen machen, bei Seren dagegen schon. Die
vorhandenen Wechselwirkungen mit Serumkomponenten fihren daher zu falsch
positiven Ergebnissen. Dieser Effekt wird nochmals verstarkt, wenn aufgrund eines
geringen Messfensters starke Verdunnungen durchgefuhrt werden missen. Somit
erreichte der mit dem Umrechnungsfaktor umgerechnete tatsachliche Wert einer
250 fachen Verdinnung einen geringeren Absolutwert als einer 1000 fachen

Verdinnung (im Falle, dass beide Verdunnungen im Messfenster liegen).

Die in dieser Arbeit benutzten ELISAs waren allesamt nicht kommerziell erhaltlich.
Eine hohe Ungenauigkeit kann von daher akzeptiert werden. Die Entwicklung
hochspezifischer Techniken erfordert neben vielen Versuchsreihen auch den
Aufwand verschiedener Substanzen und Antikérper, was gerade im letzten Fall

einen hohen finanziellen Aufwand bedeutet.
In der Schlussfolgerung sollte man erwahnen, dass aufgrund von Fehlerraten die

ermittelten Serumkonzentrationen nicht unbedingt der Realitat entsprechen. Bei

einer 1gG- Serumkonzentration von 2 mg/ml macht die maximal gemessene
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HACA- Konzentration von 1,1 mg/ml bei einer 62500 fachen Verdlinnung etwa 55

% aus. Und diese gemessene Menge ist zu hoch.

Viele Anstrengungen wurden gemacht, HACAs zu quantifizieren (28, 107, 189). Mit
dem in dieser Arbeit verwendeten ELISA war es mdglich die Menge an HACAs zu
quantifizieren, aber nur der relative Vergleich innerhalb und zwischen den
Patienten schien wie oben erwahnt sinnvoll, denn in diesen Berechnungen mussen
die oben erwahnten Uberlegungen berlicksichtigt werden. Aus diesem Grund
ziehen wir vor, die HACA- Generierung zu dokumentieren und die Ergebnisse als

Relativwerte direkt zu vergleichen.

5.1.2. Humane Anti- Chimar- Antikorper

Bei der Betrachtung der Nullwerte fur den chimaren Antikorper erkennt man zwei
Gruppen. Die Spiegel der einen Gruppe sind insgesamt hoher als die der anderen
Gruppe. Wie aus den Tabellen 1 und 2 ersichtlich, weist die Benutzung von zwei
verschiedenen Detektionsantikdrpern einen quantitativen Unterschied im Bezug
auf die Nullwerte (,Baseline®) auf. Die mit dem ersten Detektionsantikorper
gemessenen Nullwerte weisen einen hohen Durchschnittswert von ca. 2053 ng/ml
(Patienten Nr.1- 27 und 43- 55) auf, die des zweiten Detektionsantikérpers
dagegen einen viel niedrigeren Durchschnittswert von ca. 49 ng/ml (Patienten
Nr.28- 42).
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5.2. Diskussion der Ergebnisse

5.2.1. Pharmakokinetik des Antikdrpers ch14.18

In dieser Arbeit haben wir das Gesamtkollektiv von 55 Patienten aufgrund der
Unterschiede in der Zyklendauer in zwei Patientenkollektive geteilt. 76% gehodren
dem 1. Patientenkollektiv, also der ,5-Tage-Behandlungsgruppe“ und 24% dem 2.
Patientenkollektiv, also der ,10-Tage-Behandlungsgruppe® an.

FUr die Messung der Antikorperspiegel standen von dem Gesamtkollektiv von 55
Patienten Seren von 22 Patienten zur Verfugung, die unterschiedlich behandelt
worden sind. Betrachtet man die Konzentrationen des chimaren Antikorpers an
allen Infusionstagen, beobachtet man bei allen Patienten eine biphasische
Abnahme der Konzentration des Antikorpers. Dies entspricht einem Zwei-
Kompartimentmodell.

Dieses Modell beinhaltet, dass sich der Antikdrper einem Diffusionsgefalle folgend
aus dem intravaskularen Raum in das extravaskulare, tiefere Kompartiment
verteilt. Diese Verteilung hat eine schnelle Konzentrationsabnahme im Serum zur
Folge, bis sich schlieRlich ein Gleichgewicht zwischen den intra- und
extravaskularen Kompartimenten eingestellt hat. Man nennt diese erste Phase
deshalb auch Verteilungsphase.

In der darauffolgenden Eliminationsphase erfolgt die Metabolisierung des
Pharmakons. Dem neuen Konzentrationsgefalle folgend diffundiert die in den tiefen
Kompartimenten befindliche Menge in das intravaskulare Kompartiment zurick, wo
die Metabolisierung stattfindet (55).

Betrachtet man zunachst die Maximalwerte im Serum nach der Verabreichung des
Antikorpers ch14.18, haben wir gemall dem Zwei- Kompartimentmodell einen
maximalen Anstieg des Antikorpers in der Zeit zwischen der Verabreichung (t= 0)
und einer halbe Stunde (t= 0,5) nach dessen Applikation. Eine detaillierte Analyse

der Pharmakokinetik des monoklonalen anti- Gangliosid (GD2) Antikorpers
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ch14.18 bei unserem Patientengut von Kindern mit refraktarem Neuroblastom zeigt
maximale Serumkonzentrationen des ch14.18, welche mit den verabreichten
Antikorpergaben korrelieren. Innerhalb der beiden Patientenkollektive haben
unsere  Patienten  unterschiedliche = Maximalwerte. Die ,5- Tage-
Behandlungsgruppe® hat nach den ersten Tagen der Zyklen Maximalwerte von 9,6
Mg/ml und nach dem flnften Tag der Zyklen Werte von 16,6 pg/ml. Die ,10- Tage-
Behandlungsgruppe® dagegen am Anfang der Zyklen Maximalwerte von 14,1 pg/ml
und am Ende der Zyklen 19,9 upg/ml ch14.18. Aufgrund der schon hohen
Anfangsnullwerte erreicht die ,10-Tage-Behandlungsgruppe“ am ersten und letzten
Behandlungstag aller Zyklen dennoch hohere Maximalwerte. Will man also von
Beginn des Zyklus an hohe Konzentrationen des therapeutisch verabreichten
Antikorpers ch14.18 im Serum erzielen, ist die Zyklendauer zu erhdhen. Die
Zyklendauer kann aber nicht beliebig gesteigert werden, denn die Erhéhung der
Behandlungsdauer musste in friheren Studien meistens schon aufgrund der
Nebenwirkungen des AntikOrpers selbst oder der Nebenwirkungen der
notwendigen Begleitmedikation, wie Morphin, vorzeitig abgebrochen werden (62,
63).

Man sieht bei beiden Behandlungsgruppen eine Akkumulation des Antikorpers
ch14.18 am Ende aller Zyklen. Die ,10-Tage-Behandlungsgruppe® hat am ersten
und letzten Behandlungstag aller 3 Zyklen im Vergleich zu der ,5-Tage-
Behandlungsgruppe® hohere ,Baseline®- Werte.

Die ,5-Tage-Behandlungsgruppe“ zeigt aber im Vergleich zur ,10-Tage-
Behandlungsgruppe® eine 6,5 fach hohere Steigerung der Nullwerte am Ende aller
Zyklen, obwohl die ,5-Tage-Behandlungsgruppe“ im Vergleich zu der ,10-Tage-
Behandlungsgruppe® eine um den Faktor von 1,03 erniedrigte b- Halbwertszeit
aufweist. (Das liegt wahrscheinlich an den kurzeren Verabreichungsabstanden des

Antikorpers, in denen eine Antikdrperkumulation stattfinden kann.)
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Will man eine starkere Antikdrperakkumulation, ist es ratsam die
Behandlungsdauer bei funf Tagen zu belassen, weil eine Verlangerung der

Behandlung, wie oben erwahnt, zu unnoétigen Nebenwirkungen fuhrt (62, 63).

Die Halbwertszeit der endogenen Immunglobuline, die im Organismus
proteolytisch abgebaut werden, betragt fur die der Klassen IgG 1, 2 und 4 ca. 21
bis 23 Tage (183). Immunglobuline der Klasse IgG 3 werden mit einer
Halbwertszeit von sieben Tagen schneller metabolisiert (122).

Beim therapeutische Antikorper ch14.18, der ein Immunglobulin der Klasse IgG 1
ist, sollte man eine lange Halbwertszeit erwarten kénnen. Im Gegensatz zu den
endogenen Isotypen, die im Organismus gebildet werden, haben therapeutisch
applizierte Immunglobuline wie der chimare Antikdrper ch14.18 kurzere
Halbwertszeiten (122 und siehe Tab. 11).

