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ZUSAMMENFASSUNG

L-Asparaginase wird seit mehr als etwa 30 Jahren in der Behandlung der akuten
lymphatischen Leukamie sowie einiger Non-Hodgkin-Lymphome im Kindes- und

Erwachsenenalter eingesetzt.

Die zytotoxische Wirksamkeit des Enzyms beruht auf der Depletion der L-Asparagin-
Serumkonzentration durch Hydrolyse der Aminoséaure L-Asparagin in L-Asparagin-
sdure und Ammoniak. Durch die fehlende Méglichkeit der Tumorzellen ausreichend
L-Asparagin zu synthetisieren, kommt es zu einer Beeintrachtigung des Tumorzellstoff-
wechsels und schlieBlich zum Zelluntergang.

Aufgrund der bakteriellen Herkunft sind immunologische Reaktionen haufige Neben-
wirkungen einer Therapie mit L-Asparaginase. Die Formation von spezifischen Anti-
kérpern nach Sensibilisierung durch das Protein manifestiert sich klinisch in unter-
schiedlicher Auspragung. Bis zu 30% der Patienten erleiden eine Hypersensitivitats-
reaktion, welche von lokalen Reizerscheinungen bis hin zu einer systemischen
Anaphylaxie reicht. Daneben kann es bei einigen Patienten zu einem schnellen Abfall
der Enzymaktivitdt kommen. Infolge der fehlenden klinischen Symptomatik nennt man
diesen Vorgang auch ,stille Inaktivierung“. Dieses Phanomen (bt entscheidenden Ein-
fluss auf die Pharmakokinetik des Enzyms und schlieBlich auf den gesamten Therapie-
erfolg aus.

Eine Messmethode zur Bestimmung von Antikérpern gegen L-Asparaginase ist bis
heute aufgrund der mangelnden Sensitivitdt und Spezifitdt in der klinischen Routine
nicht eingefiihrt. Der Einsatz des Gesamtproteins als Antigen in den gegenwartigen
Assays fuhrt zu Kreuzreaktionen, welche eine Aussage Uber zu erwartende
immunologische Reaktionen erheblich einschranken. Drug-Monitoring Programme
nutzen daher zur Therapiekontrolle die Messung der Enzymaktivitat.

Zur Verbesserung der Vorhersagegenauigkeit einer klinisch relevanten immunolo-
gischen Reaktion wurden Forschungsarbeiten mit dem Ziel der Entwicklung einer
epitopspezifischen Messmethode von Antikérpern gegen L-Asparaginase gestartet. Fir
dieses Projekt wurden in der vorliegenden Arbeit anstatt des Gesamtproteins sechs
synthetisch hergestellte Fragmente der L-Asparaginase als Antigene in einem ELISA
eingesetzt. Es erfolgte ein Screening auf Antikérper-Bindung unter Verwendung der
Seren von 42 padiatrischen Patienten mit und ohne einer ,stillen Inaktivierung” aus der
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NOPHO-ALL 2000 Studie, einer multizentrischen ALL-Therapiestudie fir Kinder und
Jugendliche in den skandinavischen Landern.

Es konnte ein Zusammenhang zwischen der Bindung von Antikérpern an zwei der
sechs Peptide und einer ,stillen Inaktivierung“ beobachtet werden. Im untersuchten
Kollektiv lag fur Patienten mit einer raschen Inaktivierung der Enzymaktivitat (n=19) am
Ende der Reinduktion eine signifikant haufigere Bindung von Antikérpern an das
Fragment mit den Aminosauresequenzen (AS) 1-136 als in der Kontrollgruppe (n=14)
vor. Eine haufige, nicht signifikante Bindung konnte an das Fragment mit den AS 214-
326 nachgewiesen werden. Ein signifikant héherer Anstieg der Antikbrpertiter von der
Induktion zur Reinduktion zeigte sich in der Gruppe der ,stillen Inaktivierer* versus der
stherapeutischen Aktivitat® fir das Fragment mit den AS 1-136 sowie flr das
L-Asparaginase-Gesamtprotein.

Die Sequenzen 1-136 und 214-326 entsprechen dem N- bzw. C-terminalen Anteil des
L-Asparaginase-Molekuls und liegen im Bereich des aktiven Zentrums des Enzyms.
Eine Bindung von Antikérpern an hier lokalisierten Epitopen fuhrt méglicherweise zu
einer Beeinflussung der enzymatischen Aktivitat und liefert vermutlich eine Erklarung
fir den Vorgang der ,stillen Inaktivierung®.

Patienten mit Enzymaktivitdt im therapeutischen Bereich (n=23) wiesen nur eine
geringe Antikérperbindung auf. Kreuzreaktionen beeintréachtigten auch die Mess-
methode des epitopspezifischen Assays. Der Einfluss von Kreuzreaktionen bei der
Messung von Antikérpertitern gegen das L-Asparaginase-Gesamtprotein war entgegen
der Erfahrung publizierter Arbeiten nur gering.

Durch weitere prospektive Studien kdnnte eine Optimierung des epitopspezifischen
Antikdrper-Assays und der damit verbundenen |dentifikation klinisch relevanter Epitope
erreicht werden. Fur eine Therapie mit L-Asparaginase bleibt innerhalb eines rationalen
Drug-Monitorings die Messung der Enzymaktivitat zunachst unersetzlich.
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ABSTRACT

L-asparaginase has been an essential part in the treatment schedules of acute
lymphoblastic leukemia and some non-hodgkin-lymphoms in children and adults for
more than 30 years.

The cytotoxic mechanism of the enzyme is based on the depletion of L-asparagine by
hydrolysis of the amino acid L-asparagine into L-aspartic acid and ammonia. The tumor
cells lack sufficient amounts for themselves for synthesizing, resulting in an impairment
of the protein biosynthesis and finally in cell death.

Because of the bacterial origin immunological reactions are common side effects under
a therapy with L-asparaginase. The formation of specific antibodies by sensitization
with the protein may become clinically manifest in different ways. Nearly 30% of the
patients suffer from hypersensitivity reactions, which presents themselves in a wide
spectrum from local irritations to systemic anaphylaxis. In addition some patients will
develop a faster decrease of the enzymatic activity. Due to the absence of clinical
symptoms this phenomenon is called “silent inactivation”. This process influences the
pharmacokinetic and finally the therapeutic outcome significantly.

Currently a determination method of antibodies against L-asparaginase is not available
in clinical practice. The use of the complete L-asparaginase protein results in cross
reactions, which limit the information about the appearance of a relevant immunological
reaction. Because of its low specificity and sensitivity of the assays drug-monitoring
programs measure the enzymatic activity for therapy control.

For improvement of the prediction of hypersensitivity reactions and “silent inactivation”
a project was started with the aim of developing an epitope-specific assay for the
detection of L-asparaginase antibodies. In the present study six synthetic peptides of L-
asparaginase were used as antigens in ELISA instead of the complete protein. A
screening for antibodies binding was performed by using sera of 42 patients with and
without “silent inactivation”, which were kindly made available by the NOPHO-ALL
2000 group, a study group for the treatment of ALL in children in Scandinavian

countries.
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A correlation between the binding of specific antibodies against two of the six peptides
and a “silent inactivation” could be observed. In the studied collective patients with a
fast decrease of the enzyme activity (n=19) had a significantly more frequent binding of
antibodies to the fragment with amino acids 1-136 than the control group (n=14) at the
end of reinduction. A frequent, but not significantly binding to the fragment with amino
acids 214-326 could be demonstrated. A significant higher increase of antibody titers
from induction to reinduction was shown for the “silent inactivation” group versus the
“therapeutic activity” for the fragment with amino acids 1-136 and the complete L-
asparaginase protein.

The amino acids 1-136 and 214-326 correspond to the N- and C-terminal part of the L-
asparaginase molecule and are situated near the active center of the enzyme. A
binding of antibodies may affect the enzymatic activity and may provide us with an

explanation for the action of “silent inactivation”.

Patients with an enzyme activity in a therapeutic range (n=23) showed only a marginal
binding of antibodies. Cross reactions also impaired the method of the epitop-specific
assay. The influence of cross reactions by antibodies measurement to the complete L-
asparaginase protein was less than in other published works.

By conducting more prospective studies an optimization of an epitope-specific assay
and the detection of clinically relevant epitopes could be achieved. In the setting of a
rational drug monitoring of L-asparaginase therapy in acute lymphoblastic leukemia the
measurement of the enzyme activity is at first irreplaceable.
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1.1 Uberblick

L-Asparaginase ist seit mehr als etwa 30 Jahren essentieller Bestandteil in der
Therapie der akuten lymphatischen Leukamie (ALL) sowie einiger Non-Hodgkin-
Lymphome (NHL). Der Einsatz in einer Kombination von unterschiedlichen Zytostatika
fohrt zu Heilungsraten von Uber 80% bei p&adiatrischen ALL-Patienten [68]. Die
klinische Wirksamkeit beruht dabei auf der Depletion von L-Asparagin im Serum durch
Hydrolyse von L-Asparagin zu L-Asparaginsaure und Ammoniak. Durch die fehlende
Maoglichkeit der Tumorzellen, die nicht-essentielle Aminosaure L-Asparagin in ausrei-
chendem MabBe selbst zu synthetisieren, kommt es zu einer Beeintrachtigung der Zell-
funktionen und schlieBlich zum Zelltod [12,76].

Alle klinisch eingesetzten L-Asparaginasen sind bakteriellen Ursprungs mit einge-
schrankter Kreuzimmunogenitat und fihren neben ihren toxischen Nebenwirkungen,
welche insbesondere die Leber, das Pankreas und das Gerinnungssystem betreffen,
haufig zu immunologischen Reaktionen [56]. Klinische Hypersensitivitatsreaktionen
reichen dabei von milden Erythemen bis hin zu einer schweren systemischen
Anaphylaxie [13]. Zusatzlich zeigen einige Patienten einen schnellen Abfall der
L-Asparaginase-Aktivitat im Serum ohne klinische Symptomatik, auch ,stille Inaktivie-
rung® genannt [7]. Der rasche Abfall der Enzymaktivitat ist ein wichtiger Mechanismus
in der Resistenzentwicklung gegen das Medikament und hat bedeutenden Einfluss auf
den Therapieerfolg [50,65].

Beide Formen der immunologischen Reaktionen auf die L-Asparaginase-Gabe sind auf
die Bildung spezifischer Antikdrper zurlickzufiihren, welche der Subklasse G zuzu-
ordnen sind [22,47]. Ein Zusammenhang zwischen der Anwesenheit von Antikérpern,
klinischer Hypersensitivitatsreaktionen und schneller Enzyminaktivierung ist in der
Literatur beschrieben worden [7,43,89].

Da die Vorhersage von klinischen Reaktionen und die vorzeitige Erkennung des
rapiden Abfalls der L-Asparaginase-Aktivitdt von enormer Wichtigkeit in der Behand-
lung des Patienten ist, wurden Assays zur Bestimmung von L-Asparaginase-Anti-
kérpern entwickelt [84]. Alle bisher publizierten Methoden sind jedoch weder sensitiv
noch spezifisch genug, um in der klinischen Routine eingesetzt zu werden [85,88]. Das
Problem der vorhandenen Assays sind Kreuzreaktionen zwischen dem L-Asparagi-
nase-Protein und Antikdrpern, die wahrscheinlich gegen andere Proteine gerichtet
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sind. Untersuchungen belegen die Messung von Antikérpern gegen L-Asparaginase
bei Personen, die niemals zuvor mit L-Asparaginase in Kontakt gekommen waren
[6,64]. Diese Kreuzreaktionen beeintréachtigen in erheblichem MaBe die Aussage-
fahigkeit der Antikérper-Assays und machen sie fur den Einsatz in der Patienten-
versorgung unbrauchbar. Um eine suffiziente therapeutische Aktivitat der L-Aspara-
ginase dennoch zu gewdéhrleisten, wird ein Drug-Monitoring durch Messung der
Enzymaktivitat durchgefihrt, welches mit h&ufigen und gerade in der padiatrischen
Hamatoonkologie flur die Patienten belastenden Blutentnahmen verbunden ist.

Zur Verbesserung der prognostischen Aussagekraft eines AntikGrper-Assays wurde in
der Marburger Arbeitsgruppe versucht, einen epitopspezifischen Assay aufzubauen.
Dabei sollte die Antikérpersuche auf klinisch relevante Epitope reduziert und damit
Kreuzreaktionen weitestgehend ausgeschlossen werden. In Vorarbeiten konnte die
Durchfiihrbarkeit an Patientenseren durch willkirlich geschnittene Fragmente des
L-Asparaginase-Proteins bewiesen werden. Die weitere Spezifizierung der Fragmente
durch ldentifizierung potentiell klinisch relevanter Epitope wurde zun&chst theoretisch
durch ein Computer-Strukturmodell, spéater experimentell durch ,Phage-Display” und
die ,SPOTs"“-Methode durchgefiihrt. Die Resultate des experimentellen Epitop-
Mappings mit der ldentifikation von B-Zell-Epitopen dienten als Grundlage fir die
Auswahl von Teilsequenzen der L-Asparaginase [87]. Diese wurden als GST-Fusions-
proteine exprimiert und als Antigene in einem ELISA verwendet. Unter Einsatz von
Patientenseren aus der ALL 2000 Studie der Nordic Society of Pediatric Hematology
and Oncology (NOPHO), einer multizentrischen Studiengruppe zur Behandlung der
padiatrischen ALL in skandinavischen Landern, wurden die Proteine auf Antikérper-
bindung untersucht.

Im Mittelpunkt dieser Untersuchung steht die Optimierung einer spezifischen und
sensitiven Methode zum Nachweis von Antikérpern gegen das L-Asparaginase-
Protein. Mit der Entwicklung eines epitopspezifischen Antikdrper-Assays soll der
therapeutische Einsatz der L-Asparaginase verbessert werden. Die Information Uber
den immunologischen Status des Patienten kénnte die Grundlage fir eine weitere
Therapieplanung bilden, um klinische Reaktionen oder eine ,stille Inaktivierung®
frihzeitig zu erkennen und durch einen Wechsel des L-Asparaginase-Praparats mog-
licherweise zu vermeiden. Der Therapieerfolg ware dadurch maBgeblich beeinflussbar.
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1.2 Historische Entwicklung

Der Einzug der L-Asparaginase in die Behandlung maligner Lymphome begann 1953
mit der Beobachtung von Kidd et al., dass durch Meerschweinchenserum das Tumor-
wachstum bestimmter Lymphome in Ratten und Mausen beeinflusst wurde. Die
alleinige Gabe von Meerschweinchenserum war ausreichend, um eine Regression der
Lymphome zu erreichen, wéhrend durch die Gabe von Kaninchen- oder Pferdeserum
derartige Effekte nicht erzielt werden konnten [41]. Diese tumorinhibierende Wirkung
wurde zunachst den im Serum enthaltenen Komplementfaktoren zugesprochen [42].

Broome et al. konnten spater beweisen, dass nicht die Komplementfaktoren, sondern
das Enzym L-Asparaginase flr die Tumorregression verantwortlich war [16,17]. Dabei
stltzten sie sich auf Untersuchungen von Clementi, der bereits 1922 festgestellt hatte,
dass Meerschweinchenserum im Gegensatz zu anderen Tierarten einen hohen Gehalt
an L-Asparaginase aufweist [24]. Broomes Ergebnisse wurden schlieBlich von Yellin
und Wriston bekraftigt, die in ihren Versuchen die tumorinhibierende Eigenschaft der
L-Asparaginase belegten [91].

Die Identifikation anderer L-Asparaginase-Quellen gelang Mashburn und Wriston 1964
mit der Isolierung des Enzyms aus Escherichia coli [53]. Durch diese Entdeckung
wurde es méglich, gréBere Mengen fir den praklinischen und klinischen Gebrauch zu
gewinnen. Auf der Suche nach weiteren biologischen Quellen fand Wade 1968 eine
hohe L-Asparaginase-Aktivitat auch in Erwinia carotovora, spater in Erwinia chrysan-
themi umbenannt [82]. Daneben besitzen auch Serratia marcescens und Wolinella
succinogenes relevante L-Asparaginasen [56,82]. In anderen bakteriellen Mikroorga-
nismen wie Bacillus coagulans und Pseudomonas-Spezies konnten L-Asparaginasen
mit keiner oder nur geringer antineoplastischer Aktivitat nachgewiesen werden [53,83].

Eingang in den klinischen Gebrauch fanden lediglich aus E. coli und Erwinia
chrysanthemi isolierte L-Asparaginasen. Neben den nativen Formen wurde in den
1980er Jahren eine mit Polyethylenglykol konjugierte E. coli L-Asparaginase (PEG-
Asparaginase) entwickelt.

Heutzutage stellen die aus E. coli und Erwinia chrysanthemi isolierte sowie PEG-
Asparaginase einen etablierten Bestandteil in den Therapieprotokollen der akuten
lymphatischen Leuk&mie und einiger Non-Hodgkin-Lymphome im Kindes- und Erwach-

senenalter dar.



EINLEITUNG

1.3 Biochemische Eigenschaften

L-Asparaginase (L-Asparagin Amidohydrolase EC 3.5.1.1) wird im Stoffwechsel
zahlreicher Pflanzen, Tiere und Mikroorganismen gefunden [2]. Von Interesse sind
jedoch nur die Enzyme aus E. coli und Erwinia chrysanthemi, die eine nutzbare
antineoplastische Aktivitat aufweisen und in flr den klinischen Einsatz ausreichender
Menge hergestellt werden kdnnen [2,53,83]. Tatsachlich besitzt auch E. coli zwei
Enzyme, EC-1 und EC-2, mit unterschiedlicher Lokalisation in der Zelle. EC-1,
zytosolisch und EC-2, periplasmatisch vorkommend, haben eine stark unterschiedliche
Substrataffinitat, von denen lediglich das Isoenzym EC-2 ausreichende zytostatische
Wirksamkeit zeigt [19,48].

Die native E. coli L-Asparaginase hat ein Molekulargewicht von ca. 141.000 Dalton
(Da), Erwinia chrysanthemi L-Asparaginase von ca. 138.000 Da [60]. Beide Enzyme
weisen eine niedrige Michaelis-Menten-Konstante K., fir L-Asparagin von 10 pmol/l
(E. coliy und 12 umol/l (Erwinia chrysanthemi) auf [56]. Dies resultiert in einer hohen
Substratspezifitdtt. Hohe Konzentrationen von L-Asparaginsdure und Ammoniak
hemmen die Enzymaktivitat nicht. Neben der Hydrolyse von L-Asparagin wird auch
L-Glutamin durch das Enzym gespalten, jedoch ist die Affinitdt bei einer 100-fach
héheren K., wesentlich geringer [56]. Dennoch kénnen hohe Dosen von L-Asparagi-
nase zu einer Depletion von L-Glutamin im Serum flhren [54]. Die H6he der
L-Glutaminase-Aktivitat liegt bei 2-5% der L-Asparaginase-Aktivitat; Erwinia chrysan-
themi L-Asparaginase weist dabei mit ca. 10% eine hdhere Aktivitdt gegenlber
L-Glutamin auf [54,60,90].

A

D

Abb. 1: Strukturmodell der E. coli L-Asparaginase. Dargestellt sind die vier identischen Unter-
einheiten A (dunkelblau), C (hellblau), B (hellgriin) und D (dunkelgriin)
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Das molekulare Strukturmodell der E. coli L-Asparaginase zeigt Abbildung 1. Das
Enzym besteht als Tetramer aus vier identischen Untereinheiten A, B, C und D mit je
einem aktiven Zentrum. Dabei entspricht das Tetramer einem Dimer aus identischen
Dimeren, die sich zwischen zwei Untereinheiten (zwischen A und B sowie zwischen C
und D) ausbilden. Die vier aktiven Zentren liegen jeweils zwischen der N-terminalen
Domaéane der einen und der C-terminalen Doméane der anderen Untereinheit [78].

Das Molekulargewicht der PEG-konjugierten L-Asparaginase ist nur unwesentlich
héher als das der nativen Formen und liegt bei ca. 145.000 Da. In ihren weiteren
biochemischen Eigenschaften &hnelt sie der nativen E. coli-Form.

1.4 Pharmakodynamik

L-Asparaginase katalysiert die Hydrolyse von L-Asparagin zu L-Asparaginsaure und
Ammoniak. Dieser Vorgang fuhrt zu einem Abfall der L-Asparagin-Konzentration im
Serum. Uber diese Depletion wirkt das Enzym indirekt zytotoxisch auf sensible maligne
lymphatische Zellen, die auf eine exogene Zufuhr der Aminosdure angewiesen sind.

Auch L-Glutamin wird von L-Asparaginasen gespalten, jedoch ist die Affinitat gegen-
Uber dieser Aminosaure wesentlich niedriger. In Abbildung 2 ist die Hydrolyse
schematisch dargestellt.

L-Asparaginase

@ o)
)W NH, ; )WOH + NH;
HO > HO

NH, O NH, O
L-Asparagin L-Asparaginsaure

0 0 0 0

)H/\/u\ — )H/\/u\ + NHs
HO NH HO OH

NH. NH.
L-Glutamin L-Glutaminsaure

Abb. 2: Hydrolyse von L-Asparagin und L-Glutamin durch L-Asparaginase
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Jede Korperzelle verfigt Uber das Enzym L-Asparagin-Synthetase (ASY), welches
unter Mangel von L-Asparagin eine ausreichende Eigensynthese gewdhrleistet [34].
Die Synthese erfolgt aus L-Asparaginsaure und L-Glutamin als Aminogruppendonator,
wie in Abbildung 3 ersichtlich ist.

L-Asparagin-Synthetase

) )
Ny ANy
—
HO HO
NH, O NH, O

L-Asparaginsaure L-Asparagin
O O O (@]
HO NH HO OH
NH2 NH
L-Glutamin L-Glutaminsaure

Abb. 3: Aktivitat der L-Asparagin-Synthetase

Maligne lymphatische Zellen, die sensibel auf eine Behandlung mit L-Asparaginase
ansprechen, produzieren L-Asparagin aufgrund ihrer niedrigen Basisexpression des
ASY-Gens nur in geringen Mengen [34,86]. Unter L-Asparagin-Mangel besitzen sie
keine Moglichkeit, ihre ASY-Aktivitdt ausreichend zu steigern. Die Héhe der
L-Asparagin-Konzentration im Serum liegt unter physiologischen Bedingungen
konstant in einem Bereich zwischen 40-80 umol/I [15]. Ein Abfall der Konzentration
darunter kann durch die neoplastisch veranderten Zellen nicht kompensiert werden
[90]. Sie sind auf eine extrazellulare Zufuhr angewiesen. Es folgt eine Beeintrachtigung
der Proteinsynthese durch Inhibition von RNA- und DNA-Synthese und schlieBlich der
Zelltod [12,76]. Es kommt zum Verharren der Zelle in der G1-Phase des Zellzyklus und
der Induktion von Apoptosevorgangen [79].

Der Wirkmechanismus der L-Asparaginase ist in Abbildung 4 in einem Ubersichts-
schema dargestellt.
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EXTRAZELLULAR INTRAZELLULAR

L-Asparagin —ﬂL-AsparaQin \
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H, Hy \
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Protein-
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L-Asparagin-

L-Asparagin
PaiRginaee Synthetase

N
N HQO
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L-Asparaginsaure —Q_-Asparaginséure /

Abb. 4: Wirkmechanismus von L-Asparaginase (modifiziert aus Mueller et al. [56])

Der Mechanismus einer Resistenzentwicklung gegenliber L-Asparaginase wurde lange
einer Hochregulation der L-Asparagin-Synthetase-Aktivitdt in den malignen Blasten
zugesprochen. Studien zeigten eine Kompensation des L-Asparagin-Mangels durch
Eigensynthese aufgrund einer erhdhten ASY-Aktivitat [34,60]. Zahlreiche Autoren
unterstiitzen diese Aussagen nicht mehr. Appel et al. konnten zeigen, dass die Hbhe
der ASY-Aktivitat in den malignen Zellen in keinem Zusammenhang mit einem klinisch
schlechteren Ansprechen auf eine L-Asparaginase-Gabe steht [5]. Auch Stams et al.
beobachteten fir eine Subgruppe der ALL-Patienten keine Korrelation zwischen der
Hbéhe der ASY-Expression und einer Resistenz gegeniber L-Asparaginase [77].

Mit ihren Untersuchungen lieferten Iwamoto et al. die Basis fir ein neues Verstandnis
der Ursache einer L-Asparaginase-Resistenz in der ALL-Therapie. Mesenchymale
Zellen des Knochenmarks weisen eine hohe ASY-Aktivitdt mit kontinuierlicher
Sekretion von L-Asparagin auf. In Zellverbdnden mit den malignen Blasten
ermdglichen sie einen Schutz vor der zytotoxischen Wirkung von L-Asparaginase und
fihren zu einer Resistenz der leukdmischen Blasten gegeniber der Medikamenten-
gabe [37].

Ein weiterer Grund fir die Medikamentenresistenz wird in der Bildung von spezifischen
Antikérpern gesehen, welche zu einer beschleunigten Inaktivierung des Enzyms flhren
und damit die Pharmakokinetik entscheidend beeinflussen kénnen [7,8].
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1.5 Pharmakokinetik

Im therapeutischen Einsatz wird L-Asparaginase Uber den intravendsen (i.v.) oder
intramuskularen (i.m.) Weg appliziert. In einigen Landern erfolgt die Gabe auch
subkutan (s.c.) Eine orale Gabe ist aufgrund fehlender gastrointestinaler Absorption
nicht mdglich. Gegenwértig wird das Enzym in den meisten Studienprotokollen
intravends verabreicht. Ein Vergleich zwischen i.m.- und i.v.-Gabe im Hinblick auf die
therapeutische Effizienz zeigte keinen Unterschied. Die i.m.-Applikation ist jedoch mit
einer geringeren Inzidenz klinischer Hypersensitivitatsreaktionen verbunden [61].

Alle L-Asparaginase-Praparate weichen deutlich in ihren pharmakokinetischen Eigen-
schaften voneinander ab. Tabelle 1 zeigt die differierenden Halbwertszeiten t,, der
verschiedenen Praparate nach intravendser Gabe einer Dosis von 25.000 U/m? Erwinia
chrysanthemi L-Asparaginase, 10.000 U/m® E. coli L-Asparaginase und 500-8.000
U/m? PEG-Asparaginase.

Erwinia chrysanthemi Escherichia coli PEG-
L-Asparaginase L-Asparaginase Asparaginase
Halbwertszeit t v, (Tage + SD) 0,26 (+ 0,20) 0,29 -1,17 14,88 (+ 10,13)

Tabelle 1: Pharmakokinetische Eigenschaften der verschiedenen L-Asparaginase-Praparate
nach i.v.-Administration (aus Albertsen et al. [44], Ho et al.[35,36])

Die Halbwertszeit t,, nach intramuskularer Administration von 25.000 U/m? Erwinia
chrysanthemi L-Asparaginase ist statistisch signifikant kirzer als diejenige nach Gabe
von 25.000 U/m® E. coli L-Asparaginase. Die Halbwertszeit t,, von 2.500 U/m* PEG-
Asparaginase ist gegenuber E. coli L-Asparaginase statistisch signifikant langer. Die
Halbwertszeiten sowie die sich daraus ergebenden unterschiedlichen Zeitintervalle der
L-Asparagin-Depletion im Serum sind in Tabelle 2 demonstriert.

Erwinia chrysanthemi Escherichia coli PEG-

L-Asparaginase L-Asparaginase Asparaginase

Halbwertszeit t v, (Tage + SD) 0,65 (+ 0,13) 1,28 (£ 0,35) 5,73 (x 3,24)
L-Asparagin-Depletion (Tage) 7-15 14-23 26-34

Tabelle 2: Pharmakokinetische Eigenschaften der verschiedenen L-Asparaginase-Praparate

nach i.m.-Administration (aus Asselin et al. [8])
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Eine Erhdhung der Dosis flhrt zu keiner Verlangerung des Zeitintervalls mit Enzym-
aktivitédt im therapeutischen Bereich. Dies kann nur durch wiederholte Applikationen
erreicht werden [59].

