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(54) PROGNOSTISCHE PARAMETER

(57) Ein Verfahren zur Feststellung der Prognose eines
erhohten klinischen Nutzens fur ein Individuum, das
an einem Tumor erkrankt ist, ist beschrieben, welches
Verfahren umfasst:

- Bereitstelien einer Blutprobe des Individuums

- (a1) Bestimmen der Anzahl der Lymphozyten im Blut
des Individuums, und/oder

- (a2) Bestimmen der Anzahl der Neutrophilen im Blut
des Individuums , und

- (b1) Identifizieren als ein Individuum mit guter Prog-
nose fiir einen erhdhten klinischen Nutzen, wenn die
Anzahl der Lymphozyten hoher als ein Lymphozyten-
Grundlinien-Level von 1,4 bis 1,8 x 10° pro Liter Blut,
insbesondere héher als 1,6 x 10° pro Liter Blut ist;
oder

- (b2) Identifizieren als ein Individuum mit guter Prog-
nose fiir einen erhdhten klinischen Nutzen, wenn die
Anzahl der Neutrophilen niedriger oder gleich einem
Neutrophilen-Grundiinien-Level von 4,0 bis 6,0 x 10°
pro Liter Blut, insbesondere niedriger oder gleich

5,0 x 10° Neutrophile pro Liter Blut ist; oder

- (b3) Identifizieren als ein Individuum mit schlechter
Prognose fiir einen erhdhten klinischen Nutzen,
wenn die Anzahl der Lymphozyten niedriger oder
gleich einem Lymphozyten-Grundlinien-Level von

1,4 bis 1,8 x 10° pro Liter Blut, insbesondere nied-
riger oder gleich 1,6 x 10° pro Liter Blut ist und die
Anzahl der Neutrophilen hoher als ein Neutrophilen-
Grundlinien-Level von 4,0 bis 6,0 x 10° pro Liter Blut,
insbesondere héher als 5,0 x 10° Neutrophile pro
Liter Blut ist.
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Zusammenfassung:

Ein Verfahren zur Feststellung der Prognose eines erhdhten kli-
nischen Nutzens fiir ein Individuum, das an einem Tumor er-
krankt ist, ist beschrieben, welches Verfahren umfasst:

- Bereitstellen einer Blutprobe des Individuums

- (al) Bestimmen der Anzahl der Lymphozyten im Blut des Indivi-
duums, und/oder

- (a2) Bestimmen der Anzahl der Neutrophilen im Blut des Indivi-
duums, und

- (bl) Identifizieren als ein Individuum mit guter Prognose fir
einen erhohten klinischen Nutzen, wenn die Anzahl der Lympho-
zyten hoher als ein Lymphozyten-Grundlinien-Level von 1,4 bis
1,8 x 10° pro Liter Blut, insbesondere héher als 1,6 x 10° pro
Liter Blut ist; oder

- (b2) Identifizieren als ein Individuum mit guter Prognose fiir
einen erhohten klinischen Nutzen, wenn die Anzahl der Neutro-
philen niedriger oder gleich einem Neutrophilen-Grundlinien-
Level von 4,0 bis 6,0 x 10° pro Liter Blut, insbesondere nied-
riger oder gleich 5,0 x 10° Neutrophile pro Liter Blut ist;
oder

- (b3) Identifizieren als ein Individuum mit schlechter Prognose
fir einen erhohten klinischen Nutzen, wenn die Anzahl der Lym-
phozyten niedriger oder gleich einem Lymphozyten—Grundlinien—
Level von 1,4 bis 1,8 x 10° pro Liter Blut, insbesondere nied-
riger oder gleich 1,6 x 10° pro Liter Blut ist und die Anzahl
der Neutrophilen hoher als ein Neutrophilen-Grundlinien-Level
von 4,0 bis 6,0 x 10° pro Liter Blut, insbesondere hoher als
5,0 x 10° Neutrophile pro Liter Blut ist.

(keine Figur)
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Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf die Bestimmung
von Parametern, die eine Prognose eines klinischen Nutzens fiir
einen Tumorpatienten erlauben.

Es gibt zunehmend Beweise dafiir, dass das Immunsystem schon
bei der Kontrolle friher Geschehnisse in der Erkennung und Zer-
stérung erster bdsartiger Zellen eine entscheidende Rolle spielt,
jedoch ist auch in spadteren Stadien der Erkrankung ein richtiges
Funktionieren zur Kontrolle und Stabilisierung des Fortschrei-
tens der Erkrankung &dufierst wichtig (zumindest iiber einen gewis-
sen Zeitraum). Es ist aber bekannt, dass das Immunsystem von
Krebspatienten oft infolge der Erkrankung und auch infolge von
immunsuppressiven Therapien geschwdcht ist. Krebsimmuntherapien,
wie solche, die Krebsvakzine beinhalten, stiitzen sich auf das
richtige Funktionieren des Immunsystems als eine der wichtigsten
Voraussetzungen fiir eine mogliche klinische Wirksamkeit.

Im Verlauf einer Krebstherapie wird immer als ein Parameter
fiir den Status des Immunsystems die Anzahl der weiBen Blutkdrper-
chen gemessen, wobei verschiedene Typen dieser weifen Blutkdrper-
chen aufgelistet werden. Daher wird immer bei Tumorpatienten,
die in klinische Studien eingeschlossen werden, die Anzahl der
Neutrophilen oder die Anzahl der Lymphozyten bestimmt. Diese Da-
ten wurden von einigen Gruppen mit dem Erfolg der Krebstherapie
und der Prognose bei einigen Krebsindikationen korreliert.

