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ZUSAMMENFASSUNG

Sicherheit und Wirksamkeit von subkutan angewendetem GA-EPO zur
Behandlung der Andamie bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz

Katrin Gebauer

Zur Therapie der renalen Andmie bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz wird seit mehr
als einem Jahrzehnt rekombinantes humanes Erythropoietin (rHUEPO) erfolgreich eingesetzt
und damit die aus der Anamie resultierende Morbiditat und Mortalitét signifikant gesenkt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die subkutane Anwendung von gene-activated Erythropoietin
(GA-EPO), ein durch das Verfahren der Genaktivierung hergestelltes Erythropoietin, im
Vergleich zu rHUEPO hinsichtlich Sicherheit und Wirksamkeit im Rahmen einer internationalen
Phase Ill1-Multicenter-Studie untersucht.

Wahrend des 56-wodchigen Beobachtungszeitraums wurden bei n=16 Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz Haimoglobin, Hamatokrit, hypochrome Erythrozyten, Serumferritin sowie
Transferrinsattigung als Wirksamkeitsparameter bestimmt. Als Sicherheitsparameter standen
Thrombozyten- und Leukozytenzahl, Aluminiumspiegel, Parathormon sowie Blutdruck und
Sollgewicht zur Verfigung. Zudem wurden unerwiinschte Ereignisse protokolliert. Zum
Vergleich mit rHUEPO wurden die Daten aus einem Zeitraum von 6 Monaten vor Studienbeginn
herangezogen. Zielsetzung war die Konstanthaltung des Hamoglobinwertes zwischen 10-12 g/dI
unter Beibehaltung der Erythopoietintherapie.

Der Hamoglobinspiegel stieg unter GA-EPO-Therapie und gleichzeitiger Eisensubstitution initial
auf 12,5 g/dl an und lag bei Studienende bei 11,2 g/dl. Serumferritin und Transferrinsattigung
verzeichneten initial einen Anstieg, der mit der anfangs intensivierten Eisentherapie korreliert.
Die hypochromen Erythrozyten fielen nach einem passageren Anstieg entsprechend einer
eisensuffizienten Erythropoese ab. Unter Einhaltung des Hamoglobinzielbereichs konnte im
Verlauf der Studie eine Reduktion der Erythopoietinwochendosis um 31% verzeichnet werden.
Mit 46 IE/kg Kdrpergewicht entsprach die GA-EPO-Dosis der Dosierungsempfehlung fir rHUEPO
in der Erhaltungsphase der Anamietherapie.

Hinsichtlich der Sicherheitsparameter unterschied sich GA-EPO nicht von rHUEPO. Samtliche
unerwinschten Ereignisse waren der Komorbiditat der Patienten zuzuschreiben, ein direkter
kausaler Zusammenhang zu GA-EPO liefl sich nicht nachweisen.

GA-EPO ist hinsichtlich des Sicherheitsprofils ein dem rHUEPO vergleichbares Medikament zur
Therapie der Andmie bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz. Die Beurteilung der
Wirksamkeit ist in dieser Arbeit nur eingeschrankt méglich, da dem deutlichen
Hamoglobinanstieg sowohl die GA-EPO-Therapie als auch die intensivierte
Eisensubstitutionstherapie zu Grunde liegen kann.

Tag der mindlichen Prifung: 02.04.2004
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1 Einleitung, Problemstellung, Zielsetzung

1.1 Anamie bei chronischer Niereninsuffizienz

Seit dem der Zusammenhang zwischen Nierenerkrankung und Anamie erstmals durch
Bright (8)(1836) beschrieben wurde, gilt die Verminderung von Erythrozytenzahl und
Hamoglobinwert als ein typisches Charakteristikum der chronischen Niereninsuffizienz.
Die renale Andmie ist gekennzeichnet durch normochrome und normozytare
Erythrozytenindizes und entwickelt sich beim Absinken der glomeruldren Filtrationsrate

(GFR) unter 20-30 ml/min (20).

Bei der Entstehung der renalen Anamie spielen mehrere pathogenetische Faktoren eine
Rolle. Verminderte Uberlebenszeit der Erythrozyten durch Hamolyse und
beschleunigter Abbau, Blutverluste durch gastrointestinale Ereignisse genauso wie
durch wiederholte Laboruntersuchungen, Verbleib im Dialysesystem gehdren urséchlich
dazu. Die eigentliche renale Anamie ist durch unzureichende endogene
Erythropoietinproduktion sowie uramiebedingte Hemmung der Erythropoiese auf
Knochenmarksebene gekennzeichnet. Zudem machen auch Eisen - und
Vitaminmangelzustdnde bedeutende &tiologische Faktoren der renalen Andmie aus

(17).

Die Hauptursache der Anamie bei chronisch niereninsuffizienten Patienten liegt in der
unzureichenden Produktion von Erythropoietin (EPO) in der Niere (22). Jacobson et al.
(40) zeigten, dal3 die Niere hauptsachliche Produktionsstatte des Hormons ist, wahrend
Caro (11), Cotes (16) und Garcia et al. (32) den fehlenden Anstieg von EPO im Plasma

bei andmischen Nierenpatienten bewiesen.

Unbehandelt steht die renale Anamie im Zusammenhang mit einer Reihe

pathophysiologischer Besonderheiten. Dazu gehoren herabgesetzte Sauerstoffabgabe



und- ausnutzung im Gewebe, HerzvergroRerung mit ventrikularer Hypertrophie, Angina
Pectoris-Symptomatik, Herzinsuffizienz (10,10,37,52,52,55,55,74,74,75), herabgesetzte
Wahrnehmungféahigkeit und mentale Leistungsfahigkeit (76). Diese Abweichungen
reduzieren die Lebensqualitit der Patienten (27) und erniedrigen ihre

Uberlebenschancen (48).

Nachdem es gelungen war, das Erythropoietin-Gen zu klonieren und rekombinantes
Erythropoietin (rHUEPO) fir den therapeutischen Einsatz herzustellen, hat rHUEPO eine
zentrale Rolle in der Therapie der renalen Andmie eingenommen. Hiermit konnte
eindeutig bestatigt werden, dass die inadaquate Erythropoietinproduktion die

Hauptursache der Anamie bei der chronischen Niereninsuffizienz darstellt.

1.2 Erythropoietin

Erythropoietin ist ein sialinisiertes Glykoproteid-Hormon aus zunachst 193
Aminosauren, von denen 27 Aminosauren als ,leader sequence” sowie das terminale
Arginin posttranslational abgespalten werden (58). Damit entsteht ein Polypeptid aus
165 Aminosauren , dessen Tertiarstruktur durch zwei Disulfidbriicken stabilisiert wird.
Das Molekll enthélt vier Kohlenhydratketten, die 40 % des Molekulargewichts von
30,400 Dalton ausmachen. Fur die Stabilitdt und damit die biologische Aktivitat sind die
endstandigen Sialinsauren der Kohlenhydratketten entscheidend, die das Molekil vor

der hepatischen Metabolisierung bewahren.

Die Plasmakonzentration Gesunder liegt zwischen 8 und 18 mU/ml und kann ausgelost

durch Hypoxamie exponentiell auf das Tausendfache steigen (21).

Produktionsort des Erythropoietin sind peritubulare interstitielle Zellen im Nierenkortex

(44,45), zu geringeren Anteilen auch die Hepatozyten und Makrophagen (20) der



Leber, die vor allem in der Embryonalentwicklung die Produktion von Erythropoietin
Ubernehmen (30). Der Sauerstoffsensor ist im Nierenkortex, wahrscheinlich ebenfalls in
peritubularen Zellen lokalisiert. Bei der Entwicklung von Hypoxdmie kommt es zur
Bildung eines Proteins (HIF-1 = hypoxie-induzierter Faktor), das an einen
sauerstoffempfindlichen Verstarker am Erythropoietingenabschnitt bindet und dort als
Transkriptionsfaktor dient (63). In Reaktion auf die Bindung von HIF-1 kommt es zu
einem schnellen Anstieg an Erythropoietin-spezifischer mRNA in den peritubulé@ren
interstitiellen  Zellen im Nierenkortex mit den folgenden Schritten der
Proteinbiosynthese (5). Die so induzierte Erythropoietinproduktion fihrt wiederum zu
einer vermehrten Bildung von Erythrozyten und folglich zu einer erhéhten
Sauerstoffbindungskapazitat des Blutes. So wird die Hypoxie als ursachlicher Stimulus
der Erythropoietinproduktion reduziert, wodurch sich der Kreis im Sinne eines

negativen Feedback-Mechanismus schlie3t (64).

Der kodierende Genabschnitt fir Erythropoietin liegt auf Chromosom 7 und besteht aus
funf Exons und vier Introns (18). Die Expression des Gens wird durch einen hypoxie-
induzierbaren Faktor (hypoxia-inducible factor = HIF-1) gesteuert, der am
sauerstoffempfindlichen Abschnitt des Gens bindet und als Transkriptionsfaktor dient

(63).