Neben den klassischen Variablen wird die Pharmakokinetik vor allem durch immunolo-
gische Reaktionen mit der Bildung von Antikérpern entscheidend beeinflusst. Asselin et
al. konnten flr Patienten mit klinischer Hypersensitivitadtsreaktion nach i.m.-Gabe von
25.000 U/m® E. coli L-Asparaginase oder 2.500 U/m® PEG-Asparaginase einen
signifikanten Abfall der Serumhalbwertszeit t,, in den nicht messbaren Bereich (E. coli)
und auf 1,82 + 0,3 Tagen (PEG) bestimmen. Hohe Titer von L-Asparaginase-Anti-
kérpern korrelierten mit dem Abfall der t 1, sowie der Dauer der L-Asparagin-Depletion
im Serum [8].

Der Metabolismus und die Elimination des L-Asparaginase-Proteins sind bisher nicht
eindeutig geklart. Man vermutet den Abbau Uber das retikulendotheliale System (RES)
[18]. Einige Untersucher erklaren den Abbau von E. coli L-Asparaginase durch eine
Kinetik 1. Ordnung [7]. Demgegenuber konnte fir die PEG-Asparaginase eine Abnah-
me der Enzymaktivitdt entsprechend der Michaelis-Menten-Gleichung beschrieben
werden [57]; diese Ergebnisse lassen auch fir die nativen Formen eine Abnahme der

gemessenen Serumaktivitat durch eine nicht-lineare Kinetik vermuten.

Riccardi et al. zeigten erstmals in ihren Untersuchungen, dass L-Asparaginase-Aktivi-
tdten im Plasma = 100 U/l ausreichend sind, um eine vollstdndige L-Asparagin-
Depletion im Serum und im Liquor cerebrospinalis zu bewirken [70]. Weitere Studien
bekréaftigen die Ergebnisse, weisen aber darauf hin, dass auch mit Enzymaktivitaten
unter 100 U/l eine vollstdndige L-Asparagin-Depletion bei der Mehrzahl der Patienten
zu erreichen ist [3,4,15,71].

Gegenwartig wird im klinischen Alltag ein Wert = 100 U/l als untere Grenze thera-
peutischer Aktivitdt angesehen und eine vollstandige L-Asparagin-Depletion tGber einen
Zeitraum von zwei bis drei Wochen angestrebt [56].
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1.6 Praparate

L-Asparaginasen, die fir den klinischen Gebrauch zugelassen sind, werden aus
bakteriellen Mikroorganismen gewonnen. Neben der nativen Form aus Escherichia coli
steht eine mit monovalentem Polyethylenglykol konjugierte E. coli L-Asparaginase
(PEG-Asparaginase) zur Verfigung. Eine aus Erwinia chrysanthemi isolierte L-Aspara-
ginase ist, nach kurzzeitiger Nichtverfigbarkeit, gegenwartig wieder auf dem Markt
erhaltlich.

In den USA wird die native Form unter Elspar® (Merck), die pegylierte Form unter
Oncaspar® (Enzon) vertrieben. In Europa und Asien ist die native Form als Aspara-
ginase Medac (Medac) und pegyliert als Oncaspar® (Medac) erhéltlich. Beide werden
jedoch aus einem anderen E. coli-Stamm isoliert und besitzen andere pharmako-
kinetische Eigenschaften. Die aus Erwinia chyrsanthemi isolierte L-Asparaginase ist
unter dem Markennamen Erwinase® (Eusa Pharma) verfligbar. Weitere Handels-
praparate im klinischen Gebrauch sind Kidrolase® (Rhone-Poulenc Rorer) in Kanada

und Leunase® (Aventis) in Australien.

Die Modifikation der E. coli L-Asparaginase durch kovalente Bindung von Polyethylen-
glykolmolekuilen resultiert in einer Verlangerung der Serumhalbwertszeit der Enzym-
aktivitat [7,9]. Das veranderte pharmakokinetische Profil ermdglicht die Gabe in
niedrigerer Dosis und verldngerten Applikationsintervallen. Durch eine ein-, maximal
zweimalige Gabe wird eine Serumaktivitat im therapeutisch wirksamen Bereich Uber
etwa drei Wochen erreicht [33]. Dies bedeutet gerade fir den Einsatz in der padia-
trischen Hamatoonkologie eine geringere Belastung fir den Patienten.

Eine Reduktion der Immunogenitéat ist mit Veranderung der Molekulstruktur nicht
erreicht worden [66]. Obwohl klinische Reaktionen weniger haufig gesehen werden,
steigt die Inzidenz bei bereits unter E. coli L-Asparaginase reagierenden Patienten auf
ca. 30% an [72,85]. Als vorherrschende immunologische Reaktion auf eine PEG-
Asparaginase-Gabe kann h&ufig eine vorzeitige Enzyminaktivierung beobachtet
werden [57].

Obwohl alle drei Praparate den identischen pharmakodynamischen Mechanismus
sowie ein &hnliches Toxizitatsprofil besitzen, unterscheiden sie sich in ihren pharmako-
kinetischen Eigenschaften. Bei einer Umstellung oder einem Austausch der Praparate
im Behandlungsprotokoll muss daher eine Anpassung von Dosierung und Zeitintervall
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zwischen den Gaben beachtet werden. Andernfalls kann ein suffizienter Therapieerfolg
nicht gewahrleistet werden [15,56].

Wahrend E. coli L-Asparaginase in den meisten Behandlungsprotokollen als ,front-line*
Medikament eingesetzt wird, ist PEG-Asparaginase als Ausweichpraparat nach immu-
nologischer Reaktion im Einsatz. Die klinische Wirksamkeit von PEG-Asparaginase
wurde in zahlreichen Studien belegt [33]. Durch die signifikant langere Halbwertszeit
wird die Applikationsfrequenz wéhrend eines Therapieblocks deutlich gesenkt [33].
Trotz einer geringeren Gesamtdosis kann nach Gabe von PEG-Asparaginase im Mittel
eine héhere Serumaktivitat als nach Gabe der nativen Form beobachtet werden [6].
Der Einsatz von PEG-Asparaginase als ,front-line” Medikament zeigt im Vergleich zum
E. coli-Praparat keinen signifikanten Unterschied in den Gesamtiiberlebensraten. Ein
eindeutiger Vorteil eines Praparats ist bisher nicht beschrieben worden [9,33,57,60,71].
Far Patienten im ersten Rezidiv der ALL konnten Abshire et al. in einer randomisierten
Studie die Uberlegenheit einer wchentlichen statt zweiwdchentlichen Gabe von PEG-
Asparaginase beobachten. Hbéhere L-Asparaginase-Aktivitaten korrelierten mit einer
héheren Ansprechrate [1].

Mit einer groBen randomisierten Studie der ,European Organisation for Research and
Treatment of Cancer - Children’s Leukemia Group“ (EORTC-CLG) konnten Duval et al.
deutlich das Gewicht der unterschiedlichen pharmakokinetischen Eigenschaften von
L- Asparaginase-Praparaten demonstrieren. In beiden Therapiearmen erfolgte jeweils
in Induktion und Reinduktion die Behandlung mit E. coli oder Erwinia chrysanthemi
L-Asparaginase in gleicher Dosierung und Applikationsintervall. Die Gesamt-
Uberlebensrate lag nach sechs Jahren unter E. coli L-Asparaginase bei 83,9% und
unter Erwinia chrysanthemi L-Asparaginase bei 75,1% [26]. Die Studienergebnisse
zeigen klar den Einfluss einer fehlenden Bericksichtigung der pharmakokinetischen
und -dynamischen Eigenschaften der L-Asparaginasen auf den Behandlungserfolg.

Neben der Modifikation und Herstellung von PEG-Asparaginase wurden weitere Ver-
suche zur Reduktion der Immunogenitat der verfligbaren Praparate von verschiedenen
Gruppen unternommen. In tierexperimentellen Studien zeigte der Einschluss von
L-Asparaginase in Liposomen eine verlangerte Halbwertszeit, eine geringere Bildung
von Antikérpern und verringerte Wahrscheinlichkeit von Hypersensitivitatsreaktionen
[32]. Eine Koppelung von L-Asparaginase an Dextran konnte das immunogene
Toxizitatspotential nur gering reduzieren [60]. Die Polysialisierung von Erwinia
chrysanthemi L-Asparaginase flhrte zu einer Reduktion der Antikérperantwort nach

11
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Immunisierung von Mausen. Zudem wurde durch die Konjugation die Halbwertszeit
verlangert [31]. Moola et al. konnten mittels synthetischem Hexapeptid-Scan 10 B-Zell-
Epitope der Erwina chrysanthemi L-Asparaginase identifizieren. Der Austausch von
Aminosauren durch ,site-directed mutagenesis flihrte zu einer Reduktion der
Antigenitdt des veradnderten Enzyms gegenlber der nativen Form [55]. Eine
Molekllmodifikation erreichten auch Chen et al. durch ,alanine scanning mutagenesis*
(Alaninaustausch) eines stark antigenen Epitops der E. coli L-Asparaginase. Das
mutierte Enzym zeigte im ELISA mit polyklonalen Antikérpern gegen L-Asparaginase
vom Kaninchen eine deutliche Reduktion der Antigenitat gegentiber dem Wildtyp [21].

Der Einfluss der modifizierten oder mutagenen Enzyme auf die Pharmakokinetik und
-dynamik ist bisher nur tierexperimentell beobachtet worden. Ziele der kiinftigen Unter-
suchungen mussen die Bestdtigung der reduzierten Immunogenitat und Antitumor-

aktivitat in vivo sein.

1.7 Klinischer Stellenwert

L-Asparaginase findet ihren Einsatz vorrangig in der Behandlung der akuten lympha-
tischen Leuk@&mie im Kindes- und Erwachsenenalter sowie einiger Non-Hodgkin-
Lymphome.

Obwohl in den Anfangsjahren die Erwartungen an das Enzym flir den Einsatz in der
Therapie weiterer Tumorerkrankungen sehr hoch waren, zeichnete sich eine relevante
klinische Wirksamkeit lediglich bei der ALL und den Lymphomen ab. Arbeiten Gber eine
zytostatische Aktivitdt in akuten und chronisch myeloischen sowie chronisch
lymphatischen Leuk&mien oder anderen soliden Lymphomen sind nur in geringer
Anzahl publiziert wurden [23,11].

L-Asparaginase ist seit etwa 30 Jahren ein etablierter Bestandteil in den Therapie-
protokollen der ALL. Der Einsatz erfolgt vorrangig (insbesondere in den USA auch in
der Konsolidations-/Erhaltungsphase) innerhalb der Induktions- und Reinduktions-

phase.

Zahlreiche klinische Studien bestatigten bereits in den ersten Jahren die Wirksamkeit
einer L-Asparaginase-Therapie [56]. Die therapeutische Effizienz fUhrte zu der festen
Aufnahme in die Induktionsprotokolle. In der Kombination mit weiteren Chemothera-
peutika werden gegenwartig in der Induktionsbehandlung initiale Remissionsraten von
97-99% erreicht [68]. Weitere klinische Studien demonstrieren die Bedeutung des
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Einsatzes der L-Asparaginase in Induktion sowie Reinduktion der Kombinations-
chemotherapie der ALL [26,73]. Durch Aufnahme der L-Asparaginase in die Behand-
lungsprotokolle und die kontinuierliche Modifikation der Ubrigen Chemotherapeutika
konnten die Uberlebensraten von ALL-Patienten in den letzten Jahrzehnten drastisch
verbessert werden. 5-Jahres-Uberlebensraten fiir alle padiatrischen Patienten liegen
gegenwartig bei nahezu 80% und lassen fir die Zukunft einen weiteren Anstieg
erahnen [68]. Entgegen der hohen Heilungsraten fir Kinder liegen die Gesamtlber-
lebensraten fur Erwachsene nur zwischen 30 und 40% [68].

Die stetige Verbesserung der Uberlebensraten fiir Kinder mit diagnostizierter ALL
wahrend der letzten Jahrzehnte wird beispielhaft in den Zahlen der Behandlungs-
protokolle der BFM-Studiengruppe deutlich: ALL-BFM 83 (64% + 2%), ALL-BFM 86
(72% * 1%), ALL-BFM 90 (78% £ 1%) und ALL-BFM 95 (79% = 1%) (6-Jahres-
Ereignisfreie-Uberlebensraten fiir das gesamte Patientenkollektiv) [75].

Abbildung 5 zeigt einen internationalen Uberblick der 5-Jahres-Uberlebensraten von
acht groBen Studiengruppen flir Kinder mit diagnostizierter ALL in den 90er Jahren.
Diese liegen in einem Bereich zwischen 70 und 80% fir alle behandelten Kinder. Ein
direkter Vergleich ist aufgrund der unterschiedlichen Einschlusskriterien jedoch nicht
maoglich.

EFS at 5 vears follow up - AL -children treated during the -90°.
Results from International Groups.

EFS
100% —— _
) 776 780 708 751 832 709 769  63.0 EFS-values
90%
80% 1= o
L] I

0% —— - —
60% —1—
50% ——
0% —
30% ——
0% ——
10% ——

1 1 1 1 1 1 1 1

1 1 1 1 1 1 I I

NOPHO-92 ATEOP-91 DFCL01 St Jude-91
BFM-90 CCG-1800 EORTC UKALL-90

Abb. 5: 5-Jahres Uberlebensraten fir Kinder mit diagnostizierter und behandelter ALL in den
90er Jahren von acht internationalen Studiengruppen (NOPHO (Anzahl der Studienpatienten,
n=1.143), BFM (n=2.178), AIEOP (n=1.194), CCG (n=5.121), DFCI (n=377), EORTC (n=2.065),
St. Jude (n=165), UKALL (2.090) (aus Treatment Protocol NOPHO-ALL 2000)
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Trotz der sich stetig verbessernden Prognose bei Erstdiagnose stellen Rezidive bei
etwa 20% der Kinder das Hauptproblem in der Behandlung der ALL dar [75]. Neben
einer standigen Verbesserung der ereignisfreien Uberlebensraten werden daher
zukiinftige Ziele der klinischen Forschung eine Optimierung der therapeutischen
Regimes fir Rezidivpatienten sein.

1.8 Behandlung der akuten lymphatischen Leukamie

Die akuten Leukédmien gehéren zu den haufigsten Krebserkrankungen des Kindes-
alters. Sie stellen nahezu 30% aller malignen Neoplasien dar. Die akute lymphatische
Leukédmie (ALL) ist dabei etwa funfmal haufiger als die akute myeloische Leukamie
(AML). Sie manifestiert sich hauptsachlich im zweiten bis flinften Lebensjahr mit
leichtem Uberwiegen des mannlichen Geschlechts.

Die Behandlung der ALL erfolgt in den Landern der Industriestaaten nach Behand-
lungsprotokollen von Studiengruppen. Dies ermdglicht die Etablierung einer Poly-
chemotherapie zur Optimierung der ereignisfreien Uberlebenszeiten bei gleichzeitig
geringsten Toxizitats- und Nebenwirkungsraten. In Deutschland, Osterreich und der
Schweiz gibt die ALL-BFM (Berlin-Frankfurt-Munster)-Studiengruppe die Therapie fur
Kinder und Jugendliche vor. Auf internationaler Ebene gibt es einen Zusammenschluss
von Argentinien, Chile, Hong-Kong, Israel, Kroatien, Polen, Tschechische Republik,
Ungarn und Uruguay zur I-BFM-SG (International BFM Study Group). Weitere
Studiengruppen sind die NOPHO (Nordic Society of Pediatric Hematology and
Oncology) in den skandinavischen Landern, die CCG (Childrens Cancer Group) und
SJCRH (St. Jude Children’s Research Hospital) in den USA, die UKALL (United
Kingdom ALL Study Group) in GroBbritannien und die AIEOP (Associazione ltaliana
Ematologia Oncologia Pediatrica) in ltalien. Das aktuelle Studienprotokoll der NOPHO
ist in Abbildung 6 dargestellt.

Nach Diagnosestellung erfolgt die Zuteilung der Patienten in Risikogruppen. Die an das
individuelle Risiko adaptierte Therapie verfolgt dabei das Ziel, eine Uber- oder
Unterdosierung zu vermeiden, Toxizitaten gering zu halten und Rezidive durch Intensi-
vierung zu verhindern. Die Risikostratifizierung erfolgt in den Studiengruppen anhand
unterschiedlicher prognostischer Kriterien, ein universell anerkanntes Modell gibt es
nicht. Die wichtigsten sind folgend aufgelistet [67,68]:
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= Initiale Leukozytenzellzahl

= Alter bei Diagnosestellung

= Zytogenetische Klassifikation (Hypo- und Hyperdiploidie, Translokationen
t(9;22) BCR/ABL (Philadelphia-Chromosom), t(1;19) E2A/PBX1, t(12;21)
TEL/AMLA, 1(8;14) t(2;8) 1(8;22) MYC, t(4;11) MLL/AF4, t(11;19) MLL/ENL,
14911 TCRad und 7935 TCRp)

* Immunophé&notypisierung (T-Zell-, Vorlaufer-B-Zell-, reife B-Zell-ALL)

= Initiale Ansprechrate (morphologisch prozentualer Blastenanteil im
Knochenmark an Tag 8/15 des Induktionsprotokolls)

* Morphologische Klassifikation nach French-American-British (FAB, L1-3)

= Minimal residual disease (MRD, Bestimmung des residuellen Blastenanteils im
Knochenmark durch Messung mittels DurchfluBzytometrie oder PCR)

= Befall des ZNS und/oder der Testes

Die meisten Behandlungsprotokolle geben eine Behandlungsdauer von zwei bis drei
Jahren vor und gliedern sich in unterschiedliche Therapieabschnitte. Einer kurzen
Induktionsphase folgt die Konsolidierungsphase (Intensifikation), an die sich eine lange
Erhaltungstherapie anschlieBt.

Das Ziel der Induktion ist eine komplette Remission mit weitgehender Reduktion der
Blasten im Knochenmark am Ende der Induktionsphase (< 5% Blastenanteil im
Knochenmark). In den Behandlungsprotokollen der BFM- und NOPHO-Studiengruppe
wird dafiir eine Kombination von einem Glukokortikoid, Vincristin, L-Asparaginase,
einem Anthrazyklin (Doxorubicin oder Daunorubicin) und Methotrexat eingesetzt. Die
Konsolidierungsphase schlieBt sich mit Methotrexat und 6-Mercaptopurin, ggf.
Cytarabin oder Cyclophosphamid an. Sie dient der Verhinderung eines Rezidivs und
der Reduktion von residuellen Blasten. Die meisten Protokolle enthalten vor der
Konsolidierung eine Reinduktionsphase. Sie besteht aus einem oder mehreren
Blécken mit wiederholten Gaben der Chemotherapeutika der Induktion. Im Anschluss
folgt die Erhaltungsphase Uber einen Zeitraum von meist zwei Jahren oder langer, in
der in der Regel eine Kombination von Methotrexat und 6-Mercaptopurin sowie einem
Glukokortikoid und Vincristin verabreicht wird.
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Abb. 6: Ubersicht des Therapieprotokolls der ALL 2000 Studie der NOPHO (aus Treatment
Protocol NOPHO-ALL 2000)

1.9 Nebenwirkungen

In der Behandlung mit L-Asparaginase muissen zwei Gruppen von unerwinschten

Wirkungen unterschieden werden: toxische Effekte und immunologische Reaktionen.

Toxische Effekte auf gesundes Gewebe betreffen insbesondere die Leber, das
Pankreas und das Gerinnungssystem. Mit klinischer Relevanz werden sie heute nur
noch bei einer geringen Anzahl von Patienten beobachtet. Wesentlich haufiger treten
dagegen immunologische Reaktionen auf. Diese manifestieren sich als leichte lokale
Reizung an der Injektionsstelle bis hin zu einer schweren lebensbedrohlichen Anaphy-
laxie oder als schneller Abfall der Enzymaktivitat ohne jedes Zeichen einer klinischen
Uberempfindlichkeitsreaktion.

1.9.1 Toxische Effekte

Trotz des relativ selektiven Wirkmechanismus auf den Metabolismus maligner Zellen
kann es unter einer Therapie mit L-Asparaginase auch zu einer Schadigung von
gesundem Gewebe kommen. Diese unerwlinschten Wirkungen sind ebenfalls auf eine
Beeintrachtigung der Proteinsynthese durch die L-Asparagin-Depletion zurlickzu-
fihren. Nach dem gleichen Mechanismus wie in therapiesensiblen Tumorzellen kann
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ein Abfall der extrazelluldren L-Asparagin-Konzentration im betroffenen gesunden
Gewebe nicht kompensiert werden. Mdoglicherweise besitzen die Zellen aufgrund
niedriger Basisexpression oder mangelnder Induzierbarkeit eine zu geringe ASY-
Aktivitat. Da Gewebe mit erhdhtem Proteinumsatz haufig beeintrachtigt werden, sind
Leber- und Pankreastoxizitat sowie Veranderungen der Gerinnung klinisch bedeutend.

Die Schwere und das Spektrum der Nebenwirkungen unter einer Therapie mit den
nativen Zubereitungen sind vergleichbar mit denen, die unter der Gabe der pegylierten
Form beobachtet werden [1,9]. Auch treten diese mit &hnlicher Haufigkeit auf [1,9].
Unter E. coli L-Asparaginase werden gegenlber Erwinia chrysanthemi L-Asparaginase
signifikant haufiger Veranderungen der Blutgerinnung gesehen (30,2% versus 11,8%),
zudem wird ein Trend hin zu stéarkerer Neurotoxizitat berichtet [26]. Von einer signifi-
kant héheren Inzidenz von Pankreatitis und Neurotoxizitat unter E. coli L-Asparaginase
wird auch in einer weiteren Studie berichtet [27]. Unter Berlcksichtigung der unter-
schiedlichen Pharmakokinetik ist die Toxizitat beider Préparate jedoch gleich.

Ein direkter Zusammenhang zwischen der Héhe der verabreichten Dosis und dem
Schweregrad der unerwlinschten Wirkungen konnte bisher nicht bewiesen werden,
jedoch treten diese unter héherer Dosierung haufiger auf [20,62].

Eine klinisch relevante Toxizitat der Leber wird bei etwa 4% der Patienten beobachtet
[26]. Hepatische Dysfunktionen zeigen sich mehrheitlich durch eine transiente Zunah-
me der Leberenzyme wie Alkalische Phosphatase, Aspartat-Aminotransferase und
Alanin-Aminotransferase sowie von Bilirubin und 5 -Nucleotidase [56,86]. Eine fettige
Degeneration des Leberparenchyms wird autoptisch haufig gesehen [40,86].

Eine Beeintrachtigung des Pankreas kann sowohl die endokrine als auch die exokrine
Funktion betreffen. Die Schédigung der endokrinen Funktion manifestiert sich als
Stérung im Glukosestoffwechsel. Einige Patienten werden durch eine Hyperglykamie
symptomatisch, welche im Verlauf regredient ist und auf eine Substitution mit Insulin
gut anspricht [86]. Manifestationen durch ein hyperosmolares oder ketoazidotisches
Koma sind mdéglich [20,86]. Der Ausfall der exokrinen Pankreasfunktion tritt bei bis zu
10-16% der Patienten als akute Pankreatitis auf [60,62]. Wahrend die Entziindung in
den meisten Féllen einen milden Verlauf nimmt, kommt es bei 2-5 % der Kinder zu
einer potentiell lebensbedrohlichen Situation. Nur eine geringe Anzahl der Patienten
entwickelt einen Anstieg der Amylase, in den meisten Fallen liegt eine Hypoamyla-
samie vor [86].
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Die Auswirkungen auf das Gerinnungssystem beruhen auf der Proteinsynthesestérung
sowohl von Gerinnungsfaktoren als auch -inhibitoren. Es kommt zu einer Abnahme der
Faktoren IlI, VI, VII, VIII und X, Antithrombin Ill, Fibrinogen, Plasminogen und Protein C
[3] sowie zur Zunahme gerinnungsférdernder Proteine wie dem von Willebrand-Faktor,
Prothrombinfragment 1 und 2, Plasminogen-Inhibitoraktivator 1 und Fibrinogenspalt-
produkten [56]. Dieses Ungleichgewicht fiihrt einerseits zu Blutungen und dissemi-
nierter intravasaler Gerinnung, andererseits zu Hyperkoagulabilitat mit Thrombosen.
Thrombembolische Ereignisse, die sich vornehmlich in den Venen des ZNS manifes-
tieren [56], treten dabei gehaufter auf als Blutungen, was nicht zuletzt auf den thrombo-
genen Einfluss der Krebserkrankung selbst und den Einsatz von Glukokortikoiden in
der Therapie zuriickzufthren ist. Trotz der haufigen laborchemischen Veranderungen
der Gerinnungsparameter ist die Inzidenz schwerer Thrombosen oder Blutungen
lediglich gering.

Auswirkungen auf den Gastrointestinaltrakt, die Serumproteine und den Lipidstoffwech-
sel sowie eine Nephro-, Neuro- und Myelotoxizitdt haben einen geringen klinischen
Stellenwert.

Gastrointestinale Stérungen in Form von Ubelkeit, Erbrechen, Appetitlosigkeit sowie
mildes Fieber werden bei den meisten Patienten beobachtet. In der Regel sistieren
diese Stérungen nach den ersten 2-5 Tagen [20,86]. Unter einer Gewichtsabnahme
von mehr als 5% des Koérpergewichts leiden mehr als die Halfte der Patienten [20,86].

Beeintrachtigungen im Lipidstoffwechsel manifestieren sich als Hypo- oder Hyper-
lipidamie, meist fallt das Cholesterin im Serum ab [62,86].

Bei den meisten Patienten flhrt die Beeintrachtigung der Proteinsynthese zu einer
Hypoalbumindmie [62,86].

Unerwiinschte zentralnervése Wirkungen sind Kopfschmerzen, Schwindel, Desorien-
tiertheit, Somnolenz und Halluzinationen, die vermehrt und bei nahezu 25% der
Erwachsenen auftreten kénnen [60,62]. Bei Kindern werden haufig EEG-Verande-
rungen gesehen [86]. Ein Anstieg der Ammoniakkonzentration im Serum geht meist
ohne neurologisches Korrelat einher [20].

Eine Beeinflussung der Nierenfunktion fiihrt zu einer Erhéhung der Harnstoff-

konzentration im Serum. In den meisten Fallen wird keine Einschrankung der renalen
Funktion beobachtet [20].

18



EINLEITUNG

Im Unterschied zu den Ubrigen Chemotherapeutika sind direkte toxische Effekte auf
das Knochenmark sehr selten. Eine milde bis moderate Suppression der drei
Zellreihen kann zu einer leichten Anamie flhren, eine ausgepragte Thrombozytopenie
oder Leukopenie werden nicht beobachtet [20]. Ebenso treten keine Schadigungen der
Haarfollikel und oraler oder gastrointestinaler Schleimhaute auf [20,60].

1.9.2 Immunologische Reaktionen

Immunologische Reaktionen stellen neben der Toxizitat auf Pankreas und Gerinnungs-
system die schwerwiegendsten unerwlinschten Wirkungen einer L-Asparaginase-
Behandlung dar. In ausgepragten Féllen sind sie der therapielimitierende Faktor. Die
Immunogenitdt des Fremdproteins L-Asparaginase begrindet sich in der taxono-
mischen Entfernung vom Ursprungsorganismus, der Komplexitat der Molekulstruktur
und dem Molekulargewicht. Die bakterielle Herkunft der L-Asparaginase verursacht
eine Antigenitat, welche bei einer Vielzahl von Patienten eine Immunantwort in Form
einer Antikdrperproduktion hervorruft. Die Bildung von spezifischen Antikérpern kann
sich im menschlichen Organismus auf unterschiedliche Weise &auBern. Einerseits
beobachtet man klinische Hypersensitivitatsreaktionen, die von lokalen Irritationen an
der Injektionsstelle bis hin zu einer lebensbedrohlichen Anaphylaxie reichen [13,29,58].
Andererseits kann eine schnelle Inaktivierung der Enzymaktivitat ohne jedes klinische
Zeichen vorkommen. Dieser Vorgang wird auch aufgrund der fehlenden Symptomatik
als ,silent inactivation” (,stille Inaktivierung“) bezeichnet [7,43]. Haufig tritt eine Anti-
kérperbildung auch ohne klinisches Korrelat oder schnelle Inaktivierung der Enzym-
aktivitat auf [43]. Zusatzlich bestehen Mischbilder der immunologischen Reaktionen in

jeder Auspragung.