Zum Beispiel berichteten Fumagalli et al. (J Immunother.
2003 Sep-Oct;26(5):394-402), dass durch die Lymphozytenzahl als
Biomarker flir eine IL-2-Immuntherapie alleine schon das Gesamt-
iberleben bei Patienten mit fortgeschrittenem Krebs vorausgesagt
werden konnte. In dieser Studie wurde retrospektiv erhoben, ob
durch eine Lymphozytose zusatzlich zur klinischen Charakteristik
an der Grundlinie (,at baseline"“, Zeitpunkt vor Beginn der Thera-
pie) und zur objektiven Tumorantwort ein Gesamtiiberleben bei me-
tastatischen Nierenzellkrebspatienten, die IL-2 subkutan (s.c.)
erhielten, voraussagbar wdre. Das Gesamtiiberleben, die klini-
schen Charakteristika, Tumorantwort und Gesamtanzahl der Lympho-
zyten an der Grundlinie und wadhrend des ersten Behandlungszyklus
wurden unter Verwendung der Cox-Multivariaten-Analyse bei 266
fortgeschrittenen Nierenzellkrebspatienten, die mit 1 von 4 ver-
schiedenen ,first-line“ s.c. IL-2 basierten Protokollen behandelt
wurden, untersucht. Eine Zwei-Stufen-Vorgangsweise (,boot-strap-

ping procedure"“) bestdtigte eine solche voraussagende Funktion.
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Die Uberwachung der Lymphozytenzahl wurde als einen Biomarker
der Antwort des Wirts auf subkutane IL-2-Behandlung darstellend
angesehen, der fir eine multimodale klinische Beurteilung niitz-
lich ist, da er das Gesamtiiberleben bei fortgeschrittenen Krebs-
patienten unabhdngig von der Tumorantwort und von der klinischen
Grundcharakteristik voraussagt.

Ownby et al. (Cancer. 1983 Jul 1;52(1):126-30) publizierten,
dass die Anzahl von peripheren Lymphozyten und Eosinophilen als
Indikatoren fiir die Prognose bei primdrem Brustkrebs angewandt
werden kann. Als Teil einer groflen Studie tliber pathophysiologi-
sche Hinweise auf ein erneutes Auftreten bei humanem Brustkrebs
wurden vor der Operation die Anzahl der Eosinophilen und der
Lymphozyten bei 419 bzw. 581 Patienten mit primdrem Brustkrebs
bestimmt. Patienten mit Lymphozytenzahlen kleiner oder gleich
1500/mm*® und/oder einer Anzahl von Eosinophilen kleiner als
55/mm® hatten ein signifikant hdheres Risiko eines Wiederauftre-
tens der Erkrankung als solche Patienten, die normale oder hohe
Zahlen an Eosinophilen und/oder Lymphozyten hatten. Es wurde be-
richtet, dass diese Ergebnisse méglicherweise darauf hinweisen,
dass die immunologischen Aktivit&dten von Eosinophilen und Lym-
phozyten die Fahigkeit der Patienten erhthen, gegen eine Krank-
heit zu reagieren.

Das Ziel der Studie von Atzpodien et al. (Br J Cancer. 2003
Feb 10;88(3):348-53) war es, ein umfassendes prognostisches Sys-
tem flir klinische Parameter vor der Behandlung bei 425 Patienten
(pts) mit metastatischem Nierenzellkarzinom, die mit verschiede-
nen subkutanen (s.c.) rekombinanten, auf Zytokin-Basis beruhen-
den Therapien, die zu Hause anwendbar sind, in fortlaufenden
Versuchen behandelt wurden, zu identifizieren. Die Behandlungen
setzten sich zusammen aus (A) s.c. Interferon-alpha 2a (INF-al-
pha), s.c. Interleukin-2 (IL-2) (n=102 pts), (B) s.c. IFN-alpha
2a, s.c. IL-2 und i.v. 5-Fluorouracil (5-FU) (n=235 pts) oder
(C) s.c. IFN-alpha 2a, s.c. IL-2 und i.v. 5-FU kombiniert mit
p.o. 13-cis-Retinolsdure (13cRA) (n=88 pts). Es wurden die
Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse, log-rank-Statistik und Cox-Re-
gressionsanalyse angewandt, um die Risikofaktoren zu bestimmen
und ein Modell fiir multiple Risikofaktoren zu etablieren. Die
folgenden Risikofaktoren vor der Behandlung wurden mittels Uni-
variate-Analyse festgelegt: (1) drei und mehr Stellen mit Meta-
stasen, (2) Vorhandensein von Leber-, Lymphknoten- oder Knochen-
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metastasen, (3) Anzahl der Neutrophilen > oder = 6500 Zellen pro
Mikroliter (-1), (4) Serumlactatdehydrogenase-Menge (LDH) > oder
= 220 E pro Liter (-1) und (5) Serum C-reaktive Protein-Menge
(CRP) > oder = 11 mg pro Liter (-1). Durch die Cox-Regressions-
analyse mit schrittweise variabler Vorwidrts-Selektion (,forward
stepwise variable selection") wurde die Anzahl der Neutrophilen
als prognostischer Hauptfaktor (Gefahrenrate (,hazard ratio“) =
1,9, P<0,001) identifiziert, wahrend hingegen die Serum-Werte
von LDH und CRP, die Zeit zwischen Diagnose des Tumors und dem
Einsetzen der Metastasenbildung durch die Erkrankung, die Anzahl
der metastatisch befallenen Stellen und die Knochenmetastasen
zwar signifikant, aber etwas weniger wichtige prognostische Va-
riable innerhalb des Modells der multiplen Risikofaktoren (Ge-
fahrenrate < oder = 1,5) waren.