Dies zeigten Messungen verschiedener Autoren, die fir den chimaren Antikdrper
ch14.18 eine Verteilung nach dem Zwei- Kompartimentmodell mit Halbwertszeiten
im Stundenbereich (87, 106, 153, 177) ermittelten.

Die Pharmakokinetikdaten von ch14.18 unterscheiden sich erheblich von denen
des murinen 14G2a (85, 188), welcher im Plasma von Melanompatienten eine
monophasische Abnahme zeigt. Diese Kurve laldt sich am besten in ein Ein-
Kompartimentmodell anpassen. Der murine Antikorper besitzt eine deutlich kirzere
Plasmahalbwertszeit von 42h (154, 188), 43,9h (85) und 43h (106) als die
Halbwertszeiten des ch14.18 in den Arbeitsgruppen, die mit Seren adulter
Patienten arbeiteten (87, 106, 153). Die schnellere Elimination des 14G2a resultiert
daraus, dass dieser Antikorper immunogener ist, weil er zu hundert Prozent aus

murinen EiweiRbestandteilen besteht.
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Autor: Saleh Khazaeli |LoBuglio Uttenreuther HWZ der
(153) (87) (106) 177) vorliegenden
Studie
HWZa: 24h 21,5h 23h 3,4h 0,4h
HWZb: 181h 175h 185h 66,6h 36,5h

Tab.11: Die Halbwertszeiten a und b des Ak ch14.18 bestimmt von verschiedenen

Arbeitsgruppen

Neun Neuroblastompatienten, die ch14.18 verabreicht bekamen, zeigten in der
Studie von Uttenreuther et al. (177) eine b- Halbwertszeit von 66,6h. Saleh et al.
(153), Khazaeli et al. (87) und LoBuglio et al. (106) kamen zu den oben
aufgefluihrten Halbwertszeiten, indem sie den Antikérper ch14.18 adulten Patienten
mit malignem Melanom verabreichten. Die Ahnlichkeit der Halbwertszeiten beruht
auf der Tatsache, dass es sich bei obigen drei Studien um eine Arbeitsgruppe
handelt.

Unser Patientengut und dasjenige der Arbeitsgruppe von Uttenreuther et al. (177)
bestand nur aus padiatrischen Neuroblastompatienten. Die Halbwertszeiten aus
der Literatur sind um einiges langer als die in dieser Studie ermittelten, in der die a-
Halbwertszeit im Minuten- (24,6 min) und die b- Halbwertszeit im Stundenbereich
(36,5h) liegt. Ahnliche Halbwertszeiten des ch14.18 (HWZa: 42,3min und HWZb:
42,6h), die auch im Minuten- und Stundenbereich lagen, wurden schon in der
Universitats- Kinderklinik Tubingen im Rahmen einer Dissertation im Jahre 1994

gemessen (81).

Man sieht, dass die Halbwertszeiten des ch14.18 bei adulten Melanompatienten
hoher sind als die Halbwertszeiten von padiatrischen Neuroblastompatienten.
dass die b-

Diese Konstellation unterstitzt aulRerdem die Behauptung,
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Halbwertszeiten des ch14.18, verabreicht bei Erwachsenen, langer sind als bei
Kindern (177). Die Abhangigkeit vom Alter auf die Metabolisierung und
Pharmakokinetik von verabreichten Stoffen wurden vor langer Zeit schon erkannt
(83, 166). In dieser Hinsicht hat die Entwicklungsphase des hepatischen und
renalen Systems des Organismus einen grof3en Einfluly auf die Metabolisierung
und Elimination von verabreichten Stoffen. Viele chemische Verbindungen sind vor
der Elimination der Leberaktivitat mit dessen  Entgiftungs- und
Metabolisierungsfahigkeit unterworfen. Studien in Mausmodellen haben gezeigt,
dass monoklonale Antikorper tatsachlich einer partiellen hepatischen

Metabolisierung unterliegen, gefolgt von renaler Elimination (9, 22).

Bei der Analyse der Seren der Neurolastompatienten, wollten wir feststellen,
welche GroRen einen Einflud auf die Pharmakokinetik des monoklonalen
Antikorpers ch14.18 haben. Die Pharmakokinetik des Antikdrpers ch14.18 variiert
in unserer Studie nicht nur innerhalb des Patientenkollektivs, sondern auch
innerhalb der Behandlungszyklen eines Patienten. Die Erhdhung der Zyklenzahl
hat auf die Anfangsphase der raschen Elimination keinen signifikanten Einflul®
gezeigt. Im Gegensatz dazu fihrt die Erhohung der Zyklenzahl zu einer
Erniedrigung der b- Halbwertszeit (t1/2b) und somit zu einer Beschleunigung der
Endphase der langsamen Elimination. Wiederholte Verabreichungen vom
monoklonalen Antikdrper ch14.18 bei Kindern mit Neuroblastom fiihren demnach
zu einer erhohten Antikorper— Clearance. Die Antikdrper- Clearance aus dem
Serum (b- HWZ) sinkt bei uns bereits beim zweiten Zyklus von 37h auf 30h und
vom zweiten auf den dritten Zyklus auf 23h. Eine Abnahme der Elimination von 73
Stunden bereits beim zweiten Zyklus auf 32 Stunden beschrieben auch
Uttenreuther et al. (177).

Da unsere Patienten wahrend eines Zyklus taglich Antikdrper verabreicht

bekommen und unsere ermittelten Halbwertszeiten zwischen 23 bis 37 Stunden

liegen, findet eine Antikdrperkumulation innerhalb eines Zyklus statt. Diese
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Tatsache bestatigen auch unsere Werte im Ergebnissteil. Im 1. Patientenkollektiv
findet im Laufe der Behandlungszyklen eine 29 fache und im 2. Patientenkollektiv
eine 8,4 fache Steigerung des Nullwertes statt. Durch diesen kumulativen Effekt
sollen die Neuroblastompatienten profitieren. Die Menge an zirkulierenden
Antikérpern kann durch die Erhéhung der Dosis erreicht werden. Der limitierende
Faktor der Antikorperdosiserhdhung sind die Nebenwirkungen, die durch die
AntikOorpergabe hervorgerufen werden. Hierbei muss man aber zwischen
Nebenwirkungen unterscheiden, die durch die Gabe von Fremdproteinen
verursacht werden, also allergischer Art sind, und Nebenwirkungen, die spezifisch
auf die Wirkung des Antikdrpers zurickzuflihren sind.

Aufgrund diesem limitierenden Faktor legten Handgretinger et al. 1995 die maximal
tolerierbare Dosis (MTD) von 50 mg/m?%/Tag pro Injektion fest (62). Im Vergleich zu
der MTD bekommen die Patienten der Neuroblastomstudie NB97 eine um mehr
als die Halfte niedrigere Dosis von 20 mg/m? taglich verabreicht. Dies alles zeigt
die Notwendigkeit, dass in klinischen Studien die optimale Antikdrperdosierung

herausgefunden werden muss.

Unterschiedliche Halbwertszeiten des Antikérpers ch14.18 in unserer Studie
konnen durch die Unterschiede in Tumorgrof3e und Tumorlokalisation erklart
werden. Biologische Eigenschaften des Tumors, wie GroRe und heterogene
Antigen GD2- Expression kénnen das Ausmall der monoklonalen
Antikérperaufnahme beeinflussen (184), und diese wiederum die Hohe der
zirkulierenden Antikorper und deren Pharmakokinetik (23). Zusatzlich werden die
monoklonalen Antikorper, die an die Tumorzellen binden, von diesen zum Teil
internalisiert und metabolisiert (23). In einem vergroflerten Tumorherd, der
genauso gut eine erhdhte Antikérperaufnahme und/oder Metabolisierung
seinerseits bewirkt haben konnte. kann somit eine weitere Erklarung fur die
kirzeren Halbwertszeiten liegen.

Dies ist besonders zutreffend flr das Neuroblastom, eine Neoplasie, die haufig aus

dem adrenergen Mark entspringt. Daraus koénnen umfangreiche abdominelle
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Beschwerden, weitverbreitete Metastasen, Hepatomegalie (24), mechanische
Obstruktion des Urintraktes und Leberschaden resultieren, welche die
Metabolisierungsrate senken (24, 39). Die renale und hepatische Funktion von
Neuroblastompatienten konnte ferner durch chirurgische Therapien, durch Chemo-
oder Radiotherapie reduziert worden sein, was wiederum bedeutet, dass deren
Clearance abnimmt. Das koénnte die Erklarung fir die verringerte Clearance von
ch14.18 sein, was zu langeren Halbwertszeiten, wie bei einigen unserer Patienten

der Fall war, gefuhrt hat.