Die Bedeutung immunologischer Reaktionen auf den Behandlungserfolg und die
Prognose der ALL-Erkrankung ist nicht eindeutig geklart.

Woo et al. konnten keinen Einfluss einer Uberempfindlichkeitsreaktion oder Antikérper-
formation auf die 4-Jahres-Uberlebensrate beobachten; nach klinischer Reaktion
erfolgte jedoch der sofortige Wechsel von E. coli auf Erwinia chrysanthemi L-Asparagi-
nase. In dieser Studie wurden zudem weder Enzymaktivititen noch L-Asparagin-
Konzentrationen gemessen, so dass ein mdéglicher Einfluss einer raschen Enzym-
inaktivierung unbeobachtet blieb [89].

Larson et al. zeigten in einer Studie, dass Hypersensitivitatsreaktionen bei erwach-
senen Patienten auf den Behandlungserfolg keinen Einfluss haben [52].
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Auch Albertsen et al. konnten keinen Zusammenhang zwischen der Formation von
Antikérpern gegen Erwinia chrysanthemi L-Asparaginase und dem Risiko eines ALL-
Rezidivs sehen [45].

Panosyan et al. publizierten 2004 Ergebnisse einer Interim-Analyse der CCG-1961-
Studie, in der 280 Hochrisiko-Patienten fiir 30 Monate nach Induktionsende beobachtet
wurden. Patienten mit Bildung spezifischer Antikérper ohne klinische Symptomatik
(»stille Inaktivierung®) zeigten eine signifikant héhere Ereignisrate als die Ubrigen
Patientensubgruppen [65].

Zalewska-Szewczyk et al. evaluierten die Bedeutung von Antikérpern auf den
Therapieerfolg in einer Studie, in der Patienten der Standard- und mittleren Risiko-
gruppe mit der Bildung von IgG in der Induktion eine geringe Uberlebensrate als
Patienten ohne Antikérperformation aufwiesen [93].

Cheung et al. konnten zeigen, dass vier von sieben Patienten ein Rezidiv erlitten, als
ihr IgG-Titer am héchsten war [22].

Auch Kurtzberg et al. postulierten eine geringere Therapieeffektivitat durch suboptimale
L-Asparagin-Depletion bei ,stiller Inaktivierung*“ [50].

Abshire et al. veréffentlichten die Ergebnisse einer Studie, welche eine Korrelation
zwischen niedrigen L-Asparaginase-Aktivitdten im Serum und der Anwesenheit von
Antikérpern gegen E. coli L-Asparaginase und PEG-Asparaginase sowie einer ge-
ringeren kompletten Remissionsrate fir Patienten im ersten ALL-Rezidiv aufzeigte [1].

1.9.2.1 Antikérperformation

Untersuchungen bei Patienten mit immunologischen Reaktionen auf eine Therapie mit
L-Asparaginase haben gezeigt, dass vorwiegend Immunglobuline der Klasse G ge-
bildet werden [22,43,47]. Hohe Titer der Antikérpersubklassen IgG; [47] und IgG, [22]
korrelieren signifikant mit dem Risiko einer Uberempfindlichkeitsreaktion.

Obwohl eine Medikamenteniberempfindlichkeit als Sofortreaktion (Typ 1 nach Coombs
und Gell) IgE vermittelt ist, konnte eine Korrelation hinsichtlich der Titerhdhe von IgE
und dem Auftreten klinischer Symptome nicht gefunden werden [22,43]. Es wird ver-
mutet, dass Antikérper der Subklasse E nur eine untergeordnete Rolle spielen. Fabry
et al. erklarten die Ursache anaphylaktischer Reaktionen mit einer Aktivierung des
Komplementsystems durch die Bildung von Immunkomplexen aus L-Asparaginase mit
IgG und IgM [30].
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Die Mehrheit der Patienten unter einer Behandlung mit L-Asparaginase reagiert mit der
Bildung von spezifischen Antikérpern. Nach einem bestimmten Zeitpunkt lassen sich
im Serum der meisten Patienten unabhangig von einer klinischen Symptomatik Anti-
kérper nachweisen [88]. In der Regel steigt die Produktion der Antikérper mit der Dauer
der Exposition, wiederholten Gaben sowie nach einem applikationsfreien Intervall an
[65].

Die Inzidenz der Antikdrperformation liegt im Durchschnitt bei 60-80% [62,65]. Sie ist
damit deutlich hoéher als die Inzidenz von Hypersensitivitdtsreaktionen oder einer
schnellen Inaktivierung der Enzymaktivitat.

Eine Antikdrperbildung fuhrt nicht zwingend zu einer klinischen Symptomatik oder
Enzyminaktivierung. Die Hohe der spezifischen Antikdrperkonzentration korreliert aber
mit dem Risiko, eine Hypersensitivitatsreaktion und/oder schnelle Enzyminaktivierung
zu erleiden [8,88,89]. Eine Korrelation zwischen der H6he der Antikdrperkonzentration
und dem Schweregrad einer klinischen Reaktion ist nicht gegeben [88]. Ein klarer
Zusammenhang zwischen der Formation von Immunglobulinen der Klasse IgG, dem
Auftreten von Uberempfindlichkeitsreaktionen und einem rapiden Abfall der Enzym-
aktivitat ist in der Literatur wiederholt beschrieben worden [7,20,43,46,65,89,92].

Die Bildung von Antikérpern kann zu einer Beeintrachtigung der pharmakokinetischen
Eigenschaften des Enzyms fuhren. Asselin et al. beobachteten einen Abfall der Halb-
wertszeit unter nativer L-Asparaginase-Gabe bei Patienten mit einer Hypersensitivitats-
reaktion. Gleichfalls fihrten hohe Antikérpertiter bei Patienten ohne klinische Sympto-
matik zu einem vorzeitigen Abfall der Enzymaktivitat [8].

Bei der Mehrzahl der Patienten wird die maximale Antikdrperproduktion durch den
erneuten Kontakt mit L-Asparaginase in der Reinduktion erreicht. Der Erstkontakt in
der Induktion dient der Sensibilisierung. Aus diesem Grund werden Hypersensitivitats-
reaktionen und eine ,stille Inaktivierung“ h&ufig nach einer Reexposition in der
Intensifikation gesehen [3,9,65,88]

Dennoch lassen sich bei einigen Patienten bereits vor Therapiebeginn L-Asparaginase-
Antikdrper nachweisen [39,46]. In einer Population von 350 gesunden Blutspendern
konnten bei 22-25% natulrlich vorkommende PEG-Asparaginase-Antikérper der Sub-
klasse IgG und IgM nachgewiesen werden [6]. Ob der Nachweis durch die mangelnde
Spezifitdt und Sensitivitat der Assays oder durch praexistente L-Asparaginase-Anti-
kérper bedingt ist, ist nicht sicher belegt. Ungeklart bleibt auch die klinische Relevanz
dieser Antikérper.

21



EINLEITUNG

1.9.2.2 Klinische Hypersensitivitatsreaktion

Die Inzidenz klinischer Hypersensitivitadtsreaktionen wird in der Literatur in einem
Bereich von 20 - 40% angegeben [13,22,25,43,58,65,89] Unter einer Behandlung mit
den nativen L-Asparaginasen aus E. coli oder Erwinia chrysanthemi treten derartige
Reaktionen etwa gleich haufig auf (33,3% versus 30,0%) [25,26,29]. Fir PEG-Aspara-
ginase wird von einigen Autoren eine geringere Immunogenitat postuliert [6,66]. Die
Inzidenz von Uberempfindlichkeitsreaktionen betragt nach Gabe von PEG-Aspara-
ginase etwa 5-10%; sie steigt jedoch auf etwa 30% bei Patienten, die bereits vorher auf
E. coli L-Asparaginase reagierten, an [28,33,72,85]. Zudem scheint das Phanomen
einer ,stillen Inaktivierung“ die vorherrschende Reaktion gegen die pegylierte
L-Asparaginase zu sein [10,57].

Die Wabhrscheinlichkeit, eine klinische Hypersensitivitdtsreaktion zu erleiden, steigt
statistisch signifikant mit der Anzahl der vorangegangenen Dosen und einer erneuten
Applikation nach einem freien Intervall Uber einem Monat an [29]. Dellinger et al.
konnten einen Anstieg des Risikos von 3,3% auf 32,0% nach der vierten Gabe beob-
achten [25]. Der Einfluss der Dosis auf das Risiko klinischer Reaktionen wird kontro-
vers diskutiert [27,38]. Begleitende Methotrexat- oder Prednison- und Vincristin-Gaben
senken das Risiko fur klinische Reaktionen signifikant [29]. Eine hdhere Inzidenz der
Antikérperformation ohne simultane Glukokortikoidgabe bestéatigten auch Avramis et
al.. Neben seltener auftretenden klinischen Reaktionen und hohen Antikérpertitern
bewirkte eine gleichzeitige Glukokortikoidgabe eine stéarkere Depletion von L-Asparagin
und L-Glutamin und beeinflusste damit den Behandlungserfolg positiv [10].

Klinische Uberempfindlichkeitsreaktionen manifestieren sich lokal an der Injektions-
stelle durch ein Erythem, Odem, Urtikaria, Schmerzen oder Pruritus. Systemische
Reaktionen umfassen auBerdem arterielle Hypotonie, Tachykardie, Dyspnoe, Broncho-
spasmus und Angioddeme bis hin zum anapyhlaktischen Schock [13,29,89]. Nach den
National Cancer Institute Common Toxicity Criteria (CTC) erfolgt eine Klassifikation in
Grad 0 (keine Reaktion), Grad | (milde lokale Reaktion, < 10 cm und/oder < 24 h), Grad
[l (Urtikaria), Grad Ill (Bronchospasmus, schwere lokale Reaktion, > 10 cm und/oder >
24 h) und Grad IV (Arterielle Hypotonie und Anaphylaxie) [60]. Wahrend bei Grad | und
II eine Weiterbehandlung mit einer Prédmedikation durch Antihistaminika und/oder
Glukokortikoide erfolgen kann, erfordern Grad Il und IV einen Préparatewechsel. Trotz
der Haufigkeit anaphylaktischer Reaktionen sind schwere lebensbedrohliche Verlaufe
sehr selten zu beobachten [29].
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Alle bisherigen Versuche, die Auftretenswahrscheinlichkeit von Hypersensitivitats-
reaktionen einzuschatzen, waren nicht erfolgreich. Der Einsatz von L-Asparaginase als
Testdosis intradermal oder als i.v.-Bolus vor der eigentlichen Gabe lieferte in > 80%
der Patienten falsch-negative Ergebnisse [23,29]. Der Nutzen einer Testdosis erscheint
nur gering und in der klinischen Praxis ohne Bedeutung.

Nach dem Auftreten von klinischen Symptomen erfolgt in der Regel ein Wechsel des
L-Asparaginase-Praparates. In der Vergangenheit wurde als Ausweichpraparat meist
die Erwinia chrysanthemi L-Asparaginase eingesetzt. Die Mdglichkeit des Wechsels
begrindet sich in der nur eingeschrankten Kreuzreaktivitdt zwischen E. coli und
Erwinia chrysanthemi L-Asparaginase [13,25,55,63,65,85]. Die beiden Préparate
weisen infolge ihrer Unterschiedlichkeit in der Aminosauresequenz und Kristallstruktur
verschiedene antigene Epitope auf [87]. Aufgrund der jeweiligen pharmakokinetischen
Eigenschaften muss eine Anpassung von Dosis und Administrationsfrequenz zur
Aufrechterhaltung einer vergleichbaren Therapieintensitat beachtet werden [15]. Etwa
20-25% der Patienten reagieren nach einer Uberempfindlichkeitsreaktion erneut mit
klinischen Symptomen auf das neue Praparat. Ein erfolgreicher Abschluss der
Behandlung ist jedoch in Gber 90% aller Patienten méglich [13,85,88].

Zum Zeitpunkt der ALL-NOPHO 2000 Studie, aus der Serumproben fir die vorliegende
Arbeit zur Verfligung standen, war Erwinia chrysanthemi L-Asparaginase erhaltlich.

Nach kurzzeitiger Nichtverfigbarkeit auf dem Arzneimittelmarkt ist Erwinia
chrysanthemi L-Asparaginase wieder beziehbar. Als weitere Ausweichmdglichkeit steht
zudem die pegylierte Form der E. coli L-Asparaginase zur Verfigung. In der Regel
erfolgt der Einsatz auch hier nach dem Auftreten von Hypersensitivitatsreaktionen.

Wang et al. konnten in ihren Untersuchungen kreuzreagierende Antikdrper bestimmen
und damit eine in vitro Kreuzreaktivitdit zwischen E. coli und PEG-Asparaginase
nachweisen [65,5]. Trotz Modifikation des Molekdls sind die gleichen Epitope erhalten
geblieben, die zu einer eingeschrankten Kreuzimmunogenitat zwischen der aus E. coli
isolierten und PEG-Asparaginase fuhren [10]. In Europa wie auch den Vereinigten
Staaten sind die native sowie pegylierte Form der L-Asparaginase nur aus demselben
E. coli Stamm isoliert erhaltlich.
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1.9.2.3 ,,Stille Inaktivierung*

Eine weitere Manifestation einer immunologischen Reaktion nach L-Asparaginase-
Gabe kann eine rapide Inaktivierung der Enzymaktivitdt sein. Dieser Vorgang wird
auch als ,silent inactivation“ (,stille Inaktivierung“) bezeichnet, da er ohne klinische
Symptomatik ablauft [7,43]. Die Inzidenz der ,stillen Inaktivierung® liegt in einem
Bereich zwischen 20 und 30% und tritt damit etwa gleich h&ufig wie eine Klinische
Reaktion auf [46,65]. Eine rapide Inaktivierung der Enzymaktivitdt kann auch bei
Patienten mit klinischer Reaktion erfolgen [7,20].

Es besteht eine Korrelation zwischen hohen Titern von Antikérpern und einer schnellen
Enzyminaktivierung [7,49]. Untersuchungen zeigen, dass in mehr als 90% bzw. 47%
der Patientenseren eine in vitro Inhibition der enzymatischen Aktivitdt von L-Aspara-
ginase bei Vorhandensein hoher Antikérpertiter stattfindet [50,65]. FUr den Abfall der
enzymatischen Aktivitat werden daher spezifische Antikérper verantwortlich gemacht,
die zu einer Neutralisierung der Aktivitdt und/oder Beschleunigung der Enzym-
Clearance fuhren [8,65]. Der Abfall der Enzymaktivitdt fUhrt zur suboptimalen
L-Asparagin-Depletion [85]. Ein Zusammenhang zwischen PEG-Asparaginase-Anti-

kérpern und einer raschen Enzyminaktivierung ist beschrieben wurden [6].

Wahrend Hypersensitivitatsreaktionen vor allem ein Problem der nativen L-Aspara-
ginasen sind [58], scheint die ,stille Inaktivierung“ Ausdruck der vorherrschenden
immunologischen Reaktion auf PEG-Asparaginase zu sein [10,59]. Diese Aussage
wird durch zwei von der BFM-Studiengruppe im Rahmen der Therapiestudie ALL-BFM
95 durchgefihrten Drug-Monitoring Programme gestitzt. Der routinemassige Prapa-
ratewechsel von E. coli L-Asparaginase in der Induktion auf PEG-Asparaginase in der
Reinduktion zeigte bei zwei Dritteln der Patienten eine Enzymaktivitat 2100 U/l Uber
den gewinschten Zeitraum von zwei Wochen. Bei einem Drittel der Patienten kam es
jedoch zu einem frilhzeitigen Aktivitatsabfall (,stille Inaktivierung®). Klinische Uber-
empfindlichkeitsreaktionen wurden nicht gesehen [57]. In einer weiteren Untersuchung
wurden unter der Gabe von nativer E. coli L-Asparaginase in Induktion und Reinduktion
ausschlieBlich klinische Hypersensitivitdtsreaktionen mit einer Inzidenz von 24%
beobachtet [58]. Rizarri et al. konnten das Phanomen der ,stillen Inaktivierung“ nach
Gabe von PEG-Asparaginase in der Induktions- und Reinduktionsphase nur bei einem
Patienten beobachten [71].
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Die Notwendigkeit eines Drug-Monitoring Programms zur Therapiekontrolle ist durch
die méglichen immunologischen Mechanismen, insbesondere den Vorgang der ,stillen
Inaktivierung®, gegeben. Die Uberwachung der L-Asparaginase-Aktivitit stellt ein
wichtiges und hilfreiches Instrument in der Erkennung von Unterbehandlungen und der
Vermeidung suboptimaler therapeutischer Effekte dar.

1.10 Methoden zur Messung von L-Asparaginase-Antikérpern

Da sich bereits kurz nach Einfihrung der L-Asparaginase in die Behandlung der ALL
immunologische Reaktionen als therapielimitierender Faktor herausstellten, wurden
zahlreiche Untersuchungen zur Bestimmung von Antikdrpern durchgefuhrt. Zum Nach-
weis der spezifischen Antikérper werden verschiedene Methoden wie Immunodiffusion
[62], radio immuno sorbent assays (RIA) [22,43] oder enzyme linked immuno sorbent
assays (ELISA) [46,65,84,85,88,89] eingesetzt.

Die Etablierung einer Methode fur einen rationalen und sinnvollen Gebrauch im
klinischen Alltag ist bis heute erfolglos geblieben. Gegenwartig zur Verfligung stehende
Assays sind weder spezifisch noch sensitiv genug, um eine prognostische Aussage zu
treffen. Sie eignen sich lediglich zur Einschatzung von Tendenzen, lassen jedoch keine

sichere Auskunft Gber zu erwartende Reaktionen zu.

Abbildung 7 stellt graphisch Daten von Woo et al. dar, die mittels eines ELISA Anti-
kérpertiter gegen L-Asparaginase bestimmten. Im untersuchten Patientenkollektiv
wurde in der Induktionsphase mit E. coli L-Asparaginase behandelt und nach dem Auf-
treten von Hypersensitivitatsreaktionen bei einigen Patienten auf Erwinia chrysanthemi
L-Asparaginase umgestellt. Die Messung der Antikérpertiter erfolgte jeweils zum Ende
der Induktion und Reinduktion unter Einsatz des L-Asparaginase-Gesamtproteins als
Antigen in einem ELISA. Es wird deutlich, dass auch bei Patienten ohne immuno-
logische Reaktion Antikorpertiter gemessen werden konnten. Grundsétzlich &hnelte
sich der Titerverlauf beider Gruppen; innerhalb der Patientengruppe mit klinischer
Reaktion gab es sogar Abfélle der Titer [88]. In einer weiteren Studie von Woo et al.
wurden bei Patienten mit Antikérpern gegen L-Asparaginase in nur 56% der Félle eine
Hypersensitivitatsreaktion beobachtet. 44% zeigten trotz Bestimmung von Antikdrpern
keine klinische Reaktion. 18% der Patienten erlitten dagegen ohne Nachweis von
Antikérpern eine manifeste klinische Reaktion [89]. Auch Wang et al. konnten in
Messungen am Ende der Reinduktionsphase keinen signifikanten Unterschied der
Antikérper-Konzentration zwischen Patienten mit und ohne Hypersensitivitatsreaktion
finden [85].
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Abb. 7: IgG-Titer von Patienten mit und ohne allergische Reaktion am Ende der Induktions- und

Reinduktionsphase (aus Woo et al. [88])

Ein Problem der angewandten Methoden sind wahrscheinlich Kreuzreaktionen
zwischen dem L-Asparaginase-Protein und Antikérpern, die sich im menschlichen
Serum befinden. Diese Vermutung wird durch Messungen gestltzt, die bei gesunden
Personen ohne vorherigen Kontakt mit L-Asparaginase-Antikdrper nachweisen konnten
[64]. Diese Kreuzreaktionen beeintrachtigen in erheblichem MaBe die prognostische
Aussagekraft der verfigbaren Assays und machen sie fiir einen Einsatz im klinischen
Alltag unbrauchbar.

1.11 Zielsetzung der Arbeit

Da immunologische Reaktionen den Therapieverlauf und -erfolg mitunter entscheidend
beeintrachtigen kénnen, ist die Einsicht in den immunologischen Status des Patienten
vor allem zu Beginn einer erneuten L-Asparaginase-Gabe in der Reinduktions- oder
Rezidivtherapie von enormer Bedeutung. Die Kenntnis Uber den Antikdrperstatus des
einzelnen Patienten kénnte eine Grundlage fir die weitere Therapieplanung bilden. Der
Nachweis von spezifischen Antikdrpertitern kbnnte zur Vorhersage einer potentiell zu
erwartenden immunologischen Reaktion flihren. Ein Eingreifen durch einen Praparate-

wechsel ware damit vorzeitig méglich.
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Aktuell erfolgt die Therapielberwachung durch die Messung der L-Asparaginase-
Aktivitat. Dabei postuliert man orientierend an den Untersuchungen von Riccardi et al.
ab einem Aktivitatswert = 100 U/I, dass eine vollstandige Depletion von L-Asparagin im
Serum vorliegt [70]. Die gemessenen Aktivitdten dienen somit indirekt als Hinweis auf
das Vorliegen von inaktivierenden Antikérpern. Dieses Drug-Monitoring Programm ist
mit haufigen Blutentnahmen verbunden und bedeutet oft eine groBe Belastung fir den
Patienten. Die Messung der Aminosdurekonzentration selbst wird im klinischen Alltag
nicht durchgeflhrt, da dies sehr aufwendig und mit einer hohen Fehlerquote versehen
ist.

Gegenwartig steht keine Nachweismethode von spezifischen Antikdrpern, die gegen
bestimmte Epitope der L-Asparaginase gerichtet sind, zur Verfligung. Die vorhandenen
Assays, meist auf der Basis eines enzyme linked immuno sorbent assays (ELISA),
setzen das L-Asparaginase-Gesamtprotein als Antigen ein. Problem dieser Assays
sind Kreuzreaktionen von primér gegen andere Proteine gerichteten Antikérpern. Dies
fihrt haufig zu falsch-positiven Resultaten und damit zu einer Einschrankung der
prognostischen Aussagekraft der Messmethode.

Die Beeintrachtigung der Assays durch Kreuzreaktionen fithrte zu den Uberlegungen in
der Marburger Arbeitsgruppe, eine epitopspezifische Methode zu entwickeln. Grund-
lage bildete die Idee, definierte L-Asparaginase-Sequenzen als Antigen einzusetzen,
um so das Antikérper-Screening auf klinisch relevante Epitope zu beschréanken und
Kreuzreaktionen weitestgehend auszuschlieBen.

In ersten Untersuchungen wurden willkirliche Aminosauresequenzen des L-Aspara-
ginase-Proteins verwendet. Die Auswahl der Fragmente erfolgte zuféllig, da zu diesem
Zeitpunkt noch keine detaillierte Informationen Uber Klinisch relevante Epitope der
E. coli L-Asparaginase vorlagen. Die Fragmente wurden als Fusionsprotein mit
Glutathion-S-Transferase (GST) exprimiert, um eine mdglichst &hnliche Faltung der
Proteine analog zur Tertiarstruktur des Gesamtproteins zu erreichen. Die Fusions-
proteine wurden schlieBlich als Antigene in einem ELISA gegen Patientenseren
gescreent. Die Ergebnisse zeigten einen Zusammenhang zwischen der Inaktivierungs-
rate des Enzyms und Titern gegen bestimmte Fragmente. Damit konnte die grund-
satzliche Durchfuhrbarkeit einer epitopspezifischen Methode bestatigt werden [69]. Auf
der Grundlage eines theoretischen ,Epitop-Mappings“ durch ein Computer-Struktur-
modell wurden weitere GST-Fusionsproteine produziert, die jedoch nur in wenigen
Féllen eine eindeutige Bindung von Antikérpern aufwiesen [14]. Ein experimentelles

27



EINLEITUNG

~Epitop-Mapping“ zur ldentifizierung von B-Zell-Epitopen der E. coli L-Asparaginase
wurde initiilert [87]. Auf dieser Grundlage wurden erneut GST-Fusionsproteine
hergestellt, die in der vorliegenden Arbeit als Antigene im ELISA zur Verfligung
standen und auf Antikdrperbindung von padiatrischen Patientenseren aus der NOPHO-
ALL 2000 Studie untersucht wurden.

Das Ziel dieser Arbeit ist die Optimierung einer direkten Nachweismethode von
spezifischen Antikérpern gegen L-Asparaginase. Mit Verbesserung der Sensitivitat und
Spezifitdt der Messmethode waren dann nicht mehr nur Aussagen Uber Tendenzen
maoglich, sondern auch eine prognostische Einschatzung einer zu erwartenden immu-
nologischen Reaktion.

Die Kenntnis Uber spezifische Antikdrper und Epitope der E. coli L-Asparaginase mit
klinischer Relevanz bei einer immunologischen Reaktion kdnnte =zukinftig zur
vorzeitigen Erkennung und Vermeidung dieser Reaktionen beitragen. Der Einsatz
dieses Assays im Rahmen eines rationalen und sinnvollen Drug-Monitoring
Programms kdnnte zu einer unmittelbaren Therapieverbesserung in der Behandlung
der akuten lymphatischen Leukamie flhren.
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MATERIAL UND METHODEN
2. MATERIAL

2.1 Chemikalien

Alle Laborchemikalien wurden im Reinheitsgrad pro analysis verwendet. Zur Herstel-

lung von Lésungen und Puffer wurde deionisiertes Wasser verwendet.

Acrylamid-/Bisacrylamidlésung (30%/0,8%)
Albumin Fraktion V (BSA)
Ammoniumhydrogencarbonat
Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin

2,2 -Azino-di-[3-ethylbenzthiazoline sulfonate(6)]

diammonium salt (ABTS)

Coomassie Brillant Blau R 250
Bromphenolblau Na-Salz
1,4-Dithiothreit (DDT)
Ethylendiamin-tetraessigsaure (EDTA)
Essigsaure

Ethanol

Glutathion (reduziert)

Glycin

Harnstoff
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
di-Kaliumhydrogenphosphat

Luria Broth Base (LB)
2-Mercaptoethanol

Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
di-Natriumhydrogenphosphat
Natriumlaurylsulfat (SDS)

2-Propanol
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tricine Pufferan®

Triton X 100

Trizma® Hydrochlorid (Tris-HCI)
Tween®20 pure

2.2 Enzyme

Asparaginase 10.000 medac
PreScission® Protease

2.3 Antikorper

Anti-Human IgG, Peroxidase, Ziege
Anti-Asparaginase 1gG, Kaninchen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Fluka, Buchs (Schweiz)
Sigma, Steinheim

Roche, Mannheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Fluka, Buchs (Schweiz)
Merck, Darmstadt
Fluka, Buchs (Schweiz)
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Fluka, Buchs (Schweiz)
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Fluka, Buchs (Schweiz)
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Serva, Heidelberg

Medac, Hamburg
Amersham Biosciences,
Freiburg

Dianova, Hamburg
Biomol, Hamburg
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2.4 Vektor
pGEX-6P-3

2.5 Bakterienstamm
E. coliBL21 (im GST-Kit enthalten)

2.6 Verbrauchsmaterialien

Dialyseschlauch Servapor® @ 6 mm
Filter Millex® -HV 0,45 pm
Mikrotiterplatten F 96 Maxisorp

Page Ruler® Prestained Protein Ladder
SeeBlue® Plus2 Prestained Standard
GSTrap® FF 1ml

2.7 Geréate

Autoklav 5075 ELV

Autoklav 2540 EL

Biofuge pico )
Chromatographie System AKTA® prime
Gelelektrophoresevorrichtung
Heizblock DB-2A

Mikrotiterplattenleser EL,808
Mikrotiterplattenwascher PW 40
Minifuge RF

pH Meter Toledo 340
Schittelinkubator AK 82
Spectrophotometer Ultrospec 3000
Spectrophotometer Ultrospec 2100 pro
Ultraschall Sonoplus GM 72

Waage BP 2100 S

Waage R 160 P

Warmeschrank B 5050 E

Zentrifuge J2-MC

2.8 PC-Programme und Internet-Links

KC Junior (Mikrotiterplattenleser)
MS Office 2003

Sigma Plot 8.0

SPDB-Viewer

SPSS 16.0

Strukturmodell
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Amersham Biosciences, Freiburg

Amersham Biosciences, Freiburg

Serva, Heidelberg

Millipore, Schwalbach

Nunc, Wiesbaden

Fermentas, St. Leon-Rot
Invitrogen, Karlsruhe

Amersham Biosciences, Freiburg

Systec, Wettenberg

Systec, Wettenberg

Heraeus, Hanau

Amersham Biosciences, Freiburg
Phase, Libeck

Thermo-Dux, Wertheim/Main
BioTek GmbH, Bad Friedrichshall
Bio-Rad, Miinchen

Heraeus, Hanau

Mettler, GieBBen

Infors AG, Bottmingen (Schweiz)
Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg
Bandelin, Berlin

Sartorius, Géttingen

Sartorius, Géttingen

Heraeus, Hanau

Beckmann, Miinchen

BioTek GmbH, Bad Friedrichshall
Microsoft Deutschland GmbH
Jandel Scientific, Erkrath
http://www.expasy.ch/spdbv
SPSS GmbH Software, Miinchen
http://www.rcsb.org
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2.9 Statistische Auswertung

Die Analyse der Daten erfolgte unter Einsatz des Stastistik Programms SPSS 16.0 fir
Windows. Aufgrund der nicht normal verteilten Daten wurden nicht-parametrische
Testverfahren angewendet. Als Fehlerwahrscheinlichkeit fir die statistische Signifikanz

wurde p < 0,05 zugrunde gelegt.