Das Hormon stellt einen hamatopoetischen Wachstumsfaktor dar und stimuliert im
Knochenmark die Bildung von Erythrozyten in Abh&angigkeit vom Sauerstoffbedarf des
Organismus. Die Expression von Erythropoietin wird durch Andmie oder Hypoxie
reguliert. Dabei ist die Produktionsrate des Hormons invers proportional zur
Sauerstoffkapazitat des Blutes (61). Die Produktion wird durch einen Feedback-
Mechanismus reguliert, bei dem durch gesteigerte Erythropoiese und dadurch

vermehrte Erythrozytenkonzentration eine Reduktion der Hypoxie resultiert.



Erythropoietin aktiviert die erythropoietischen Vorlauferzellen (C-FU, G-FU) im
Knochenmark durch einen extrazellularen, membrangebundenen Rezeptor und setzt
durch Homodimerisation der beiden Rezeptorketten eine intrazellulare Signalkaskade in
Gang (42). Erythropoietin reguliert primar durch Apoptosehemmung die Anzahl und

Differenzierung von erythropoietischen Vorlauferzellen (53).

Die Sauerstoffempfindlichkeit der Niere und die Stimulation der Erythrozytenproduktion
durch Erythropoietin stellen somit einen effizienten Mechanismus zur Aufrechterhaltung

der optimalen Sauerstoffversorgung des Gewebes dar (19).

1.2.1 rHuUEPO

Bevor die Therapie der renalen Anamie durch rekombinantes humanes Erythropoietin
(rHUEPO) moglich  wurde, waren die Behandlungsméglichkeiten chronisch
niereninsuffizienter Patienten auf Minimalisierung des Blutverlustes, Optimierung der
Dialyse und Bluttransfusionen beschrankt. Erganzend wurden Eisen- und

Vitaminsubstitution sowie die Androgentherapie zur Andmiekorrektur herangezogen.

Bereits 1961 prognostizierte Hegstrom eine signifikante  Reduktion der
Bluttransfusionen, sobald exogenes Erythropoietin fir chronisch Niereninsuffiziente

erhéltlich sei (38).

Im Oktober 1983 gelang es Lin et al (47) und Jacobs et al (39) das Gen flr humanes
Erythropoietin zu klonieren und zu exprimieren. 1985 wurde der erste Patient mit
rHUEPO erfolgreich behandelt und dessen Wirksamkeit im darauffolgenden Jahr durch
klinische Studien bestatigt (25,72). Seit 1988 ist rHUEPO als Medikament zur Therapie

der renalen Anamie zugelassen und stellt ein in chemisch-physikalischen sowie
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biologischen  Eigenschaften dem endogenen  Erythropoietin  vergleichbares

Peptidhormon dar (56).

Der therapeutische Nutzen liegt primar im Wegfall von Bluttransfusionen, damit
verbunden ein niedrigeres Infektionsrisiko (HIV, Hepatitis B und C) und Vermeidung
von Eisentberladung. Die Gefahr der Entwicklung zytotoxischer Antikorper, die im Falle
einer zukinftigen Transplantation ein Risiko darstellen, wird gesenkt. Zudem bewirkt
die Anamiekorrektur eine signifikante Reduktion der linksventrikularen Hypertrophie
und senkt damit das bei chronisch Niereninsuffizienten erhdhte kardiovaskulare Risiko.
Die Verbesserung der Lebensqualitat durch Steigerung der physischen wie psychischen

Leistungsfahigkeit unterstreicht die Bedeutung dieses Medikaments (3,9,23,26).

Eine potentielle Nebenwirkung ist die Blutdruckerhhung durch den Verlust der
hypoxischen Vasodilatation, Veradnderung der Blutviskositat sowie Aktivierung des
Renin-Angiotensin-System (29,66). Durch konsequente Dialysebehandlung und

antihypertensive Therapie kann dieses Risiko jedoch gut beherrscht werden.

Ferner sorgt das Risiko der Shunt-Thrombosen fir Vorbehalte gegeniber der
Erythropoietintherapie, wobei die bisher durchgefiihrten Studien zu dieser
Fragestellung keine eindeutigen Ergebnisse hervorgebracht haben (15,65). Das
Auftreten von Erythropoietin-Antikorper konnte zwar experimentell nachgewiesen

werden, muld aber als extrem seltenes Ereignis festgestellt werden (13).

In der fachgerechten Anwendung ist rHUEPO ein sicheres Medikament zur Therapie der
renalen Anamie, das auch bei Pradialysepatienten positiven EinfluR@ auf den

Krankheitsverlauf hat (20).

Die optimale Applikationsart von rHUEPO ist die subkutane Injektion der Substanz.

Bereits 1991 zeigte Bommer et al (7) eine Dosisreduktion von 30% bei Anderung der
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Applikationsart von intravents auf subkutan. Trotz kontroverser Diskussion ausgeldst
durch gegenteilige Beobachtungen (4) (70) (68) wird die subkutane Injektion von
rHUEPO in den European Best Practice Guidelines und NKF-K/DOQI-Guidelines 2000 (1)

empfohlen.

Eine Applikationshaufigkeit von zwei bis dreimal pro Woche zeigt den héchsten
Effizienzgrad bei der Erythropoietintherapie (14,34,46,49,54,59). Der

Zielndmoglobinwert liegt derzeit bei 11-12g/dl (1).

Im Falle des inadaquaten Ansprechens auf rHUEPO sollten mehrere Aspekte bei der
Ursachenforschung in Betracht bezogen werden. Dazu zahlt zuerst der Eisenmangel,
ferner sekundérer Hyperparathyreoidismus (57), Aluminiumintoxikation bedingt durch
aluminiumhaltige Phosphatbinder (41), chronische Entziindung (2), Vitamin

B12/Folsauremangelzustande (36) sowie unzureichende Dialyse.

1.2.2 GA-EPO (gene-activated erythropoietin)

Die Entwicklung von GA-EPO basiert auf folgendem Hintergrund. rHUEPO wird in CHO-
Zellen (chinese hamster ovary cells) exprimiert, nachdem die Protein-kodierende DNA
aus einer menschlichen Zelle extrahiert und durch ein Plasmid als Vektor in die
Hamsterovarzelllinie eingeschleust worden ist. Dabei wird das Regulatorgen aus der
menschlichen Gensequenz, das flr die Initiierung der Genexprimierung verantwortlich

ist, herausgeschnitten und in vitro durch eine neue Regulatorsequenz ersetzt.
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Menschliche Zelle

e - D

Protein- Bakterielle Zelle: In vitro:
kodierende Entfernung der Anflgen neuer
DMA-Sequenzen kodierenden regulatorischer

DNA-Sequenzen Sequenz

Regulatorische . -
und Manipulation

DNA-Sequenzen
in "off'-Position

Abbildung 1: Produktion von rHUEPO

Nichtmenschliche Zelle

Einfagen der DNA
in nichtmenschliche
Zelle (z.B. CHO)

Q

GroRe Mengen
des therapeutischen
Proteins werden von

den nichtmenschlichen

Zellen produziert

Im Unterschied dazu wird die Gensequenz fur Erythropoietin beim Herstellungsprozess

von GA-EPO nicht unterbrochen, sondern lediglich eine neue Regulatorgensequenz

eingeflgt, die dann das urspriingliche Gen umgeht und somit eine Exprimierung

initiiert. Das Protein wird zudem in einer menschlichen Zellinie produziert, die nach den

Richtlinien der FDA ausgewahlt und auf ihre Sicherheitseigenschaften getestet wurde.

Das Genprodukt wird mittels Chromatographie und Ultrafiltrationsschritten aus den

Zellbankmedien extrahiert.
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Menschliche Zelle Menschliche Zelle

R
~R-g- '®\-Ej/’—
)
Protein- Hinzufigen neuer Bypass des "off'-Schalters Grofte Mengen
kodierende regulatorischer und durch die neuen regulatorischen des therapeutischen
DNA-Sequenzen  struktureller DNA- und strukturellen DNA-Squenzen: Proteins werden von
Regulatorische Sequenzen mit der Aktivierung des Gens den menschlichen
DNA-Sequenzen Funktion eines Zellen produziert
in "off"-Position “on"-Schalters

Abbildung 2: Produktion GA-EPO

Im Rahmen der Entwicklung von GA-EPO wurden zwei Studien (Phase | und Il) mit
chronischen Niereninsuffizienten sowie gesunden Probanden durchgefiihrt. Dabei
konnte gezeigt werden, dass GA-EPO in pharmakodynamischen Effekt auf Hamatokrit,
Hamoglobin und Erythrozyten dem rHUEPO vergleichbar ist. Auch das Sicherheitsprofil

unterschied sich nicht von rHUEPO.

1.3 Eisensubstitution
Als unmittelbare Voraussetzung zur Blutbildung gilt eine ausreichende Eisenreserve, die
wegen des jahrlichen Eisenverlustes bei Dialysepatienten von bis zu 2g/Jahr schnell

erschopft ist (24).