Die Halbwertszeit des monoklonalen Antikdrpers wird aufderdem noch durch die
folgenden Faktoren beeinfluf3t:

Reuland et. al. beschreiben eine erhdhte Antikérperaufnahme in die Leber, ohne
eine Aufnahme in den Tumor beim Verabreichen von hohen Dosen des murinen
und chimaren Anti-GD2 Antikorpers (147). Diesem atypischen Kinetikverhalten mit
hoher  Antikérperaufnahme in die Leber kbénnte die Bildung von
Antikérperkomplexen und humanen anti- murin/ chimar Antikérpern zugeschrieben

werden (147), was wiederum zu einer Verkurzung der Halbwertszeit flhren kénnte.

Beschleunigte Elimination von Antikorpern wird in verschiedenen Studien bestatigt.
Uber eine ahnliche Verkiirzung der Halbwertszeit wurde bei einem Patienten nach
einer zweiten Infusion von ,131J- labeled chimeric B72.3“ (86) und kurzlich bei
zwei Patienten nach wiederholten Infusionen von murinem Antikorper 14G2a (129,
176) berichtet.

Die schnelle Elimination wird durch die Produktion von Antikdrpern gegen die
verabreichten Antikdrper nach dem Anfangsbehandlungszyklus erklart. Nimmt man
an, dal gemal unseren Patienten ab dem zweiten Zyklus die HACA- Generierung
beginnt, kann das eine Erklarung dafur sein, dal} die applizierten Antikdrper durch
das Abfangen des Antikorpers durch Anti- Idiotyp- Antikdrper (107) schneller

metabolisiert werden. Zweitens lasst sich die Abnahme der b- Halbwertszeit im
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Laufe der Zyklen dadurch erklaren, dass zirkulierende Antikérper vor allem ab dem
zweiten Zyklus durch gegen sie gerichtete Antikorper gebunden werden. Die a-
Halbwertszeiten andern sich im Laufe der Zyklen nicht, da Anti- Idiotyp- Antikdrper
nichts am Verteilungsraum und Verteilungsmodus andern kdnnen. Hier sind es
also vor allem die HACAs, die eine beschleunigte Clearance der Immunkomplexe

bewirken.

Entsprechend beobachteten wir, dass sechs Patienten unseres Patientenkollektivs
(Patient 2, 3, 7, 46, 47, 53), die wiederholt Infusionen von ch14.18 erhalten haben,
nicht nur mit einer erhohten Elimination von diesem Antikorper, sondern auch am
Ende der Zyklen mit einer, wenn auch nur maRigen (2,7 bis 5,5- fachen) ,human-
anti- chimeric- antibody“ Antwort (HACA), die gegen die Antigenbindungsseite des
ch14.18 gerichtet war antworteten.

Von den sieben ,HACA- positiven” Patienten unserer Arbeit (Patient 13, 25, 27, 31,
32, 35, 40) die am Ende der Zyklen 380 bis 10 000- fach hohere Rohwerte an
HACA annahmen, standen leider keine Seren zur Messung der Pharmakokinetik
zur Verfagung.

Die Pharmakokinetik des ch14.18 der obigen sechs Patienten mit maRiger HACA-
Bildung jedoch deutet auf eine beschleunigte Clearance des ch14.18 hin.
Patienten, die kaum HACAs gebildet haben, hatten auch keinen signifikante
Anderung in der Halbwertszeit, wie in einer anderen Studie auch beschrieben
(177).

Zusatzlich kénnen sich die Pharmakokinetikdaten des c¢h14.18 und die
Erkenntnisse Uber die gebildeten HACAs aus dieser Studie flr weitere padiatrisch
klinische Versuche als nitzlich erweisen. Solche Pharmakokinetikanalysen
konnten bei der Optimierung von Therapieschemen helfen, eine grof3tmaogliche
Effizienz in der Immuntherapie des Neuroblastoms zu erreichen. Ein Schema fur

die Therapie mit monoklonalen Antikdrpern ist von grundlegender Bedeutung, da
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sich die Antikorperbehandlung des Neuroblastoms mit dem monoklonalen

Antikoérper ch14.18 klinisch noch in experimentellem Status befindet.

5.2.2. Antikodrperspiegel

Nimmt man an, die Antitumorwirkung der Immuntherapie sei der
Serumkonzentration applizierter Antikorper, in unserem Fall des ch14.18 direkt
proportional, ware es erstrebenswert, hochstmogliche konstante Antikorperspiegel
zu erreichen.

Abhangig ist dieser gleichmalige Wirkstoffspiegel unter anderem von der
Dosierung, der Art und Geschwindigkeit der Applikation, der Art des Medikaments,
seiner Wasser- oder Fettloslichkeit und von seiner Metabolisierung. Das Erreichen
eines moglichst gleichmalligen Serumspiegels im therapeutischen Bereich wird
angestrebt (55).

Um die infusionsabhangigen Schwankungen der Spiegel, die sehr grof} sind,
geringer zu halten und dadurch einen mdglichst gleichmaRigen Wirkstoffspiegel zu
erreichen, musste die Infusionsdauer verlangert oder sogar auf 24- stindige
Infusionen ausgedehnt werden, was jedoch schwer realisierbar und trotzdem zu
keinem gleichbleibender Serumspiegel fuhren wurde. In der Neuroblastomstudie
NB97 wird der Antikérper nicht als Bolus, sondern in einer 8 stindigen Infusion

verabreicht.

Munn et al. (128) fanden einen direkt proportionalen Zusammenhang zwischen
applizierter Dosis und erreichter Serumkonzentration. Das 2. Patientenkollektiv mit
10 Behandlungstagen pro Zyklus bekam eine hohere Antikorperdosis verabreicht
als das 1. Patientenkollektiv mit 5 Behandlungstagen pro Zyklus. Demzufolge
erreichte die ,10- Tage- Behandlungsgruppe® insgesamt héhere Maximal- und

Nullwerte als die ,.5- Tage- Behandlungsgruppe®.
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In tierexperimentellen Untersuchungen mit dem monoklonalen Antikorpern 3F8,
UJ13A und 791T/36 wurde gezeigt, dass nur ein bis acht Prozent der applizierten
Antikorperdosis tatsachlich das Tumorgewebe erreichen (69, 82, 128, 140). Die

restliche Menge wird wie auch bei Menschen proteolytisch gespalten (122).

Duerst et al. postulieren eine fir CDC- Mechanismen in vitro optimale
Konzentration von funf bis zehn Mikrogramm Antikorper pro Milliliter (46). Dies
bedeutet eine funf bis zehn- fach hohere Menge Antikorper als die, welche zur
Sattigung aller Bindungsstellen nétig ist.

Antikorper flhren letztlich zur Lyse der antigenexprimierenden Zellen, nachdem sie
an zellgebundenes Antigen binden und dadurch ADCC oder CDC aktivieren. Wenn
viele Determinanten auf einer Zelle vorhanden sind, kann eine optimale Lyse der
Zellen bei Bindung einer optimalen Menge an Antikdrper erreicht werden (126).
Leider ist die klinische Wirkung der Therapie mit unserem monoklonalen Antikrper
haufig limitiert durch die Expression des Tumorantigens GD2 sowohl auf
gesundem als auch auf malignem Gewebe. Die Antikdrperbindung ist limitiert wenn
Antigen- Heterogenitat im Tumor herrscht (13) und wenn die Konzentration vom
tumorassoziierten Antigen im Tumor nicht signifikant hoéher ist als die
Konzentration des Antigens in umliegenden Gewebe. Das Tumorantigen, das als
Ziel fur die Antikorpertherapie mit ch14.18 dient, ist das Disialogangliosid GD2,
welches ausgedehnt auf Melanom- (125) und Neuroblastomzellen (127, 159)
exprimiert wird. Die Antigendichte ist mit bis zu 1,5 x 10" Bindungsstellen pro Zelle
hoch.

Wie erwahnt hangt auch beim Neuroblastom die Bindung des Antikorpers mit
nachfolgender Lyse von der Dichte des GD2 auf der Zelloberflache ab. Weil auch
Uber eine geringere GD2- Dichte auf reiferen Zellen berichtet wurde, kénnen
Neuroblastomzellen mit geringer GD2- Antigendichte der Antikorpertherapie
entkommen (186). Folglich kann bei antigennegativen Zellen auch keine Lyse der

Zellen erreicht werden (76).
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Faktoren wie Struktur und Funktion des verabreichten Antikdrpers, dessen in vivo-
Verteilung und die Beschaffenheit des Tumors konnen die Wirkung des
Antikorpers limitieren und die Antikorper- Tumor- Interaktion positiv oder negativ
beeinflussen.

Die Antikorperaufnahme in den Tumorknoten wird auch stark von anderen
Faktoren beeinflul3t. Diese waren unter anderem die Anwesenheit von

MikrogefalRen als Folge einer Angioneogenese am Tumor (101).