Zum Vergleich der einzelnen Antikdrpertiter gegen die Fusionsproteine und das
Gesamtprotein zwischen der Kontrollgruppe, der Gruppe der therapeutischen Aktivitat
und ,stillen Inaktivierung” wurde zunachst der Kruskal-Wallis-Test eingesetzt. Es
wurden die jeweiligen Werte getrennt zum Zeitpunkt der Induktion, Reinduktion und der
Differenz aus Reinduktion und Induktion verwendet. Zeigte sich eine statistische
Signifikanz, wurde zum Paarvergleich der drei Gruppen der Mann-Whitney-U-Test
angewendet.

Die vergleichende Analyse der einzelnen Antikdrpertiter innerhalb einer Gruppe wurde
mit dem Mann-Whitney-U-Test durchgefihrt.

Zur Klarung eines Unterschieds zwischen den Antikdrpertitern gegen die sechs
Fragmente und das L-Asparaginase-Gesamtprotein in der Gruppe der ,stillen
Inaktivierung” wurde zuerst der verallgemeinerte Vorzeichen Test von Friedmann
angewendet. Verglichen wurden die sieben Messwerte zum Zeitpunkt der Induktion,
Reinduktion und der Differenz aus Reinduktion und Induktion. Ergab sich ein p-Wert
< 0,05 wurde jedes GST-Fusionsprotein gegen das Gesamtprotein mit dem Wilcoxon-

Vorzeichen-Rang-Test auf Signifikanz Uberprift.

2.10 Patientenmaterial

Die Untersuchungen innerhalb der retrospektiven Studie wurden im Zeitraum von Juli
2004 bis Oktober 2005 im Institut fir Physiologische Chemie des Fachbereichs
Medizin der Philipps-Universitdt Marburg des Universitatsklinikums GieBen und
Marburg, Standort Marburg durchgefihrt. Die Arbeiten erfolgten in freundlicher
Kooperation mit der Nordic Society of Pediatric Hematology and Oncology (NOPHO),
einer 1981 gegrindeten multizentrischen Studiengruppe zur Behandlung von Kindern
mit akuter lymphatischer Leukamie in skandinavischen Landern (Danemark, Finnland,
Island, Norwegen und Schweden).
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Zur Verfligung standen 265 Serumproben von 61 péadiatrischen Patienten, bei denen
im Zeitraum von September 2001 bis Juli 2003 eine neu aufgetretene akute lympha-
tische Leukdmie diagnostiziert worden war. Alle Patienten wurden im Rahmen der
NOPHO-ALL 2000 Studie behandelt.

32 der Patienten waren weiblichen und 29 méannlichen Geschlechts; das Alter reichte
zum Zeitpunkt des Induktionsbeginns von 1 Jahr und 8 Monate bis 15 Jahre (Median 5
Jahre und 2 Monate).

Der Einschluss in die NOPHO-ALL 2000 Studie erfolgt nach Diagnosestellung einer
B-Vorlaufer- oder T-Zell-ALL im Lebensalter von > 1 Jahr und < 15 Jahren. Die
Zuteilung in unterschiedliche Risikogruppen geschieht durch einen Algorithmus, der
neben der Leukozytenzellzahl, Zellmorphologie, ZNS- oder Testes-Befall und zyto-
genetischen Kriterien auch das Ansprechen der Initialtherapie (gutes Ansprechen:
morphologischer Blastenanteil <25%/<5% im Knochenmark an Protokolltag 15/29 der
Induktion) berlcksichtigt. Entsprechend sieht das Protokoll eine Niedrigrisikogruppe mit
einem Standard-Intensitats- (Sl) und einem mittleren Intensitats-Therapieprotokoll (l1)
vor sowie eine Hochrisikogruppe mit intensiviertem- (1), stark intensiviertem- (VI) und

extra intensiviertem-Therapieprotokoll (El).

Die Induktionsphase gestaltet sich in allen Risikogruppen gleich. Jeder Patient erhalt
native E. coli L-Asparaginase (Asparaginase medac) 6.500 U/m® KOF i.m. an den
Protokolltagen 37, 40, 44 und 47.

Eine erneute Gabe von Asparaginase in der Reinduktionsphase erfolgt fir Patienten im
mittleren Intensitatsprotokoll (II) an den Tagen 120, 123, 127 und 130; flr Patienten im
intensivierten- (I) und stark intensiviertem-(VI) Therapieprotokoll an den Tagen 197,
200, 204 und 207; im jeweiligen Protokollblock Tag 1, 4, 8 und 11 entsprechend.

Die Abnahme der Blutproben wurde jeweils vor Asparaginase-Gabe durchgeflhrt.

Nach Zentrifugation wurden die Serumproben auf Trockeneis verschickt und bis zur
Analyse bei -80°C gelagert.
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INDUCTION - Protocol SI/IT (Standard/Intermediate Intensity)

PRED  p.oJiv. 60 mg/m’/d

VCR i.v. 2.0 mg/m? T T T T T T

DOXO iv (dhrs) 40 mgim? 1 4

L-ASP  im. 6.500 TU/m? | L
Mix 1.th, doses: L\ L L L

see below

O<=BM @ -BM + MRD @ @) O @

Mix intrathecal doses:

week 0 1 2 3 4 5 ]
1-< 2 years 8 mg day 1 8 15 12 29 36 43
2-<3 vears 10 mg
>= 1} years 12 mg

Abb. 8: Ubersicht des Induktionsprotokolls (Standard- und mittlere Intensitatsrisikogruppe) (aus
Treatment Protocol NOPHO-ALL 2000)

DELAYED INTENSIFICATION - Protocol 11 ( Intermediate Intensity)

DEXA p.o. 6 mg/m¥d x 1-15/29

VCR iv 2.0 mg/m? T T T

DAUNO iv. (4 hrs) 30 mg/m? 1 4 1 1

L-ASP  i.m. 6.500 TU/m? NN

CYCLO i.v. 1.000 mg/m?* m m

Ara-Co . 75 mg/m? 11 I
6-MP p.o. 60 mg/m?/d I:] I:l
Mix i.th. doses: see below + + +

week 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 2

Mix intrathecal doses: day 120 127 134 141 148 155 162 169 176 183 190 197 20
l-= 2 years 8 mg
2-<3 years 10 mg dayihlock) 1 g 15 22 M 36 43 S 57 64 71 7R RS
== 3 years 12 mg

Abb. 9: Ubersicht des Reinduktionsprotokolls (mittlere Intensitatsgruppe) (aus Treatment

Protocol NOPHO-ALL 2000)
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3. METHODEN

3.1 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

Die GST-Fusionsproteine wurden durch das Einfligen von spezifischen Genfragmenten
des E. coli Asparaginase-Genoms in einen pGEX-6P-3 Vektor hergestellt. Grundlage
far die Auswahl der Genfragmente bildeten vorangegangene Arbeiten in der Marburger
Arbeitsgruppe, die sich mit der Identfizierung von B-Zell-Epitopen durch experimen-
telles ,Epitop-Mapping“ mittels ,Phage-Display” und der ,SPOTs"-Methode beschéf-
tigten [87]. Die verwendeten Peptide sind dem Anhang zu entnehmen. Die molekular-
biologischen Methoden wurden von Herrn Dr. med. Hans-Joachim Muller durchgefihrt.

3.1.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ist eine Methode zur Amplifizierung von spezifischen DNA-Abschnitten. Nach
Trennung der komplementaren DNA-Strénge binden Oligonukleotide (Primer) an
Anfang und Ende der zu amplifizierenden Stelle der DNA (Template). Die Zugabe von
Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTP) und DNA-Polymerase fihrt zur Synthese von
doppelstrangiger DNA aus der einzelstrangigen Vorlage. Durch Wiederholung des
Zyklus aus Denaturierung, Annealing und Elongation kann DNA exponentiell verviel-
faltigt werden.

Fur die PCR-Ansatze wurden 4 ul Template, je 5 pl Oligonukleotide, 1 pl Pfu-DNA-
Polymerase, 5 pl DNA-Polymerase Puffer, 1 ul 2 mM dNTP und H,O auf ein Volumen
von 50 pl aufgeflllt. Nach initialer Denaturierung bei 95°C fur 5 Minuten wurden 30
Amplifikationszyklen durchgefiihrt. Diese bestanden aus Denaturierung bei 95°C fiir 1
Minute, Anlagerung der Primer bei 65°C fiir 1 Minute und Verlangerung durch die DNA-
Polymerase bei 72°C fur 3 Minuten. AbschlieBend erfolgte die Inkubation bei 72°C fir
10 Minuten. Die verwendeten Primer sind im Anhang dargestellt.

3.1.2 Agarose-Gelelektrophorese

Die PCR-Ansatze wurden ihrer Peptidgr6Be entsprechend in einem Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt. Dazu wurden 1%ige (w/v) Agarose-Gele auf TAE-Puffer-
basis (40 mM Tris/Acetat, 1 mM EDTA) mit 1 pg/ml Ethidiumbromid verwendet. Nach
Zugabe von Probenpuffer (0,25 % (w/v) Bromphenolblau, 0,25 % (w/v) Xylencyanol FF,
30 % (v/v) Glycerin) zu den DNA-Fragmenten erfolgte die Auftrennung im elektrischen
Feld.
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Bei Visualisierung der DNA-Banden unter UV-Bestrahlung konnten sie mit einem
Langenstandard als Referenz verglichen und durch Fotografieren dokumentiert

werden.
3.1.3 DNA-Konzentrationsbestimmungen

Nach Aufreinigung der PCR-Produkte mit dem QIAquick PCR Purification Kit laut
Herstellerhandbuch wurde die Absorption bei einer Wellenlange von 260 nm
gemessen. Dabei wurde eine Az nm Von 1 mit einer DNA-Konzentration von 50 pg/mi
gleichgesetzt. Die Kontamination der DNA mit Proteinen wurde durch Messung der
Azgo nm bestimmt. Der Quotient Axgp nm/A2so nm SOllte flr ein hohes MaB an Reinheit
zwischen 1,8 -2,0 liegen.

3.1.4 Herstellung transformationskompetenter Bakterien

Zur Herstellung von E. coli Bakterien mit der Fahigkeit zur Plasmid DNA-Aufnahme
wurden 5 ml Vorkulturen der E. coli BL21 Zellen in LB-Medium Uber Nacht bei 37°C
angezlchtet. 2 ml wurden in jeweils 50 ml LB-Medium bis zu einer O.D. bei 600 nm
von 0,5 im Schiittler inkubiert und anschlieBend bei 5.000 rpm fir 5 Minuten bei 4°C
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Bakterienzellsediment in 10
ml eiskalter Calciumchloridlésung (60 mM CaCl,, 10 mM PIPES, 15% (v/v) Glycerol,
pH 7,4) resuspendiert und auf Eis gekihlt 90 Minuten inkubiert. Nach erneuter
Zentrifugation mit 5.000 rpm Uber 5 Minuten bei 4°C erfolgte die Resuspension der
Zellpellets unter Zugabe von 2 ml Calciumchlorid und 1 ml 87% Glycerol. Die

Bakterienstocks wurden zu je 200 pl aliquotiert und bei -80°C gelagert.

3.1.5 Klonierung

3.1.5.1 Restriktion

Restriktionsendonukleasen  erzeugen doppelstrangige = DNA-Schnittstellen  an
spezifischen Sequenzen. Der Restriktionsansatz umfasste jeweils 30 ul PCR-Produkt
oder 20 pl pGEX-6P-3 Vektor, 2,5 pl Bam HI (10 U/ul), 2,5 pl Eco RI (10 U/ul), 5 ul
Puffer und H,O auf ein Gesamtvolumen von 50 pul aufgefillt. Der Restriktions-Verdau
dauerte 3 Stunden bei 37 °C.
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3.1.5.2 Dephosphorylierung

Die Entfernung der 5 -Phosphatgruppen an der linearisierten Vektor-DNA wurde zur
Vermeidung von Ringschlissen durch Inkubation von pGEX-6P-3 mit 1 pl calf intestinal
alkaline phosphatase (CIAP, 1 U/ul) und 4 pl Puffer Gber 30 min bei 37°C erreicht.
AnschlieBend erfolgte eine Hitzeinaktivierung bei 85°C fir 15 Minuten.

3.1.5.3 Ligation

Vor dem Einfligen der DNA-Fragmente in den pGEX-6P-3 Vektor wurde eine erneute
Aufreinigung mit QIAquick PCR Purification Kit und photometrische Konzentrations-
bestimmung durchgeflhrt.

pGEX-6P-3 Vektor und die zu inserierende DNA wurden in einem molaren Verhéltnis
von 1:5 gemischt. Die Berechnung erfolgte nach Handbuch zum Kit. Die Reaktions-
ansatze umfassten neben Vektor-DNA und Insert-DNA, T4-DNA-Ligase (30 U/ul),
Ligase-Puffer und H,O. Die Inkubation erfolgte fir 3 Stunden bei Raumtemperatur,
danach wurde die Ligase bei 65°C fir 15 Minuten hitzeinaktiviert. Zur Kontrolle wurde
Vektor ohne Insert-DNA mitgefuhrt.

3.1.5.4 Transformation

200 ul kompetenter E. coli BL 21 Zellen wurden mit jeweils 20 ul der Ligationsansatze
fir 20 Minuten auf Eis inkubiert. Der Reaktionsansatz wurde fir 90 Sekunden einem
Hitzeschock von 42°C ausgesetzt und mit 1 ml LB-Medium versetzt, um dann fir 45
Minuten bei 37°C unter Schutteln inkubiert zu werden. AnschlieBend wurden 100 pl
Lésung auf Agarplatten mit 0,1 g/ml Ampicillin ausplatiert und tGber Nacht bei 37°C im
Warmeschrank gelagert.

Je Ansatz mit unterschiedlichem Insert wurden sechs Kolonien von den Agarplatten in
Ubernachtkulturen (iberfilhrt und Bakterienstocks aus 500 ul Kulturldsung und 500 pl
87% Glycerol angelegt und zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert. Zur Kontrolle
des Klonierungsprodukts wurden aus denselben Ubernachtkulturen 1,5 ml Ldsung
unter Einsatz des QlAprep Spin Miniprep Kit laut Herstellerprotokoll aufgereinigt. Mit
den Aufreinigungsprodukten wurde nach vorstehend beschriebenem Protokoll die PCR
durchgefiihrt und anschlieBend elektrophoretisch in einem Agarose-Gel aufgetrennt.
Nach Praparation der Plasmid-DNA aus der Bakterienkultur wurden Proben an MWG
Biotech (Ebersberg) zur Sequenzierung geschickt.
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3.2 MIKROBIOLOGISCHE METHODEN

Alle Arbeiten mit gentechnisch verénderten Mikroorganismen wurden gemaB dem
Gentechnikgesetz (GenTG) von 1990 durchgefliihrt und entsprachen der Sicherheits-
stufe S1. Alle mit Mikroorganismen kontaminierten Materialien und Lésungen wurden
gesammelt und 20 Minuten bei 121°C und 2,5 bar dampfsterilisiert. Die nachfolgend

beschriebenen Arbeiten wurden im Rahmen der Promotionsarbeit durchgefihrt.

3.2.1 Bakterienwachstum

25 g LB-Medium wurde in 1 | H,O aufgeldst und auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt.
AnschlieBend wurde das Medium autoklaviert. Durch Zusatz des Antibiotikums
Ampicillin in einer Konzentration von 0,1 g/ml wurde ein Selektivmedium hergestellt.

LB-Platten wurden nach Zugabe von 1,5 % (w/v) Agar zum Medium durch das
AusgieBen von sterilen Petrischalen mit 25 ml hergestellt. Bei 4° C waren die LB-

Platten mehrere Monate verwendbar.

LB-Medium pH 7,4

10 g/l Pepton
5 g/l Hefeextrakt
10 g/l NaCl

3.2.2 Kultivierung

Zur Kultivierung von E. coli in LB-Medium wurden Bakterien aus den 87% Glycerol-
stocks auf LB-Platten ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Die erhaltenen
Platten mit Bakterienkolonien wurden bei 4°C gelagert und standen etwa zwei Wochen

zur weiteren Verfligung.

Far die Herstellung von Vorkulturen wurde eine einzelne Kolonie von E. coli Bakterien
der LB-Platten verwendet, um 50 ml LB-Medium, versetzt mit 0,1 g/ml Ampicillin,
anzuimpfen. AnschlieBend wurde diese Kultur tGber 24 Stunden bei 37°C im Schuttler
inkubiert.
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3.3 PROTEINBIOCHEMISCHE METHODEN

3.3.1 Proteinexpression

Die Expression der L-Asparaginase-Proteinfragmente erfolgte als Fusionsprotein mit
Schistosoma japonicum Glutathion-S-Transferase (GST) in E. coli BL 21. Der verwen-
dete Vektor pGEX-6P-3 steht unter Kontrolle des tac-Promotors, welcher durch IPTG
induziert werden kann. Abbildung 10 zeigt den Expressionsvektor; die Sequenz ist im

Anhang dargestellt.

pGEX-6P-3
PreScission Protease

|Leu Glu Val Leu Phe GInal Pm|Leu Gl Ser Pro Asn Ser Arg Val Asp Ser Ser Gl_rgr Arl;C
CTGE GAA GTT CTG TTC GAG GGE CCC CTG GGA TCG, GO AAT TOG GGG BTG GAG TCG ARG GGG GG

et
BamH | EcoR | Smal

ﬁ;ws:p\

pGEX |
=¢9:' bp

./

BssHII
Apal . BRI22
E T pBR3Z2
BstE I o e

Ptac
Esph |

Abb. 10: Glutathion-S-Transferase Fusionsvekior pGEX-6P-3 (aus GST Gene Fusion

Handbook, Amersham Biosciences)

Die Vorkulturen wurden in 500 ml selektives LB-Medium Uberfiihrt. Die Inkubation bis
zu einer optischen Dichte (O.D. gonm) Von 0,6 - 0,8 erfolgte bei 37°C im Schittler. Nach
Erreichen der gewilnschten O.D. wurde die Kulturldésung mit 1 pl/ml 0,5 M IPTG-
Lésung induziert. Die Proteinexpression wurde bei 37°C Uber 4 Stunden im Schuttler
fortgesetzt.

AnschlieBend wurde das Medium bei 5.000 rpm tber 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert,
der Uberstand verworfen und das Bakterienellpellet in 25 ml PBS-Puffer resuspendiert.
Es erfolgte ein erneutes Zentrifugieren bei 4.000 rpm Uber 25 Minuten bei 4°C. Der
Uberstand wurde gleichfalls verworfen und das Pellet bei -20°C zur weiteren

Verarbeitung gelagert.
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PBS-Puffer pH 7,4

150 mM NaCl
16 mM K2HPO4
4 mM KHQPO4

Zur Kontrolle der Proteinexpression wurde eine SDS-PAGE durchgefuhrt. Als Proben
wurden 1 ml der Kulturldsung nach Uberfiihrung der Vorkultur in das 500 ml Medium,
vor Beginn und am Ende der Induktionsphase entnommen. Die Proben wurden jeweils
bei 5.000 rpm fiir 10 Minuten zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet bei
-20°C eingefroren.

3.3.2 Proteinaufreinigung

Das Zellpellet aus den Schritten der Proteinexpression wurde in 25 ml Eis-gekihltem
PBS-Puffer resuspendiert. Der Aufschluss der Zellen erfolgte durch Ultraschall (15 sec
Puls/ 15 sec Pause) Uber 10 Minuten. AnschlieBend wurde vorsichtig 20% Triton X-100
bis zu einer Endkonzentration von 1% hinzugegeben und Gber 30 Minuten durch-
mischt. Bei beiden Schritten wurde die Lésung auf Eis gekihlt, um einer GbermaBigen
Erwarmung vorzubeugen. Nach Zentrifugation mit 13.800 rpm Uber 10 Minuten bei 4°C
wurde der Uberstand durch einen 0,45 um Filter filtriert. Die L&sung wurde umgehend

weiterverarbeitet.

Zum Nachweis der Proteine durch eine SDS-PAGE wurden jeweils eine Probe des
filtrierten Uberstandes sowie des resuspendierten Zellpellets entnommen und bei
-20°C gelagert.

3.3.2.1 Aufschluss der ,,Inclusion Bodies*

Bei der Expression von drei der sechs GST-Fusionsproteine kam es zur Bildung von
,Inclusion bodies®. Diese bestehen aus dichten, schwerldslichen Aggregaten, die sich
iberwiegend nicht im Uberstand befinden. Fiir den Aufschluss wurde die Suspension
zun&chst nach Ultraschallbehandlung mit 13.800 rpm Uber 10 Minuten bei 4°C zentri-
fugiert, der Uberstand dekantiert und das Zellpellet in 16 ml 8 M Harnstoffpuffer resus-
pendiert und 30 Minuten bei Raumtemperatur gerihrt. Nach erneuter Zentrifugation
wurde der Uberstand 3 Stunden bei 4°C gegen 2 | Binde-Puffer dialysiert, dabei wurde
nach 1,5 Stunden der Dialysepuffer gewechselt. Die Suspension wurde bei 13.800 rpm
{iber 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch einen 0,45 pum Filter
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filtriert und umgehend weiterverarbeitet. Eine Probe wurde fir den Nachweis der
Proteine flr die SDS-PAGE entnommen und bei -20°C gelagert.

Harnstoffpuffer pH 8,5

8 M CH4NO
0,35 M NH4HCO;

3.3.2.2 Affinitatschromatographie

Die Methode der Affinititschromatographie erméglicht eine effiziente und einfache
Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen aus Bakterienlysaten. Grundlage ist eine
reversible Interaktion zwischen dem GST-Fusionsprotein und dem spezifischen
Liganden Glutathion, der an eine Sepharose-Matrix gebunden ist.

Dabei erfolgt in einem ersten Schritt die Bindung des Fusionsproteins spezifisch und
reversibel an den Liganden, wahrend Gbriges ungebundenes Material ausgewaschen
wird. Im zweiten Schritt wird das gebundene Protein aus der Bindung mit dem
Liganden durch Zugabe von hoch konzentriertem reduzierten Glutathion geldst.

Die Aufreinigung der GST-Fusionsproteine erfolgte unter Einsatz eines Chromato-
graphie-Systems (AKTA® prime, Amersham Biosciences) und GSTrap® FF 1 ml
Séaulen, die mit Glutathion Sepharose 4 Fast Flow bepackt waren. Die maximale
Bindungskapazitat von rekombinantem Protein betrug 10-12 mg pro Saule. Alle
verwendeten Chemikalien und Lésungen wurden zuvor entgast und durch einen 0,45
um Filter sterilfiltriert. Erster Schritt war die Equilibration der S&ule mit Binde-Puffer
unter Einsatz des 10-fachen Saulenvolumens und einer Flussgeschwindigkeit von 1-2
ml/min. AnschlieBend wurde die Probe mit einem FluB von 0,2-1 ml/min aufgetragen.
Danach wurde die Saule mit dem 10-fachen Saulenvolumen Binde-Puffer gewaschen.
Als letzter Schritt erfolgte die Elution der Proteine mit 10 ml Elutions-Puffer und dem
fraktionierten Auffangen in sterilen 1 ml Eppendorf-Cups.

Die erhaltenen Proteinlésungen wurden maximal fir 24 Stunden bei 4°C aufbewahrt,
dann bei -20°C eingefroren. Die Kontrolle der enthaltenen Proteine wurde durch eine
SDS-PAGE geflhrt. Die Bestimmung der Proteinmenge erfolgte durch UV-Spektros-
kopie.

Binde-Puffer pH 7,3

140 mM NacCl
2,7mM KCI

10 mM NagHPO4
1,8 mM KH2P04
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Elutions-Puffer pH 8,0

50 mM Tris-HCI
10 mM Glutathion, reduziert

3.3.4 Entfernung des GST-Anteils

Neben Verwendung der GST-Fusionsproteine wurden in separaten Anséatzen die
L-Asparaginase-Proteinfragmente als Antigene eingesetzt. Die Abtrennung des GST-
Anteils erfolgte unter Einsatz von PreScission® Protease, einem Fusionsprotein aus
GST und humanen Rhinovirus 3C Protease. Diese erkennt spezifisch die Amino-
sauresequenz Leu-Glu-Val-Leu-Phe-GInlGly-Pro und trennt die Bindungen zwischen
GlIn und Gly.

pGEX-6P-3
PreScission Proteasa
|

Leu Glu Val Leu Phe GlntGl Pru|Leu Gly Ser Pro Asn Ser Arg Val Asp Ser Ser Gly Arg
CTG GAAGTT CTG TTC CAG GGG CCC CTG GRA TCC CCG AAT TCC CGG GTC GAC TCG AGC GGG GG,

BamHI  EcoR| gray sall oy Notl

Abb. 11: Schnittstelle der PreScission Protease (aus GST Gene Fusion Handbook, Amersham

Biosciences)

Dem Aktivitdtsmaximum der Protease entsprechend wurden alle Arbeiten bei einer
Temperatur von 4°C durchgefiihrt. Zunéachst wurde die GSTrap® FF S&ule mit dem 5-
fachen Saulenvolumen mit Binde-Puffer equilibriert. Danach erfolgte das Auftragen der
Probe mit einer niedrigen FluBgeschwindigkeit von 0,2-1ml/min. AnschlieBend wurde
mit dem 5-fachen Saulenvolumen mit Binde-Puffer gewaschen. Ein zweiter Wasch-
schritt wurde mit dem 10-fachen Saulenvolumen mit Schneide-Puffer ausgefihrt. Zur
proteolytischen Spaltung wurde die Saule mit 160 Einheiten der PreScission® Protease
versetzt und Uber 4 Stunden bei 4°C inkubiert. Die Elution erfolgte mit dem 3-fachen
Sé&ulenvolumen mit Schneide-Puffer in sterile 1 ml Eppendorf-Cups.

Schneide-Puffer pH 7,0

150 mM NacCl
50 mM Tris-HCI
1mM EDTA
1mM DTT
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3.3.5 Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde durch Messung der Absorption bei
280 nm in einem Photometer ermittelt. Die Proben wurden daftir 1:10 verdinnt und
gegen Elutions-Puffer als Leerwert gemessen. A og0nm = 1 wurde einer Konzentration
von 0,5 mg/ml Protein gleichgesetzt.

Die aus der Aufreinigung erhaltenen Fraktionen des Eluats wurden anschlieBend
gepoolt, auf eine A gnm = 1 verdinnt und bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C
gelagert.

3.3.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Der qualitative Nachweis der Proteinexpression erfolgte durch Auftrennung Uber eine
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli [51]. Durch Natriumlaurylsulfat
(SDS), ein anionisches Detergens, werden Proteine denaturiert und mit einer negativen
Nettoladung versehen, die ihrem Molekulargewicht proportional ist. Im elektrischen
Feld kdnnen die Proteine dann entsprechend ihrer GréBe aufgetrennt werden.