Das daraus resultierende Eisendefizit ist bei Patienten unter Erythropoietin-Therapie
haufig und wird in zwei Subtypen unterteilt. Ein absolutes Eisendefizit liegt bei einer

Erschépfung des Gesamteisenspeichers vor und ist assoziiert mit einem Serumferritin
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<100ug/l und einer Transferrinsattigung < 20%. Eine eisendefizitare Erythropoiese
liegt bei hohen Ferritinwerten und einer Transferrinsattigung < 20% sowie einem
Anteil hypochromer Erythrozyten von mehr als 10% vor (50). Es wird angenommen,
daR dieser hohe Anteil hypochromer Erythrozyten durch eine Behinderung der

Hamoglobinsynthese durch inadaquate Eisenversorgung zustande kommt.

Unzureichende Eisenreserven stellen fur die Erythropoiese einen limitierenden Faktor
dar und bedirfen der Korrektur. Da die Fahigkeit der gastrointestinalen
Eisenabsorption zur Deckung des erhohten Eisenbedarfs bei Dialysepatienten
unzureichend ist und eine orale Verabreichung von Eisen oftmals mit Nebenwirkungen
einhergeht, muf3 die fir die suffiziente Erythropoiese unabdingbare Eisenreserve durch

eine parenterale Eisensubstitution aufrecht erhalten werden.

Die empfohlene wdchentliche Eisendosis liegt aktuell bei 100 mg/Woche (43).

Dabei sollte eine Transferrinsdttigung > 20% sowie ein Serumferritinspiegel von >200

ng/l als Werte des Eisenstatus angestrebt werden (1).

In einer kirzlich verdffentlichten Arbeit konnte gezeigt werden, dall eine Eisengabe
deutlich  Uber diesen Empfehlungen mit einer weiteren Reduktion der
Erythropoietindosis einhergeht. Dabei lag die Transferrinsattigung zwischen 30 und

50%, das Serumferritin erreichte Werte bis zu 700 ng/I.

Durch eine intensivierte intraventse Eisentherapie ist nicht nur eine optimale

Erythropoiese, sondern auch eine deutliche Reduktion der Erythropoietindosis mdglich

(6).
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Ferner hat sich die intraventse Applikation von Ascorbinsdure (33) bei funktionalem
Eisendefizit (Transferrinsattigung < 20%, Ferritinspiegel > 500 ug/l) positiv auf die
Verfiigbarkeit von Eisen ausgewirkt. Diese Beobachtung wurde von Tarng (69)
bestatigt und der ebenfalls eine signifikante Reduktion der rHUEPO-Dosis beobachtet.
Hintergrund ist die Eigenschaft von Ascorbinsdure, als reduzierendes Agens Eisen aus
dem Speicher des retikuloendothelialen System zu mobilisieren, woraus eine erhdhte

Verfugbarkeit fir die Erythopoese resultiert.

1.4 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist, im Rahmen einer internationalen, nicht-randomisierten, offenen,
prospektiven Phase Il1-Multicenter-Studie die Sicherheit und Wirksamkeit von subkutan
angewendetem GA-EPO im Vergleich zu rHUEPO bei Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz zu untersuchen. Das Ergebnis des teilnehmenden Dialysezentrum
wurde in dieser Arbeit als extrahierter monozentrischer Stichprobenumfang statistisch
ausgewertet und dargestellt. Zum Vergleich mit rHUEPO wurden Daten aus dem

Zeitraum von sechs Monaten vor Studienbeginn zusammengefafit.

Als primare Zielparameter hinsichtlich der Wirksamkeit von GA-EPO und rHUEPO sind
Hamoglobin, Hamatokrit, hypochrome Erythrozyten sowie Serumferritin, Transferrin
und Transferrinsattigung unter Bericksichtigung der  Erythropoietin-  und

Eisensubstitutionstherapie in die Auswertung einbezogen worden.
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Zur Beurteilung der Sicherheit von GA-EPO und rHUEPO wurden Thrombozyten- und
Leukozytenzahl, Aluminiumspiegel, Parathormon sowie Blutdruck- und

Sollgewichtsentwicklung herangezogen.

Ebenfalls wurden Untersuchungen zur moglichen Antikérperentwicklung gegen das neu
entwickelte GA-EPO ausgewertet. Auch die Zahl der unerwiinschten Ereignisse wurden

erfalit.
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2 Patienten und Methoden

2.1 Studienprotokoll

In einer offenen, internationalen, nicht-randomisierten Phase IllI-Multicenterstudie
wurde die Sicherheit und Wirksamkeit von subkutan angewendetem GA-EPO bei
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz untersucht. Wir nahmen im Zeitraum von
Méarz 1999 bis Mai 2000 mit 16 Hamodialysepatienten Uber einen Zeitraum von 56

Wochen an der Studie teil.

Patienten mit stabiler, subkutaner Administration von Erythropoietin und einem
konstanten Hamoglobinwert zwischen 10 und 12 g/dl wurden fir die Studie rekrutiert.
Die Dosierung von GA-EPO entsprach der zuvor erhaltenen Erythropoietindosis, die
Dosierungsfrequenz von zwei- oder dreimal wochentlich wurde ebenfalls beibehalten.
Im Zeitraum von 56 Wochen war es das Ziel, den Hamoglobinwert zwischen 10 und 12
g/dl konstant zu halten und dabei das Verhalten von Hamoglobin und
Eisenstoffwechselparameter sowie die Entwicklung der Erythropoietindosis zu

beobachten.

Zur Beurteilung der Wirksamkeit von GA-EPO wurden Hamoglobinwert, Hamatokrit,
Transferrinsattigung, Serumtransferrin, Serumferritin, hypochrome Erythrozyten und

die Eisenwochendosis sowie die Erythropoietinwochendosis herangezogen.

Als Sicherheitsparameter dienten Leukozyten, Thrombozyten, Blutdruck, Sollgewicht

sowie Aluminium- und Parathormonwerte.

Der Zeitplan der Studie gliederte sich in eine zweiwéchige Vorphase (Woche -2 und -1)

und eine 56-wochige Therapiephase. Nach Einholung der schriftlichen Einverstandnis
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der Patienten wurden in der Vorphase bei konstanter Erythropoietintherapie zwei
Hamoglobinwerte ermittelt, die fur die Erfillung der EinschluBkriterien allesamt im
Bereich zwischen 10 und 12 g/dl liegen mussten. Zusatzlich wurden alle fiur das

Sicherheitsprofil vorgesehenen Parameter bestimmt.

In der 56-woéchigen Therapiephase wurde GA-EPO unter zundchst wéchentlichen
(Woche 1-12), danach 4-wdchentlichen (Woche 13-56) Hamoglobinkontrollen
verabreicht. Sollte der Zielbereich von 10 bis 12g/dl verlassen werden, so war eine

Reduktion bzw. Erhéhung der Wochendosis um 25% bzw. 50% vorgesehen.

2.2 Patientenauswahl

2.2.1 Einschlu3kriterien

Folgende Kriterien mussten fir die Eignung zur Studienteilnahme erfillt werden:
Mannliche und weibliche Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz, die begleitend
zur Hamodialysebehandlung seit mindestens 30 Tagen eine stabile Therapie mit
Erythropoietin  zwei  oder dreimal wdchentlich  subkutan  erhielten. Die
Erythropoietintherapie durfte in diesem Zeitraum nicht mehr als 50% erhéht oder
erniedrigt worden sein. Der Hamoglobinwert musste zwei Wochen vor Therapiebeginn
im Bereich von 10-12 g/dl liegen, der Serumferritinspiegel durfte 100 pg/l und die

Transferrinsattigung 20% nicht unterschreiten.
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2.2.2 Ausschlul3kriterien

Zu den Ausschlul3kriterien zahlten inkonstante Hamodialysebehandlung und
Erythropoietintherapie, unkontrollierte Hypertonie, reduzierte Lebenserwartung < 12
Monate sowie Thrombozytopenie < 75.000/mm3 und herabgesetzte Leberfunktion
(ALT, AST). Zudem gehorten die Androgentherapie, die Behandlung mit
Immunsuppressiva und Medikamentenmibrauch zu den Ausschluf3kriterien. Bei
weiblichen Patienten im gebéhrfahigen Alter war eine geplante Schwangerschatft,

Stillen und unsichere Kontrazeption nicht zugelassen.

Ferner waren Patienten mit mangelnder Compliance und herabgesetzter mentaler

Auffassungsfahigkeit grundsatzlich von der Studienteilnahme ausgeschlossen.

2.2.3 Patientencharakteristika

An der Studie nahmen 16 Patienten (Verhaltnis mannlich zu weiblich 12:4) im Alter von
33 bis 78 Jahren (Mittelwert 56) teil. 15 Patienten waren kaukasischer Herkunft, einer
afrikanischer Herkunft. Das Korpergewicht lag zwischen 59,5 und 98,5 Kilogramm

(Mittelwert 74 kQ).