Ein wesentlicher Faktor ist auch die schlechte Penetration von makromolekularen
Immunglobulinen in den Tumor. Die dichte Lagerung der Karzinomzellen, das
zusatzliche fibrose Stroma, der erhohte interstitielle Druck im Tumorgewebe, der
den passiven Transfer des Antikorpers aus dem umliegenden Gewebe in den
Tumor verhindert (77, 79), die oft insuffiziente lymphatische Drainage und die
perivaskulare  Absorption der Antikérper in den ersten gefalnahen
Tumorzellschichten kdénnen Ursachen fur die schlechte Penetration sein. Eine
mogliche Losung des Problems bestinde darin, die den Tumor versorgenden
Gefalstrukturen anstelle der Tumorzellen selbst als Angriffsort einer spezifischen
Immuntherapie auszuwahlen.

Aufgrund dieser oben genannten Faktoren, wird die AntikOrpertherapie als
Immuntherapie des Neuroblastoms allein nicht in der Lage sein grofe
Tumormassen zu beseitigen. Ein rationaler Einsatz der monoklonalen Antikérper
ware dann eher diese als adjuvante Immuntherapie im Anschluf3 an die
konventionelle Therapie zu sehen. Dieser Ansatz wird auch hier in der
Neuroblastomstudie NB97 angewandt. Um die hohe Rezidivierungsrate des
Neuroblastoms zu verringern, versetzt man das Immunsystem des Patienten in
die Lage, Resttumor Uber die vermittelnde Wirkung der monoklonalen Antikorper

zu beseitigen.
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5.2.3. Immunantwort

Wie bereits erwahnt, standen uns aus der noch fortlaufenden Neuroblastomstudie
NB97 Seren von 55 Patienten zur HACA- Bestimmung zur Verfugung.
Berucksichtigt wurden nur Patienten, die zum Zeitpunkt der Arbeit 4 oder 7 Zyklen
absolviert hatten. 12,7%, also 7 von den mit dem monoklonalen Antikérper ch14.18
behandelten 55 Patienten wiesen hohe HACA- Werte auf.

Mehrere Untersucher verabreichten ch14.18 allein. Zum Beispiel beobachteten
Saleh et al. unter 13 erwachsenen Patienten mit metastasierendem Melanom 8
HACA- Entwicklungen (153). Yu et al. stellten hingegen bei 7 von 10
Neuroblastompatienten eine HACA- Generierung fest (189).

Die HACA- Werte der 7 Patienten steigen wahrend der Immuntherapie im Laufe
der Zyklen kontinuierlich an und nehmen relativ um mindestens das 90 fache des
Ausgangswertes am 1. Tag des 1.Zyklus zu. Diese Grenze von 90 fachem des
Ausgangswertes wurde anhand der erhobenen Daten festgelegt. Die HACA- Werte
konnen nicht richtig miteinander verglichen werden, da die HACA- positiven
Patienten nicht die gleiche Anzahl an Zyklen verabreicht bekommen haben. Bei 4
der obigen 7 Patienten sieht man schon ab dem 2.Zyklus, bei einem ab dem
3.Zyklus und bei zwei Patienten ab dem 4.Zyklus eine HACA- Positivierung.

Wie in der Studie von Ozkaynak et al. (132) ist auch in dieser Arbeit bis zum Ende
des zweiten Zyklus keine HACA- Antwort festgestellt worden. Ab dem zweiten
Zyklus besitzt jedoch die Anzahl der Behandlungszyklen einen kumulativen Effekt
auf die HACA- Generierung. Im Gegensatz dazu zeigt die unterschiedliche Dauer
eines Therapiezyklus keinen signifikanten Einflu auf die Bildung von HACAs. Die
Dauer eines Therapiezyklus lag entweder bei 5 oder 10 Tagen. Die restlichen
Patienten, 48 an der Zahl, sind im Gegensatz zu den HACA- positiven als HACA-
negativ betrachtet worden.
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Die Entwicklung eigener Antikdrper, bei Therapien mit fremdem Eiweil3 zur
Immunisierung der Patienten stellt ein groRes Problem dar. Diese Immunisierung
kann sowohl zu schweren Nebenwirkungen, wie bereits erwahnt, als auch zu einer
Neutralisierung des applizierten Medikaments und zu dessen Wirkungsverlust
fuhren (158). Will man also ausschliel3lich die direkte Wirkung des verabreichten

Antikorpers, sollte die Zyklenzahl moglichst gering gehalten werden.

Schon wahrend oder kurz nach der Therapie mit murinen monoklonalen
Antikdrpern gegen Tumoroberflachenantigene entwickelten sich endogene
HAMA's (,human- anti- mouse- antibodys*). Daruber berichteten mehrere Autoren,
wie Cheung et al. (33). Sie beobachteten bei 17 Neuroblastom- und
Melanompatienten ab Applikationsdosen von 20 mg/m2 des murinen monoklonalen
Anti- GD2- Antikérpers 3F8 eine von weiteren Dosissteigerungen unabhangige
HAMA- Bildung. Patienten, die signifikante HAMA- Serum- Konzentrationen
aufwiesen, zeigten minimale Nebenwirkungen, doch keine Antitumorwirkung. Auch
Vadhan et al. hatten bei der Behandlung von 21 Patienten mit malignem Melanom
durch den Anti- GD3- Antikdrper R24 gezeigt, da} Patienten mit melbarer
Tumorregression erst verspatet mit der Produktion endogener Anti- Maus-
Immunglobuline reagiert haben (178 ). Andere Studien hingegen zeigten keine
Korrelation zwischen Anti- Maus- Antikorperentwicklung und einem Ansprechen
auf die Immuntherapie (54, 149). Eine ahnliche Beobachtung beschrieben
Handgretinger et al. bei einer Therapiedauer von mehr als sechs Tagen mit
Dosierungen von (iber 20mg/m%Tag murinen monoklonalen Antikérper 14G2a
(63). Aufgrund dieser Beobachtung erschien eine Verlangerung der Therapiedauer
weniger sinnvoll, um hohere Spiegel zu erreichen. Somit wurde der

Infusionszeitraum auf finf Tage beschrankt.

Miller et al. berichteten auch Uber die Entwicklung von humanen Anti- Maus-

Immunoglobulinen bei vier von sieben T- Zell- Lymphompatienten, die mit dem
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anti- Leu 1 MAK behandelt wurden (119). Bei drei dieser vier Patienten

verhinderten die HAMAs ein Ansprechen auf die Immuntherapie.

Endogene Immunglobuline sind hauptsachlich gegen das Fc- Fragment fremder
Immunglobuline gerichtet und in geringem Malie auch allein gegen das F(ab’),-
Fragment (37). Bei dem von uns therapeutisch verwendeten chimaren
monoklonalen Antikdrper ch14.18 ist dieses F(ab’),- Fragment gentechnologisch
durch ein menschliches Fragment ersetzt worden, wodurch das Immunglobulin an
Immunogenitat verliert. Trotzdem sind Anti- Idiotyp- Antikdrper (bei uns HACAs=
,human- anti- chimeric- antibodys“) nachgewiesen worden, die zwar in geringer
Konzentration gebildet wurden, aber dennoch zu Immunkomplexen fuhrten (106).
Handgretinger et al. beobachteten in einer Phase | Studie, dal’ keine ihrer neun mit
ch14.18 behandelten Patienten mit einer HAMA- Antwort reagierten. Mit ihrem
benutzten ELISA konnten sie aber eine HACA- Entwicklung nicht ausschliel3en
(62). Der chimare Antikorper ch14.18 ist im Wesentlichen weniger immunogen als
der murine Antikorper 14G2a (85, 154, 188). Alle mit dem 14G2a behandelten
Patienten entwickelten eine prompte Immunantwort mit Antikérperlevel, die 100-
1000 fach hoher sind, als die Immunantwort der Patienten, denen ch14.18
verabreicht worden ist (85, 154). Studien suggerieren, dass die Immunantwort auf
ch14.18 ausschliel3lich auf die murine variable Region (anti- idiotype) gerichtet ist.
Diese ,anti- Idiotyp“- Antwort scheint aber keine Auswirkung auf das klinische
Resultat zu haben, weil die Uberlebensrate von mit oder ohne Antikorper
behandelten Patienten ahnlich waren (154).

Uber die Entwicklung endogener humaner Anti- Chimar- Antikdrper (HACAS)
schon wahrend oder kurz nach der Therapie gegen therapeutisch applizierte
chimare Immunglobuline die gegen Tumoroberflachenantigene gerichtet sind,
wurde bereits berichtet. Auch die Folge der mdglichen Neutralisierung der
verabreichten Antikérper oder die Madoglichkeit allergischer oder anderer
immunologischer Reaktionen sind als mdgliche Komplikationen der Immuntherapie
ebenfalls bekannt (4, 44, 87, 119).
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5.2.4. Netzwerk — Hypothese

Wenngleich die Generierung von Antikbrpern gegen den therapeutischen
Antikérper primar einen negativen Einflul auf die Wirkung haben sollten, wird
gleichzeitig jedoch von einigen Forschergruppen die Immunreaktion gegen den
therapeutischen Antikorper als erster Schritt in der Ausbildung eines Idiotyp-
Netzwerkes betrachtet (90). Folgt man der Idiotyp- Netzwerk Hypothese von
Lindenmann und Jerne (80, 103), kann die Ausbildung von anti- Idiotyp-
Antikérpern weiter zu Bildung von anti- anti- Idiotyp Antikdrpern fuhren. Im Idealfall
erkennen diese anti- anti- Idiotyp Antikbrper das Antigen, das von dem
therapeutisch applizierten Antikorper erkannt wird (80), was gleichbedeutend mit
der Vakzinierung gegen dieses Epitop ist.