Probenpuffer (4-fach)

0,25 M Tris, pH 6,8

8% (V/v) 2-Mercapto-Ethanol
40% (v/v) Glycerin

4x10°% (w/v) Bromphenolblau

Laufpuffer
0,25 M Tris, pH 8,3
1,92 M Glycin
35 mM SDS

Die aus den Schritten der Proteinexpression sowie Aufreinigung entnommenen Proben
wurden in 100 pl PBS-Puffer resuspendiert und bei hohem Proteingehalt 1:10 ver-
dinnt. Die erhaltenen Suspensionen wurden mit Probenpuffer vermischt und bei 94°C
Uber 10 Minuten im Heizblock denaturiert. Nach Pippettierung in die Taschen des
Sammelgels wurde eine Spannung von 80 V angelegt. Sobald die Banden das Trenn-
gel erreicht hatten, wurde auf 200 V erhdht. Als Molekularmassenmarker diente
PageRuler® Prestained Protein Ladder.

Die Gele wurden fir 45 Minuten bei Raumtemperatur in Coomassie-Farbelésung
inkubiert und danach flr 24 Stunden, bis der Hintergrund Coomassie frei war, in der
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Entfarbel6sung belassen. Die Dokumentation der Gele erfolgte durch Scannen oder

Fotografieren.

Trenngel (12%)

0,500 ml 10% (w/v) SDS
16,750 ml H.O
12,000 ml 1,5 M Tris, pH 8,8
20,000 ml 30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid
0,250 ml 10% (w/v) APS
0,125 ml TEMED

Sammelgel (5%)

0,250 ml 10% (w/v) SDS
15,250 ml H.O
6,250 ml 0,5 M Tris, pH 6,8
3,250 ml 30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid
0,125 ml 10% (w/v) APS
0,050 ml TEMED

Coomassie-Farbeldsung

30% (v/v) Isopropanol
10% (V/V) Essigsaure
0,1% (w/v) Coomassie R

Entfarbelésung

7,5% (v/v) Essigsaure
5% (v/v) Ethanol

3.3.7 Tris-Tricin-SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Das Tris-Tricin-SDS-PAGE-System nach Schagger und von Jagow erlaubt die
Auftrennung von Proteinen mit einer Molekulargewichtsmasse unter 20.000 Dalton
[74]. Zum Nachweis der L-Asparaginase-Fragmente nach Abtrennung des GST-
Proteins wurde entsprechend ihrer geringen GréBe ein 18%iges Trenngel verwendet.
Im Gegensatz zur Laemmli-Methode wurden zwei verschiedene Elektrodenpuffer
beniitzt. Als Molekularmassenmarker diente SeeBlue® Plus2 Prestained Ladder.

Kathoden-Puffer pH 8,25
0,1 M Tris-HCI
0,1 M Tricin
0,1 % (w/v) SDS

Anoden-Puffer pH 8,9
0,2 M Tris-HCI

43



MATERIAL UND METHODEN

3.4 IMMUNOLOGISCHE METHODEN

3.4.1 Messung von L-Asparaginase-Antikérpern unter Einsatz eines epitop-
spezifischen ELISA

Enzyme-linked immuno sorbent assays (ELISA) dienen dem spezifischen Nachweis
von Antikérpern gegen ein Antigen. Der Einsatz dieses epitopspezifischen ELISA
unterscheidet sich von den Standardverfahren insofern, dass als Antigen nicht das
gesamte L-Asparaginase-Protein, sondern Fragmente, exprimiert als GST-Fusions-
proteine, eingesetzt wurden. In separaten Versuchen wurden zudem die L-Aspara-
ginase-Proteinfragmente ohne GST-Anteil verwendet.

Die Immobilisierung des Antigens erfolgt auf einer Mikrotiterplatte, welche in ihren 96
Vertiefungen das Antigen an der Kunststoffoberflache bindet. Nach Inkubation mit
Patientenserum werden die ungebundenen Antikérper ausgewaschen und ein Peroxi-
dase-konjugierter Anti-Human IgG zugegeben. Dieser bindet spezifisch an den Fc-Teil
des humanen Antikdrpers. Nach Zugabe des Farbstoffes ABTS wird der Umsatz photo-
metrisch bei 405,, gemessen. Die Menge des Farbstoffumsatzes ist proportional zu
der Menge im Serum befindlicher Antikérper. Abbildung 12 veranschaulicht das Prinzip
des ELISA.

ABTS
Peroxidase-konjugierter
Anti-Human IgG —_—
Human IgG g

<+—— L-Asparaginase-Fragment

Abb. 12: Schematischer Aufbau des GST-Fusionsproteins ELISA
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96-Well-Mikrotiterplatten wurden mit jeweils 100 pl der sechs GST-Fusionsproteine,
zuvor 1:50 mit Carbonatpuffer auf eine Endkonzentration von 10 pg/ml verdinnt,
gecoatet. Zudem wurde das GST-Protein ohne zuséatzliche L-Aparaginasesequenz
ebenfalls in einer Konzentration von 10 pg/ml zur Kontrolle mitgefuhrt.

Carbonat-Puffer pH 9,6

0,1M NaHCO;g

Die Inkubation erfolgte bei 4°C Uber Nacht. Nach dreimaligem Waschen der Platte mit
je 250 pl 0,05% Tween 20 in PBS-Puffer wurden unspezifische Bindungsstellen mit je
200 pl 1% BSA-L6sung geblockt und bei 4°C tber 3 Stunden inkubiert. Nach erneutem
Waschvorgang mit PBS-Puffer wurden je Vertiefung 100 pl des Patientenserums,
1:200 in 1% BSA verdinnt, in einer Zweifach-Bestimmung pipettiert und 1 Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Ungebundenes Material wurde durch dreimaliges Waschen
entfernt und ein Peroxidase-konjugierter Anti-Human IgG Sekundéarantikérper in einer
1:10.000 Verdiinnung in PBS mit je 100 pl aufgetragen. Nach Inkubation tber 1 Stunde
bei Raumtemperatur und dreimaligem Waschen wurden 100 pl einer Raumtemperatur
warmen ABTS-Lésung hinzugegeben und bei 37°C fur 30 Minuten inkubiert. Exakt
nach 30 Minuten wurde die optische Dichte bei 405 nm in einem automatischen
Lesegerat gemessen. Eine quantitative Bestimmung der Antikérperkonzentration in
den Serumproben anhand eines bekannten Standards erfolgte nicht, so dass ein
Antikérpertiter im eigentlichen Sinne nicht bestimmt wurde.

PBS-Tween-Puffer pH 7,2

150 mM NacCl
8 mM NagHPO4
2 mM NaH,PO,
0,05 % Tween 20

Zusétzlich zu den GST-Fusionsproteinen und dem GST-Protein ohne Fragment wurde
das E. coli L-Asparaginase-Gesamtprotein (Asparaginase medac) als Antigen auf der-
selben Mikrotiterplatte eingesetzt. Das Coating wurde ebenfalls in einer Konzentration
von 10 pg/ml durchgefihrt. Abweichend waren die Verdinnung des Patientenserums
mit 1:3.200 und des Sekundarantikérpers mit 1:20.000. Diese Konzentrationen waren

in Vorversuchen ermittelt worden.

Zur Bestimmung der Inter-Assay-Variabilitdt wurde eine aliquotierte Serumprobe als
Kontrolle auf allen Mikrotiterplatten mitgefahrt.
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ERGEBNISSE

4.1 Herstellung der GST-Fusionsproteine

Um L-Asparaginase-Fragmente als Antigene in einem ELISA einzusetzen, wurden
Glutathion-S-Transferase (GST)-Fusionsproteine hergestellt. Die Fusionsproteine
umfassten auBer dem GST-Anteil unterschiedlich lange Aminosduresequenzen des
L-Asparaginase-Proteins.

Die Auswahl dieser DNA-Sequenzen erfolgte auf der Grundlage vorangegangener
Arbeiten zum experimentellen ,Epitop-Mapping“ der E. coli L-Asparaginase [87]. Die
verwendeten Teilsequenzen in Bezug auf eine Untereinheit des Enzyms sind in
Abbildung 13 verdeutlicht.

Fragment AS-Sequenz Basenpaare MW
E 1-136 408 bp 14.284,24 Da
F 25-65 123 bp 4.342,88 Da
G 121-165 135 bp 4.713,26 Da
H 171-220 150 bp 5.742,52 Da
J 214-326 339 bp 11.881,32 Da
K 236-272 108 bp 3.611,03 Da

Natives Enzym 1-326
.

| | E (1-136)
[ 1 F(25-65)
| | G (121-165)
H (171-220) | |
J (214-326) |
K (237-272) |

Abb. 13: Lange der L-Asparaginase-Fragmente bezogen auf eine Untereinheit des Enzyms

Als Template diente die DNA der nativen E. coli L-Asparaginase (Asparaginase
medac). Nach Amplifikation der gewiinschten Sequenzen mittels PCR erfolgte die
Klonierung in den Vektor pGEX-6P-3. Die notwendigen Schnittstellen wurden durch die
Restriktionsenzyme EcoRl und BamHI| erzeugt und die jeweilige DNA-Sequenz
inseriert. Abbildung 14 zeigt die Analyse der Fragmente im Agarosegel mit den erwar-
teten Fragmentgréssen von E (408 bp), F (123 bp), G (135 bp), H (150 bp), J (339 bp)
und K (108 bp).
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Abb. 14: Restriktionsanalyse der klonierten Fragment-DNA a 1: DNA-Langenstandard; 2:
Fragment E; 3: Fragment F; 4: Fragment G; 5: Fragment H; 6: Fragment J; 7: Fragment K ; b 1:
DNA-Langenstandard; 2: Fragment J; ¢ 1: DNA-Langenstandard; 2: Fragment G

4.2 Expression der GST-Fusionsproteine

Die L-Asparaginase-Fragmente wurden in E. coli BL21 Zellen als Fusionsprotein mit
Glutathion-S-Transferase exprimiert. Die Kontrolle der Expression erfolgte Uber eine
elektrophoretische Auftrennung in der SDS-PAGE. Abbildung 15 zeigt das mit
Coomassie gefarbte Gelbild.
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Abb. 15: Kontrolle der Expressionsschritte im SDS-PAGE von GST-Fusionsprotein H und E 1:
Molekulargewichtsstandard; 2: Kulturlésung H vor Expression; 3: Kulturldésung H nach Expres-
sion; 4: Kulturlésung H 4 Stunden nach Induktion mit IPTG; 5: Kulturlésung E vor Expression;

6: Kulturlésung E nach Expression; 7: Kulturlésung E 4 Stunden nach Induktion mit IPTG
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4.3 Aufreinigung der GST-Fusionsproteine

Unter Einsatz der Affinitdtschromatographie wurden die GST-Fusionsproteine aufge-
reinigt. Abbildung 16 zeigt die typische Aufreinigung eines GST-Fusionsproteins durch
Gebrauch eines automatischen Chromatographiesystems. Daneben ist die Auf-
reinigung des GST-Fusionsproteins J dargestellt. Je nach Fusionsprotein konnten aus

500 ml LB-Kultur zwischen 0,5 und 5,0 mg Protein gewonnen werden.
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Abb.16: a Beispielhafte Aufreinigung eines GST-Fusionsproteins (aus GST Gene Fusion

Handbook, Amersham Biosciences), b Aufreinigung des GST-Fusionsproteins J

Die aufgereinigten GST-Fusionsproteine besaBen Molekulargewichte von ca. 43.300
Da (E), 33.300 Da (F), 33.700 Da (G), 34.700 Da (H), 40.900 Da (J) und 32.600 Da
(K). Diese entsprachen den rechnerisch ermittelten Werten aus dem GST-Antell
(29.000 Da) und den FragmentgréBen (siehe auch Abbildung 13). Abbildung 17 zeigt
die Banden der GST-Fusionsproteine in der erwarteten Héhe; als Kontrolle diente das

GST-Protein ohne inseriertes Fragment.
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Abb. 17: a Kontrolle der Aufreinigung im SDS-PAGE der GST-Fusionsproteine E-K 1:
Molekulargewichtsmarker; 2: E; 3: F; 4: G; 5: H; 6: J; 7: K; 8: GST ohne inseriertes Fragment
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4.4 Messung von L-Asparaginase-Antikérpern

Die aufgereinigten GST-Fusionsproteine wurden schlieBlich als Antigene in einem
ELISA eingesetzt. Da aus vorhergehenden Untersuchungen bekannt war, dass bei
einigen Patienten eine teilweise hohe Bindung von Antikérpern an den GST-Anteil zu
beobachten war, wurde zur Kontrolle auf jeder Mikrotiterplatte der GST-Anteil ohne
zusatzliches L-Asparaginase-Fragment mitgefihrt. Ferner wurde, um einen Vergleich
mit den international publizierten Methoden der Antikdrper-Messung zu erméglichen,
die Antikérper-Bindung an das L-Asparaginase-Gesamtprotein gemessen. Eine von
Wang et al. veréffentlichte Methode wurde zu diesem Zweck in modifizierter Form
aufgebaut [84].

Zum Screening von Patientenseren auf Antikérper-Bindung standen uns aufgrund einer
Kooperation mit der skandinavischen Studiengruppe Serumproben von péadiatrischen
Patienten aus der NOPHO-ALL 2000 Studie zur Verfligung.

Da in diesem Kollektiv wenige klinische Reaktionen, sondern h&ufig eine ,stille Inakti-
vierung“ der Enzymaktivitat zu beobachten waren, wurde die Messung der Antikérper-
titer vor allem im Hinblick auf das Erkennen eines spezifischen Antikérpermusters fir

diese Patientensubgruppe durchgefihrt.

Fir den Aufbau der ELISA-Methode wurden daher Seren von Patienten mit einem
rapiden Abfall der Enzymaktivitdt ausgewahlt. Diese Seren wurden als positive
Referenz fur die Festlegung der Verdinnungsstufen der Seren und Anti-Human IgG-
Lésung (Sekundéarantikdrperldsung) sowie Bestimmung der optimalen Coating-
Konzentration der Mikrotiterplatte fir die GST-Fusionsproteine und das L-
Asparaginase-Gesamtprotein verwendet. Anti-E.coli-Asparaginase-Antikbrper aus
Kaninchenserum kamen in den Vorversuchen nicht zum Einsatz, da das Antiserum
keine Aussage darlber zuldsst, ob diese Antikérper eine Reaktion in Form einer ,stillen
Inaktivierung“ und/oder klinischen Hypersensitivitdtsreaktion ausgeldst hatten.

Als Negativkontrolle wurden Seren von freiwilligen Probanden ohne vorherigen Kontakt
mit L-Asparaginase verwendet.

Eine quantitative Bestimmung der Antikérperkonzentration in den Serumproben wurde

nicht durchgefihrt. Fir die Messwerte der gemessenen optischen Dichte (O.D.) bei
405 nm wurde dennoch der Begriff des Antikérpertiters verwendet.
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4.4.1 Messung von Anti-Asparaginase IgG (Kaninchen)

Neben den Patientenseren wurden Anti-E.coli-Asparaginase-Antikdrper (IgG-Fraktion)
aus Kaninchenserum im ELISA eingesetzt. Abbildung 18 zeigt die Ergebnisse mit einer
Bindung von Antikérpern vorwiegend an die GST-Fusionsproteine E und J. Zum Ver-
gleich ist der Antikdrpertiter des L-Asparaginase-Gesamtproteins mit in die Abbildung

aufgenommen.

Die Messwerte fir GST unterscheiden sich kaum vom Leerwert (kein Antigen-Coating).
Dies zeigt, dass im kommerziell erhaltlichen Antiserum keine relevante Konzentration
von gegen GST gerichteten Antikérpern vorhanden ist. Im Patientenkollektiv konnte
demgegenlber bei einigen Proben eine betrachtliche Bindung an den GST-Anteil
beobachtet werden.

2,5 1

2,0

O.D- 405 nm

0,5 4

E F G H J K GST Leer Asp

Abb. 18: Antikdrpertiter eines Anti-Asparaginase IgG (Kaninchen) in einer Serumverdinnung
von 1:800 gegen die einzelnen GST-Fusionsproteine (E-K), GST ohne Insert, Leer: ohne

Antigenzusatz und L-Asparaginase-Gesamtprotein (Asp) in einer Doppelbestimmung

4.4.2 Messung von L-Asparaginase-Antikérpern in Patientenseren

Von 42 in der Auswertung berlcksichtigten Patienten wiesen 19 wéahrend ihres
Behandlungsverlaufs einen vorzeitigen Abfall der Enzymaktivitét auf, so dass diese der
Gruppe der ,stillen Inaktivierung” zugeordnet wurden. Als Merkmal diente dabei ein
Abfall der L-Asparaginase-Serumaktivitat < 100 U/ml innerhalb von zwei Wochen nach
Applikation (siehe auch 5.3) in allen zur Verfigung stehenden Serumproben. Bei den
Ubrigen 23 Patienten verhielt sich die Enzymaktivitat im gewinschten therapeutischen
Bereich. Das bedeutete eine L-Asparaginase-Serumaktivitat = 100 U/ml innerhalb von

50



ERGEBNISSE

zwei Wochen nach der letzten Applikation. Zur Kontrolle dienten 14 Seren von frei-
willigen Probanden ohne vorherigen Kontakt mit dem L-Asparaginase-Protein.

Abbildungen 19 und 20 zeigen den Verlauf der Antikérpertiter gegen die sechs GST-
Fusionsproteine E-K und das Gesamtprotein fur die Gruppe der Patienten mit
therapeutischer Enzymaktivitat und ,stiller Inaktivierung“. Dargestellt ist der Median,
gebildet aus den jeweils letzten verfliigbaren Serumproben aus der Induktions- sowie
Reinduktionsphase.

Patienten mit Serumaktivitdt der L-Asparaginase im gewulnschten therapeutischen
Bereich zeigten einen nahezu konstanten Verlauf der Antikérpertiter von Induktion zur
Reinduktion. Wie in Tabelle 4-6 dargestellt, veranderte sich der Titer Median fur das
Fusionsprotein E von 0,377 in der Induktion auf 0,336 Reinduktion (Mann-Whitney-U-
Test, p = 0,1401) respektive fir F von 0,223 auf 0,184 (p = 0,3967), fur G von 0,229
auf 0,229 (p = 0,4326), fur H von 0,286 auf 0,267 (p = 0,3823), fur J von 0,431 auf
0,433 (p = 0,3305), fur K von 0,218 auf 0,226 (p = 0,1981) und fir das Gesamtprotein
von 0,104 auf 0,106 (p = 0,2329).
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Abb. 19: Median der Antikdrpertiter gegen die GST-Fusionsproteine (E-K) und das Gesamt-
protein (Asp) der jeweils letzten Probe aus Induktion (n=22) und Reinduktion (n=15) fir

Patienten mit therapeutischer Enzymaktivitat (n=23)

Far die Patienten mit ,stiller Inaktivierung® lieB sich ein Anstieg der Antikérperkonzen-
tration vorwiegend gegen die GST-Fusionsproteine E und J sowie das Gesamtprotein
beobachten. Der Median des Antikdrpertiters gegen das Fusionsprotein E stieg von
0,621 in der Induktion um 1,134 auf 1,755 in der Reinduktion (Mann-Whitney-U-Test,
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p = 0,0023); fur Fusionsprotein J von 0,597 um 0,468 auf 1,065 (p = 0,0494) und fir
das Gesamtprotein von 0,130 um 2,415 auf 2,545 (p = 0,0005). Der Median der
Ubrigen Fusionsproteine verénderte sich nur gering; respektive fir F von 0,229 auf
0,330 (p = 0,1705), fur G von 0,262 auf 0,316 (p = 0,3259), fir H von 0,340 auf 0,333
(p = 0,5695) und fir K von 0,251 auf 0,267 (p = 0,4080).
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Abb. 20: Median der Antikdrpertiter gegen die GST-Fusionsproteine (E-K) und das Gesamt-
protein (Asp) der jeweils letzten Probe aus Induktion (n=16) und Reinduktion (n=19) fir Pati-

enten mit ,stiller Inaktivierung® (n=19)
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Abb. 21: Median der Antikérpertiter gegen die GST-Fusionsproteine (E-K), GST und das
Gesamtprotein (Asp) fir die Kontrollproben (n=14)

In Abbildung 21 ist der Median der Antikérpertiter gegen die Fusionsproteine und das
Gesamtprotein fir die Gruppe der Kontrollproben von Probanden ohne vorausgegan-
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gene L-Asparaginase-Exposition graphisch dargestellt. Innerhalb dieser Gruppe zeigte
sich eine hohe Bindung von Antikérpern an den GST-Anteil. Dies drickt sich darin aus,
dass der Median des GST-Titers Gber den Werten der Titer gegen die Fusionsproteine
F, H und K liegt. Herausgegriffen ist in Abbildung 22 die Kontrollprobe Nr. 4 mit hohen
Antikdrpertitern gegen die Fusionsproteine E und J.
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Abb. 22 : Antikdrpertiter gegen die GST-Fusionsproteine (E-K), GST und das Gesamtprotein
(Asp) fur Kontrollprobe Nr. 4

Kontrollprobe 4 ohne vorherige L-Asparaginase-Exposition zeigte eine deutliche
Bindung von Antikérpern an Fusionsprotein E und J.

Beispielhaft fir die UGbrigen Patienten sind im Folgenden die Antikérpertiter von vier
verschiedenen Patientenseren herausgestellt.

Die Patienten 37 und 74 zeigen in den Abbildungen 23 und 24 das charakteristische
Antikérpermuster von Proben mit einer ,stillen Inaktivierung®. Im Serum waren
vorrangig Antikdrper gegen die GST-Fusionsproteine E und J vorhanden, wahrend an
die restlichen Proteine eine nur geringe Bindung nachweisbar war. Im Behandlungs-
verlauf stieg die Antikdrperbindung mit einem Maximum zum Ende der Reinduktions-
phase (Protokolltage 1-15) an. Parallel dazu fiel die Enzymaktivitat unterhalb des
erwlnschten therapeutischen Bereichs von = 100 U/ml. Im Insert ist die Aktivitat der
L-Asparaginase im Serum im zeitlichen Verlauf der Therapie dargestellt. Die
Protokolltage 37-47 entsprechen der Induktionsphase; Protokolltage 1-15 der
Reinduktionsphase, in welcher nach einem Abstand von etwa 12 Wochen ein erneuter
therapeutischer Kontakt mit L-Asparaginase stattfindet. Der Antikdrpertiter gegen das
Gesamtprotein stieg parallel mit den Titern gegen die Fusionsproteine an.
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Abb. 23: Antikdrpertiter von Patient 37 mit ,stiller Inaktivierung®; im Insert ist die Serumaktivitat

der L-Asparaginase im zeitlichen Verlauf dargestellt
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Abb. 24: Antikérpertiter von Patient 74 mit ,stiller Inaktivierung®; Proben mit einer O.D. 405qm >
3,0 wurden durch starkere Verdinnung bestimmt; im Insert ist die Serumaktivitdt der L-
Asparaginase im zeitlichen Verlauf dargestellt
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Man kann aus Abbildung 25 erkennen, dass im Serum des Patienten 149 keine
Antikérperbindung an die GST-Fusionsproteine oder das Gesamtprotein vorlag. Das
Ergebnis korreliert mit einer Serumaktivitat von L-Asparaginase im therapeutischen
Bereich Uber den gesamten Behandlungszeitraum.
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Abb. 25: Antikoérpertiter von Patient 149 mit Enzymaktivitat im therapeutischen Bereich; im

Insert ist die Serumaktivitét der L-Asparaginase im zeitlichen Verlauf dargestellt
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Abb. 26: Antikorpertiter von Patient 140 mit Enzymaktivitdt im therapeutischen Bereich; im
Insert ist die Serumaktivitét der L-Asparaginase im zeitlichen Verlauf dargestellt

55



ERGEBNISSE

Auch Patient 140 zeigt in Abbildung 26 eine Enzymaktivitdt im therapeutischen
Bereich. Im Serum des Patienten lieB sich bereits in der Induktion ein hoher Titer
gegen das GST-Fusionsprotein H nachweisen. Die Antikérperformation gegen eine
antigene Struktur des Fusionsproteins H flhrte jedoch zu keinem Abfall der enzyma-
tischen Aktivitat der L-Asparaginase. Ferner konnte keine klinische Reaktion beobach-
tet werden.

Eine zusammenfassende lllustration der fragmentspezifischen Antikérpertiter fir alle
Patienten mit ,stiller Inaktivierung” zeigt Abbildung 27. Fir jedes GST-Fusionsprotein
ist der Verlauf der Antikorpertiter von der Induktions- zur Reinduktionsphase graphisch
dargestellt. Die Linien verbinden jeweils die Einzelwerte eines Patienten aus der letzten
verfligbaren Serumprobe aus der Induktions- und Reinduktionsphase.

Proben mit einer Absorption (O.D. 405 nm > 4,0) wurden in einer starkeren Serumver-
dinnung gemessen. Um einen Titerabfall nicht vorzutduschen, wurden die in weiteren
Verdlnnungsschritten bestimmten Werte nicht in die Graphik mit aufgenommen.
Ferner muss beachtet werden, dass nicht von jedem Patienten ausreichend Serum-
proben aus der Induktion und Reinduktion vorlagen. Die Anzahl der Proben in Induk-

tion sowie Reinduktion war somit nicht identisch.

Die Verlaufe der Antikdrpertiter gegen die Fusionsproteine F, G, H und K waren bei der
Mehrzahl der Patienten weitestgehend konstant. Der ausgepragte Anstieg eines Titers
gegen Fusionsprotein F war durch einen Patienten mit raschem Abfall der Aktivitat
bedingt, der gegen die Fusionsproteine E und F ungewdhnlich hohe Antikérpermengen
bildete. Ein weiterer Patient mit ,stiller Inaktivierung“ verursachte die Titeranstiege
gegen die Fusionsproteine G und H.

Im Vordergrund standen deutlich die Verlaufe der Antikérpertiter gegen die Fusions-
proteine E und J. Die Mehrzahl der Patienten mit ,stiller Inaktivierung“ zeigte einen
Anstieg der Antikérperkonzentration in der Reinduktion gegen eines oder beide
Fragmente.
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Abb. 27: Vergleich der Antikérpertiterverlaufe gegen die GST-Fusionsproteine (E-K) fir alle

Patienten mit ,stiller Inaktivierung*

In Form von Box Plots sind die Ergebnisse der Antikdrpertiter-Messungen flr die

Patienten mit therapeutischer Aktivitat und ,stiller Inaktivierung® sowie Kontrollproben in

den Abbildungen 28 bis 30 dargestellt. Auch hier sind die letzten verfigbaren Proben

aus der Induktion denjenigen aus der Reinduktionsphase gegentbergestellt. In die

Darstellung mit aufgenommen ist auch der Antikérpertiter gegen das Gesamtprotein.