Die durchschnittliche Zeitdauer der Dialysepflichtigkeit bei Studienbeginn betrug im

Mittel 35 Monate (4 Monate bis 22,3 Jahre).

Wahrend der Vorphase erhielten die Studienteilnehmer durchschnittlich 4917 IE
rHUEPO , dabei lag die Applikationsfrequenz bei 13 Patienten bei 3x/Woche, bei 3
Patienten 2x/Woche, rHUEPO wurde allen 16 Patienten subkutan verabreicht. Der

durchschnittliche Hamoglobinwert zur Studienbeginn betrug 10,8 g/dl.
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2.3 Medikation

2.3.1 Studienmedikation GA-EPO

GA-EPO wurde in 1 ml Glasflaschchen zu 10.000 IE geliefert. Die L6sung enthielt neben
Natriumphosphat, Natriumchlorid, niedermolekularen Kohlenhydraten und Wasser fir
Injektionszwecke keinerlei Konservierungsstoffe. Bei Lagerung bei 2°C-8°C und
Vermeidung von Tieffrieren sowie Schitteln wegen mdglicher Proteindenaturierung

war eine Haltbarkeit fur den gesamten Studienverlauf gewahrleistet.

Pro Dosis wurde aus dem 1 ml-Ampulle der entsprechende Bedarf in eine 1ml
Tuberkulinspritze aufgezogen, der Rest der Losung fur spatere Rickfihrung zum
Sponsor im Behdlter belassen. Fir weitere Dosen musste jeweils eine nheue Ampulle

verwendet werden.

GA-EPO wurde zwei oder dreimal wochentlich abwechselnd am Abdomen und am
Oberschenkel subkutan appliziert, um lokale Kumulationseffekte zu vermeiden.

Zeitpunkt der Verabreichung war 30 Minuten vor Beendigung der Dialyse.

Die erste Dosierung der GA-EPO entsprach der Erythropoietindosierung vor
Studieneintritt. Dosisanpassungen waren erforderlich, sobald der Zielbereich von 10 bis
12 g/dl verlassen wurde. Bei einer Unterschreitung des Hamoglobinwertes von 10 g/dl,
musste die Studienmedikation um 50 % erhoht werden, bei einer Uberschreitung des
Zielwertes von 12 g/dl Hamoglobin war eine Reduktion der Studienmedikation um 25%

vorgesehen. Dabei war die Zahl der Dosisanpassungen auf eine pro Monat beschrankt.

Im Falle der Entwicklung einer therapierefraktaren, unkontrollierbaren Hypertonie sollte

die Studienmedikation ausgesetzt und nach Erreichen normotoner Blutdruckwerte die
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Verabreichung der Studienmedikation bei 75% der urspriinglichen Dosis

wiederaufgenommen werden.

2.3.2 Vergleichsmedikation (rHUEPO alfa)

Zur Stimulierung der Erythropoiese wurde im sechmonatigen Vergleichszeitraum vor
Studienbeginn  rHUEPO alfa verwendet. rHUEPO alfa ist ein  durch
Rekombinationsverfahren  gentechnisch  hergestelltes  Erythropoietin, das in

Ovarialzelllinie des chinesischen Hamsters, Zellinie CHO-K1, exprimiert wird.

Das rHUEPO wurde zwei oder dreimal wdchentlich abwechselnd am linken und rechten
Oberarm subkutan appliziert, um lokale Kumulationseffekte zu vermeiden. Zeitpunkt

der Verabreichung war 30 Minuten vor Beendigung der Dialyse.

Die Dosierung sowie Applikationsart und —frequenz von rHUEPO vor Studienbeginn

entsprach den giltigen internationalen Empfehlungen.

2.3.3 Eisensubstitution

Wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums wurde Eisen in Form des Eisen-(l11)-
natrium-gluconat-Komplex (Ferrlecit®, Firma Rhéne-Poulenc Rorer) eingesetzt. 1
Ampulle zu 5 ml enthielt 62,5 mg Eisen. Bei einem Abfall des Serumferritinspiegels

unter 100 ng/l oder ein Absinken der Transferrinsattigung unter 20 % war eine

intraven@se Eisensubstitution von mindestens 1000 mg Uber zehn Wochen vorgesehen.

Die Eisenapplikation erfolgte langsam intravents zum Ende der Dialyse am liegenden

Patienten dber funf Minuten, um mdgliche Nebenwirkungen zu vermeiden.
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2.4 Untersuchungsparameter

2.4.1 Blutuntersuchungen

Um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse in dieser Multicenter-Studie zu gewadhrleisten,
wurden samtliche Blutuntersuchungen vom Zentrallabor, Mcbio (Laboratoire
M.Merieux-Mapi Centralized Biology) in Lyon, Frankreich durchgefuhrt, das alle

Parameter nach den internationalen Standardmethoden bestimmte.

Die Praanalytik und die Vorbereitung zum Probenversand wurden im eigenen Labor des

Dialysezentrums durchgefuhrt.

Die Blutentnahme fand immer montags vor der Dialyse aus dem arteriellen Schenkel
des Dialysepunktionssets mit den fur die Studie vorgesehenen Vacutainer®-Rohrchen

statt.

Fur die Erfassung der Wirksamkeitsparameter wurde die Hamatologie in den ersten 12
Wochen wdchentlich, danach monatlich bestimmt. Das EDTA-R6hrchen und der

Blutausstrich wurden bei Zimmertemperatur versendet.

Der Eisenstatus wurde durch Bestimmung von Serumferritin, Serumeisen sowie

Transferrinsattigung alle vier Wochen kontrolliert.

Der Aluminiumspiegel sowie das Parathormon wurden dreimal wéahrend der Studie

bestimmt.
Anti-Erythropoietin Antikérper wurden sechs mal wéahrend der Studie untersucht.

Die Probenvorbereitung fir den Eisenstatus, Aluminium und Parathormon sowie die
EPO-Antikorper umfasste eine 30-minitige Wartezeit zur vollstdndigen Gerinnung,

danach eine 15-minitige Zentrifugation der Blutrohrchen bei 2500 U/min mit
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anschlieRendem Abpipettieren des Serumuiberstandes in Kunststoffgefale. Die Proben
far Erythropoietin-Antikérper sowie Aluminium und Parathormon wurden bei —20°C mit
ausreichenden Mengen Trockeneis verschickt. Die Proben zur Bestimmung der

Eisenparameter konnten bei Raumtemperatur versendet werden.

Die Blutbildbestimmung wurde innerhalb von 48 Stunden mit einem Analysegerat Typ
Technicon H-3® (Bayer Diagnostics, Miinchen) durchgefiihrt. Dieses Gerat zur
Blutbildbestimmung funktioniert nach dem Prinzip der DurchfluBzytometrie, bei der
jeder einzelne Erythrozyt einen Laserstrahl passiert und dadurch quantitativ erfal3t
wird. Uber die Zahlung der Erythrozyten hinaus kann auf Basis der Mie-Streulicht-
Theorie zudem Volumen und Hamoglobingehalt der einzelnen Erythrozyten gemessen
werden. Dadurch laRt sich der Anteil der hypochromen Erythrozyten ermitteln. Der

Normalwert fuir hypochrome Erythrozyten wurde vom Labor mit 0-3% angegeben.

Die Parameter des Eisenstatus wurden mit einem Analysegeréat der Firma Dade-Behring
(Illinois, USA), Typ Dimension® RxL durchgefiihrt. Fiir Bestimmung des Serumeisens
wird die Methode der Colorimetrie genutzt, bei der das zu bestimmende Eisen durch
Reaktion mit einem Agens in einen Farbkomplex Uberfihrt wird, dessen Extinktion
photometrisch gemessen wird. Der Normalwert fir Manner bewegt sich zwischen 12

und 30 pmol/l, fur Frau zwischen 9 und 30 pmol/I.

Die Bestimmung des Serumferritins erfolgte mittels Enzymimmunoessay, bei der das
Ferritinmolekil als zu bestimmendes Antigen mit einem durch ein Enzym markierten
Antikdrper inkubiert wird und anhand der Aktivitat des Enzyms nach Zusetzung eines
entsprechendes Substrates die Konzentration des Antigens abgelesen werden kann. Als

Normalwerte gelten flr Manner 25 bis 250 ug/l, fir Frauen 15 bis 150 pg/I.
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Die Transferrinsattigung wurde rechnerisch aus Serumeisen und Totaler Eisen
Bindungskapazitat (TIBC = total iron binding capacity) mit der Formel
Transferrinsattigung = Serumeisen X 100/TIBC errechnet. Werte zwischen 20 und 40%

gelten als normal unabhangig vom Geschlecht.

Die Bestimmung von Parathormon erfolgte mit einem Radioimmunoassay. Die vom
Labor verwandten Referenzwerte lagen zwischen 11 und 20 ng/l. Der Alumniumspiegel
wurde mittels Atomabsorptionspektrometrie gemessen, wobei die Normwerte zwischen

0 und 20 ng/lI lagen.