Die Gesamtzahlen der Leukozyten und die Zahlen der verschie-
denen Leukozytentypen wurden von Luc et al. (Sysmex J Int 8:38-
40, 1998) bei 81 Patienten mit frisch diagnostiziertem Friihsta-
dium von Brustkrebs, klassifiziert nach klinischem Stadium 0, I
oder II, bestimmt und mit denselben Zahlen bei 39 altersmifBig
dazu passenden gesunden Frauen und 67 Patienten mit gutartigen
Brusterkrankungen verglichen. Keiner der fir diese Studie ausge-
wahlten Patienten hatte irgendwelche andere Erkrankungen, die
diese Zellzahlen hatten beeinflussen k&nnen. Im Vergleich mit der
gesunden, altersmdfig dazu passenden Kontrollgruppe wurden bei
Patienten mit Brustkrebs im Frihstadium signifikant niedrigere
Zahlen von Lymphozyten, Basophilen und Eosinophilen gefunden. Die
Anzahl der Neutrophilen war signifikant héher bei Patienten mit
einer gutartigen oder boésartigen Erkrankung der Brust im Ver-
gleich zu der Kontrollgruppe. Es gab keine signifikanten Verin-
derungen in der Gesamtleukozytenzahl in allen drei Gruppen.

Zahorec (Bratisl Lek Listy 2001; 102 (1) : 5,14) untersuchte
das Verhdltnis der Zahl der Neutrophilen zur Zahl der Lymphozyten
als einen raschen und einfachen Parameter fiir systemische Ent-
zlindungen und Stress bei Schwerkranken. Rasche, serielle Veran-
derungen in der Verteilung der weiBen Blutkérperchen wurden bei
90 onkologischen Patienten auf der Intensivstation (ICU, ,inten-
sive care unit™) beobachtet als Antwort des Immunsystems auf Be-
lastung bei Operationen, systemische Entziindungen oder Sepsis.
Vorldufige Ergebnisse zeigten eine Korrelation zwischen der
Schwere des klinischen Verlaufs und dem Grad an Neutrophilie und
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Lymphozytopenie. Das Verhdltnis der Anzahl der Neutrophilen zur
Anzahl der Lymphozyten (in absoluten und/oder relativen %-Werten)
wurde als leicht messbarer Parameter vorgeschlagen, der die
Schwere der Krankheit ausdriicken kdénnte. Es wurde vorgeschlagen,
das Verhaltnis der Anzahl der Neutrophilen zur Anzahl der Lympho-
zyten (Neutrophilen-Lymphozyten-Stress~Faktor) in der klinischen
ICU-Praxis routinemdRig in Intervallen von 6-12 und 24 Stunden
zu verwenden. Es wurde vorgeschlagen, den prognostischen Wert
des Neutrophilen-Lymphozyten-Stress-Faktors in weiteren Studien
zu evaluieren.

Paesmans et al. (J Clin Oncol. 1995 May;13(5):1221-30 und
Cancer. 2000 Aug 1;89(3): 523-33) beschrieben prognostische Fak-
toren fiir das Uberleben bei fortgeschrittenem nicht-kleinzelli-
gen Lungenkrebs. Es wurde versucht, den prognostischen Wert fir
das Uberleben bei Patienten mit verschiedenen Charakteristiken
vor der Behandlung mit nicht-operierbarem nicht-kleinzelligem
Lungenkrebs im Zusammenhang mit einer mehr als zehnjdhrigen Er-
fahrung einer europdischen Arbeitsgruppe (,European Cooperative
Group") zu bestimmen. Es wurden 23 Variable vorausblickend erho-
ben und mit univariaten und variaten Methoden analysiert. Die
Langzeitprognose in Verbindung mit kleinzelligem Lungenkarzinom
ist jedoch schlecht, Die bekannten prognostischen Werte von
Krankheits-Ausmaf und Karnofsky-Performance-Status wurden besta-
tigt, aber die Autoren identifizierten auch Alter und Geschlecht
(was eher umstritten ist) als unabhd&ngige Charakteristika, zu-
sitzlich zu dem Hinweis auf die Funktion der vollstéandigen Ant-
wort bei der Erreichung eines Langzeitiliberlebens. Es wurde
berichtet, dass die von den Autoren beobachtete unabhdngige Rol-
le der Neutrophilen durch weitere Studien zu tberprifen sei.

Es wird immer klarer, dass Entziindungen eine grundlegende
Rolle bei der Entwicklung von Krebs spielen. Entziindungen sind
eine wesentliche Komponente fir das Fortschreiten des Tumors.
Viele Tumoren entstehen aus Infektionsherden, aus chronischen
Reizungen und Entziindungen. Es wird nun klar, dass die Mikroum-
gebung von Tumoren, die weitgehend von Zellen aus einem Entziin-
dungsherd bestimmt wird, ein unabdingbarer Teilnehmer am
neoplastischen Geschehen ist, indem sie die Proliferation, das
Uberleben und die Migration fordert. Zus&atzlich haben Tumorzellen
einige signalgebende Molekiile des angeborenen Immunsystems, wie
Selektine, Chemokine und deren Rezeptoren fiir eine Invasion, Mi-
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gration und Metastasierung kooptiert. Dieses Verstdndnis fordert
neue anti-inflammatorische therapeutische Ansdtze bezliglich der
Entstehung von Krebs (Coussens et al. (Nature 240 (2002))).