Die untere und obere Begrenzung der Box stellen jeweils das 25. und 75. Perzentil dar;

innerhalb der Box sind damit die mittleren 50% der Werte enthalten. Der waagerechte

Strich innerhalb der Box entspricht dem Median. Die Fehlerbalken unter- und oberhalb
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zeigen das 10. und 90. Perzentil an. Einzelwerte sind durch ein schwarzes Quadrat

gekennzeichnet.
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Abb. 28: Box Plots der GST-Fusionsproteine (E-K), GST und des Gesamtproteins (Asp) flr die
Patienten mit therapeutischer Aktivitat (n=23). Gegenulbergestellt sind die jeweils letzten verfiig-
baren Proben aus (a) Induktion (n=22) und (b) Reinduktion (n=15)
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Abb. 29: Box Plots der GST-Fusionsproteine (E-K), GST und des Gesamtproteins (Asp) fir die
Patienten mit ,stiller Inaktivierung” (n=19). Gegenulbergestellt sind die jeweils letzten verflg-
baren Proben aus (a) Induktion (n=16) und (b) Reinduktion (n=19)

In der Induktion konnten in der Gruppe der Patienten mit therapeutischer Enzym-
aktivitat vereinzelt hohe Antikdérpertiter gegen die Fusionsproteine E, H, J und K sowie
das Gesamtprotein gemessen werden. Die Messung der Antikdrpertiter erfolgte dabei
immer in der letzten verfigbaren Serumprobe aus dem betreffenden Therapieab-
schnitt. FUr die Patienten, die hohe Antikorpertiter gegen die Fusionsproteine E, J, K
und das Gesamtprotein verursachen, lagen keine Serumproben aus der Reinduk-
tionsphase vor. Eine Auswirkung der fortgesetzten L-Asparaginase-Gabe durch eine
maogliche Enzyminaktivierung bleibt ungeklart.
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Abb. 30: Box Plots der GST-Fusionsproteine (E-K), GST und des Gesamtproteins (Asp) fir die
Kontrollproben (n=13); Kontrollprobe 4 ausgeschlossen

Induktion _Kontrol!e_vs. Kon_trolle vs. ,»Stille Inal_(tivierung_" vs.
,,Stille Inaktivierung"” | therapeutische Aktivitat | therapeutische Aktivitat
E p=0,1934 p = 0,0001 p = 0,0047
F p =0,0701 p = 0,0002 p=0,1712
G p=0,0771 p = 0,0006 p = 0,2461
H keine Signifikanz keine Signifikanz keine Signifikanz
J p = 1,0000 p = 0,0450 p = 0,0334
K p = 0,0701 p = 0,0025 p =0,2276
Asp p=0,4726 p = 0,0487 p = 0,0334
Reinduktion _Kontrol!e_vs. Kon_trolle vs. ,»Stille Inal_(tivierung_" vs.
,»Stille Inaktivierung" | therapeutische Aktivitat | therapeutische Aktivitat
E p =0,0139 p = 0,0000 p = 0,0000
F p =0,7601 p = 0,0002 p = 0,0003
G p =0,2707 p = 0,0009 p = 0,0227
H p =0,3972 p=0,1023 p =0,0100
J p =0,1227 p = 0,0043 p = 0,0016
K p = 0,2869 p = 0,0023 p = 0,0709
Asp p = 0,0000 p = 0,0091 p = 0,0000
Rel?rlwf:jirket?ozn _ | »stille Inal_(tivierung_" vs.
Induktion therapeutische Aktivitat
E p = 0,0007
F p = 0,5249
G p = 0,4984
H p = 0,4232
J p=0,1011
K p =0,9510
Asp p = 0,0000

Tabelle 3: Ergebnisse der Mann-Whitney-U-Tests flir den Vergleich der Kontrollgruppe, Gruppe

der therapeutischen Aktivitat und ,stillen Inaktivierung® fir die GST-Fusionsproteine (E-K) und das

Gesamtprotein (Asp)
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Bis auf Fragment H gibt es signifikante Unterschiede in den Antikdrperwerten der drei
Gruppen (Kontrollgruppe, therapeutische Aktivitat und ,stille Inaktivierer) sowohl am
Ende der Induktion als auch Reinduktion. Fir Fragment H konnte kein signifikanter
Unterschied nachgewiesen werden.

Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Antikérpertitern fur die
Kontrollgruppe und ,stillen Inaktivierer am Ende der Induktion nachgewiesen werden.

Patienten mit einer ,stillen Inaktiverung” bildeten signifikant mehr Antikérper gegen
Fragment E und das Gesamtprotein als die Kontrollgruppe am Ende der Reinduktion.

Gegen das Fragment E sowie das L-Asparaginase-Gesamtprotein bildeten Patienten
mit einer ,stillen Inaktivierung® signifikant mehr Antikérper vom Ende der Induktion zum
Ende der Reinduktion als Patienten mit therapeutischer Aktivitat.

Fir die einzelnen Patientengruppen sowie die Kontrollgruppe sind in den Tabellen 4
bis 5 die Daten der Antikdrpertiter (O.D. 405 nm) gegen die GST-Fusionsproteine, GST
und das Gesamtprotein mit Median, Mittelwert und Standardabweichung aufgelistet.

Induktion (n=22) Reinduktion (n=15)
Md M SD Md M SD
E 0,377 0,429 0,336 E 0,336 0,308 0,103
F 0,223 0,219 0,067 F 0,184 0,208 0,080
G 0,229 0,271 0,131 G 0,229 0,248 0,102
H 0,286 0,362 0,321 H 0,267 0,277 0,094
J 0,431 0,485 0,330 J 0,433 0,390 0,171
K 0,218 0,286 0,241 K 0,226 0,243 0,100
GST 0,245 0,261 0,097 GST 0,238 0,252 0,110
Asp 0,104 0,198 0,396 Asp 0,106 0,113 0,023

Tabelle 4: Antikorpertiter (O.D. 405 nm) der Patienten mit therapeutischer Enzymaktivitat (n= 23)
mit Median (Md), Mittelwert (M) und Standardabweichung (SD) gegen die GST-Fusionsproteine
(E-K), GST und das Gesamtprotein (Asp) aus den jeweils letzten verfugbaren Proben der
Induktion (n=22) und Reinduktion (n=15)
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Induktion (n=16)

Reinduktion (n=19)

Md M SD Md M SD
E 0,621 0,600 0,249 E 1,755 1,865 1,190
F 0,229 0,297 0,164 F 0,330 0,612 0,857
G 0,262 0,341 0,205 G 0,316 0,388 0,233
H 0,340 0,527 0,400 H 0,333 0,449 0,258
J 0,597 0,681 0,289 J 1,065 1,175 0,810
K 0,251 0,322 0,194 K 0,267 0,344 0,201
GST 0,281 0,343 0,211 GST 0,255 0,323 0,160
Asp 0,130 0,239 0,246 Asp 2,545 2,571 1,394

Tabelle 5: Antikdrpertiter (O.D. 405 nm) der Patienten mit ,stiller Inaktivierung” (n= 19) mit Median
(Md), Mittelwert (M) und Standardabweichung (SD) gegen die GST-Fusionsproteine (E-K), GST

und das Gesamtprotein (Asp) aus den jeweils letzten verfligbaren Proben der Induktion (n=16)

und Reinduktion (n=19)

Md M SD
E 0,695 0,836 0,566
F 0,365 0,365 0,120
G 0,439 0,464 0,258
H 0,316 0,369 0,165
J 0,596 0,661 0,292
K 0,335 0,359 0,102
GST 0,383 0,430 0,166
Asp 0,119 0,130 0,038

Tabelle 6: Antikorpertiter (O.D. 405 nm) der Kontrollgruppe (n=14) mit Median (Md), Mittelwert (M)
und Standardabweichung (SD) gegen die GST-Fusionsproteine (E-K), GST und das Gesamt-

protein (Asp)
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4.5 Messung von L-Asparaginase-Antikdrpern nach Abtrennung von GST

Da bei einigen Patienten eine zum Teil erhebliche Bindung von Antikbrpern an den
GST-Anteil der Fusionsproteine beobachtet werden konnte, wurden in separaten An-
satzen die L-Asparaginase-Proteinfragmente als Antigene eingesetzt. Die Abtrennung
des GST-Proteins erfolgte dabei durch den Gebrauch einer ,site-specific“-Protease,
welche durch das Erkennen spezifischer Bindungsstellen zwischen GST und dem
Fusionsprotein eine Abtrennung der Glutathion-S-Transferase (GST) ermdglichte.

Nach Abtrennung des GST-Anteils konnten &hnliche Antikérper-Muster wie bei den
Messungen der GST-Fusionsproteine beobachtet werden. Abbildung 31 zeigt die
Gegenuberstellung der Antikdrper-Bindung an das jeweilige GST-Fusionsprotein (a)
sowie die Bindung an die Fragmente ohne ,GST-Insert* (b).
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Abb. 31: Antikérpertiter von Patient 146, 140 und 62 gegen die einzelnen L-Asparaginase-
Fragmente vor (a) und nach (b) Abtrennung des GST-Anteils durch eine ,site-specific*-Protease
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4.6 Bindung von Antikérpern an den GST-Anteil

Die Héhe des Antikoérpertiters gegen GST unterschied sich innerhalb des Patienten-
kollektivs erheblich. Die O.D. 405 nm lag in einem Bereich zwischen 0,127 (Minimum) bis
0,935 (Maximum) mit einem Median von 0,263. Der Mittelwert lag bei 0,304 mit einer
Standardabweichung von 0,141. Abbildung 32 zeigt die H&aufigkeitsverteilung aller
gemessenen Proben in einem Box Plot, in dem die untere und obere Begrenzung der
Box das 25. bzw. 75. Perzentil darstellen. Der Strich in der Box entspricht dem Median.
Fehlerbalken geben unterhalb und oberhalb der Box das 10. bzw. 90. Perzentil an;
Einzelwerte sind durch ein schwarzes Quadrat gekennzeichnet.
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Abb. 32: Box-Plot des GST-Titers aller untersuchten Serumproben (n=220)

Im zeitlichen Behandlungsverlauf zeigte sich die Variation der GST-Titer H6he beim
einzelnen Patienten nur gering ausgepragt. Ein inital niedriger Titer blieb im Verlauf
niedrig, umgekehrt verhielt es sich bei Patienten mit hohem Titer. Abbildung 33 stellt
den konstanten Verlauf des GST-Titers im Therapieverlauf bei einem ausgewahlten
Patienten dar.
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Abb. 33: Antikérpertiter gegen GST im zeitlichen Behandlungsverlauf von Patient 56
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Abb. 34 : Antikérpertiter gegen GST im zeitlichen Behandlungsverlauf von Patient 161 und 124

Nur in wenigen Fallen wurden starke Schwankungen in der Héhe der GST-Antikérper-
titer im zeitlichen Verlauf deutlich. Abbildung 34 zeigt beispielhaft den zeitlichen Titer-
verlauf wahrend der Therapie bei zwei Patienten.

4.7 Messung von L-Asparaginase-Antikorpern bei Patienten mit einer Hyper-
sensitivitatsreaktion

In weiteren Messungen wurden einige Seren von Patienten mit einer klinischen
Hypersensitivitatsreaktion unterschiedlicher Ausprédgung auf Bindung an die Fragmente
untersucht. Da im zur Verfigung stehenden Kollektiv der NOPHO-ALL 2000 Studie
Patienten mit starker klinischer Reaktion nur in geringer Anzahl vorhanden waren,
wurde auf Proben aus der GMALL-Studie zurilickgegriffen. Patient 485 litt nach Appli-
kation unter Bronchospasmen, was zur Dosisreduktion auf 50% fuhrte; Patient 669

wies ein Gesichtsexanthem auf.

Interessanterweise zeigten diese Patienten in Abbildung 35 sehr ungleichméBig
verteilte Antikérpertiter und wiesen zudem auch eine Bindung an die Fusionsproteine H
und K auf. Der Titer gegen das Gesamtprotein war bei den gemessenen Proben mit
Werten von 0,640, 0,088 und 0,110 vergleichsweise gering.
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Abb. 35: Antikdrpertiter von Patienten nach einer klinischen Hypersensitivitatsreaktion

4.8 Vergleich der Titer gegen das L-Asparaginase-Gesamtprotein mit den Titern
gegen die GST-Fusionsproteine

Um eine Vergleichbarkeit unserer epitopspezifischen Methode mit den international
eingesetzten Methoden zu ermdglichen, wurde jede Serumprobe auch auf Antikdrper-
Bindung an das Gesamtprotein untersucht. Fir diese Messungen wurde ein von Wang
et al. publizierter ELISA in modifizierter Form aufgebaut [84].

Abbildung 36 zeigt eine Haufigkeitsverteilung der Antikérpertiter gegen das L-Aspara-
ginase-Gesamtprotein innerhalb der einzelnen Patientengruppen. Es ist ersichtlich,
dass sich die Antikdrpertiter der Kontrollproben gegen das Gesamtprotein von den
Titern der Patienten mit therapeutischer Aktivitdt in Induktion und Reinduktion nur
geringfigig unterscheiden. Dies belegt der Median von 0,119 flir die Kontrollgruppe,
0,104 far die Gruppe mit therapeutischer Aktivitat in der Induktion und 0,106 in der
Reinduktion. Lediglich ein Patient mit therapeutischer Aktivitat wies bereits am Ende
der Induktion einen hohen Antikdrpertiter auf. Serumproben aus der Reinduktions-
phase lagen fur diesen Patienten nicht vor.

In der Gruppe der ,stillen Inaktivierung stieg der Antikérpertiter gegen das

L-Asparaginase-Gesamtprotein an und war am Ende der Reinduktion signifikant héher
als am Ende der Induktion (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, p = 0,005).
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Abb. 36: Haufigkeitsverteilung der Titer gegen das L-Asparaginase-Gesamtprotein fir die
Kontrollgruppe, fur Patienten mit therapeutischer Aktivitdt und ,stiller Inaktivierung® mit der

jeweils letzten verfigbaren Probe aus Induktion und Reinduktion

Abbildungen 37 und 38 zeigen den Verlauf der Antikdrpertiter gegen die Fusions-
proteine E und J fir die Gruppe der Patienten mit stiller Inaktivierung und therapeu-
tischer Enzymaktivitat jeweils den Antikdrpertitern gegen das Gesamtprotein gegen-
Ubergestellt.

GST-Fusionsprotein E GST-Fusionsprotein J L-Asparaginase-Gesamtprotein
2,0
p = 0,1401 p =0,3305 o p = 0,2329
o
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E
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0,0 T T T T T T
Ende der Ende der Ende der Ende der Ende der Ende der
Induktion Reinduktion Induktion Reinduktion Induktion Reinduktion

Abb. 37: Verlauf der Antikdrpertiter gegen die Fusionsproteine E , J und das Gesamtprotein fir
die Patienten mit therapeutischer Enzymaktivitdt (n=23). Gegenulbergstellt sind jeweils die

letzten verflgbaren Proben aus der Induktion (n=22) und Reinduktion (n=15)
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Die hohen Antikorpertiter gegen Fusionsprotein E und das L-Asparaginase-Gesamt-
protein am Ende der Induktion sind durch einen Patienten bedingt, von dem in der
Reinduktion keine Serumproben zur Verfligung standen. Den Abfall des Antikérper-
titers gegen Fusionsprotein J vom Ende der Induktion zum Ende der Reinduktion

zeigte ein Patient ohne korrelierenden Abfall der Enzymaktivitat.

GST-Fusionsprotein E GST-Fusionsprotein J L-Asparaginase-Gesamtprotein
41 p=0,0023 D = 0,0494
3 -
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a 27
]
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Induktion Reinduktion Induktion Reinduktion Induktion Reinduktion

Abb. 38: Verlauf der Antikdrpertiter gegen die Fusionsproteine E , J und das Gesamtprotein fir
die Patienten mit ,stiller Inaktivierung“ (n=19). Gegenibergestellt sind jeweils die letzten verfig-

baren Proben aus der Induktion (n=16) und Reinduktion (n=19)
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Abb. 39: Haufigkeitsverteilung der Titer gegen die GST-Fusionsproteine (E-K), GST und das

L-Asparaginase-Gesamtprotein (Asp) der Kontrollproben (n=14)
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Man erkennt deutlich eine breitere Streuung der Messwerte fir die GST-Fusions-

proteine E-K gegenliber dem L-Asparaginase-Gesamtprotein.

"stille Inaktivierung"

"stille Inaktivierung"

Differenz Induktion-

Induktion Reinduktion Reinduktion
E vs. Asp p = 0,0005 p =0,1240 p =0,0131
F vs. Asp p =0,0787 p =0,0015 p = 0,0008
G vs. Asp p = 0,0627 p = 0,0005 p = 0,0004
H vs. Asp p = 0,0299 p = 0,0006 p = 0,0004
J vs. Asp p = 0,0004 p = 0,0098 p =0,0011
K vs. Asp p = 0,0627 p = 0,0008 p = 0,0005

Tabelle 7: Ergebnisse der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests fiir den Vergleich der GST-

Fusionsproteine (E bis K) mit dem L-Asparaginase-Gesamtprotein (Asp) in der Gruppe der

wStillen Inaktivierung*

Induktion

Reinduktion

Md

SD

Md

SD

Asp

0,104

0,198

0,396

Asp

0,106

0,113

0,023

Tabelle 8: Antikorpertiter (O.D. 405 nm) der Patienten mit therapeutischer Enzymaktivitat (n=23)

mit Median (Md), Mittelwert (M) und Standardabweichung (SD) gegen das Gesamtprotein (Asp)

Induktion

Reinduktion

Md

SD

Md

SD

Asp

0,130

0,239

0,246

Asp

2,545

2,571

1,394

Tabelle 9: Antikérpertiter (O.D. 495 nm) der Patienten mit stiller Inaktivierung” (n=19) mit Median

(Md), Mittelwert (M) und Standardabweichung (SD) gegen das Gesamtprotein (Asp)

Md

SD

Asp

0,119

0,130

0,038

Tabelle 10: Antikorpertiter (O.D. 405 nm) der Kontrollgruppe (n=14) mit Median (Md), Mittelwert

(M) und Standardabweichung (SD) gegen das Gesamtprotein (Asp)
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4.9 ELISA
4.9.1 Bestimmung der Coating-Antigenkonzentration

4.9.1.1 L-Asparaginase-Gesamtprotein

Zunachst wurde durch Titration des L-Asparaginase-Gesamtproteins die optimale
Proteinkonzentration fir das Coating der Mikrotiterplatten ermittelt. Daftr wurde E. coli
L-Asparaginase (Asparaginase medac) in einem Konzentrationsbereich von 0,3125 bis
40 pg/ml als Coating-Antigen auf Mikrotiterplatten eingesetzt. Die Positiv- und Negativ-
kontrollen wurden in einer Serumverdinnung von 1:3.200, der Anti-Human IgG in einer
Verdinnung von 1:20.000 verwendet. In Abbildung 40 sind die gemessenen Werte
veranschaulicht. Dargestellt sind in den folgenden Abbildungen jeweils der Mittelwert
mit einfacher Standardabweichung (Fehlerbalken).
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Abb. 40: Bestimmung der E. coli L-Asparaginase-Konzentration unter Verwendung von

Patientenseren mit unterschiedlichen Antikérpertitern

Ein Séattigungsplateau war im Titrationsbereich zwischen 10 bis 40 pg/ml zu erreichen.
Um eine optimale Sattigung der Mikrotiterplatten durch das Antigen zu gewahrleisten,
wurde fir alle folgenden Messungen der Patientenproben eine Proteinkonzentration
von 10 pg/ml zum Coating der Mikrotiterplatten ausgewahilt.

4.9.1.2 Negativkontrolle
Mit den Seren der Kontrollproben konnte, wie Abbildung 41 zeigt, nur eine geringe, den
Leerwert der Mikrotiterplatte (ohne Antigen-Coating) kaum Gberschreitende Antikérper-

Bindung festgestellt werden.
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Abb. 41: Antikérper-Bindung der Kontrollproben

4.9.1.3 GST-Fusionsproteine

Die Ermittlung der optimalen Coating-Konzentration fur die GST-Fusionsproteine
wurde analog zur Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration durchgefiihrt. Die
jeweiligen Fusionsproteine wurden als Antigene in Konzentrationsschritten von 3,25 bis
25 pg/ml aufgetragen; die Serumverdinnung betrug 1:50; die Sekundarantikérperver-
dinnung 1:10.000. Anhand des Sattigungsplateaus wurde fir alle folgenden
Messungen ein Wert von 10 pg/ml als Coating-Konzentration festgelegt.
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Abb. 42: Bestimmung der Coating-Konzentration der GST-Fusionsproteine unter Verwendung
eines Patientenserums
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4.9.2 Reaktivitat des Peroxidase-konjugierten Anti-Human IgG

Das L-Asparaginase-Gesamtprotein wurde als Antigen in einer Konzentration von 10
pg/ml mit dem Serum eines Patienten mit stiller Inaktivierung” in einer Verdinnung
von 1:3.200 inkubiert. Der Peroxidase-konjugierte Anti-Human IgG (Sekundéaranti-
kérper) wurde in mehreren Verdinnungsschritten von 1:10.000 bis 1:40.000 aufge-
tragen. Abbildung 43 beschreibt annahernd eine Gerade durch die Verdiinnungsreihe.
Fir alle weiteren Messungen mit dem Gesamtprotein wurde eine Verdinnung der
Sekundarantikérperlésung von 1:20.000 verwendet.

2,5

—a— FE. coli L-Asparaginase

2,0 4

O.D. 405 nm

0,5 A

0,0 T T T T
1:50.000 1:40.000 1:20.000 1:10.000

Abb. 43: Reaktivitdt des Anti-Human IgG (Sekundérantikérper) in einer Verdiinnung zwischen

1:10.000 und 1:50.000, Antigen: L-Asparaginase-Gesamtprotein

Abbildung 44 beschreibt die Reaktivitat der Sekundarantikdrperlésung bei Einsatz der
GST-Fusionsproteine als Antigene anndhrend linear entlang der Verdinnungsstufen.
Die Coating Konzentration betragt 10 ug/ml; die Serumprobe ist in einer Verdiinnung
von 1:200 aufgetragen. Fir die spateren Messungen im ELISA wurde eine Verdinnung
der Sekundarantikérperlésung von 1:10.000 verwendet.
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Abb. 44: Reaktivitat des Anti-Human IgG (Sekundérantikérper) in einer Verdinnung zwischen
1:2.500 und 1:40.000, Antigen: GST-Fusionsproteine (E-K)

4.9.3 Linearitat der Serumproben

Die Linearitat der Serumproben wurde in separaten Ansatzen jeweils fir das L-
Asparaginase-Gesamtprotein und die GST-Fusionsproteine getestet.
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Abb. 45: Untersuchungen zur Linearitdt der Antikérper-Bindung einer Serumprobe eines
Patienten mit ,stiller Inaktivierung“ (Probe 180) und zweier Kontrollproben (Probe 2 und 3) in

einer Verdiinnung zwischen 1:400 und 1:12.800; Antigen: L-Asparaginase-Gesamtprotein

Abbildung 45 zeigt eine annahrende Linearitat der Absorption (O.D. 4s.m) im Bereich
von 0,5 bis 3,5 bei den Verdlinnungsschritten des Serums von 1:400 bis 1:12.800. In
derselben Abbildung sind die Verdiinnungsstufen von zwei Kontrollproben aufgetragen.
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Orientierend an diesem Ergebnis wurde fiur die Messungen im ELISA eine Serum-
verdinnung von 1:3.200 verwendet.

Analog dazu zeigen Abbildungen 46 und 47 die Linearitdtsnachweise der Serumproben
unter Einsatz der GST-Fusionsproteine. Die Serumverdinnungsstufen variieren von
1:50 bis 1:1.600. Fir die Bestimmung der L-Asparaginase-Antikdrper wurde eine
Serumverdiinnung von 1:200 eingesetzt.
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Abb. 46: Untersuchungen zur Linearitdt der Antikérper-Bindung einer Serumprobe eines
Patienten mit ,stiller Inaktivierung® in einer Verdinnung zwischen 1:50 und 1:1.600; Antigen:
GST-Fusionsproteine (E-K)

3,0
—_— E
— v — F
254 ——=— G
———— H
a J
20]] T~ K
E
=
¥ 15
[
o
1,0
0,5 -
0,0

1:1.600 1:800 1:400 1:200 1:100 1:50

Abb. 47: Untersuchungen zur Linearitdt der Antikérper-Bindung von Kontrollprobe 9 in einer
Verdiinnung zwischen 1:50 und 1:1.600; Antigen: GST-Fusionsproteine (E-K)
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4.9.4 Intra- und Inter-Assay-Variabilitat

Die Intra-Assay-Variabilitdt wird durch eine Auswahl von Messergebnissen einer
Dreifach-Bestimmung von zwei Proben in Tabelle 11 demonstriert.

Probe 258 M SD | cov Probe 27 M SD | cov

0.351| 0,335| 0,356 | 0,346| 0,015| 4,3% 0.217] 0,213| 0,216| 0,215] 0,002 | 1,0%

0.327| 0,320| 0,332 | 0,326 | 0,008 | 2,6% 0.213] 0,211 | 0,203 | 0,207 | 0,006 | 2,7%

0.294| 0,269 | 0,277 | 0,273 | 0,006 | 2,1% 0.218| 0,195| 0,190| 0,193 | 0,004| 1,8%

0.252| 0,265| 0,252 | 0,259| 0,009 | 3,6% 0.180| 0,169| 0,162 | 0,166 | 0,005| 3,0%

0.177| 0,173| 0,174| 0,174| 0,001 | 0,4% 0.123| 0,120| 0,126| 0,123 | 0,004| 3,4%

0.107| 0,111] 0,110 0,111] 0,001 | 0,6% 0.123| 0,120 | 0,130| 0,125| 0,007 | 5,7%

0.094| 0,089 | 0,091 | 0,090| 0,001 | 1,6% 0.108| 0,109| 0,099| 0,104 | 0,007 | 6,8%

0.085| 0,089 | 0,084 | 0,087 | 0,004 | 4,1% 0.100| 0,097 0,093] 0,095]| 0,003 | 3,0%

Tabelle 11: Bestimmung der Intra-Assay-Variabilitdt durch 3-fach Bestimmung zweier
Serumproben mit Mittelwert (M), Standardabweichung (SD) und Variationskoeffizient (COV)

Die Inter-Assay-Variabilitat wurde anhand einer fUr diesen Zweck bereitgestellten und
aliquotierten Serumprobe untersucht. Dieselbe Probe wurde bei samtlichen
Messungen auf allen Mikrotiterplatten in einer Zweifach-Bestimmung mitgefuhrt. Die
Ergebnisse der Daten sind mit Mittelwert, Standardabweichung und Variations-
koeffizient fir das jeweilige Fragment in Tabelle 12 dargestellt.

Probe 392 M SD COV [%]
E 0,657 0,122 18,6
F 0,260 0,059 22,6
G 0,302 0,064 21,3
H 0,453 0,088 19,5
J 0,641 0,148 23,0
K 0,274 0,068 24,6
GST 0,272 0,077 28,3
Asp 0,125 0,014 11,1

Tabelle 12: Bestimmung der Inter-Assay-Variabilitdt durch Mitfiihren einer Probe auf allen
Mikrotiterplatten (n=49). Dargestellt sind Mittelwert (M), Standardabweichung (SD) und
Variationskoeffizient (COV) in % der GST-Fusionsproteine E-K, GST und des Gesamtproteins

(Asp)

Nach den Berechnungen ergeben sich Variationskoeffizienten in H6he von 18,6% flr
Fragment E, 22,6% fir Fragment F, 21,3% far Fragment G, 19,5% fir Fragment H,
23,0% fur Fragment J, 24,6% fur Fragment K und 11,1% fiir das L-Asparaginase-
Gesamtprotein. Der hdchste Variationskoeffizient in Héhe von 28,3 % zeigt sich fir
GST.
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DISKUSSION

5.1 Grundlegendes

Aufgrund der bakteriellen Herkunft sind immunologische Reaktionen haufige Neben-
wirkungen auf eine L-Asparaginase-Gabe [7,13,29]. Neben einer klinischen Hypersen-
sitivitatsreaktion gefahrdet in erster Linie der Mechanismus der ,stillen Inaktivierung*
den Therapieerfolg entscheidend [22,50,65,93].

Obwohl es zahlreiche Tests zur Bestimmung von Antikérpern gegen L-Asparaginase
gibt, ist der routineméaBige Einsatz eines Assays in der Klinik bis heute nicht etabliert.
Die allgemein geringe Sensitivitdt und Spezifitdt der Messmethoden erlauben keinen
rationalen Einsatz in der Praxis. Da der Nachweis von L-Asparaginase-Antikdrpern
nicht zwangslaufig mit einer klinisch relevanten immunologischen Reaktion einhergeht,
lassen sich zuverldssige Aussagen allenfalls Uber zu erwartende Tendenzen treffen.
Eine direkte Abschatzung des Risikos einer klinischen Hypersensitivitatsreaktion oder
einer ,stillen Inaktivierung“ des Enzyms ist fir den einzelnen Patienten nicht méglich.

Zur individuellen Therapiesteuerung eignet sich bisher kein Assay.