2.4.2 Vitalparameter

Der Blutdruck und das Korpergewicht der Dialysepatienten wurden als
Sicherheitsparameter in der Screeningphase (Woche —2 und -1) sowie in den ersten
12 Wochen wochentlich, im Folgenden bis zum Studienende in Woche 56 im
vierwochigen Intervall bestimmt. Die Blutdruckwerte wurden nach der Riva-Rocchi-

Methode gemessen.

Der Verlauf des Sollgewichtes eines Dialysepatienten kann zur Beurteilung seiner
klinischen Gesamtverfassung herangezogen werden. In der Studie wurden lediglich
Veranderungen > 5kg aufgezeichnet, da das Koérpergewicht als Berechnungsgrundlage

fur den gewichtsbezogenen Erythropoietinbedarf genutzt wurde.

2.4.3 Dokumentation unerwinschter Ereignisse
Wahrend des gesamten Studienverlaufs wurden fortlaufend unerwiinschte und

schwerwiegende unerwinschte Ereignisse dokumentiert.
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Als unerwinschtes Ereignis wird jedes klinische Zeichen, Symptom oder Erkrankung
bezeichnet, das bei einem Patienten wahrend der Beobachtungszeitraum in der
klinischen Studie auftritt oder sich verschlechtert und damit sein Befinden

beeintrachtigt.

Potentiell mit der Dialyse assoziierte Ereignisse wie Blutdruckabfédlle und

Muskelkrampfe wurden aus den unerwiinschten Ereignissen ausgenommen.

Ein schwerwiegendes unerwiinschtes Ereignis ist medizinisch signifikant, unmittelbar
lebensbedrohlich oder resultiert im Tod, erfordert einen Klinikaufenthalt, ist mit neu
aufgetretenen malignen Erkrankungen oder kongenitalen Anomalien verbunden. Jedes
schwerwiegende unerwiinschte Ereignis, ob ein Zusammenhang zur Prifmedikation
bestand oder nicht, muf3te innerhalb von 24 Stunden an die Arzneimittelsicherheit des

Sponsors gemeldet werden.

2.5 Statistische Verfahren

In der vorliegenden Arbeit wurden die Daten von n=16 Patienten statistisch
ausgewertet, die im Rahmen dieser offenen, nicht-randomisierten Phase I11-Studie

erfalRt wurden.
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2.5.1 Datendokumentation
Alle ausgewerteten Daten wurden zur besseren Ubersicht in eine relationale Datenbank
(Microsoft Access 2000®) eingegeben. Die statistischen Berechnungen wurden mit

Microsoft Excel 2000® durchgefiihrt.

Die graphische Darstellung der Parameter im zeitlichen Verlauf wurde durch
Liniendiagramme realisiert, bei denen die Mittelwerte als einzelne Datenpunkte mit
Standardfehler (standard error of means) in Form von Fehlerindikatoren (whiskers)

dargestellt sind.

2.5.2 Statistische Testverfahren

FiUr die Berechnung statistischer Signifikanzen wurden folgende Tests durchgefihrt:

Bei normal verteilten Werten kam der t-Test fur zwei verbundene Stichproben mit
ungleicher Varianz zur Anwendung. Bei nicht normal verteilten Werten wurde der

Wilcoxon-Test fur die Beurteilung statistischer Signifikanzen herangezogen.

Werte mit p<0.05 wurden als statistisch signifikant gewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Demographie

In dieser Arbeit wurden n=16 chronische Hamodialysepatienten untersucht. Das
Verhéltnis von méannlichen zu weiblichen Probanden war 12:4, das Durchschnittsalter
betrug 56 + 4 Jahre, die Altersminima und —maxima bewegten sich zwischen 33 und 78

Jahren.

Das durchschnittliche Gewicht der Patienten lag bei 74 + 1 kg, Minima und Maxima

lagen zwischen 59,5 und 98,5 kg.

Die Dialysedauer vor Studienbeginn betrug im Mittel 35 + 16 Monate, wobei sich
minimale und maximale Behandlungsdauer zwischen 4 Monaten und ca. 22 Jahren

bewegten.

Tabelle 1 : Demographische Daten des Patientenkollektivs

Demographie der Studie

Patientenzahl (n) 16
Geschlecht

Frauen 4
Manner 12
Alter (Jahre) Mittelwert 56
SEM 4
Range 33-78
Gewicht (kg) Mittelwert 74
SEM 1
Range 59,5-98,5
Dialysedauer (Monate) Mittelwert 35
SEM 16
Range 4-268
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3.2 Datenverlauf der Wirksamkeitsparameter

3.2.1 Hamoglobin

Der durchschnittliche Ausgangshamoglobinwert, basierend auf den gesammelten
Werten aus den sechs Monaten vor Studienbeginn, betrug 10,8 + 0,1 g/dl. Bereits im
ersten Monat der Therapiephase stieg der Wert auf 11,6 + 0,3* g/dl und erreichte
unter stetigem Anstieg ein Maximum von 12,5 + 0,3*** g/dl in Monat 5. Dieser Wert
war gegentber dem Ausgangswert hoch signifikant (p<0.001) erhoht. In der
Erhaltungsphase fiel der Hamoglobinwert fortlaufend bis auf 11,2 + 0,3 g/dl (n.s.) in

Monat 13.
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11,50

11,00 {/ 1
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Hamoglobin (g/dl)
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B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
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Abbildung 3: Verlauf des Hamoglobin (g/dl) (B=Baseline Monate —6 — 0)
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3.2.2 Hamatokrit
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Abbildung 4: Verlauf des Hamatokrit (%) (B=Baseline Monate —6 — 0)

Der durchschnittliche Hamatokritwert wahrend der sechsmonatigen
Beobachtungsphase vor der Studie betrug 34 + 0,3 %. Im ersten Studienmonat stieg
der Wert auf 37** + 0,9 %, um im Monat 4 ein Maximum von 42*** + 1,1 % zu
erreichen. Diese Werte waren signifikant (p<0.01 und p<0.001) gegeniber dem
Ausgangswert erhoht. Im Folgenden kam es zu einem kontinuierlichen Abfall des

Hamatokritwertes bis auf 36 + 1,0 % (n.s.).
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3.2.3 Erythropoietin-Wochendosis

Vor Studienbeginn betrug die durchschnittliche Erythropietin-Wochendosis 4917 + 163
IE. Im ersten Monat der intensivierten Eisentherapie stieg die EPO-Wochendosis auf
6092* + 397 IE an. Dieser Wert war gegeniber dem Ausgangswert signifikant
(p<0.05) erhoht. Bis zum Ende der Eisentherapie fiel die wdchentliche
Erythropietindosis stetig von 5457 + 345 IE (Monat 2) auf 4759 + 301 IE (Monat 4),
ohne dabei ein Signifikanzniveau gegenuiber dem Ausgangswert zu erreichen. Mit dem
Beginn der Erhaltungphase (Monat 5) fiel die Erythropoietinwochendosis konstant
weiter, um zum Studienende ein Minimum von 3379 * 505** IE zu erreichen.
Samtliche Mittelwerte der Erhaltungsphase lagen statistisch signifikant (p<0.01 und
p<0.001) unter dem Ausgangwert von 4917 + 163 IE. Die Erythropoietinwochendosis

zum Studienende lag damit um 31% unter dem Ausgangswert.
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Abbildung 5: Verlauf Erythropoietin-Wochendosis (IE) (B=Baseline Monate —6 — 0)
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Tabelle 1: Ubersicht tiber den Verlauf der Wirksamkeitsparameter

Monat | Hb (g/dI) Hkt (%) |EPO
Wochendosis
(IE)

B* 10,8+0,1 34+0,3 |4917+163

1 11,6+0,3* 37+0,9** | 6092+397*

2 11,840,3** | 3841,1*** | 5457+345

3 11,9+0,4* 40+1,6*** | 52344311

4 12,440,3*** | 4241,1** | 4759+301

5 12,5+0,3*** | 41+1,0*** | 4311+282*

6 12,140,4*** | 39+1,2*** | 3953+271**

7 12,0+0,4** | 39+1,6** | 3644+310***

8 11,4+0,3* 36+1,0* |3662+383**

9 11,8+0,4** | 37+1,2* |3436+319***

10 11,4+0,3* 36+1,2 3402+270***

11 11,4+0,3* 36+1,0 3618+298***

12 11,3+0,2* 36%1,0 3433+262***

13 11,240,3 37+1,2 3379+505**

*(B=Baseline Monate —6 — 0)
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3.3  Sicherheitsparameter

3.3.1 Leukozyten

Die durchschnittliche Leukozytenzahl zu Studienbeginn betrug 8,0 + 0,2 Tsd./ul.
Wahrend der gesamten Studiendauer wies der Leukozytenwert Schwankungen
zwischen 6,3 + 0,3 und 8,6 + 0,8 Tsd./ul auf. Damit lagen alle Werte durchgehend im

Referenzbereich zwischen 4,0 und 10,6 Tsd./ul.