McMillan et al. (Nutr Cancer. 2001;41(1-2):64-9) berichteten,
dass die Messung der systemischen entziindlichen Reaktion krebs-
spezifisches und nicht-krebsbezogenes Uberleben bei Patienten mit
Krebs voraussagt. Es wurden Patienten mit diagnostiziertem Kolo-
rektal- (n=182), Magen- (n=87), Brust- (n=99) oder Bronchial-
(n=404) Krebs und gemessenen Werten von C-reaktivem Protein und
Albumin identifiziert. Das mittlere Uberleben vom Zeitpunkt der
Probennahme an lag im Rahmen von 478 Tagen bei den Patienten mit
Kolorektalkrebs bis zu 60 Tagen bei Patienten mit Bronchialkrebs.
Bei Anwendung der univariaten Analyse gab es bei jedem Tumortyp
einen signifikanten Zusammenhang zwischen der Dauer des Uberle-
bens und sowohl dem loglO des C-reaktiven Proteins als auch der
Albuminkonzentration (P < oder = 0,0002). Bei Anwendung der mul-
tivariaten Analyse verblieb in jedem Tumortyp der loglO des C-
reaktiven Proteins ein signifikanter unabhdngiger Prognosepara-
meter fiir das Uberleben (P < oder = 0,0002). Bei der Analyse al-
ler vier Gruppen der Krebspatienten (n=772) war die Gefahrenrate
fiir einen 10-fachen Anstieg der C-reaktiven Protein-Konzentrati-
on bei krebsspezifischem Uberleben 2,21 (95% Konfidenz-Intervall
= 1,92-2,56, P < 0,0001) und die entsprechende Gefahrenrate fiir
das nicht-krebsbezogene Uberleben 5,48 (95% Konfidenz-Intervall
= 3,55-8,46, P < 0,0001). Die Ergebnisse dieser Studie zeigten,
dass bei fortgeschrittenen Krebspatienten das Vorhandensein ei-
ner systemischen entziindlichen Reaktion und die St&drke dieser
Reaktion die Dauer des krebsspezifischen und des nicht-krebsbe-
zogenen Uberlebens voraussagten.

Nozoe et al. (American Journal of Clinical Oncology. 23(3):
263-266, June 2000) beschrieben die Bedeutung einer pr&doperati-
ven Erhohung des Serum C-reaktiven Proteins (CRP) als Indikator
fiir das bosartige Potential und die Prognose bei Kolorektalkrebs.
Es wird berichtet, dass die Reduktion von zirkulierenden Lympho-
zyten den immunsuppressiven Zustand von Patienten mit Neoplasien
widerspiegelt. Es wurde gezeigt, dass eine prdoperative Erhdhung
des Serum-CRP signifikant im Zusammenhang mit der Reduktion des
prozentuellen Lymphozytenanteils im peripheren Blut steht, und
dass dies ein Indikator fiir eine geschwdchte Funktionsfahigkeit
des Immunsystems bei Patienten mit Kolorektalkrebs sein kodnnte.
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Schmidt et al. (Brit.J.Cancer 93 (2005), 273-278) berichten,
dass erhdhte Neutrophilen- und Monozytenzahlen im peripheren Blut
mit geringem Uberleben bei Patienten mit metastatischem Melanom,
die eine auf IL-2 basierende Immuntherapie erhielten, im Zusam-
menhang stehen.

Es ist ein Ziel der vorliegenden Erfindung, objektive immu-
nologische Parameter vorzusehen, die an der Grundlinie (= bei
klinischen Studien: vorzugsweise vor der ersten Behandlung der
ausgewdhlten Patienten) gemessen werden, die einen prognostischen
Einfluss auf den gesamten klinischen Nutzen, den ein Patient er-
fahren kénnte, haben, insbesondere einen prognostischen Parameter
fiir das Gesamtiiberleben (,overall survival“, 0S). Diese Parameter
sollen einfach zu bestimmen und leicht handhabbar sein.

Daher sieht die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum
Identifizieren der Prognose eines erhéhten klinischen Nutzens
fiir ein Individuum, das an einem Tumor erkrankt ist, vor, wel-
ches Verfahren umfasst:

Bereitstellen einer Blutprobe des Individuums,

(al) Bestimmen der Anzahl der Lymphozyten im Blut des Indi-

viduums, und/oder

- (a2) Bestimmen der Anzahl der Neutrophilen im Blut des In-
dividuums, und

- (bl) Identifizieren als ein Individuum mit guter Prognose
fiir einen erhdhten klinischen Nutzen, wenn die Anzahl der
Lymphozyten hdher als ein Lymphozyten-Grundlinien-Level von
1,4 bis 1,8 x 10° pro Liter Blut, insbesondere héher als 1,6
x 10° pro Liter Blut ist; oder

- (b2) Identifizieren als ein Individuum mit guter Prognose
fiir einen erhdhten klinischen Nutzen, wenn die Anzahl der
Neutrophilen niedriger oder gleich einem Neutrophilen-
Grundlinien-Level von 4,0 bis 6,0 x 10° pro Liter Blut,
insbesondere niedriger oder gleich 5,0 x 10° Neutrophile pro
Liter Blut ist; oder

- (b3) Identifizieren als ein Individuum mit schlechter Pro-

gnose fiir einen erhdhten klinischen Nutzen, wenn die Anzahl

der Lymphozyten niedriger oder gleich einem Lymphozyten-

Grundlinien-Level von 1,4 bis 1,8 x 10° pro Liter Blut, ins-

besondere niedriger oder gleich 1,6 x 10° pro Liter Blut ist

und die Anzahl der Neutrophilen héher als ein Grundlinien-

Level von 4,0 bis 6,0 x 10° pro Liter Blut, insbesondere hd-

NACHGEREI¥-




[ X ] o L X (X eosee
LR 4

L ]
. *
. .
oo ®e so0ve oo oo .

-7 -

her als 5,0 x 10° Neutrophile pro Liter Blut ist.