Da jedoch eine suffiziente Enzymaktivitdt die Voraussetzung fur eine optimale
Therapieintensitat darstellt, ist der Einsatz eines Drug-Monitoring Programms uner-
l&sslich. Gegenwartig wird die Therapiekontrolle durch Bestimmung der Serumaktivitét
von L-Asparaginase gewahrleistet. Diese Methode ist nur mit groBem technischen
Aufwand und der haufigen Abnahme von Blutproben noch bis zu 1-2 Wochen nach der
letzten Gabe durchfihrbar. Zudem ist die Bestimmung der enzymatischen Aktivitat
lediglich als Surrogat fir die L-Asparagin-Konzentration im Serum zu verstehen, deren
Suppression der tumorinhibierenden Eigenschaft des Enzyms zugesprochen wird. Eine
Messung der Aminosaurekonzentration ist in der klinischen Routine mit ausreichender
Genauigkeit nahezu unmdglich, da auch nach Abnahme der Blutprobe ein weiterer
Umsatz der Aminosaure durch eine mogliche L-Asparaginase-Aktivitat stattfindet. Dies
fuhrt regelhaft zu falsch gemessenen Werten.

Der Einsatz eines Antikérper-Assays, der mit hoher Sensitivitdt und Spezifitdt den Anti-
kdrper-Status des Patienten erfasst, hatte direkten Einfluss auf die Therapieplanung
und -durchfiihrung. Eine immunologische Reaktion, insbesondere das Phadnomen der
,Stillen Inaktivierung® kdnnte frihzeitig erkannt und durch einen Pr&paratewechsel

moglicherweise vermieden werden.
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RegelmaBig kénnen jedoch auch bei Personen ohne vorherige L-Asparaginase-
Exposition mit den gegenwartigen Testverfahren Antikdrpertiter nachgewiesen werden
[46,64]. In der Uberwiegenden Anzahl der Falle scheinen diese Antikérper keine
Relevanz im Sinne einer immunologischen Reaktion zu haben. Sie beeinflussen jedoch

deutlich die Aussagekraft der Assays.

Uberlegungen, die prognostische Aussagefahigkeit der gegenwértigen Testverfahren
zu verbessern, fuhrten in der Marburger Arbeitsgruppe zu der Idee, einen epitop-
spezifischen Assay zu entwickeln. Dadurch sollte eine Reduktion von méglichen Kreuz-
reaktionen zwischen eigentlich gegen andere Proteine gerichteten Antikérpern im
Serum und dem L-Asparaginase-Protein erreicht werden. Dazu wurden nicht — wie
Ublich — das L-Asparaginase-Gesamtprotein, sondern Fragmente als Antigene ver-

wendet.

Um die Frage der grundsatzlichen Durchfihrbarkeit zu klaren, wurden in ersten Ver-
suchen willkirlich hergestellte Proteinfragmente der L-Asparaginase als Antigene in
einem ELISA eingesetzt. Die Fragmente wurden als GST-Fusionsproteine exprimiert,
um eine Entfaltung der Proteine analog zur Tertiarstruktur des L-Asparaginase-
Proteins zu ermdglichen. Mit einer Bindung von Antikérpern an die Fusionsproteine
konnte die Praktikabilitdt der Methode bestétigt werden. Zudem zeigte sich auch ein
Zusammenhang zwischen der Bildung von Antikdrpern gegen das C-terminale
Fragment (AS 237-326) und der Inaktivierungsgeschwindigkeit des Enzyms [69]. Da
zum Zeitpunkt dieser Arbeiten noch kein ,Epitop-Mapping“ der E. coli L-Asparaginase
stattgefunden hatte und lediglich Daten fir die L-Asparaginase isoliert aus Erwinia
chrysanthemi vorlagen [55], wurde fir die nachste Generation von Fragmenten zur
theoretischen Epitop-Suche ein Computer-Strukturmodell verwendet. In den folgenden
Messungen konnte jedoch keine eindeutige Korrelation zwischen Antikérpertitern und
einer schnellen Inaktivierung gefunden werden [14]. Da die theoretische Vorhersage
von Epitopen sich als nicht sehr zuverlassig erwies, wurde ein experimentelles Epitop-
Mapping der E. coli L-Asparaginase durchgefihrt. Die Identifizierung von B-Zell-
Epitopen erfolgte mittels ,Phage-Display” und der ,SPOTs“-Methode [87].

Durch das ,Phage-Display” wurde ein ,Epitop-Mapping“ auf DNA-Ebene ermdglicht.
Zum Einsatz kam eine kommerzielle Peptid-Bibliothek mit willkirlich hergestellten
Peptiden, die aus jeweils sieben Aminosauren bestehend mit dem Hullprotein plll von
M13 Phagen an deren Oberflache fusioniert waren. Dadurch wurden alle aus sieben
proteinogenen Aminosauren bestehenden méglichen Peptidkombinationen abgebildet.
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Durch die Bindung von Anti-L-Asparaginase IgG eines Kaninchenserums wurden in
mehreren Schritten diejenigen Phagen selektiert, die antigene Peptidsequenzen
prasentierten.

Mit der ,SPOTs"“-Methode konnten Epitope auf Proteinebene identifiziert werden. Dabei
wurden auf einer Membran gebundene definierte Peptidsequenzen mit kauflichen
Antikérpern oder Patientenseren auf Bindung untersucht. Zum Screening wurden
kaufliche L-Asparaginase-Antikdrper vom Kaninchen eingesetzt. 159 verschiedene aus
zehn Aminoséauren bestehende Peptide, die um jeweils zwei Aminosduren versetzt die
gesamte Aminosdurensequenz einer L-Asparaginase-Untereinheit umfassten, wurden
auf Antikérper-Bindung untersucht. Mit beiden unabhangig voneinander eingesetzten
Methoden konnte eine hohe Ubereinstimmung von Aminosaurensequenzen mit starker

Bindungsreaktion erzielt werden.

Auf den Erkenntnissen des experimentellen ,Epitop-Mappings“ durch das ,Phage
Display” basierend wurden die DNA-Sequenzen von sechs antigenen Strukturen in
Plasmide kloniert. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden sie als GST-Fusions-
proteine exprimiert und als Antigene in einem ELISA eingesetzt. AnschlieBend wurden
Seren von padiatrischen Patienten aus der NOPHO-ALL 2000 Studie auf ihre Anti-
kérper-Bindung untersucht.
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5.2 Material und Methoden

Aufgrund der einfachen und kostenglnstigen Durchfihrung wurde ein enzyme linked
immuno sorbent assay (ELISA) zum Nachweis der Antikdrper verwendet.

Mit einem Intra-Assay-Variationskoeffizienten in H6he von 0,4 - 6,8 % (siehe Tabelle
11) je nach GST-Fusionsprotein zeigte der aufgebaute Assay eine hohe Genauigkeit.
Die Schwierigkeiten der ELISA-Methode lagen insbesondere in der Reproduzierbarkeit
der Messungen Uber den gesamten Untersuchungszeitraum. Mit Inter-Assay-
Variationskoeffizienten in einem Bereich von 11,1 - 24,6 % (siehe Tabelle 12) flur die
Fusionsproteine und das GST-Protein von 28,3% lag der Assay noch innerhalb eines
akzeptablen Limits und es kann von einer angemessenen Wiederholbarkeit des Tests
ausgegangen werden.

Der wichtigste, die Inter-Assay-Variabilitédt beeinflussende Faktor, war die Inkubations-
zeit der ABTS-Farbstoffldsung. Als letzter Arbeitsschritt im ELISA erzeugte schon eine
geringe Abweichung von der exakten Inkubationszeit einen deutlichen Unterschied in
den Messwerten der Absorption (O.D. 45 n.m)- Ebenfalls entscheidend war der ,Pipettier-
fehler” beim Herstellen der Verdinnungslésung des Anti-Human 1gG (Sekundaranti-
koérper). Aufgrund der geringen Pipettiervolumina von 1-2 pl flihrten bereits geringe
Abweichungen bzw. Anlagerungen an den Pipettenspitzen zu Fehlern. Daher wurde
Uber den gesamten Untersuchungszeitraum hinweg eine fir diesen Zweck aliquotierte

Serumprobe auf jeder Mikrotiterplatte in zweifacher Bestimmung mitgefahrt.

Die Verwendung von GST als Fusionspartner fir die L-Asparaginase-Proteinfragmente
basierte auf den Erfahrungen vorangegangener Untersuchungen der Arbeitsgruppe,
dass einzelne Proteinfragmente eine zu geringe Antigenitét besitzen, um sie in einem
ELISA einzusetzen [99]. Grundlage bildete dabei die Theorie, dass durch die Bindung
an GST eine dem L-Asparaginase-Gesamtprotein vergleichbare Tertiarstruktur erreicht
und eine Ausbildung von Epitopen, welcher der in vivo Situation nahe kommen,
begunstigt wird.

Wéhrend der Einsatz eines kauflichen Kaninchen-Antiserums gegen E. coli L-Aspara-
ginase einen kaum den Leerwert der Mikrotiterplatte Ubersteigenden Antikdrpertiter
gegen das GST-Protein erbrachte, konnte im Serum von Patienten haufig eine
bedeutende Bindung an GST festgestellt werden. Zur Kontrolle war bei jeder
Patientenprobe auch der Antikdrpertiter gegen GST ohne inseriertes L-Asparaginase-

Fragment bestimmt worden.
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Eine Erklarung fir die Bindung von Antikérpern der humanen Seren an den GST-Anteil
lasst sich nicht finden. Die Messungen haben jedoch gezeigt, dass die Titer gegen
GST individuell stark differierten. Einige Patienten wiesen eine erhebliche Bindung von
Antikérpern an das GST-Protein auf, wahrend bei anderen die Antikdrpertiter nur
gering ausgepragt waren und den Leerwert der Mikrotiterplatte kaum Uberschritten.
Trotz der teilweise erheblichen interindividuellen Unterschiede in der HOhe des
Antikdrpertiters war ein intraindividueller Unterschied, bis auf wenige Ausnahmen, nur
gering ausgepragt. Das bedeutete, dass der Antikérpertiter gegen GST beim einzelnen
Patienten im zeitlichen Ablauf der Therapie in der Regel konstant blieb. Wahrend der
Behandlungsdauer, insbesondere nach dem applikationsfreien Intervall von der
Induktions- zur Reinduktionsphase war nur bei wenigen Patienten ein relevanter
Anstieg oder Abfall des Antikdrperiters gegen GST zu beobachten.

Eine Subtraktion des GST-Antikdrpertiters von denen der GST-Fusionsproteine wurde
nicht durchgefiihrt, da die gemessenen Absorptionen keine verhaltnisskalierten
Parameter darstellen. Ein einfacher mathematischer Rechenschritt wirde der
Komplexitat der Bindungsreaktion nicht gerecht werden, zumal es sich um biologische
Prozesse der ,Antigen-Antikdrper-Reaktion” handelt.

Dennoch sollte die H6he der GST-Titer bei der Interpretation der UGbrigen Titer gegen
die Fusionsproteine beachtet werden.

Mdéglicherweise liegen in der Verwendung von L-Asparaginase-Proteinfragmenten
ohne Fusionspartner weitere Entwicklungsmdglichkeiten zur Verbesserung der
Problematik der teilweise erheblichen antigenen Eigenschaften des GST-Proteins.

Um festzustellen, ob sich die von uns ausgewahlten Fragmente auch ohne das
Fusionsprotein als Antigene im ELISA eigneten, wurde GST durch den Einsatz einer
,Site-specific“-Protease abgetrennt. Dabei wurde postuliert, dass eine zunachst durch
Fusion an das GST-Protein erreichte Faltung der Fragmente auch nach Abtrennung
des GST-Anteils erhalten bleibt.

Fur einen einfachen und direkten Vergleich wurden 19 Serumproben von neun
Patienten ausgewahlt, deren Antikdrpertiter gegen die Fusionsproteine bereits bekannt
waren. Alle wiesen ein charakteristisches Antikérpermuster auf. Die Messungen
wurden zeitlich unabhangig voneinander und mit Proteinprgparationen aus unter-
schiedlichen Expressionen durchgefihrt.

Die Antikdrpertiter zeigten in beiden Messungen eine groBe Ubereinstimmung. An alle

Proteinfragmente konnte eine Bindung von Antikérpern nachgewiesen werden, so dass
von einer suffizienten Antigenitat der Fragmente ausgegangen werden kann. Es ist
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anzunehmen, dass die Fragmente auch nach Abtrennung des GST-Proteins in ihrer
Tertiarstruktur erhalten blieben und eine Ausbildung von Epitopen weiterhin méglich
war. Eine grundséatzliche Eignung von L-Asparaginase-Proteinfragmenten nach
Abtrennung von einem Fusionspartner zur Verwendung als Antigen in einem ELISA
wurde damit gezeigt.

Das GST-Protein stellte mit 29.000 Dalton den Hauptanteil am Fusionsprotein dar.
Entsprechend der unterschiedlichen GréBe entfielen fir das Fusionsprotein E ca. 33%
des Gesamtproteins auf das L-Asparaginase-Fragment. Respektive fir F 13%, G 14%,
H 17%, J 30% und K 11%. Analog dazu lag die Proteinkonzentration fur das Antigen-
Coating der Mikrotiterplatten bei schatzungsweise 1,1 bis 1,7 pug/ml fir die kurzen bzw.
3,0 bis 3,3 pg/ml fur die langen GST-Fusionsproteine. Die unterschiedliche molare
Konzentration hatte mdglicherweise einen Einfluss auf die gemessenen Absorptionen.
Auf die Einfihrung einer weiteren ,Variablen“ wurde jedoch aufgrund des nicht sicher
einzuschatzenden Gesamteinflusses verzichtet.

Zur Klarung der Fragestellung, ob die Bildung von Antikérpern gegen bestimmte
Sequenzen der L-Asparaginase einer spezifischen Reaktionsform zugeordnet werden
kénnen, ware es von Interesse gewesen, eine gréBere Anzahl von Serumproben
derjenigen Patienten zu messen, die auf eine L-Asparaginase-Therapie mit einer
klinischen Hypersensitivitatsreaktion reagierten. Da im Patientenkollektiv der NOPHO
ALL-2000 Studie keine Proben zur Verfligung standen, wurde auf sechs Serumproben
von drei Patienten mit klinischer Reaktion aus der GMALL-Studie (German Multicenter
ALL Trials, einer multizentrischen Therapieoptimierungsstudie der akuten lympha-
tischen Leuk@mie bei Erwachsenen und Adoleszenten ab 15 Jahren) zurtickgegriffen.

Die Messungen zeigten eine Bindung von Antikérpern an die einzelnen Fusions-
proteine mit unterschiedlichem Verteilungsmuster. Im Serum dieser Patienten lieBen
sich neben Antikdrpertitern gegen die Fusionsproteine E und J auch Titer gegen die
Fusionsproteine H und K nachweisen. Vergleichsweise niedrig war der Titer gegen das
L-Asparaginase-Gesamtprotein. Uber ein mégliches charakteristisches Antikdrper-
muster, welches spezifisch fur eine klinische Reaktion ist, kann aufgrund der geringen
Anzahl an untersuchten und zur Verfigung stehenden Proben jedoch keine Aussage
getroffen werden.
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Da es sich um eine retrospektive Untersuchung handelte, erfolgte der Zugriff auf
bereits vorhandenes Patientenmaterial und -daten. Daher standen uns nicht immer von
allen Patienten Serumproben der Protokolltage zur Verfigung, an denen das
Studienprotokoll eine Abnahme vorsah. Die Anzahl der Proben aus der Induktions- und
Reinduktionsphase innerhalb der Patientengruppen war somit nicht identisch.

Aufgrund der grundsétzlich positiven Ergebnisse erscheint eine prospektive Unter-
suchung sinnvoll. Zur Optimierung des Studiendesigns sollten von jedem Patienten
eine Anzahl von Serumproben derselben Protokolltage aus Induktions- und Reinduk-
tionsphase gewonnen werden. Aufgrund der bekannten Problematik, dass Antikdrper
gegen L-Asparaginase auch im Serum gesunder Menschen ohne vorherige L-
Asparaginase-Exposition vorhanden sein kdnnen, sollte eine Probe jedes Patienten vor
dem ersten Kontakt mit dem Medikament verflgbar sein. Damit lieBe sich mdglicher-
weise eine Bewertung und Einordnung dieser pratherapeutisch vorhandenen Anti-
korper durchfihren.

Weiterhin erscheint es sinnvoll, eine Modifikation der bisher eingesetzten Fragmente
vorzunehmen. Insbesondere die Verwendung der Aminosaurensequenzen der Frag-
mente E und J in verkirzter bzw. versetzter Form kénnte zu einer weiteren Ein-
grenzung der bindungsrelevanten Epitope fihren. Entwicklungsméglichkeiten liegen
ebenfalls in der Verwendung anderer Fusionspartner.
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5.3 Klinische Fragestellung

Das Ziel der vorliegenden Untersuchung war eine Optimierung der Nachweismethode
von Antikérpern gegen L-Asparaginase. Es galt herauszufinden, ob sich die im ELISA
eingesetzten Fragmente des L-Asparaginase-Proteins zur Bestimmung spezifischer
Antikérper eignen. Langfristiges Ziel sollte die Identifizierung von Epitopen mit
klinischer Relevanz sein, gegen die Patienten mit einer ,stillen Inaktivierung“ und/oder
Hypersensitivitatsreaktion Antikérper bilden.

Fir die Bestimmung von Antikérpertitern gegen die Fusionsproteine standen uns Seren
von padiatrischen Patienten aus der NOPHO-ALL 2000 Studie zur Verfigung.
Innerhalb des Studienkollektivs konnten im Beobachtungszeitraum weniger die sich
klinisch manifestierenden Reaktionen als das Phanomen der ,stillen Inaktivierung®
gesehen werden. In der vorliegenden Arbeit wurde besonders auf eine mdgliche
Korrelation zwischen einem Antikdrpertiter gegen ein bestimmtes Fusionsprotein und
dem rapiden Abfall der Enzymaktivitat geachtet.

Neben den Serumproben konnten wir nach Beendigung unserer Untersuchungen auch
auf Daten aus dem Drug-Monitoring Programm der NOPHO zurlckgreifen. Diese
Daten umfassten die Messung der Antikérpertiter unter Einsatz des Gesamtproteins als
Antigen sowie die Messung der L-Asparaginase-Aktivitdt jeweils vor Gabe des
Medikaments, d.h. Talaktivitaten. Fir jede Probe war es dadurch méglich, den von uns
gemessenen Antikérpertiter gegen die Fusionsproteine in direkter Beziehung zur
Enzymaktivitat zu setzen. Dies war notwendig, um eine korrekte Eingruppierung der

Patienten zu gewéhrleisten.

Die Frage nach der unteren Grenze einer therapeutisch wirksamen Aktivitat der
L-Asparaginase ist in der Literatur wiederholt diskutiert wurden. Ferner schlieBt sich
daran die Schwierigkeit an, Patienten mit einer ,stillen Inaktivierung® eindeutig zu
klassifizieren. Orientierend an den Untersuchungen von Riccardi et al. aus dem Jahr
1981 wird bis heute ein L-Asparaginase-Aktivitdtswert von =100 U/l im Serum als
sichere untere Grenze angesehen [70]. Um eine optimale L-Asparagin-Depletion
sowohl im Serum als auch im Liquor cerebrospinalis zu erzielen, wird eine Aktivitat
2100 U/l Gber mindestens 14 Tage angestrebt. Messungen verschiedener Untersucher
haben gezeigt, dass auch in Proben mit Serumaktivitdten bis zu 50 U/l noch eine
ausreichende Depletion von L-Asparagin zu erreichen ist [4,9,15,71]. Immer muss bei
den Studien mit Messung der L-Asparagin-Konzentration jedoch beachtet werden,

82



DISKUSSION

dass auch nach Entnahme der Blutprobe durch eine eventuell weiterhin vorhandene
L-Asparaginase-Aktivitdt noch Substrat umgesetzt wird und falsch niedrige Konzen-
trationen bestimmt werden. Aus diesem Grund wird die L-Asparagin-Konzentration im
Serum als eigentlicher Marker der Therapieeffektivitat in der klinischen Routine nicht
bestimmt. Als Surrogat dient die Messung der L-Asparaginase-Aktivitat. Da bis heute
ein ,minimaler* Grenzwert flir eine therapeutische Effektivitat nicht eindeutig festgelegt
ist, wird zur Gewahrleistung der Therapiesicherheit fiir die Mehrzahl der Patienten
gegenwartig ein Wert von 2100 U/l empfohlen [56,81].

In der vorliegenden Untersuchung zeigten 19 von 61 Patienten einen Abfall der
Enzymaktivitat auf Werte < 100 U/l innerhalb von zwei Wochen nach L-Asparaginase-
Erstgabe. Diese Patienten wurden der Gruppe der ,stillen Inaktivierung“ zugeordnet. 23
Patienten wiesen eine normale therapeutische Enzymaktivitdt auf; die restlichen
gemessenen Proben von 19 Patienten wurden in der Auswertung nicht berlcksichtigt.
Meist war die Probenanzahl zu gering bzw. lediglich aus einer Therapiephase, so dass
eine Zuordnung in eine Patientengruppe nicht sicher méglich war. Die Mehrzahl der
Patienten mit einer raschen Enzyminaktivierung zeigte einen Abfall der Aktivitat
unterhalb des Bestimmungsbereichs der parallel mit hohen Antikdrpertitern auftrat. Um
eine eindeutige Zuordnung in die Gruppe der ,stillen Inaktivierung“ problemlos zu
garantieren, sollten die Daten der L-Asparaginase-Aktivitdten immer zusammen mit
den Antikérpermessungen betrachtet werden.

5.3.1 ,,Stille Inaktivierung“ und Antikorpertiter gegen die GST-Fusionsproteine

Die Messungen der Patientenseren im untersuchten Gesamtkollektiv haben ergeben,
dass in vielen Féllen von ,stiller Inaktivierung“ am Ende der Reinduktionsphase hohe
Antikdrpertiter gegen die Fusionsproteine E und J nachweisbar waren. Die Ergebnisse
zeigten einen signifikanten Anstieg des medianen Antikérpertiters flr Fusionsprotein E
(p = 0,0023) und J (p = 0,0494) vom Ende der Induktion zum Ende der Reinduktion in
der Gruppe der ,stillen Inaktivierung*.

Patienten mit einer ,stillen Inaktivierung® bildeten signifikant mehr Antikérper gegen das
Fusionsprotein E (p < 0,001) und J (p = 0,0016) als Patienten mit einer therapeutischen
Enzymaktivitdt am Ende der Reinduktion; ein signifikanter Unterschied in den
Antikérperwerten konnte jedoch auch fir die Ubrigen Fragmente nachgewiesen

werden.
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Die Kontrollgruppe bildete signifikant weniger Antikérper gegen das Fusionsprotein E
sowie das Gesamtprotein als Patienten mit einer ,stillen Inaktivierung“ am Ende der
Reinduktion.

Die niedrigen Titer in der Induktion und die Zunahme der Antikérperproduktion in der
Reinduktion entsprechen den Beobachtungen weiterer Untersucher [45,46]. In der
Regel erfolgt durch eine Sensibilisierung mit L-Asparaginase in der Induktion nach
einem ca. zehn Wochen andauernden applikationsfreien Intervall durch erneuten
Kontakt in der Reinduktion eine Zunahme der Antikérperproduktion [88].

Vom Ende der Induktion zum Ende der Reinduktion stiegen die Antikérpertiter der
,stillen Inaktivierer” gegen das Fusionsprotein E und das L-Asparaginase-Gesamt-
protein signifikant mehr als die der Patienten mit therapeutischer Aktivitat.

Fir die Obrigen Fusionsproteine F, G, H und K wurden im Mittel deutlich niedrigere
Antikorpertiter gemessen. Ein klarer Zusammenhang zwischen einer Antikérperforma-
tion und einer Enzyminaktivierung konnte fiir diese Fusionsproteine nicht erkannt

werden.

In der Gruppe der Kontrollproben konnten bei zwei Proben teilweise erhebliche
Antikérpertiter gegen die Fusionsproteine E, G und J gemessen werden. Mit diesen
Messungen bestétigte sich die Erfahrung weitere Untersucher, welche in Serumproben
nativ gegenuber einer L-Asparaginase-Gabe unspezifische Bindungsreaktionen nach-
weisen konnten [6,64]. Moéglicherweise enthalten auch die im ELISA verwendeten
Proteinfragmente Epitope, an welche Antikérper im Serum der Patienten gebunden
haben, die keine Relevanz im Sinne einer immunologischen Reaktion gegen das
L-Asparaginase-Protein haben.

Weiterhin muss beachtet werden, dass der Median des Antikérpertiters gegen GST bei
den Kontrollproben Uber den Werten in der Gruppe der ,stillen Inaktivierung“ und
therapeutischen Enzymaktivitat lag.

Aufgrund des erheblichen Streubereichs der Kontrollprobentiter gegen die Fusions-
proteine wurde auf die Festlegung eines unteren ,Cut-off-Wertes" verzichtet.

Die Fusionsproteine E und J waren mit 408 bp und 339 bp die langsten der sechs L-
Asparaginase-Fragmente. Sie reprasentierten durch die Aminosaurensequenzen (AS)
1-136 und 214-326 den N- bzw. C-terminalen Anteil des L-Asparaginase-Molekils. Das
Fusionsprotein F (123 bp) umfasste mit der Sequenz 25-65 wiederum einen Teilab-
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schnitt von E, Fusionsprotein K (108 bp) mit der Sequenz 237-272 einen Teilabschnitt
von J. Die restlichen Fragmente waren Uberlappend hergestellt, so dass mit sechs
Fragmenten eine gesamte Untereinheit des Enzyms abgedeckt wurde.

Durch die Arbeiten des Epitop-Mappings wurden mit groBer Ubereinstimmung der
beiden verwendeten Methoden (SPOTs-Methode und Phage-Display) bestimmte
Strukturen der E. coli L-Asparaginase gefunden, an denen eine haufige Bindungs-
reaktion nachzuweisen war. Drei dieser identifizierten Bereiche entsprachen den
Aminosaurensequenzen 53-59 (VVNIGSQ), 252-258 (SVFDTLA) und 283-289
(EVDDAKY). Im ,Phage-Display“ wiesen zwei Drittel aller Peptide eine Bindungs-
reaktion nahe oder direkt an den AS 252-258 auf, so dass dieser Bereich mdglicher-
weise als dominantes Epitop eingeordnet werden kann. Weitere antigene Strukturen
konnten den Aminosauresequenzen 201-207 (TPFDVSK) und 129-135 (LYAAINL)
zugeordnet werden [87].

Die langen Proteinfragmente E und J prasentierten die Epitope mit den Aminosaure-
sequenzen 53-59, 252-258 und 283-289. Die Sequenzen der AS 201-207 und 129-135
entsprachen jeweils den Proteinfragmenten H und G. Die kurzen Fragmente F und K
waren Teilabschnitte der langen Fragmente E und J und enthielten wiederholt die
maoglicherweise dominanten Epitope mit den Sequenzen 53-59 und 252-258.

Eine Bindung von Antikérpern konnte in der Gruppe der ,stillen Inaktivierung“ haufig fr
die Fusionsproteine E und J festgestellt werden. Antikérpertiter gegen die Fusions-
proteine F und K, welche wiederum Teilabschnitte der vorstehenden Fusionsproteine
darstellten, konnten nur in wenigen Ausnahmen beobachtet werden. Obwohl F und K
die Sequenzen mdglicherweise dominanter Epitope umfassten, zeigte sich keine
suffiziente Bindung von Antikérpern. Auch der Einsatz des kauflichen Anti-E.coli L-
Asparaginase-Antiserums ergab gegen die GST-Fusionsproteine F und K keinen
relevanten Antikdrpertiter. Es kann davon ausgegangen werden, dass es zu keiner
vollstandigen Ausbildung der Tertidrstruktur der Proteinfragmente gekommen ist. Ob
sich méglicherweise ein deutlicheres Bindungsverhalten durch die Auswahl langerer
bzw. versetzter Aminosauresequenzen oder durch Verwendung anderer Fusions-
partner gezeigt hatte, bleibt unklar.

Weiterhin bleibt der genaue der Einfluss der FragmentgréBe auf die Immunogenitat der
Proteine unklar. Aufgrund der Masse des GST-Anteils wurden die durch die
unterschiedlichen L-Asparaginase-Fragmente verursachten prozentualen Unterschiede
am Gesamtprotein vernachlassigt. Fir einen direkten Vergleich der Antikérperbindung
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an das GST-Protein wurde dieses ohne inserierte L-Asparaginase-Sequenz auf jeder
Mikrotiterplatte mitgefuhrt.