3.3.2 Thrombozyten

Zu Beginn des Beobachtungszeitraums lag der Mittelwert der Thrombozyten bei 227 +
6 Tsd./cmm. Im Studienzeitraum erreichten die Thrombozyten Werte zwischen 193 +
13 und 235 + 17 Tsd./cmm. Alle Werte lagen damit im Referenzbereich von 150 bis

500 Tsd./cmm.

3.3.3 Antierythropoietinantikorper
Bei allen Patienten wurde wahrend des Studienzeitraums das Blut auf
Antierythropoietinantikbrper untersucht. In keinem der Falle konnten Antikdrper

nachgewiesen werden.

3.3.4 Blutdruck
Der durchschnittliche systolische Blutdruck zu Studienbeginn lag bei 134 + 2 mmHg.

Wahrend des gesamten Beobachtungsszeitraums lagen die Werte zwischen 129 + 8
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mmHg und 142 + 5 mmHg, wobei keiner der ermittelten Werte dabei signifikant vom

Ausgangswert abwich.

Der durchschnittliche diastolische Blutdruck zu Anfang der Studie betrug 78 £ 1 mmHg.
Im gesamten Studienverlauf wurden durchschnittliche Werte zwischen 72 + 4 mmHg
und 83 + 3 mmHg erreicht. Auch hier ergaben sich keine signifikante Abweichungen

zum Ausgangswert.

3.3.5 Unerwinschte Ereignisse

Wahrend der gesamten Studiendauer traten insgesamt 24 unerwinschte Ereignisse
(AE) und 16 schwerwiegende, unerwiinschte Ereignisse (SAE) auf. Zu den haufigsten
unerwinschten Ereignissen zéhlten Infektionen (7x Infektionen der oberen Luftwege,
2x Infektionen des Gastrointestinaltrakt, 2x Infektionen der Harnwege, 1x Herpes
zoster) und Erkrankungen des Bewegungsapparates (Insertionstendinopathie,
Gonarthritis, Lumbalgie und Myogelose jeweils 1x). Dariiber hinaus traten
Depressionen (2x), Hamaturie infolge von Marcumartberdosierung, Thrombophlebitis,
Cholestase, Epistaxis sowie Hypokalzdmie infolge einer Parathyreoidektomie jeweils 1x

auf.

Zu den haufigsten schwerwiegenden unerwiinschten Ereignissen zahlten Infektionen
(Pneumonie, Pyelonephritis, Gastroenteritis und Sepsis) und kardiovaskulare
Erkrankungen (2x instabile Angina pectoris, 1x periphere arterielle VerschluBkrankheit
3. Grades, 1x subkortikale atherosklerotische Enzephalopathie). Ferner traten 2x
Shuntinsuffizienz, 1x Lungenédem, 1x Hypertension, 1x Parathyreoidektomie sowie ein

akuter Schub von Morbus Crohn auf. Aufgrund der Definition eines schwerwiegenden
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unerwiinschten Ereignisses wurden ein Peniskarzinom sowie eine Nierentransplantation

mit dokumentiert.

Die folgende Tabelle fasst den Verlauf der Sicherheitsparameter zusammen.

Tabelle 2: Ubersicht iiber den Verlauf der monatlich erhobenen Sicherheitsparameter

Monat Leukozyten | Thrombozyten | RR RR
(Tsd./ul) (Tsd./cmm) systolisch diastolisch
(mmHg) (mmHg)

B* 8,0+0,2 227+6 134+2 78+1
1 7,2+0,4 219415 130+5 8143
2 6,310,3 193113 13145 83+3
3 7,2+0,6 206x16 140+5 7843
4 7,8+0,4 210+17 13746 80+3
5 8,610,8 221428 13547 81+3
6 8,2+0,6 216+15 142+5 793
7 7,7£0,5 233£21 13319 79t4
8 7,840,5 235114 138+6 773
9 7,7+0,5 219415 13746 76%3
10 7,7+0,6 222415 139+7 81+4
11 7,6+0,5 235+15 129+8 7244
12 7,410,7 223+16 12946 74+3
13 6,6+0,4 235+17 140+8 80+4

*(B=Baseline Monate —6 — 0)
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3.4 Parameter mit Einflul3 auf die rHUEPO-Response

3.4.1 Transferrinsattigung

Der Mittelwert der Transferrinsattigung wahrend der sechsmonatigen Vorstudienphase
betrug 32 + 3 %. Wahrend der Therapiephase (Monat 1-4) bewegte sich die
Transferrinsattigung zwischen 28 + 3 % und 39 + 5 %. Keiner dieser Werte war

signifikant unterschiedlich zum Ausgangswert.

Im ersten Monat der Erhaltungsphase (Monat 5) erreichte die Transferrinsattigung 46 +
5** 06, um in Monat 6 wieder auf 38 = 3% (n.s.) abzufallen. Im Folgenden stieg der
Wert konstant bis Monat 9 auf 49 + 6** % und war damit signifikant (p<0.01)
gegenuiber dem Ausgangswert erhoht. Bis zum Studienende sank die

Transferrinsattigung langsam bis auf 42 + 5% (n.s.) ab.
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Abbildung 6: Verlauf der Transferrinsattigung (%) (B=Baseline Monate —6 — 0)
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3.4.2 Serumferritin

Der aus den sechs Monaten vor Studienbeginn erhobene durchschnittliche
Serumferritinwert betrug 568 + 98 ng/l. Bereits im ersten Monat der Therapiephase
erreichte das Serumferritin einen Wert von 940 + 163* pg/l, der gegeniiber dem
Ausgangswert signifikant (p<0.05) erhoht war. In den drei folgenden Monaten der
Therapiephase bis zum ersten Monat der Erhaltungsphase stieg das Serumferritin bis
auf einen Durchschnittswert von 1403 + 149*** ug/l. Dieser Wert war hochsignifikant
(p<0.001) gegeniber dem Ausgangswert erhoht. In den folgenden sechs Monaten (6-
11) bewegte sich der Serumferritinwert zwischen 1309 + 143*** pug/l und 1419 +
144*** pug/l, um zum Ende der Studie bis auf einen Wert von 1647 + 179*** ng/l zu
steigen. Alle Werte weisen ein hohes Signifikanzniveau (p<0.001) gegeniber dem

Ausgangswert auf.
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Abbildung 7: Verlauf von Serumferritin (ug/l) (B=Baseline Monate —6 — 0)
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3.4.3 Hypochrome Erythrozyten

Der Ausgangswert der durchschnittlichen Zahl der hypochromen Erythrozyten betrug
9,8 + 1,6 %. Mit Beginn der Eisentherapie stieg der Wert auf 16,9 + 4,6%, um in
Monat 3 ein Maximum von 30,4 + 5,9*** % zu erreichen. Der Wert war gegenuber
dem Ausgangswert signifikant (p<0.01) erhdht. Von Monat 4 auf 5 fiel die Zahl der
hypochromen Erythrozyten von 27,5 £ 5,6** % auf 19,2 = 4,4* %, um im Anschluf
weiter stetig zu fallen und in Monat 10 ein Minimum von 4,6 + 1,1** % zu erreichen.
Dieser Wert war signifikant (p<0.01) gegeniber dem Ausgangswert erniedrigt. Zum

Studienende stieg die Zahl hypochromer Erythrozyten erneut auf 10,2 + 3,3% (n.s.)
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3.4.4 Eisen-Wochendosis

Im sechsmonatigen Vergleichszeitraum vor Studienbeginn lag die durchschnittliche
Eisen-Wochendosis bei 91 + 4 mg. Zu Beginn der Studie stieg die Dosis auf 180 + 3***
mg in Monat 2 und 3 an, um in Monat 4 auf 141 + 7*** mg abzufallen. Diese Werte
waren statistisch signifikant (p<0.001) gegeniber dem Ausgangswert. Die
durchschnittliche Eisenwochendosis fiel in den folgenden Monaten konstant bis auf 67
+ 8** mg. Von Monat 7 bis Monat 13 wiesen alle Werte signifikante Unterschiede

(p<0.05, p<0.01, p<0.001) zum Ausgangswert auf.
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Abbildung 9: Verlauf der Eisenwochendosis (mg) (B=Baseline Monate —6 — 0)
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3.4.5 Sollgewicht

Das durchschnittliche Sollgewicht wéhrend der sechs Monate vor Studienbeginn betrug
74 + 1 kg. Lediglich in Monat 6 und 8 fiel der Mittelwert des Sollgewichts um 1 kg auf
73 + 1 kg. Dieser Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant gegentiber dem

Ausgangswert von 74 £+ 1 kg.

3.4.6 Parathormon und Aluminium
Der Parathormonspiegel wurde wéahrend des Studienzeitraums drei Mal bestimmt. Die
Werte lagen dabei zwischen 354+91 ng/l und 389 =+157 ng/l, wobei das

Signifikanzniveau bei keinem Wert tUberschritten wurde.