Gemah der vorliegenden Erfindung wurde i{iberraschenderweise
festgestellt, dass die Anzahl der Neutrophilen und der Lymphozy-
ten bei Individuen aussagekrdftige prognostische Parameter fiir
den klinischen Nutzen bei Tumorpatienten sein k&dnnen, wenn Grund-
linien in Betracht gezogen wurden, die iblicherweise innerhalb
der ,Normal“-Werte von Individuen liegen. Es ist klar, dass Tu-
morpatienten, die schon eine Lymphozyten- oder Neutrophilenan-
zahl innerhalb eines pathologischen Bereichs haben, allgemein
eine schlechte Prognose haben. Die vorliegende Erfindung macht
aber von einem signifikanten Unterschied in der Prognose inner-
halb des physiologischen Bereichs der Anzahl der Neutrophilen und
Lymphozyten oder der Kombinationen dieser Zahlen (insbesondere
der Differenz zwischen Lymphozyten und Neutrophilen) Gebrauch.

Ublicherweise gelten Neutrophilenzahlen zwischen 1,7 und 7,5
x 10° pro Liter Blut, Lymphozytenzahlen zwischen 1,2 und 4,5 x
10° pro Liter Blut oder Leukozytenzahlen zwischen 4,0 und 10 x
10° pro Liter Blut als physiologisch (,normal“). Pathologische
Werte sind von Quelle zu Quelle verschieden, z.B. Neutropenie
ist Berichten zufolge mit weniger als 1 x 10° Neutrophilen pro
Liter Blut verbunden, schwere Neutropenie mit weniger als 0,5 x
10° Neutrophilen. Lymphopenie ist mit weniger als 1 x 10° Lympho-
zyten pro Liter Blut verbunden; Leukopenie mit weniger als 4 x
10° Leukozyten pro Liter Blut. Entsprechend der vorliegenden Er-
findung werden Individuen mit einer Anzahl von Lymphozyten oder
Neutrophilen innerhalb des physiologischen Bereichs in Erwédgung
gezogen, d.h. mit mindestens 0,5 x 10° Lymphozyten oder Neutro-
philen pro Liter Blut, vorzugsweise mit mindestens 1 x 10° Lym-
phozyten oder Neutrophilen pro Liter Blut. Dies schlieft nicht
aus, dass voriibergehend artifiziell verminderte Anzahlen von
Lymphozyten oder Neutrophilen innerhalb des Verlaufs der vorlie-
genden Erfindung von den bevorzugten Ausfiihrungsformen dieser
Erfindung ausgenommen sind.

In der vorliegenden Erfindung werden gewisse wichtige Grund-
linien fir die Zahl der Lymphozyten oder Neutrophilen (die in-
nerhalb des physiologischen Bereichs sind) in Erwdgung gezogen,
z.B. um eine niedrige Anzahl von Neutrophilen oder eine hohe An-
zahl von Lymphozyten oder eine Kombination dieser Werte, wie zum
Beispiel die Differenz zwischen Neutrophilen- und Lymphozyten-
zahl (Neutrophile minus Lymphozyten; NML) oder Neutrophilen-
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oder Lymphozyten low high (NOL-LH), zu definieren.

Speziell der Parameter NOL-LH (low neutrophils or high lym-
phocytes fiir eine gute Prognose) ist ein iliberraschendes Ergebnis,
da, obwohl es im Prinzip von Vorteil ist, eine hohe Anzahl von
Lymphozyten zu haben, eine gute Prognose sogar bei niedriger Lym-
phozytenzahl méglich ist, wenn die Anzahl der Neutrophilen nied-
rig ist. Andererseits ist es von Vorteil, eine niedrige Anzahl
von Neutrophilen zu haben, aber auch dann, wenn die Anzahl der
Neutrophilen hoch ist, ist die Prognose immer noch gut, wenn die
Anzahl der Lymphozyten hoch ist. Nur, wenn die Lymphozytenzahl
niedrig und die Neutrophilenzahl hoch ist, ist eine sehr schlech-
' te Prognose gegeben. Da die Neutrophilen iiblicherweise rund 70%
der gesamten Leukozyten reprdsentieren, betrifft der Gegenstand
der vorliegenden Erfindung auch Verfahren, wie hierin geoffen-
bart, bei denen statt der Neutrophilen die Gesamtzahl der Leuko-
zyten in Erwdgung gezogen wird, wahlweise mit einem Korrekturfak-
tor von (ungefahr) 70%, z.B. statt 4,0 bis 6,0, insbesondere 5,0
x 10° Neutrophile pro Liter Blut kann man ebenso 6,5 bis 8,5,
insbesondere 7,5 x 10° Leukozyten pro Liter Blut verwenden. Je-
doch besteht die Wahrscheinlichkeit eines gewissen Verlusts an
Signifikanz, wenn man sich auf die Gesamtleukozytenzahl anstelle
der Anzahl der Neutrophilen stiitzt.

Die vorliegende Erfindung erlaubt eine statistisch signifi-
kante Voraussage des Fortschreitens der Tumorerkrankung. Der
klinische Nutzen gemdB der vorliegenden Erfindung kann auf ver-
schiedene in der Tumormedizin etablierte Arten definiert werden.
Zum Beispiel ist eine Definition geeignet, die auf Zeit-Ereig-
nis-Messungen basiert (verglichen mit einer Kontrollgruppe):

- Verbesserung des Gesamtiiberlebens (voll akzeptiert von al-
len Onkologen und Kontrollbehorden)

- Verbesserung des riickfallsfreien Uberlebens (wenn keine
klinisch erfassbare Tumormasse vorhanden ist; d.h. nach
Operation; = adjuvantes Setting)

- Verbesserung des Uberlebens ohne Progression (= Zeitspanne,
bis die Krankheit weiter fortschreitet, basierend auf defi-
nierter messbarer Zunahme der Tumormasse).