Setzt man auf das Idiotyp- Netzwerk, sollte man den Patienten mehr Zyklen
verabreichen, um mehr endogen gebildete HACAs zu generieren. Denn gemal
unseren Ergebnissen steigt mit der Steigerung der Zyklenzahl auch der Anteil der

,HACA- positiven“ am Gesamtpatientenkollektiv.

Auch die Induktion von anti- Idiotyp reaktiven T- Zellen wird in Erwagung gezogen
(53). Cheung et al. postulieren, dal} die erfolgreiche Induzierung von einem ldiotyp
Netzwerk in Neuroblastompatienten mit dem Antikdrper 3F8 verantwortlich fir die
Langzeit Tumorkontrolle ist (32). Deshalb waren weitere Untersuchungen Uber
diese sogenannten anti- anti- Idiotyp Antikérper in nachbehandelten Seren
notwendig, bevor in dieser Hinsicht eine noch definitivere Schlussfolgerung
gemacht werden kann.

Angesichts der kleinen Anzahl von Patienten in dieser Studie, sollte man vorsichtig
sein, zu viele generalisierte  Schlulfolgerungen zu ziehen. Die
Gesamthalbwertszeiten von ch14.18 mit einem Median von 37h sind im Vergleich
zu denen des murinen ldiotyps 14G2a betrachtlich langer (176). Die langere

Halbwertszeit und verminderte Immunogenitat von ch14.18 im Gegensatz zum
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murinen Idiotyp 14G2a deutet darauf hin, dass dieser humanisierte monoklonale

Antikorper potentiell natzlicher fur die Behandlung des Neuroblastoms ist (85, 188).

5.3.Schwierigkeiten der Krebstherapie und weitere Perspektiven

Die Krebsbehandlung ist durch eine Vielzahl von Faktoren begrenzt. Diese
beinhalten unter anderem den niedrigen therapeutischen Index der meisten
chemotherapeutischen Pharmaka, die Entstehung von Resistenzen in der
Bevolkerung im Bezug auf medikamentose Therapie und Strahlentherapie, die
Tumorheterogenitat und zu guter letzt die Prasenz von Metastasen. Selektive oder
zielgerichtete Verteilung der chemischen Substanzen an die Tumorstellen ist ein
Versuch den therapeutischen Index derer zu verbessern. Die tumorgerichtete
Therapie hat das Potential die Effizienz zu verbessern und die Toxizitat zu
minimieren, indem sie die intratumorale Konzentration der markierten Pharmaka
erhdht und zugleich die systemische Exposition verringert. Monoklonale
Antikoérper, Fragmente monoklonaler Antikérper, Hormone und Wachstumsfaktoren
sind verwendet worden, um die Medikamente, Toxine, Radionuklide, Enzyme,
Photosensitizer und Zytokine an die Tumoren zu verteilen (171).

Monoklonale Antikorper, die gegen tumorassoziierte Antigene gerichtet sind, sind
chemisch mit Zytokinen konjugiert worden, die verschiedene
Wirkungsmechanismen und verschiedene Starkelevel besitzen. Diese
Verbindungen konnen die Wirkung des therapeutischen Antikorpers verstarken
und die systemische Toxizitat verringern. Deshalb richten neueste Forschungen ihr
Augenmerk auf sogenannte Antitumorantikdrper/ Zytokin- Fusionsproteine, wobei
ein  Zytokin mit einem monoklonalen Antikorper gekoppelt wird. Das
Antidisialogangliosid GD2 Antikorper- IL2- Fusionsprotein ch14.18- IL2 ist in
Hinsicht auf seine Wirkung gegen das metastasierende Neuroblastom Gegenstand
vieler Untersuchungen. Sabzevari et al. zeigte 1994, dal} die Kombination des
Zytokins IL2 mit dem chimaren anti- GD2- Antikérper ch14.18 bei der
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Unterdriackung von Disseminierung und Wachstum des Neuroblastoms im
Tierversuch wirksamer ist als die Gabe von rekombinantem IL2 allein (150). Die
Untersuchungen der folgenden Jahre zeigte grolle Erfolge mit ch14.18 im
Tierversuch (10, 108, 109, 137). Als die verantwortlichen Zellen bei dieser durch
ch14.18- IL2 vermittelten Immunantwort werden NK- Zellen betrachtet (108).

Durch die Verbindung des Zytokins GM- CSF mit ch14.18 erhofft man sich
ebenfalls einen zellvermittelten Angriff direkt am Tumor durch die stimulierende

Wirkung des Zytokins.
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6. Zusammenfassung

Das Neuroblastom ist einer der malignesten Tumoren des frihen Kindesalters. Die
Ergebnisse der bisherigen konventionellen Therapie des metastasierenden
Neuroblastoms waren unbefriedigend. Trotz der intensiven Chemotherapie mit
anschliellender allogener und/ oder autologer Knochenmarktransplantation, die
Kinder im Stadium IV erfahren, konnte in der Therapie des metastasierenden
Neuroblastom kein entscheidender Durchbruch erreicht werden. Die meisten
Patienten entwickelten trotz der Therapiemassnahmen Rezidive.

Mit der Charakterisierung tumorspezifischer Oberflachenantigene und der
Moglichkeit dagegen monoklonale Antikorper herzustellen, die zusammen mit dem
korpereigenen Immunsystem in der Lage sind, Tumorzellen in vitro zu lysieren,
wurden der Onkologie zur Behandlung maligner Erkrankungen neue und
erfolgreiche Wege eroffnet.

Da das Oberflachenantigen GD2 in groem Ausmald auf den Neuroblastomzellen
vorhanden ist, wurden verschiedene Antikorper entwickelt, die das Gangliosid
spezifisch binden koénnen. Erste Studien, die mit dem Antikérper 14G2a
durchgefuhrt wurden, erwiesen sich als erfolgsversprechende Konzepte. Dieser
murine Antikorper zeigte sich aber in hochstem Malle immnunogen, indem der
Patient humane anti- Maus- Antikorper (HAMAs) dagegen generierte. Um diese
Problematik zu umgehen, wurden Mensch/ Maus chimare Antikorper konstruiert.
Mit dem chimaren monoklonalen Anti- GD2- Antikérper ch14.18 steht ein in vitro
sehr effektiver Antikorper fur die Therapie des Neuroblastoms zur Verfugung.
Wegen seiner geringeren Immunogenitat, die in klinischen Studien erwiesen
wurden, hat der chimaren monoklonalen Anti- GD2- Antikdrper ch14.18 den
murinen Antikérper 14G2a in der klinischen Anwendung vollstandig abgeldst.

Um der Frage nachzukommen, in welchem Male dieser Antikorper aufgrund
seines geringen Mausanteils immunogen ist, sind daraufhin insgesamt Seren von

55 Patienten aus der Neuroblastomstudie NB97 untersucht worden. In friiheren
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Studien wurden im Vergleich zu wunseren 55 Patienten nur kleine
Patientenkollektive untersucht. Dabei untersuchten Handgretinger et. al (62) neun
Neuroblastompatienten auf eine HACA- Positivierung, Yu et. al (189) zehn und
Uttenreuther- Fischer et al. (177) funf Patienten.

Die Antikorperapplikationen wurden taglich, tber 5 oder 10 Tage durchgeflihrt. Das
Gesamtpatientenkollektiv. wurde gemal den Behandlungstagen in zwei
Patientenkollektive geteilt. Die verabreichte Tagesdosis lag bei 20 mg/m?/Tag.
Zunachst wurden die durch die Antikorperinfusion erreichten Serumspiegel mit
einer ELISA Methode bestimmt, bei der das Antigen direkt auf Testplatten
gebunden wurde. Die Konzentrationsspitzen des chimaren Antikorpers stiegen in
beiden Patientenkollektiven auf maximale Werte von 9,6 pg/ml und 19,9 pg/ml. Die
Serumkonzentrationen der ,5- Tage- Behandlungsgruppe® nahmen im Laufe der
Behandlungszyklen im Vergleich zur ,10- Tage- Behandlungsgruppe® 6,5 fach
hohere Werte an.