Der Aluminiumspiegel wurde ebenfalls drei Mal wahrend des Studienzeitraums
bestimmt. Hier lagen die durchschnittlichen Mittelwerte zwischen 16+2 pg/l und 19+4

pg/l. Auch hier wich keiner der Werte statistisch signifikant vom Ausgangswert ab.
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Tabelle 3: Ubersicht Uber den Verlauf der Parameter mit EinfluR auf die rHUEPO-

Response
Monat T.r.ansferrin- Ferritin (ug/l) Hypochrome | Eisen | Sollgewicht
sattigung (%) Erythrozyten | Wochendosis | (k9)
(%) (mg)

B* 3213 568198 9,8+1,6 91+4 74+1
1 2813 940+163* 16,9+4,6 17145%** 74+1
2 3415 942+148* 25,845,2** 180+3*** 74+1
3 30+2 1101+160** | 30,445,9** 180+3*** 74+1
4 3915 1187+£150*** | 27,545,6** 14147%** 74+1
5 46+5** 1403+149*** | 19,2+4,4* 99+7 74+1
6 38+3 1375+£136*** |13,1+2,6 8516 731
7 43+4* 1309+143*** | 9,6+2,7 14+4** 74+1
8 4915%* 1318+102*** | 6,5+1,5 79+5* 73£1
9 49+6** 1322+£117** | 6,4£1,2* 79+5* 74+1
10 475 1419+144*** | 4,6+1,1* 78+5* 74+1
11 46+6* 1382+141*** | 5,84+1,3* 75+£5* 74+1
12 44+4* 1481+155*** | 7,842,3 69+4**+* 74+2
13 4245 1647+179** |10,243,3 67+£8** 74+3

*(B=Baseline Monate —6 — 0)

Tabelle 4: Ubersicht tiber den Verlauf von PTH und Aluminium

Monat PTH (ng/l) Aluminium (ug/l)

B* 354491 17+2
6 389+157 1944
13 3564130 16+2

*(B=Baseline Monate —6 — 0)
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wird die Wirksamkeit und Sicherheit von GA-EPO im Vergleich zu
rHUEPO anhand der Daten von n=16 Patienten untersucht. Primare Zielparameter
waren Hamoglobin und Hamatokrit, weitere Werte zur Beurteilung der Wirksamkeit
bestanden aus Transferrinsattigung, Serumferritin sowie hypochrome Erythrozyten

unter Bertcksichtigung der Erythropoietin- und Eisendosierung.

Um Sicherheitsaspekte mit in die Evaluierung einzuschlieBen, wurden Leukozyten,
Thrombozyten, Parathormon, Aluminium, Blutdruck und Sollgewicht auf

Veranderungen vor und wahrend der Studie untersucht.

4.1 Wirksamkeitsparameter

4.1.1 Hamoglobinanstieg

Direkt zu Beginn der Studie erhohte sich die mittlere GA-EPO-Wochendosis auf 6092
IE. Darunter kam es zu einem adaquaten Hamoglobinanstieg auf 11,6 g/dl. Dies
entsprach einem Hamoglobinanstieg von 0,8 g/dl innerhalb eines Monats unter einer
Dosissteigerung von 1175 IE Erythropoietin pro Woche. Diese Beobachtungen

bestatigen die Ergebnisse der Arbeit von Eschbach und Winearls.

Demzufolge weist GA-EPO hohe Ahnlichkeiten hinsichtlich der pharmakologischen

Wirkung auf die Erythropoiese mit rHUEPO auf.

Winearls et al behandelte 10 Patienten mit einem durchschnittlichen Hamoglobinwert

von 6,1 g/dl dreimal wdchentlich mit rHUEPO mit einer Dosis von 3-192 IE/kg
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Korpergewicht und konnte einen Hamoglobinanstieg auf durchschnittlich 10,3 g/dl

innerhalb von 12 Wochen nachweisen.

Eschbach (25) zeigte in einer Studie mit 25 anamischen Patienten einen
dosisabhéangigen Effekt von rHUEPO auf die Erythropoiese, bei der die Mehrheit der
Patienten einen Hamatokritwert > 35% erreichte. Die zu einer effektiven Erythropoiese
fuhrenden rHUEPO-Dosierungen in dieser Arbeit lagen zwischen 15 und 500 IE/kg

Korpergewicht, wobei mit der héchsten Dosis der Zielwert am schnellsten erreicht war.

Der Ausgangshamoglobinwert der sechsmonatigen Vergleichsphase in der vorliegenden
Arbeit lag bei 10,8 g/dl und lag damit knapp unter den internationalen Empfehlungen
zum Zielhdmoglobinwert bei chronischen Hamodialysepatienten mit
Erythropoietintherapie (1). Dieser Wert wurde mit einer durchschnittlichen rHUEPO-

Wochendosis von 4917 IE erreicht.

4.1.2 Wirkung der Eisensubstitution auf den Hamoglobinwert und die

Erythropoietindosis
Die Eisensubstitution hat einen therapeutischen Effekt auf die renale Andmie. Dies
zeigten Arbeiten von Carter et al (12) und Strickland et al (67) bereits vor der
Einflhrung von Erythropoietin zur Therapie der renalen Anamie. Dort konnte ein
Anstieg der Hamoglobinkonzentration durch ausschliel3liche Eisengabe um 1-2 g/dl

beobachtet werden.

Macdougall et al (51) zeigte mit einer intensiven Eisensubstitution einen Anstieg des
Hamoglobinwerts von 9,6 g/dl auf 10,7 g/dl. 116 Patienten erhielten wochentlich tGber

12 Monate 100 mg Eisen. Die rHUEPO-Dosis konnte Uber diesen Zeitraum von
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13.2771E/Woche auf 8.976 IE/Woche gesenkt werden, was einer Dosisreduktion von

32% entsprach.

In der vorliegenden Arbeit kam es unter hoher Eisensubstitutionstherapie von 171 bis
180 mg/Woche in den ersten drei Monaten zu einem weiteren Anstieg des
Hamoglobinwertes auf bis zu 12,5 g/dl. Damit wurde der Zielhdmoglobinwert von 12,0

g/dl sogar um 0,5 g/dl Uberschritten.

Zur Einhaltung des Zielbereichs von 10,0 bis 12,0 g/dl Hamoglobin wurde die GA-EPO-
Dosis wahrend des gesamten Studienzeitraums von 4917 IE auf 3379 IE konsequent
reduziert. Die Erythropoietinwochendosis lag am Studienende 31% unter dem
Ausgangswert. Diese Dosiseinsparung ist auf die intensivierte Eisentherapie wahrend
der Studie zurlickzufiihren und zeigt, daR die Ergebnisse von Macdougall auch fir GA-

EPO zutreffen.

Bei einem durchschnittlichen Korpergewicht von 74 kg der an der Studie
teilnehmenden Patienten betrug die GA-EPO-Dosis zur Aufrechterhaltung eines
Zielhdmoglobinwertes zwischen 11 und 12 g/dl 46 IE/kg Korpergewicht. Dies entspricht
den allgemeinen Empfehlungen zur Dosierung von rHUEPO mit 30 und 100 IE/kg

Korpergewicht in der Erhaltungsphase der Anamietherapie.

Wahrend des gesamten Studienzeitraums kam es zu einem signifikanten Anstieg des
Serumferritinwertes gegentber der sechsmonatigen Vergleichsphase vor der Studie.
Die Transferrinsattigung wies wahrend des Studienzeitraums stérkere Schwankungen
auf, lag im Durchschnitt aber tUber dem Vergleichswert unter rHUEPO-Therapie. Bei
Stimulation der Erythropoiese wird ein Abfall des Serumferritinspiegels erwartet, da
durch die Bildung der Erythrozyten Eisen in hohen Menge verbraucht wird (23,72). Der

konstante Anstieg des Serumferritins in dieser Studie ist durch die konsequente
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Eisensubstitutionstherapie zu erklaren. Durch Anhebung der Transferrinsattigung von
20-30% auf 30-50% konnte Besarab et al (6) eine signifikante Hamoglobinerhéhung
unter gleichzeitiger rHUEPO-Reduktion nachweisen. In dieser Studie wurden 23
Hamodialysepatienten mit einer durchschnittlichen Transferrinsattigung von 20-30%
zunachst zwei Wochen mit einer Gesamtdosis von 500mg Eisen behandelt. Im
Anschluf erhielten die Patienten eine Erhaltungsdosis von 25 bis 100 mg pro Woche,
um eine Transferrinsattigung von 30-50% zu erreichen. Dieses Regime zeigte sich
effektiv in der Aufrechterhaltung des Hamoglobinspiegels und erlaubte eine signifikante

rHUEPO-Reduktion.