Man spricht auch oft von einem Nutzen im Fall einer verbes-
serten Antwortrate (basierend auf einem definierten Schrumpfen
einer Tumormasse innerhalb einer bestimmten Zeit). Jedoch verbes-

sert eine klinische Reaktion im Sinn einer Tumorschrumpfung nicht
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notwendigerweise die Uberlebensparameter. GemdR einer bevorzug-
ten Ausfiihrungsform ist der verbesserte klinische Nutzen eine
verbesserte Gesamtiiberlebenszeit.

Wie schon oben erwdhnt, wird das Verfahren gemdB der vorlie-
genden Erfindung vorzugsweise nur bei Individuen angewandt, die
eine Anzahl von Neutrophilen oder Lymphozyten innerhalb eines
,normalen™ Bereichs haben, d.h. iiblicherweise tiber 1,0 x 10° von
jedem Zelltyp pro Liter Blut. Vorzugsweise ist die Anzahl der
Lymphozyten fiir eine gute Prognose von mehr als 1,6 x 10° bis 5,0
x 10° pro Liter Blut, insbesondere von 1,6 x 10° bis 4,5 x 10° pro
Liter Blut. GemidB einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist die An-
zahl der Neutrophilen fiir eine gute Prognose 1,0 x 10° bis 5,0 x
10° pro Liter Blut, insbesondere 1,7 x 10° bis 5,0 x 10° pro Liter
Blut. '

GemidB einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfin-
dung auch ein Verfahren zur Feststellung der Prognose eines er-
héhten klinischen Nutzens fiir ein Individuum, das an einem Tumor
erkrankt ist, welches Verfahren umfasst:

- Bereitstellen einer Blutprobe des Individuums,

(al) Bestimmen der Anzahl der Lymphozyten im Blut des Indi-

viduums, und/oder ‘

- (a2) Bestimmen der Anzahl der Neutrophilen im Blut des In-
dividuums, und

- (bl) Identifizieren als ein Individuum mit guter Prognose
fiir einen erhéhten klinischen Nutzen, wenn die Anzahl der
Lymphozyten héher als ein Lymphozyten-Grundlinien-Level von
1,4 bis 1,8 x 10° pro Liter Blut, insbesondere hoher als 1,6
X 10° pro Liter Blut ist; oder

- (b2) Identifizieren als ein Individuum mit guter Prognose
fiir einen erhdhten klinischen Nutzen, wenn die Anzahl der
Neutrophilen niedriger oder gleich einem Neutrophilen-Grund-
linien-Level von 4,0 bis 6,0 x 10° pro Liter Blut, insbe-
sondere niedriger oder gleich 5,0 x 10° Neutrophile pro Liter
Blut ist; oder

- (b3) Identifizieren als ein Individuum mit schlechter Pro-

gnose fir einen erhdhten klinischen Nutzen, wenn die Anzahl

der Lymphozyten niedriger oder gleich einem Lymphozyten-

Grundlinien-Level von 1,4 bis 1,8 x 10° pro Liter Blut, ins-

besondere niedriger oder gleich 1,6 x 10° pro Liter Blut ist

und die Anzahl der Neutrophilen héher als ein Neutrophilen-
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Grundlinien-Level von 4,0 bis 6,0 x 10° pro Liter Blut, ins-

besondere héher als 5,0 x 10° Neutrophile pro Liter Blut ist.

Die Verfahren gemdB der vorliegenden Erfindung sind grund-
satzlich anwendbar fiir alle Typen von Tumorpatienten, besonders
fir Tumorpatienten, die eine Tumortherapie machen. Die vorliegen-
de Erfindung ist daher speziell geeignet filir solide Tumoren, be-
sonders fir Tumoren des Kolorektalsystems. Das vorliegende
Verfahren ist iliberraschenderweise geeignet fiir Tumoren, die nicht
immunogen sind (das sind Tumoren mit einer geringen H&ufigkeit
von Spontanremissionen; im Gegensatz zu immunogenen Tumoren, wie
Melanom oder Nierenzellkarzinom). Bevorzugte Tumoren fiir das
Verfahren gemdB der vorliegenden Erfindung sind Tumoren, die
nicht immunogen sind (und daher nicht in direktem Zusammenhang
mit den weiBen Blutkdrperchen stehen), insbesondere epitheliale
Tumoren. Diese bevorzugten Tumoren haben eine extrem niedrige
Wahrscheinlichkeit fiir Spontanremissionen, hauptsachlich, weil
diese Tumoren fiir das Immunsystem ,verborgen" sind. Beispiele fir
bevorzugte Tumoren gemdB der vorliegenden Erfindung sind Brust-
krebs, Lungenkrebs, Magenkrebs, Pankreaskarzinom, Prostatakrebs,
Ovarialkarzinom und Kolorektalkrebs. Das vorliegende Verfahren
wird bevorzugt bei Patienten mit Kolorektalkrebs angewandt.

Vorzugsweise wird die Prognose bei einem Tumorpatienten in
Stadium III oder IV des Tumors erstellt, klassifiziert gemdR dem
American Joint Committee on Cancer Manual for Staging Cancer,
6th Edition (2002), insbesondere bei einem Tumorpatienten in
Stadium IV.