Die pharmakokinetischen Analysen ergaben eine Serumelimination, die mit den
pharmakologischen Vorstellungen eines Zwei- Kompartimentenmodells am besten
zu beschreiben waren. Dabei ergab die Bestimmung der schnellen
Verteilungsphase eine a- Halbwertszeit von 24,6 Minuten und fir die langsame,
eigentliche Eliminationsphase eine b- Halbwertszeit von 36,5 Stunden. Die
Erhohung der Zyklenzahl beschleunigte die langsame Eliminationsphase bis auf 23
Stunden nach dem dritten Zyklus.

Sieben der behandelten Patienten entwickelten zwischen dem zweiten und vierten
Zyklus deutlich messbare humane Anti- Chimar- Antikorper (HACAs). Es zeigte
sich eine Proportionalitat zwischen der Anzahl der Zyklen und der HACA-
Positivierung. Dies sieht man an dem kumulativen Effekt der
Behandlungszyklenanzahl auf die HACA- Generierung. Wohingegen die Héhe und
die Dauer bis zum Auftreten der Immunantwort von der Dosis und der Zyklusdauer
unabhangig war.

Diese Ergebnisse und jene aus friheren Studien und aus der Literatur deuten

darauf hin, dass der monoklonale Antikérper ch14.18 weniger immunogen ist als
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sein Idiotyp 14G2a und somit die adjuvante Verabreichung des ch14.18 eine
bessere Uberlebenschance fiir die Patienten darstellt. Diese Befunde schlielen
jedoch weitere notwendige Untersuchungen nicht aus.
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ADDC
AK
APUD
BSA
CDC
CDR
CT
ELISA
GD2
GM- CSF
HACA
HAMA
HER2
HVA
HWZ
g

IL2
KMT
LDH
MIBG
NB 97
NK- Zellen
N(M)R
N- myc
NSE
OPD
PBS
RIA
VMA

8. Abkurzungsverzeichnis

Antikorperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat
Antikorper

Amine Precursor Uptake and Decarboxylation
Bovines Serumalbumin

Komplementabhangige Zytotoxizitat
Complementarity determining regions
Computertomographie

Enzyme linked immunosorbent assay
Oberflachenantigen ,Gangliosid 2“
Granulozyten- Makrophagen- Kolonie stimulierender Faktor
Humanes Anti- Chimar- Antikorper

Humanes Anti- Maus- Antikdrper

Human epidermal growth factor receptor 2
Homovanillinsaure

Halbwertszeit

Immunglobulin

Interleukin 2

Knochenmarkstransplantation
Lactatdehydrogenase

Meta- Jodo- Benzyl- Guanidin
Neuroblastomstudie 1997 der GPO

Naturliche Killerzellen

nuclear (magnetic) resonance = Kernspinresonanz
Onkogen

Neuronenspezifische Enolase

o- Phenyldiamine

Phosphatpuffer

Radioimmunassay

Vanillinmandelsaure
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HACA- Werte des 1. Patientenkollektivs

9. Tabellenverzeichnis

Tagder |[am 1.Tagvor |Am 1.Tag vor |am 1.Tag vor Am 1.Tag vor Am 1.Tag vordem |Am 1.Tag vor dem |am 1.Tag vor
Abnahme |dem 1.Zyklus |dem 2.Zyklus |dem 3.Zyklus dem 4.Zyklus 5.Zyklus 6.Zyklus dem 7.Zyklus
Patient | absolut |relativ|absolut|relativ| absolut | relativ | absolut |relativ| absolut | relativ | absolut [elativ |absolut| relativ
Nr. in ng/ml
1 132 1 100 0,8 116 0,9
2 1520 1 1744 | 11 4280 2,8
3 800 1 3600 | 4,5 4400 55
4 1320 1 1880 | 1,4 2770 21
5 1520 1 1680 | 1,1 2430 1,6
6 3760 1 6000 | 1,6 9020 2,4
7 3680 1 9920 | 2,7 9920 2,7
8 4000 1 2800 | 0,7
9 2400 1 3800 | 1,6
10 4000 1 16480 | 4,1 | 21120 53 27200 0,8
11 4400 1 5200 | 1,2 5200 1,2 9240 1 9680 1,1
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9. Tabellenverzeichnis

12 1600 1480 | 0,9 1600 1 3200 2 3200 2

13 1600 4320 | 2,7 7440 4,7 403200 | 250 | 1110000 | 690

14 3680 4780 | 1,3 5150 0,4 5150 0,4 8460 0,3

15 2048 1840 | 0,9 1040 0,5 1744 0,9 3070 0,5

16 176 1012 | 5,8 907 5,2 1020 5,8 1100 3,2

17 880 1400 | 1,6 1670 1,9 1600 1,8 2000 2,3 3430 1,9
18 2035 7320 | 3,6 9160 4,5 12000 59 16800 8,3 17700 1,7
19 5480 1644 | 0,3 548 0,1 3680 0,7 1680 0,3 2960 0,5
20 1040 432 0,4 464 0,4 720 0,7 480 0,5 448 0,4
21 378 719 1,9 1040 2,8 980 12,6 960 2,5 848 2,2
22 2035 2650 | 1,3 1830 0,9 2157 1,1 9398 4,6 61416 30,2
23 381 656 1,7 570 0,5 610 0,6 880 1,3 880 1,3
24 2035 2035 1 2240 1,1 2650 0,3 2850 0,4 2440 0,2
25 316 201 0,6 249 0,8 28440 90 83200 260 124800 390
26 2035 2240 | 11 2650 1,3 2240 1,1 2440 1,2 2850 1,4
27 42 4000 | 100 | 20160 | 480 | 281400 | 6700 | 441000 | 10500 | 386400 | 3200 |420000| 1000
28 68 564 8,3 3640 54

114




9. Tabellenverzeichnis

29 84 113 | 1,3 | 1054 | 126 | 1970 | 235
30 118 111 | 0,9 | 135 | 1.1 141 1.2

31 70 18115 | 260 | 66040 | 940 | 26800 | 380

32 49 12200 | 250 | 115000 | 2300 | 101000 | 2100 | 103880 | 2120

33 36 125 | 35 | 133 | 3,7 145 4 204 5,7

34 26 38 | 15 | 32 1.2 57 2,2 70 2,7 102 3,9

35 12 4200 | 350 | 75500 | 6290 | 82800 | 6900 | 94000 | 7800 | 81000 | 6750
36 56 86 | 15 | 78 14 61 1,1 95 1,7 5040 | 9136
37 27 13 | 05 | 35 13 82 3 86 3.2 93 34

38 49 31 | 06 | 71 14 83 1,7 123 2,5 182 3,7

39 39 35 | 09 | 27 0,7 31 0,8 86 0,2 257 6,6

40 49 1754 | 36 | 17150 | 350 | 58800 | 1200 | 107000 | 2200 | 126000 | 2600
41 34 40 | 12 | 35 1 48 0,4 194 5,7 222 6,5

42 15 36 | 24 | 36 2,4 20 0,3 38 11 153 10,2

Tab.1: HACA- Werte des 1. Patientenkollektivs, die wie oben erwahnt mit 5 Tagen pro Zyklus behandelt wurden,

absolut in ng/ ml und relativ als x- facher Nullwert.
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9. Tabellenverzeichnis

HACA- Werte des 2. Patientenkollektivs

Tag der am 1.Tag vor dem am 1.Tag vor dem am 1.Tag vor dem
Abnahme 1.Zyklus 2.Zyklus 3.Zyklus
Patient Nr.| absolut relativ absolut relativ absolut relativ

43 2360 1 11330 4,8

44 1400 1 3240 2,3

45 4000 1 15200 3,8

46 2080 1 5200 2,5 7280 3,5
47 640 1 920 1,4 2640 4.4
48 1320 1 1720 1,3 1980 1,5
49 720 1 2300 3,2

50 1080 1 4540 4,2

51 1120 1 4260 3,8

52 1400 1 1200 0,9 1600 1,1
53 5040 1 20800 4,1 22800 4,5
54 3920 1 14900 3,8 15700 4
55 3760 1 4000 1,1

Tab.2: HACA- Werte des 2. Patientenkollektivs, also der 10 Tage pro Zyklus

behandelten Patienten absolut in ng/ml und relativ als x- facher Nullwert.
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9. Tabellenverzeichnis

.5- Tage- Behandlungsqgruppe"