Der initiale Anstieg der hypochromen Erythrozyten kann durch eine limitierte
Eisenverflgbarkeit verursacht sein. Trotz parenteraler Eisensubstitution findet die
Reifung neuer Erythrozyten unter pharmakologischer Stimulation im Verhéltnis
schneller statt, als das fur die Hamoglobinsynthese bendtigte Eisen bereitgestellt
werden kann. Im Verlauf fallen die hypochromen Erythrozyten jedoch auf Werte unter
5% ab, wodurch sich eine ausgeglichene Versorgung der Erythropoiese mit Eisen

bestatigt.

Die in der vorliegenden Studie beobachtete Entwicklung der primaren und sekundaren
Zielwerte sind mit den Ergebnissen von Besarab (6) und Macdougall (51) vergleichbar,
so dal die Wirkung von GA-EPO der des rHUEPO unter Berlcksichtigung der

Eisentherapie entspricht.

Erwartungsgemall war der Parathormonspiegel wahrend des gesamten
Beobachtungszeitraums gegenuber dem oberen Referenzwert der Normalpopulation
erhoht. Hierbei mul3 jedoch das Patientenkollektiv in Betracht gezogen werden. Die

Untersuchungen fanden bei Hamodialysepatienten statt, bei denen ein erhohter
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Parathormonspiegel bedingt durch einen sekundaren Hyperparathyreodismus zum

Krankheitsbild der chronischen Niereninsuffizienz gehort (57).

4.2 Sicherheitsparameter

Die Thrombozytenzahlen lagen im gesamten Studienzeitraum im Normbereich der
Normalpopulation. Die in zahlreichen Arbeiten (73) (60) (28) gemachte Beobachtung
der Thrombozytose als Nebenwirkung der Erythropoietintherapie konnte in der

vorliegenden Studie nicht nachgewiesen werden.

Alle Ubrigen laborchemisch erhobenen Werte wiesen keine signifikanten Unterschiede
gegeniiber dem Vergleichszeitraum unter rHUEPO-Therapie auf. Auch hier lagen

samtliche Schwankungen im Normbereich der jeweiligen Parameter.

Die Entwicklung des Blutdrucks ist seit Beginn der Therapie mit Erythropoietin
Gegenstand zahlreicher Studien geworden. Erhohte Blutdruckwerte unter rHUEPO-
Therapie sind bei nierenkranken Patienten des ofteren beobachtet worden (35,62,72).
In dieser Arbeit wiesen die systolischen wund diastolischen Blutdruckwerte
Schwankungen auf, die aber nicht statistisch signifikant verdndert gegeniber dem
Ausgangswert waren. Die Verdnderungen blieben auf den Normbereich des
Blutdruckwertes unter Beibehaltung der antihypertensiven Therapie beschrankt. Somit
ist das Sicherheitsprofil hinsichtlich der Blutdruckentwicklung von GA-EPO dem des

rHUEPO vergleichbar.

Die Entwicklung des Sollgewichts blieb wahrend des Studienzeitraums gegenuber den
Ausgangswerten ohne signifikante Veranderungen, ebenso war eine Antikérperbildung

gegen Erythropoietin nicht nachzuweisen.
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Das Auftreten von unerwinschten (n=24) und schwerwiegenden unerwinschten
Ereignissen (n=16) wahrend des gesamten Studienzeitraums ist auf die erhohte
Komorbiditdt von Dialysepatienten zuriickzufiihren. Insbesondere die Zahl der
Infektionen weist auf eine herabgesetzte Immunkompetenz hin, die durch die Urdmie
bedingt ist (31,71). Die Erkrankungen des Bewegungsapparates lassen sich zum einen
durch die bei Dialysepatienten ausgepragte renale Osteopathie aber auch durch die

krankheitsbedingt eingeschrankte physische Leistungsfahigkeit erklaren (3,9,23,26).

Kardiovaskulare Zwischenfélle liegen ebenso in den ursachlich fur die Niereninsuffizienz
verantwortlichen Grunderkrankungen begrindet und kdénnen nicht mit der GA-EPO-

Therapie in Verbindung gebracht werden.

Die wahrend der Beobachtungsphase aufgetretenen Falle von Shuntinsuffizienz wurden
bei Patienten entdeckt, die seit Dialysebeginn und vor der Therapie mit Erythropoietin

mit Shuntproblemen behaftet waren.

Am Ende der Studienphase trat unter den 16 Studienteilnehmern ein Todesfall infolge
eines Peniskarzinoms auf, das ursachlich aber nicht mit der Studienmedikation in
Zusammenhang gebracht werden konnte. Ein formaler Studienabbruch aufgrund einer
komplikationslos verlaufenden Nierentransplantation ereignete sich wahrend des
Bebachtungszeitraums. Bei dieser Patientin besteht nach 2 Jahren weiterhin eine gute

Transplantatfunktion.

Alle Ubrigen unerwinschten Ereignisse stehen ebenso wenig mit GA-EPO in
Zusammenhang, sondern liegen in den die Grunderkrankung begleitenden Umstanden

begrindet.
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5 Zusammenfassung

GA-EPO ist ein durch das Verfahren der Genaktivierung hergestelltes Erythropoietin,
das in einer menschlichen Zelllinie produziert wird. Im Rahmen einer internationalen
Multicenterstudie zur Beurteilung von Wirksamkeit und Sicherheit von GA-EPO nahmen
16 Patienten in Munster an der Untersuchung teil. Die Zielsetzung war, im gesamten
Studienzeitraums unter Beibehaltung der Erythropoietintherapie den Hamoglobinwert
zwischen 10 und 12 g/dl konstant zu halten. Als Wirksamkeitsnachweis wurden
Hamoglobin, Hamatokrit, Serumferritin, Transferrin sowie hypochrome Erythrozyten
ausgewertet. Gleichzeitig wurde die Entwicklung der Erythropoietin- und

Eisendosierung mit in die Beurteilung einbezogen.

Samtliche Werte in dieser Arbeit wurden mit dem 6-monatigen Zeitraum vor

Studienbeginn verglichen, in dem die Patienten eine stabile rHUEPO-Therapie erhielten.

Der Hamoglobinwert stieg unter GA-EPO-Therapie und gleichzeitiger Eisensubstitution
adaquat auf 12,5 g/dl an und lag am Ende der Studie mit 11,2 g/dl in dem von
internationalen Richtlinien vorgesehenen Zielbereich. Der Anstieg von Serumferritin
und Transferrinsattigung stimmt mit der initial intensivierten Eisensubstitution tberein.
Die hypochromen Erythrozyten zeigten zunachst einen Anstieg, fielen aber spater
adaquat auf 4,5% ab, was auf eine eisensuffiziente Erythropoiese schlieRen lafit. Die
durchschnittliche  Erythropoietinwochendosis  konnte  unter  Einhaltung  des
Hamoglobinzielbereichs im Verlauf der Studie um 31% (4917 IE vs. 3379 IE) gesenkt
werden. Mit 46 IE/kg Korpergewicht entsprach die durchschnittliche GA-EPO-Dosis den

Empfehlungen fir die rHUEPO-Dosierung in der Erhaltungsphase der Anamietherapie.

Beim Vergleich des Sicherheitsprofils zeigte sich kein signifikanter Unterschied zur

rHUEPO-Therapie. Die hdmatologischen Parameter Leukozyten und Thrombozyten wie
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auch das Blutdruckverhalten und die Sollgewichtsentwicklung zeigten sich mit den

Werten aus dem Vorstudienzeitraum vergleichbar.

Die aufgetretenen unerwiinschten Ereignisse lagen in der Komorbiditat des
Patientenkollektivs begriindet. Bei keinem Ereignis konnte ein direkter kausaler

Zusammenhang zu GA-EPO nachgewiesen werden.

Fazit:

Hinsichtlich der Sicherheitsparameter ist GA-EPO ein dem rekombinanten
Erythropoietin vergleichbares Medikament zur Therapie der renalen Anamie bei

chronischen Hamodialysepatienten.

Die Beurteilung der Wirksamkeit von rHUEPO und GA-EPO ist in dieser Arbeit nur
eingeschrankt moglich, da die Ursache des Hamoglobinanstiegs sowohl der Eisen- als

auch der GA-EPO-Therapie zugeschrieben werden kann.
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7.2 Abklrzungen

rHUEPO Rekombinantes humanes Erythropoietin
GA-EPO Gene-activated Erythropoietin

GFR Glomerulare Filtrationsrate

HIF-1 Hypoxie-induzierter Faktor

MRNA Messenger Ribonuclein Acid

C-FU Colony forming unit

G-FU Growth forming unit

HIV Human immunodeficiency virus
NKF-K/DOQI | National Kidney Foundation Kidney Disease Outcomes Quality Initiative
CHO Chinese hamster ovary

DNA Desoxyribonucleinacid

FDA Food and Drug Administration

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid

EPO Erythropoietin

TIBC Total Iron Binding Capacity

IE Internationale Einheiten

* p<0.05

kel p<0.01

Fekede p<0.001
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