Die Anzahl der Neutrophilen oder Lymphozyten kann ebenso auf
einen Wert fir eine gute Prognose eingestellt werden, wenn der
urspringliche Wert des Individuums auf keine gute Prognose hin-
weist. Deshalb ist das Krebspatient-Individuum ein Individuum,
das eine Behandlung zur Reduktion der Neutrophilen erhalten hat,
vorzugsweise ausgewdhlt aus einem oder mehreren von Neutrophilen-
reduzierender Apherese, Bestrahlungstherapie oder Verabreichung
von Neutrophilen-reduzierenden Mitteln, insbesondere chemothera-
peutischen Medikamenten, monoklonalen Antikdrpern gegen Neutro-
philenmarker, immun-modulierenden Medikamenten, Zytokinen oder
Mischungen davon. Mit solchen geeigneten Verfahren ist es mdg-
lich, die Werte der Neutrophilen im peripheren Blut zu modulie-
ren, z.B. auf niedriger bzw. gleich 5,0 x 10° pro Liter Blut.
Eine solche voriibergehende Modulation der Anzahl der weifien
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Blutkorperchen (,white blood cells™, WBCs) bei Krebspatienten
kénnte z.B. unmittelbar vor dem Beginn einer Krebstherapie, ins-
besondere vor einer Krebs-Immuntherapie (entgegen allem iiblichen
Verstandnis der durch ein beschddigtes Immunsystem hervorgerufe-
nen Probleme fiir Krebsimpfungen) durchgefiihrt werden und koénnte
dann zu einem Uberlebensvorteil fiihren. Wie oben angefiihrt,
kénnte dies durch mehrere Mittel erreicht werden:
- Apheresetechniken, um vortibergehend die Anzahl der Neutro-
philen zu verringern
- Bestrahlungstechniken, um voribergehend die Anzahl der Neu-
trophilen zu verringern
- Vorbehandlung mit Mitteln, die die Anzahl der Neutrophilen
verringern, wie chemotherapeutische Medikamente, monoklona-
le Antikoérper gegen Lymphozytenmarker (z.B. OKT-3, anti-

CD25 MAks), immun-modulierende Medikamente, Zytokine oder

Mischungen davon in einer Menge, die die Anzahl der Neutro-

philen effektiv auf den gewlinschten Wert fiir eine gute Pro-

gnose bringt.

Alternativ dazu kann die Zellzahl, insbesondere die der Lym-
phozyten, durch geeignete Methoden erhéht werden. Das kann daher
bevorzugt sein, wenn das Individuum ein Individuum ist, das eine
Behandlung zur Steigerung der Lymphozytenzahl erhalten hat, vor-
zugsweise eine Gabe von IL-2 oder eine Verabreichung von Lympho-
zyten.

Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform gemdB der vorliegenden
Erfindung wird ein Verfahren zur Feststellung der Prognose eines
erhdhten klinischen Nutzens filir ein Individuum, das an einem Tu-
mor erkrankt ist, vorgesehen, welches Verfahren umfasst:

Bereitstellen einer Blutprobe des Individuums,
(al) Bestimmen der Anzahl der Lymphozyten im Blut des Indi-
viduums, und

- (a2) Bestimmen der Anzahl der Neutrophilen im Blut des In-
dividuums, und

- (bl) Identifizieren als ein Individuum mit guter Prognose
fir einen erhdhten klinischen Nutzen, wenn die Anzahl der
Lymphozyten hdher als ein Lymphozyten-Grundlinien-Level von
1,4 bis 1,8 x 10°pro Liter Blut, insbesondere hoher als 1,6
x 10° pro Liter Blut ist (auch, wenn die Anzahl der Neutro-
philen tiber 4,0 bis 6,0 x 10° pro Liter Blut liegt, insbe-
sondere iber 5,0 x 10° Neutrophile pro Liter Blut); oder
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- (b2) Identifizieren als ein Individuum mit guter Prognose
fiir einen erhdhten klinischen Nutzen, wenn die Anzahl der
Neutrophilen niedriger oder gleich einem Neutrophilen-Grund-
linien-Level von 4,0 bis 6,0 x 10° pro Liter Blut, insbeson-
dere niedriger oder gleich 5,0 x 10° Neutrophile pro Liter
Blut ist (auch, wenn die Anzahl der Lymphozyten niedriger
oder gleich 1,4 bis 1,8 x 10° pro Liter Blut ist, insbeson-
dere niedriger oder gleich 1,6 x 10° pro Liter Blut); oder

- (b3) Identifizieren als ein Individuum mit schlechter Pro-
gnose fir einen erhéhten klinischen Nutzen, wenn die Anzahl
der Lymphozyten niedriger oder gleich einem Lymphozyten-
Grundlinien-Level von 1,4 bis 1,8 x 10° pro Liter Blut, ins-
besondere niedriger oder gleich 1,6 x 10° pro Liter Blut ist
und die Anzahl der Neutrophilen hother als ein Neutrophilen-
Grundlinien-Level von 4,0 bis 6,0 x 10° pro Liter Blut, ins-
besondere hdher als 5,0 x 10° Neutrophile pro Liter Blut ist.
Ein bevorzugter Parameter im Bereich der vorliegenden Erfin-

dung ist ein zusammengesetzter Parameter, der auf der Differenz
der Anzahl der Neutrophilen und der Lymphozyten basiert. Dieser
Parameter hat sich als sehr wirksam fiir eine gute Aussagekraft
beziiglich der Prognose erwiesen. Demzufolge ist es bevorzugt,
dass die Differenz der Anzahl der Neutrophilen und der Lymphozy-
ten (neutrophils minus lymphocytes; NML) bestimmt wird, und:
- (b4) das Individuum als ein Individuum mit guter Prognose
fiir einen erhdéhten klinischen Nutzen definiert wird, wenn
NML niedriger oder gleich einem NML-Grundlinien-Level wvon
2,4 bis 4,4 x 10° Zellen pro Liter Blut ist, insbesondere
niedriger oder gleich 3,4 x 10° Zellen pro Liter Blut ist;
oder
- (b5) das Individuum als ein Individuum mit schlechter Pro-
gnose fiir einen erhdhten klinischen Nutzen identifiziert
wird, wenn NML hoher als ein NML-Grundlinien-Level von 2,4
bis 4,4 x 10° Zellen pro Liter Blut ist, insbesondere ho-
her als 3,4 x 10° Zellen pro Liter Blut. _