1.Zyklus
Abnahme — TAG 1
Zeitpunkt -6 0 0,5 1 16
Patient Nr | absolut | relativ|abs. |rel. |abs. rel. |abs. |[rel. abs. |rel. |abs. rel. |abs. [rel.
1 320 1 13700 | 42,8 | 6400 | 20,0 | 8000 | 25,0 |8200| 25,6 | 6000 | 18,8 (2900 | 9,1
2 250 1 9700 | 38,8 | 13500 | 54,0 | 8700 | 34,8 |6300| 25,2 | 2000 | 8,0 |2700| 10,8
3 50 1
4 108 1 6000 | 55,6 | 4630 | 42,9 | 3680 | 34,1 |2690| 24,9 | 2310 | 21,4 | 1850 | 17,1
5 240 1 7640 | 31,8 | 3720 | 15,5 | 1990 | 8,3 |[1100| 4,6 | 2200 | 9,2
6 164 1 9850 | 60,1 | 6380 | 38,9 | 1240 | 7,6 |2260| 13,8 | 3280 | 20,0 | 590 | 3,6
7 102 1 7960 | 78,0 | 7940 | 77,8 | 13600 | 133,3 | 6500 | 63,7
8
9 600 1 7350 | 12,3 | 6760 | 11,3 | 6980 | 11,6 |[7620| 12,7 | 6310 | 10,5 | 3050 | 5,1
Durchsch. 229
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9. Tabellenverzeichnis

Abnahme- TAG 5

Zeitpunkt -6 0 0,5 1 2 6 16

Patient Nr |absolut |relativ |abs. rel. |abs. rel. |abs. rel. abs. rel. |abs. rel. |abs. rel.
1 8900 1 16700 | 1,9 | 15700 | 1,8 [ 13700 | 1,5 | 14100 |1,6 | 13850 | 1,6 | 10000 | 1,1
2 7800 1 19000 | 2,4 | 18000 | 2,3 17800 | 2,3 | 17000 | 2,2 | 6000 |0,8
3 14730 1 22110 | 1,5 16420 | 1,1 | 16620 | 1,1 | 12560 |0,9| 7390 | 0,5 | 4520 | 0,3
4 2920 1 8150 |2,8| 6060 | 2,1 | 4790 1,6 | 2750 |0,9| 2610 | 0,9 | 2230 | 0,8
5 7900 1 28520 | 3,6 | 17840 | 2,3 | 15330 | 1,9 | 8050 | 1 | 11740 | 1,5 | 6200 |0,8
6
7 14680 1 15330 | 1 | 18270 | 1,2 [ 16320 | 1,1 |12950|0,9|12730| 0,9 | 11740 |0,8
8
9

Durchsch. | 9488
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9. Tabellenverzeichnis

2.Zyklus
Abnahme- TAG 1
Zeitpunkt -6 0 0,5 1 2 6 16
Patient Nr |absolut|relativ | abs. rel. |abs. rel. abs. rel. |abs. rel. |abs. |rel. |abs. rel.
1
2 400 1 14000 | 35,5 | 20200 | 50,5 | 13400 | 33,5 | 10900 | 27,3 | 5700 | 14,3 | 3800 | 9,5
3 120 1 5030 | 41,9 | 2150 | 17,9 | 3110 | 25,9 | 1960 | 16,3 |1800| 15,0 | 1730 | 14,4
4 320 1 5690 | 17,8 | 6130 | 19,2 6730 | 21,0 [ 5830 | 18,2
5
6 204 1 4700 | 23,0 | 1450 7,1 4130 | 20,2 | 1510 | 7,4 [3230| 15,8 | 2130 | 10,4
7 204 1 10820 | 53,0 | 11040 | 54,1 | 4250 | 20,8 | 8510 | 41,7 | 8050 | 39,5 | 2960 | 14,5
8 50 1 760 | 15,2 | 7170 | 143,4 | 1610 | 32,2 | 1580 | 31,6 | 930 | 18,6 | 1100 | 22,0
9 204 1 8920 | 43,7 | 8870 | 43,5 | 7910 | 38,8 | 8260 | 40,5 (8680 | 42,5 | 5440 | 26,7

Durchsch. 215
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9. Tabellenverzeichnis

Abnahme- TAG 5
Zeitpunkt -6 0 0,5 1 2 6 16
Patient Nr | absolut |relativ |abs. rel. |abs. rel. abs. rel. |abs. rel. |abs. rel. |abs. rel.
1
2 3200 1 22570 | 7,1 | 10900 | 3,4 |10900| 3,4 | 8100 | 2,5 | 7700 |2,4| 6000 | 1,9
3 5130 1 7160 | 1,4 | 9100 1,8 | 8890 | 1,7 | 7960 | 1,5 | 5490 |[1,1| 4800 | 0,9
4 6370 1 19100 | 3,0 [ 13830 | 2,2 | 9550 | 1,5 | 13490 | 2,1 | 12250 |1,9| 7360 | 1,2
5 6240 1 21500 | 3,4 19680 | 3,2 | 19320 | 3,1 | 14760 |2,4| 12170 | 2,0
6
7 3530 1 15570 | 4,4 | 6440 1,8 | 13770 | 3,9 | 15000 | 4,2 | 11520 | 3,3 | 8620 | 2,4
8
9 9240 1 8840 1 16360 | 1,8 | 8330 | 0,9 | 7420 |0,8| 7640 | 0,8
Durchsch. | 5618
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9. Tabellenverzeichnis

3.Zyklus
Abnahme- TAG 1
Zeitpunkt -6 0,5 1 16
Patient Nr |absolut |relativ |abs. rel. abs. rel. abs. rel. abs. rel. |abs. rel. |abs. rel.
1 80 1 20200 |252,8 |15200 |190 10000 |125 7400 (92,5 |8800 [110 (5900 73,8
2 204 1 8160 [40,0 [8220 |40,3 |10000 [49,0 |11000 (53,9 {14100 |69,1
3 67 1 6360 |94,9 |4370 |652 |5490 (81,9 4880 |72,8 |3540 |[5208
4 30 1 9600 [18,1 |9170 (17,3 |8730 (16,5 |5820 (11,0 |[6100 |11,5 |4830 (9,1
5 77 1 12780 | 165 16130 |20,9 |12020 |156,1 |7000 (90,9 |5740 |74,5 (2120 |27,5
6
7
8
9
Durchsch. |92
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9. Tabellenverzeichnis

Abnahme- TAG 5

Zeitpunkt -6 0,5 1 2 6 16

Patient Nr |absolut |relativ |abs. rel. abs. rel. abs. rel. abs. rel. |abs. rel. |abs. rel.
1
2 6740 1 8450 1,3 20200 | 3,0 7700 | 1,1 | 6600 | 1,0 | 6000 | 0,9
3 6550 1 7180 1,1 7840 1,2 8180 1,2 3880 | 0,6 | 3830 | 0,6 | 3230 | 0,5
4 7180 1 15900 | 2,2 9000 1,3 8820 1,2 7900 | 1,1 | 6320 | 0,9 | 6130 | 0,9
5 9200 1 23640 | 2,6 24670 | 2,7 |26500| 2,9 | 13030 | 1,4 | 15800 | 1,7
6
7
8
9

Durchsch. | 7418

Tab. 7: ch14.18 Titer bei Patienten mit 5 Tagen pro Behandlungsblock absolut in ng/ml und relativ als x- facher

Nullwert getrennt nach Zyklen und Behandlungstag.
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. 10- Tage- Behandlungsqgruppe"

9. Tabellenverzeichnis

1.Zyklus
Abnahme- TAG 1
Zeitpunkt -6 0 0,5 1 2 6 16
Patient Nr | absolut |relativ |abs. rel. abs. rel. abs. rel. abs. rel. |abs. rel. |abs. rel.
10 200 1 18120 | 90,6 | 18940 | 94,7 | 16560 | 82,8 | 15530 | 77,7
11 400 1 18900 | 47,3 | 18770 | 46,9 | 16970 | 42,4 | 16630 | 41,6 | 15460 | 38,7 | 16550 | 41,4
12 4000 1 2753 0,7 2390 0,6 1981 0,5 1972 | 0,5 | 1963 | 0,5 | 1585 | 0,4
13 1130 1 54600 | 48,3 | 74300 | 65,8 | 63200 | 55,9 |60500 | 53,5 | 34000 | 30,1
14 4340 1 13740 | 3,2 21030 4,8 | 20820 4,8 19000 | 4,4 | 19870 | 4,6 | 17100 | 3,9
15 160 1 1430 8,9 2530 15,8 | 2290 14,3 2150 | 13,4 | 1580 | 9,9 | 1350 | 84
16
17 1016 1 11180 | 11 12240 12 8130 8,1 5780 | 5,8 | 5010 5 4320 | 4,3
18 120 1 3820 | 31,8 5260 43,8 | 5100 42,5 4900 | 40,8 | 1410 | 11,8
19
20 770 1 31000 | 4,3 32980 | 42,8 | 23930 | 31,1 |21540 | 28,0 | 16180 | 21,0 | 17730 | 23,0
21 1330 1 9310 7,0 8820 6,6 7510 5,6 5890 | 4,4 | 4710 | 3,5 | 3350 | 2,5
22 930 1 15400 | 16,6 | 19830 | 21,3 | 17320 | 18,6 | 15130 16,3 | 11530 | 12,4 | 8280 | 8,9
Durchsch. | 1309
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9. Tabellenverzeichnis