Um die Bedeutung der gemessenen Antikérpertiter gegen die einzelnen Fusions-
proteine zu verstehen, sollte die Lage der Aminosadurensequenzen an der Oberflache
des L-Asparaginase-Molekils beachtet werden. Die raumliche Beziehung der Anti-
kérperbindung zum aktiven Zentrum und der mobilen ,loop“ des Enzyms liefern
maoglicherweise eine Erklarung far den Vorgang der ,stillen Inaktivierung®.

D

Abb. 48: Strukturmodell der E. coli L-Asparaginase. Farblich dargestellt sind Untereinheiten B
(hellgriin) und D (dunkelgriin) mit zwei aktiven Zentren (gelb)

Abbildung 48 zeigt das Strukturmodell der E. coli L-Asparaginase bestehend aus vier
identischen Monomeren mit einer jeweiligen Aminosauresequenz von 1-326. Das
aktive Enzym setzt sich als Tetramer aus vier solcher identischer Untereinheiten
zusammen. Dabei bilden jeweils zwei Untereinheiten (A und C oder B und D) durch
starke Wechselwirkungen Dimere, so dass das aktive Enzym eigentlich ein Dimer aus
zwei Dimeren darstellt. Die vier aktiven Zentren werden jeweils von der N-terminalen
Domane der einen und der C-terminalen Doméane der anderen Untereinheit gebildet.
Jedes aktive Zentrum besitzt eine mobile ,loop®, die aus der Aminosaurensequenz 14-

26 gebildet wird und sich nach Substratbindung schlieBt. Ohne geschlossene ,loop
findet kein Substratumsatz statt.

Zur Veranschaulichung der Lage am L-Asparaginase-Molekdl sind in Abbildung 49 A
die im epitopspezifischen Assay eingesetzten Proteinfragmente E (blau) und J (rot)
farblich gekennzeichnet, der gelben Struktur entspricht die ,loop“ im aktiven Zentrum,
welches am gebundenen Aspartatrest (Asp) erkennbar ist. In diesem Bereich liegen die
Peptidstrukturen der Proteinfragmente E und J. In Abbildung 49 B ist die Position von
drei Epitopen, die sich im Bereich des aktiven Zentrums und der mobilen Klappe
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befinden, dargestellt. Eine Bindung von spezifischen Antikérpern an diese Strukturen
kénnte zu einer Behinderung des SchlieBmechanismus der ,loop” fihren und damit die
Enzymaktivitdt beeinflussen. Mdoglicherweise liegt hier eine Erklarung fir das

Phanomen der ,stillen Inaktivierung*.

»loop“ 15-26 (D)

283-289 (B)

Abb. 49: Lage der Aminosdurensequenzen am L-Asparaginase-Molekul

5.3.2 ,Stille Inaktivierung® und Antikérpertiter gegen das L-Asparaginase-
Gesamtprotein

Parallel zu den Messungen der Titer gegen die GST-Fusionsproteine wurde jede
Patientenprobe auch auf Bindung von Antikérpern an das L-Asparaginase-Gesamt-
protein untersucht. Dieses Vorgehen sollte einen direkten Vergleich zwischen den
international publizierten Methoden, die das Gesamtprotein einsetzen, und unserer
epitopspezifischen Methode ermdéglichen. Fir diesen Zweck wurde ein von Wang et al.
(St. Jude Children’s Research Hospital, Memphis, USA) veréffentlichter ELISA in
modifizierter Form aufgebaut [84].

Wie bereits ausgefuhrt, wurde nach Abschluss unserer Messungen auf Daten aus dem
Drug-Monitoring Programm des NOPHO-Studienkollektivs zurlickgegriffen, in dem alle
uns zur Verflgung stehenden Patientenproben bereits auf Antikérper gegen das L-
Asparaginase-Gesamtprotein mit einer von Avramis et al. publizierten Methode

gemessen wurden [9].
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Das Hauptproblem der gegenwartig zur Verfigung stehenden Assays stellen Kreuz-
reaktionen zwischen Antikérpern im Serum und dem L-Asparaginase-Gesamtprotein
dar. Diese Annahme wird durch die Bestimmung von L-Asparaginase-Antikérpern in
Seren von Menschen ohne vorherigen Kontakt mit dem Medikament bestatigt [64].
Armstrong et al. konnten in einer Population von 350 gesunden Blutspendern, nativ
gegeniber einer Gabe von PEG-Asparaginase, in 22-25% PEG-Asparaginase-
Antikdrper nachweisen [6]. Auch Albertsen et al. beobachteten das Auftreten von
Antikérpern gegen Erwinia chrysanthemi L-Asparaginase bei Patienten noch vor
Therapiebeginn [46].

Dass eine Formation von Antikérpern gegen L-Asparaginase nicht zwingend zu einer
immunologischen Reaktion fuhrt, ist durch zahlreiche Untersuchungen bestétigt
worden [43,49,65]. Mit dem Auftreten von Antikérpern steigt jedoch die Wahrschein-
lichkeit, unter einer immunologischen Reaktion zu leiden, an [7,43]. Woo et al. konnten
eine Zunahme des Risikos fur klinische Reaktionen ab einem bestimmten Median des
Antikorpertiters im Vergleich zur Gruppe der nicht reagierenden Patienten beobachten.
Ein Zusammenhang zwischen der Ausprégung einer klinischen Reaktion und der Héhe
der Antikdrperkonzentration ist nicht beschrieben [88].

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gemessenen Antikdrpertiter gegen das
Gesamtprotein zeigten einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen der
Kontrollgruppe und Gruppe der therapeutischen Aktivitdt sowohl am Ende der
Induktion als auch Reinduktion. Die hohe Standardabweichung (siehe Tabelle 8) in der
Gruppe der therapeutischen Aktivitat in der Induktion ist durch einen AusreiBerwert
bedingt. Dieser Patient wies eine Antikdérperbildung gegen L-Asparaginase bei
immunologischer Reaktion ohne Abfall der Enzymaktivitat bzw. klinischer Reaktion auf,
die sich in Titer gegen das Gesamtprotein und das GST-Fusionsprotein E duBerte.

Graphisch dargestellt zeigte sich fir die Gruppe der Patienten mit therapeutischer
Aktivitat und ,stiller Inaktivierung® ein grundsétzlich unterschiedlicher Verlauf der
Antikérpertiter. Wéahrend bei nicht reagierenden Patienten ein konstanter Verlauf
beobachtet werden konnte, stiegen die Antikorpertiter der Patienten mit Enzymin-
aktivierung an. Patienten mit einer ,stillen Inaktivierung“ bildeten statistisch signifikant
mehr Antikdrpertiter gegen L-Asparaginase als Patienten mit einer therapeutischen
Aktivitdt am Ende der Reinduktion. Lediglich zwei Patienten (n=2/19; 10,5%) zeigten

relativ konstante Titerverlaufe. Nur in einem Fall von stiller Inaktivierung® (n=1/19,
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5,3%) konnte kein Titer gegen das Gesamtprotein nachgewiesen werden, obwohl der
Patient Antikdrper gegen das GST-Fusionsprotein J im Serum vorliegen hatte.

Der Einfluss von Kreuzreaktionen war entgegen der Erfahrungen anderer Arbeits-
gruppen in der vorliegenden Untersuchung nur gering. In der Gruppe der Kontroll-
proben konnte keine relevante Antikérperbindung nachgewiesen werden. Lediglich ein
Patient (n=1/23; 4,3%) mit therapeutischer Aktivitdt zeigte bereits am Ende der
Induktion einen Titer sowohl gegen das Gesamtprotein als auch gegen das GST-
Fusionsprotein E. Wahrscheinlich beruhten die Antikdrpertiter auf primar gegen andere
Proteine gerichteten Antikérpern im Serum des Patienten. Die Messung von Anti-
kérpern gegen L-Asparaginase noch vor Therapiebeginn ist ein bekanntes Phdnomen
[43,46,50].

Im Vergleich zu anderen publizierten Arbeiten sind die Ergebnisse der Untersuchungen
insofern Uberraschend, dass der Einfluss von Kreuzreaktionen nur gering bleibt.
Weiterhin konnte nur bei einem Patienten mit ,stiller Inaktivierung® kein Antikdrpertiter
gegen das Gesamtprotein nachgewiesen werden. Eine Erklarung hierflr 1aBt sich nicht
finden. Interessant ware es, weitere prospektive Untersuchungen mit Serumproben

eines anderen Patientenkollektivs mit der gleichen Methode durchzuflihren.

Auch wenn die Ergebnisse der Messung von Antikérpern gegen das L-Asparaginase-
Gesamtprotein durchaus eine Korrelation zwischen einem Titer gegen das Gesamt-
protein und einer ,stillen Inaktivierung“ zeigte, fihren Kreuzreaktionen und damit der
Nachweis von Antikérpern, die im Rahmen immunologischer Reaktionen unbedeutend
sind, zu einer Einschrankung der prognostischen Aussagekraft der Assays. Daher ist
die ldentifizierung spezifischer Antikérper, die fur klinische Reaktionen und den
Mechanismus der ,stillen Inaktivierung® verantwortlich sind, von groBer Bedeutung fur
die Optimierung der Messmethoden.
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5.4 Ausblick

Mit der Weiterentwicklung von Methoden zum Nachweis von Antikérpern gegen
L-Asparaginase wurde sich ein hoher klinischer Nutzen flr die Patienten mit akuter
lymphatischer Leukamie verbinden. Ein Antikdrper-Assay, welcher es ermdglicht,
spezifische, an einer klinischen Reaktion oder rapiden Enzyminaktivierung beteiligte
Antikdrper zu bestimmen, kénnte zu einer unmittelbaren Verbesserung der Therapie-
kontrolle beitragen.

Zahlreiche Arbeiten beschaftigen sich mit der Entwicklung und Evaluierung eines
Antikdrper-Assays, der im klinischen Alltag einfach und effizient den immunologischen
Status eines Patienten erfasst. Als Instrument innerhalb eines Drug-Monitoring
Programms konnte sich jedoch noch kein Assay durchsetzen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit liefern einen Hinweis auf mdgliche Epitope,
welche im Rahmen einer ,stillen Inaktivierung“ eine Rolle spielen kdnnten. Sie bieten
eine Grundlage fir die Weiterentwicklung und den Aufbau eines epitopspezifischen
ELISA. Es muss jedoch klar herausgestellt werden, dass sie nur einen Zwischenschritt
auf dem Weg zur Entwicklung und Etablierung darstellen.

Zukunftige Arbeiten sollten sich mit einer weiteren Eingrenzung und Spezifizierung der
Epitope befassen, um den Antikérper-Assay noch selektiver zu gestalten und eine
Bindung von unspezifischen Antikdrpern an die Proteinfragmente auszuschlieBen. In
einer prospektiven Untersuchung kénnte die klinische Relevanz der Epitope bestimmt

werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden ausgehend von den Ergebnissen des ,Epitop
Mappings® [78] die Aminosdurensequenzen linearer Epitope zur Herstellung der
Fusionsproteine verwendet. Diese Epitope werden auch als kontinuierlich bezeichnet,
da sie aus Aminosduren gebildet werden, die in ihrer Sequenz aufeinander folgen.
Auch nach einer Denaturierung bleiben sie bestehen. Weiterhin gibt es diskontinuier-
liche Epitope, auch konformativ genannt, welche bedingt durch die Ausbildung der
Tertiarstruktur aus verschiedenen raumlich nah beieinander liegenden Aminosauren
entstehen. In der Sequenzabfolge kénnen diese voneinander entfernt sein. In der
Regel besitzen Antigene mehrere Epitope mit jeweils spezifisch dagegen gerichteten
Antikérpern. Da es nicht auszuschlieBen ist, dass auch am L-Asparaginase-Protein
diskontinuierliche Epitope eine Rolle bei immunologischen Reaktionen spielen, wurden
bereits Uberlegungen angestellt, die Suche auch auf diese Epitope auszudehnen. Uber
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eine mogliche Ausbildung von diskontinuierlichen Epitopen an den Fusionsproteinen

kann nur spekuliert werden.

Da in erster Linie die Ausbildung der Tertiarstruktur der Proteinfragmente problema-
tisch ist und eine teilweise erhebliche Bindung an das GST-Protein vorlag, kénnten in
weiteren Versuchen die Proteinfragmente ohne GST als Antigen im ELISA eingesetzt
werden. Erste Arbeiten zeigten ermutigende Ergebnisse und bewiesen die Eignung der
Fragmente nach Abtrennung des Fusionsproteins als suffiziente Antigene. Weitere
Entwicklungsmadglichkeiten liegen in der Verwendung anderer Fusionspartner wie
beispielsweise (His)stag.

Es bleibt festzustellen, dass bis zum Einsatz eines L-Asparaginase-Antikdrper-Assays

in der Kklinischen Routine ein Monitoring der Enzymaktivitat zur Therapiekontrolle in der
Behandlung der akuten lymphatischen Leuk@amie unerlasslich ist.
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6.1 Peptidsequenzen

Fragment E

61

121

181

241

301

361

TTACCCAATATCACCATTTTAGCAACCGGCGGGACCATTGCCGGTGGTGGTGACTCCGCA
L p N I T I L A T G G T I A G G G D S A
ACCAAATCTAACTACACCGCGGGTAAAGTTGGCGTAGAAAATCTGGTTAATGCGGTGCCG
T K s N Y T A G K V G V EN L V N A V P
CAACTAAAAGACATTGCGAACGTTAAAGGCGAGCAGGTAGTGAATATCGGCTCCCAGGAC
g L K b I A NV K G E Q V V N I G S Q D
ATGAACGATGACGTCTGGCTGACACTGGCGAAAAAAATTAACACCGACTGCGATAAGACC
M N D D V W L T L A K K I N T D C D K T
GACGGCTTCGTCATTACCCACGGTACCGACACGATGGAAGAAACTGCTTACTTCCTCGAC
b 6 ¥ V I T H G T D T M E E T A Y F L D
CTGACGGTGAAATGCGACAAACCGGTGGTGATGGTCGGCGCAATGCGTCCGTCCACGTCT
L T v K ¢ D K P V VMV GGA MR P S T S
ATGAGCGCAGACGGTCCATTCAACCTGTATAACGCGGTAGTGACCGCA - 408

M S A D G P F N L Y N A V V T A X

Fragment F

1

61

121

TACACCGCGGGTAAAGTTGGCGTAGAAAATCTGGTTAATGCGGTGCCGCAACTAAAAGAC
Yy T A G K v G vV E N L V N A V P QO L K D
ATTGCGAACGTTAAAGGCGAGCAGGTAGTGAATATCGGCTCCCAGGACATGAACGATGAC
I A NV K G E Q VvV Vv N I G S @ D M N D D
GTIC - 123

v X

Fragment G

1

61

121

ATGAGCGCAGACGGTCCATTCAACCTGTATAACGCGGTAGTGACCGCAGCAGATAAAGCC
M s A D G P F N L Y N A V V T A A D K A
TCCGCCAACCGTGGCGTGCTGGTAGTGATGAATGACACCGTGCTTGATGGCCGTGACGTC
s A NR GV L VVMND T V L D G R D V
ACCAAAACCAACACC - 135

T K T N T X

Fragment H

61

121

TTCAAGTCTGTTAACTACGGTCCTCIGGGTTACATTCACAACGGTAAGATTGACTACCAG
F K s V N Y G P L G Y I H N G K I D Y Q
CGTACCCCGGCACGTAAGCATACCAGCGACACGCCATTCGATGTCTCTAAGCTGAATGAA
R T P A R K H T s D T P F D V S K L N E
CTGCCGAAAGTCGGCATTGTTTATAACTAC - 150

L P K V ¢ I VvV Y N Y X

Fragment J

61

121

181

241

301

GTCGGCATTGTTTATAACTACGCTAACGCATCCGATCTTCCGGCTAAAGCACTGGTAGAT
v 6 I vY NY A NA S D L P A K A L V D
GCGGGCTATGATGGCATCGTTAGCGCTGGTGTGGGTAACGGCAATCTCTATAAAACTGTG
A G Y D G I VS A G V G N G N L Y K T V
TTCGACACGCTGGCGACCGCCGCGAAAAACGGTACTGCAGTCGTGCGTTCTTCCCGCGTA
F D T L A T A A K N G T A V V R S S R V
CCGACGGGCGCTACCACTCAGGATGCCGAAGTGGATGATGCGAAATACGGCTTCGTCGCC
p T G A T T Q D A E V D D A K Y G F V A
TCTGGCACGCTGAACCCGCAAAAAGCGCGCGTTCTGCTGCAACTGGCTCTGACGCAAACC
s 6 T L N P Q K A R V L L 0 L A L T Q T
AAAGATCCGCAGCAGATCCAGCAGATCTTCAATCAGTAC - 339

K b p Q0 0 I 0 O I F N Q Y X

60

120

180

240

300

360

60

120

60

120

60

120

60

120

180

240

300

99
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Fragment K

1

GATGGCATCGTTAGCGCTGGTGTGGGTAACGGCAATCTCTATAAAACTGTGTTCGACACG — 60
-b G I v sS A G V G N G N L Y K T V F D T

61 - CTGGCGACCGCCGCGAAAAACGGTACTGCAGTCGTGCGTTCTTCCCGC - 108
-L AT A A K N G T A V V R S8 S R X

6.2 Primersequenzen

Fragment E

for5' CG GGA TCC TTA CCC AAT ATC ACC ATT 3'
rev5' AAC GCG GTA GTG ACC GCA TAA TGA GAA TTIC C 3'

Fragment F

for5' CG GGA TCC TAC ACC GCG GGT AAA GTT 3'
rev5' GAC ATG AAC GAT GAC GTC TAA TGA GAA TTIC C 3'

Fragment G

for5' CG GGA TCC ATG AGC GCA GAC GGT CCA 3'
rev5' GTC ACC AAA ACC AAC ACC TAA TGA GAA TTIC C 3'

Fragment H

for5' CG GGA TCC TTC AAG TCT GTIT AAC TAC 3'
rev5' GGC ATT GTT TAT AAC TAC TAA TGA GAA TTIC C 3'

Fragment J

for5' CG GGA TCC GTC GGC ATT GTIT TAT AAC 3'
rev5' CAG ATC TTC AAT CAG TAC TAA TGA GAA TTIC C 3'

Fragment K

for5' CG GGA TCC GAT GGC ATC GTIT AGC GCT 3'
rev5' GTIC GTG CGT TCT TCC CGC TAA TGA GAA TTIC C 3'

6.3 Sequenz Vektor pGEX-6P-3

ACGTTATCGACTGCACGGTGCACCAATGCTTCTGGCGTCAGGCAGCCATCGGAAGCTGTGGTATGGCTGT
GCAGGTCGTAAATCACTGCATAATTCGTGTCGCTCAAGGCGCACTCCCGTTCTGGATAATGTTTTTTGCG
CCGACATCATAACGGTTCTGGCAAATATTCTGAAATGAGCTGTTGACAATTAATCATCGGCTCGTATAAT
GTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGTATTCATGTCCCCTATACTAGGTTATTIG
GAAAATTAAGGGCCTTGTGCAACCCACTCGACTICTTTTGGAATATCTTGAAGAAAAATATGAAGAGCAT
TTGTATGAGCGCGATGAAGGTGATAAATGGCGAAACAAAAAGTTTGAATTGGGTTTGGAGTTTCCCAATC
TTCCTTATTATATTGATGGTGATGTTAAATTAACACAGTCTATGGCCATCATACGTTATATAGCTGACAA
GCACAACATGTTGGGTGGTTGTCCAAAAGAGCGTGCAGAGATTTCAATGCTTGAAGGAGCGGTTTTGGAT
ATTAGATACGGTGTTTCGAGAATTGCATATAGTAAAGACTTTGAAACTCTCAAAGTTIGATTTTCTTAGCA
AGCTACCTGAAATGCTGAAAATGTTCGAAGATCGTTTATGTCATAAAACATATTTAAATGGTGATCATGT
AACCCATCCTIGACTTCATGTTGTATGACGCTCTTGATGTTGTTTTATACATGGACCCAATGTGCCTGGAT
GCGTTCCCAAAATTAGTTTGTTTTAAAAAACGTATTGAAGCTATCCCACAAATTGATAAGTACTTGAAAT
CCAGCAAGTATATAGCATGGCCTTTGCAGGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTGGTGGCGACCATCCTCCAAA
ATCGGATCTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCCTGGGATCCCCGAATTCCCGGGTCGACTCGAGCGGCCGC
ATCGTGACTGACTGACGATCTGCCTCGCGCGTITTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCT
CCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCG
GGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCGCAGCCATGACCCAGTCACGTAGCGATAGCGGAGTGTATAATTCTTGAA
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GACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTC
AGGTGGCACTTTTICGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATG
TATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTC
AACATTTCCGTGTICGCCCTTATTCCCTTTITTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAAC
GCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAAC
AGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGC
TATGTGGCGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTICTCA
GAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTA
TGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGA
AGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCT
GAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAA
CTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAG
TTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGA
GCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTAC
ACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTA
AGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATT
TAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTIC
CACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTITTTTCTGCGCGTAATCT
GCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCT
TTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTA
GGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTIGTTACCAGTGGCTG
CTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCG
GTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATAC
CTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCG
GCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGT
CGGGTTTCGCCACCTICTGACTTGAGCGTCGATTTITTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAA
AACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCIGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTG
CGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCG
AACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACG
CATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATAAATTCCGACACCATCGAATGGTGCAAAACCTTTCGCGGTATGG
CATGATAGCGCCCGGAAGAGAGTCAATTCAGGGTGGTGAATGTGAAACCAGTAACGTTATACGATGTCGC
AGAGTATGCCGGIGTCTCTTATCAGACCGTTTCCCGCGTGGTGAACCAGGCCAGCCACGTTTCTGCGAAA
ACGCGGGAAAAAGTGGAAGCGGCGATGGCGGAGCTGAATTACATTCCCAACCGCGTGGCACAACAACTGG
CGGGCAAACAGTCGTTGCTGATTGGCGTTGCCACCTCCAGTCTGGCCCTGCACGCGCCGTCGCAAATTGT
CGCGGCGATTAAATCTCGCGCCGATCAACTGGGTGCCAGCGTGGTGGTGTCGATGGTAGAACGAAGCGGC
GTCGAAGCCTGTAAAGCGGCGGTGCACAATCTTCTCGCGCAACGCGTCAGTGGGCTGATCATTAACTATC
CGCTGGATGACCAGGATGCCATTGCTGTGGAAGCTGCCTGCACTAATGTTCCGGCGTTATTTCTTGATGT
CTCTGACCAGACACCCATCAACAGTATTATTITTCTCCCATGAAGACGGTACGCGACTGGGCGTGGAGCAT
CTGGTCGCATTGGGTCACCAGCAAATCGCGCTGTTAGCGGGCCCATTAAGTTCTGTCTCGGCGCGTCTGC
GTCTGGCTGGCTGGCATAAATATCTCACTCGCAATCAAATTCAGCCGATAGCGGAACGGGAAGGCGACTG
GAGTGCCATGTCCGGTTTTCAACAAACCATGCAAATGCTGAATGAGGGCATCGTTCCCACTGCGATGCTG
GTTGCCAACGATCAGATGGCGCTGGGCGCAATGCGCGCCATTACCGAGTCCGGGCTGCGCGTTGGTGCGG
ATATCTCGGTAGTGGGATACGACGATACCGAAGACAGCTCATGTTATATCCCGCCGTCAACCACCATCAA
ACAGGATTTTCGCCTGCTGGGGCAAACCAGCGTGGACCGCTTGCTGCAACTCTCTCAGGGCCAGGCGGTG
AAGGGCAATCAGCTGTTGCCCGTCTCACTGGTGAAAAGAAAAACCACCCTGGCGCCCAATACGCAAACCG
CCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCA
GTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCC
GGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTAC
GGATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTT
GCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGT
TGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCTTTGCCTGGTTTCCGGCACCAGAAGCGGTGCCGGAAAGCTGGCT
GGAGTGCGATCTTCCTGAGGCCGATACTGTCGTCGTCCCCTCAAACTGGCAGATGCACGGTTACGATGCG
CCCATCTACACCAACGTAACCTATCCCATTACGGTCAATCCGCCGTTTGTTCCCACGGAGAATCCGACGG
AOGTTGTTACTCGCTCACATTTAATGTTGATGAAAGCTGGCTACAGGAAGGCCAGACGCGAATTATTTTT
GATGGCGTTGGAATT

Referenz:

http://www. jp.amershambiosciences.com/tech_support/tech_material/pgex_
seq/pgex_6p3.html
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6.4 Sequenz E. coli L-Asparaginase (Asparaginase medac)

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901

961

102

TTACCCAATATCACCATTTTAGCAACCGGCGGGACCATTGCCGGTGGTGGTGACTCCGCA
L p N I T I L A T G G T I A G G G D s A
ACCAAATCTAACTACACCGCGGGTAAAGTTGGCGTAGAAAATCTGGTTAATGCGGTGCCG
T K s N Y T A G K V GV E N L V N A V P
CAACTAAAAGACATTGCGAACGTTAAAGGCGAGCAGGTAGTGAATATCGGCTCCCAGGAC
g L K b I A NV K G E Q V V N I G S Q D
ATGAACGATGACGTCTGGCTGACACTGGCGAAAAAAATTAACACCGACTGCGATAAGACC
M N D D V W L T L A K K I N T D C D K T
GACGGCTTCGTCATTACCCACGGTACCGACACGATGGAAGAAACTGCTTACTTCCTCGAC
b 6 ¥ V I T H G T D T M E E T A Y F L D
CTGACGGTGAAATGCGACAAACCGGTGGTGATGGTCGGCGCAATGCGTCCGTCCACGTCT
L T v K ¢ D K P V VMV GGA MR P S T S
ATGAGCGCAGACGGTCCATTCAACCTIGTATAACGCGGTAGTGACCGCAGCTGATAAAGCC
M S A D G P F N L Y N AV V T A A D K A
TCCGCCAACCGTGGCGTGCTGGTAGTGATGAATGACACCGTGCTTGATGGCCGTGACGTC
s A NR GV L VVMND T V L D G R D V
ACCAAAACCAACACCACCGACGTAGCGACCTTCAAGTCTGTTAACTACGGTCCTCTIGGGT
T K T N T T D V A T F K S V N Y G P L G
TACATTCACAACGGTAAGATTGACTACCAGCGTACCCCGGCACGTAAGCATACCAGCGAC
Yy I H N G K I D Y @ R T P A R K H T S D
ACGCCATTCGATGTCTCTAAGCTGAATGAACTGCCGAAAGTCGGCATTGTTTATAACTAC
T p ¥ D Vv s K L N E L P K V G I V Y N Y
GCTAACGCATCCGATCTTCCGGCTAAAGCACTGGTAGATGCGGGCTATGATGGCATCGTT
AN A S DL P A K A L VD A G Y D G I V
AGCGCTGGTGTGGGTAACGGCAATCTCTATAAAACTGTGTTCGACACGCTGGCGACCGCC
s A G V G N GGN L Yy K T V F D T L A T A
GCGAAAAACGGTACTGCAGTCGTGCGTTCTTCCCGCGTACCGACGGGCGCTACCACTCAG
A K N G T A V VR S S R V P T G A T T Q
GATGCCGAAGTGGATGATGCGAAATACGGCTTCGTCGCCTCTGGCACGCTGAACCCGCAA
pb A E VD D A K Y G F VA S G T L N P Q
AAAGCGCGCGTTCTGCTGCAACTGGCTCTGACGCAAACCAAAGATCCGCAGCAGATCCAG
K ARV L L Q L A L T O T K D P Q0 O I Q
CAGATCTTCAATCAGTAC - 978

-9 I F N QO Y X

60

120

180

240

300

360

420

480

540

660

720

780

840

960
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Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Strukturmodell der E. coli L-Asparaginase. Dargestellt sind die vier identischen

Untereinheiten A (dunkelblau), C (hellblau), B (hellgriin) und D (dunkelgriin) .........ccccceevcveeenee. 4
Abb. 2: Hydrolyse von L-Asparagin und L-Glutamin durch L-Asparaginase..........c.ccceevveeerunnen. 5
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