Abnahme- TAG 10

Zeitpunkt -6 0 0,5 1 2 6 16

Patient Nr | absolut |relativ |abs. rel. abs. rel. abs. rel. abs. rel. |abs. rel. |abs. rel.
10 18070 1 23130 1,3 25100 1,4 | 19870 1,1 19540 | 1,1 | 21340 | 1,2 | 20570 | 1,1
11 26160 1 43300 1,7 42860 1,6 | 46490 1,8 46330 | 1,8 | 55630 | 2,1 | 39450 | 1,5
12 13230 1 25730 1,9 13900 1,1 | 15070 1,1 16470 | 1,2 | 17220 | 1,3 | 12450 | 0,9
13 71500 1 79500 1,1 90300 1,3 | 81900 1,1 78800 | 1,1 | 78900 | 1,1 | 75400 | 1,1
14 20870 1 20930 1,0 21580 1,0 | 20110 1,0 20290 | 1,0 | 20200 | 1,0 | 21690 | 1,0
15 1740 1 5530 3,2 2010 1,2 3410 2,0 2140 | 1,2 | 1880 | 1,1 | 1230 | 0,7
16 2770 1 4800 1,7 5500 | 2,0 | 3530 | 1,3 | 2880 | 1,0
17 9600 1 10180 1,1 17280 | 1,8 10560 | 1,1
18 24530 1 28610 1,2 33340 1,4 | 26560 1,1 26680 | 1,1 [ 21350 | 0,9 | 19530 | 0,8
19
20 13520 1 39740 2,9 30740 2,3 | 22510 1,7 14200 | 1,1 | 13210 | 1,0 [ 19240 | 1,4
21 4140 1 4010 1,0 6470 1,6 | 4900 1,2 3190 | 0,8 | 2850 | 0,7 | 3260 | 0,8
22 2700 1 10550 3,9 13690 51 | 17670 6,5 24390 | 9,0 | 12140 | 4,5 | 12370 | 4,6

Durchsch. | 17403
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9. Tabellenverzeichnis

2.Zyklus
Abnahme- | TAG 1
Zeitpunkt |-6 0 0,5 1 2 6 16
Patient Nr | absolut |relativ |abs. rel. abs. rel. abs. rel. abs. rel. |abs. rel. |abs. rel.
10
11
12 3500 1 10500 |3,0 5500 1,6 3800 |1,1 |3050 (0,9 |7100 |2,0
13 1600 1 83000 [51,9 70800 (44,3 |71000 [44,4 59700 |37,3 51100 |31,9
14 4170 1 17220 4,1 25250 |6,1 18210 [4,4 19240 4,6 |18060 |4,3 |17890 (4,3
15 780 1 1120 [1,4 1280 1,6 1580 |2,0 1040 |1,3 [820 1,1 |760 1,0
16
17
18
19 3300 1 14510 |44 21590 (6,5 15710 |4,8 [12720 [3,9 (8570 |2,6
20 5340 1 30480 |5,7 36320 (6,8 30700 |5,7 28700 |5,4 (26950 |5,0 |26000 (4,9
21 3300 1 9000 |2,7 7600 2,3 4100 |1,2 3600 |1,1
22 4840 1 25510 |5,3 33280 (6,9 33190 |6,9 22540 |4,7 |20010 4,1 13590 |2,8
Durchsch. | 3354
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9. Tabellenverzeichnis

Abnahme- | TAG 10

Zeitpunkt |-6 0 0,5 1 2 6 16
Patient Nr | absolut |relativ |abs. rel. abs. rel. abs. rel. abs. rel. |abs. rel. |abs. rel.
10

11 48680 |1 62800 |1,3 50230 (1,0 42890 |0,9 43430 |0,9 33200 |0,7 |34540 (0,7
12

13 23400 |1 35200 (1,5 27400 (1,2 27200 [1,2 28600 |1,2 (26800 [1,1 [24100 (1,0
14 4440 1 15990 |3,6 8650 1,9 6250 |1,4 6460 [1,5 (4490 (1,0 |4300 (1,0
15 5600 1 11700 |2,1 26400 (4,7 32500 |5,8 25700 |4,6 (9000 (1,6 11800 |2,1
16

17

18

19 19650 |1 22850 1,2 29550 |1,5 25420 1,3 22410 |11
20 14550 |1 17120 |1,2 34440 (24 28390 |2,0 27100 {1,9 (19380 (1,3 |20480 (1,4
21 4200 1 14100 |3,4 13700 (3,3 9200 |2,2 4200 |1,0 |3400 |0,8 |4400 (1,0
22 31670 |1 36670 1,2 30040 (0,9 33380 [1,1 33040 {1,0 30520 (1,0 |28700 |0,9
Durchsch. | 19024
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9. Tabellenverzeichnis

3.Zyklus
Abnahme- TAG 1
Zeitpunkt -6 0 0,5 1 2 6 16
Patient Nr | absolut |relativ |abs. rel. abs. rel. abs. rel. abs. rel. |abs. rel. |abs. rel.
10
11
12
13 2900 1 25100 8,7 23300 8,0 | 23200 8,0 15400 | 5,3 | 13400 | 4,6 | 16700 | 5,8
14 4440 1 9990 2,3 8800 2,0 8790 2,0 7820 | 1,8 | 8560 | 1,9 | 7010 | 1,6
15 1560 1 3190 2,0 4380 2,8 | 5890 3,8 1700 | 1,1 | 3250 | 2,1 | 2030 | 1,3
16
17
18
19 2530 1 13290 53 16500 6,5 13930 | 5,5 | 10930 | 4,3
20 5900 1 25360 4,3 18440 3,1 | 17130 2,9 18680 | 3,2 | 16240 | 2,8 | 12050 | 2,0
21 2800 1 2600 0,9 13200 4,7 | 2800 1,0 2800 | 1,0 | 2900 | 1,0 | 1700 | 0,6
22
Durchsch. | 3355
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Abnahme-

Zeitpunkt

TAG 10

-6

0,5

16

Patient Nr

absolut | relativ

abs.

rel.

abs.

rel.

abs.

rel.

abs.

rel.

abs.

rel.

abs.

rel.

10

11

12

13

14500

24400

1,7

25400

1,8

24400

1,7

17300

1,2

18800

1,3

16300

1,1

14

11310

11340

1,0

13650

1,2

12010

1,1

12110

1,1

10790

1,0

10970

1,0

15

16

17

18

19

19030

20380

1,1

27260

1,4

25380

1,3

21400

1,1

20

31530

38240

1,2

32150

1,0

30800

1,0

31820

1,0

31000

1,0

25700

0,8

21

30000

36000

1,2

29000

1,0

25000

0,8

23000

0,8

23700

0,8

18000

0,6

22

Durchsch.

21274

Tab. 8: ch14.18 Titer bei Patienten mit 10 Tagen pro Behandlungsblock absolut in ng/ml und relativ als x- facher

Nullwert getrennt nach Zyklen und Behandlungstag.

128




Danksagung

Mein besonderer Dank gilt Herrn PD Dr. med. R. Handgretinger flr die
Uberlassung des Themas und Herrn Professor Dr. med. D. Niethammer fiir die
Aufnahme in sein Institut.

Aulerdem mochte ich mich an dieser Stelle bei Herrn Dr. H. Kreyenberg fur die
hervorragende Betreuung wahrend der Arbeit und die stets vorhandene
Diskussionsbereitschaft bedanken.

Herrn PD Dr. R. Schwabe, dem ehemaligen stellvertretenden Leiter vom Institut fur
Medizinische Biometrie danke ich fur die Herausarbeitung und Analysierung der
Daten.

Dank gilt auch meinen Eltern Nuri und Kamile Dagdelen, die mir dieses Studium
ermoglicht haben. Schlie3lich bin ich Dr. med. G. Durmus fur die Durchsicht des
Manuskripts und der stetigen Hilfe bei der Erstellung der Arbeit zum Dank

verpflichtet.

129



Lebenslauf

von
Murat Dagdelen,
geboren am 25. November 1977

in Sindelfingen

Persdnliche Daten:

Eltern: Dagdelen, Nuri

Dagdelen, Kamile

Ausbildungschronik:

Schulbildung:

1984 — 1988 Johannes Widmann Grundschule in Maichingen
1988 — 1997 Gymnasium Unterrieden in Sindelfingen

Hochschulbildung:

10/97 - 10/00 Medizinstudium an der Universitat Ulm

09/99 Arztliche Vorpriifung

09/00 Erste Arztliche Priifung

10/00 - 05/04 Medizinstudium an der Eberhard- Karls- Universitat
Tubingen

04/03 Zweite Arztliche Priifung

06.05.2004 Dritte Arztliche Priifung
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