Das vorliegende Verfahren ist spezifisch geeignet fiir das
Entwerfen und die Beurteilung von klinischen Studien, um die
Wirksamkeit einer gegebenen Tumor-Behandlung zu beweisen, indem
Individuen in spezifische Gruppen eingeteilt werden, die nach den
Parametern an der Grundlinie gemdf der vorliegenden Erfindung
selektiert und bestimmt werden. Das ergibt eine effiziente Ein-
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teilung, die nicht auf einem unbekannten und daher unberticksich-
tigen Prognose-Faktor einer Gruppe basiert, was eine angemessene
Beurteilung der Krebsbehandlung schwierig machen wiirde. Diese
Einteilung in Gruppen kann auch im Nachhinein gemacht werden,
weil die Zahl der Lymphozyten und Neutrophilen routinem&fig in
allen klinischen Studien, in die Tumorpatienten eingebunden sind,
gemessen werden. Die Ergebnisse kontrollierter klinischer Studien
kénnen bei méglichen Unausgewogenheiten korrigiert werden unter
Beachtung der hier beschriebenen Prognose-Faktoren unter Verwen-
dung von statistischen Methoden, wie der Cox-Regressionsanalyse.
GemiB einem spezifischen Aspekt betrifft die vorliegende Erfin-
dung auch ein Verfahren zur Durchfiihrung klinischer Studien fir
eine Tumor-Behandlung, umfassend das Einteilen von Individuen in
eine Gruppe mit einer Lymphozytenanzahl iiber einem Lymphozyten-
Grundlinien-Level und eine Gruppe mit einer Lymphozytenzahl unter
oder gleich einem Lymphozyten-Grundlinien-Level, welcher Lympho-
zyten-Grundlinien-Level ein Wert von 1,4 bis 1,8 x 10° Lymphozy-
ten pro Liter Blut, insbesondere 1,6 x 10° pro Liter Blut ist.

Infolgedessen betrifft die vorliegenden Erfindung auch ein
Verfahren zur Durchfithrung klinischer Studien fiir eine Tumor-Be-
handlung, umfassend das Einteilen von Individuen in eine Gruppe
mit einer Neutrophilenzahl iiber einem Neutrophilen-Grundlinien-
Level und eine Gruppe mit einer Neutrophilenzahl unter oder
gleich einem Neutrophilen-Grundlinien-Level, welcher Neutrophi-
len-Grundlinien-Level ein Wert von 4,0 bis 6,0 x 10° Neutrophile
pro Liter Blut, insbesondere 5,0 x 10° Neutrophile pro Liter Blut
ist.

Die Erfindung erwdgt auch ein Verfahren zur Durchfihrung
klinischer Studien fiir eine Tumor-Behandlung, umfassend das Ein-
teilen von Individuen in eine Gruppe mit einer Lymphozytenzahl
iiber einem Lymphozyten-Grundlinien-Level, welcher Lymphozyten-
Grundlinien-Level ein Wert von 1,4 bis 1,8 x 10° Lymphozyten pro
Liter Blut, insbesondere 1,6 x 10° pro Liter Blut ist, und mit
einer Neutrophilenzahl niedriger oder gleich einem Neutrophilen-
Grundlinien-Level, welcher Neutrophilen-Grundlinien-Level ein
Wert von 4,0 bis 6,0 x 10° Neutrophilen pro Liter Blut, insbeson-
dere 5,0 x 10° pro Liter Blut, ist.

GemadB der vorliegenden Erfindung ist auch ein Verfahren zur
Durchfihrung klinischer Studien fiir eine Tumor-Behandlung vorge-

sehen, welches das Einteilen von Individuen in eine Gruppe mit -

NACHGEREICHT




LA J LR J e LR ] LA LN ]
L) L
L o0
L4 [ ]

L ]

[
(X .o soee .o o0 L

- 14 -

einem NML niedriger oder gleich einem NML-Grundlinien-Level von
2,4 bis 4,4 x 10° Zellen pro Liter Blut, insbesondere niedriger
oder gleich 3,4 x 10° Zellen pro Liter Blut, und eine Gruppe mit
einem NML hoher als ein NML-Grundlinien-Level von 2,4 bis 4,4 x
©10° Zellen pro Liter Blut, insbesondere héher als 3,4 x 10° Zel-
len pro Liter Blut, umfasst.

Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur
Durchfihrung klinischer Studien fiir eine Tumor-Behandlung, um-
fassend das Einteilen von Individuen in eine Gruppe mit einer
Lymphozytenzahl niedriger oder gleich einem Lymphozyten-Grundli-
nien-Level von 1,4 bis 1,8 x 10° pro Liter Blut, insbesondere
niedriger oder gleich 1,6 x 10° pro Liter Blut, und mit einer
Neutrophilenzahl h&her als ein Neutrophilen-Grundlinien-Level
von 4,0 bis 6,0 x 10° pro Liter Blut, insbesondere hdher als 5,0
x 10° Neutrophile pro Liter Blut.

GemdR einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfin-
dung auch ein Verfahren zur Reanalyse der Ergebnisse klinischer
Studien fiir eine Tumor-Behandlung, umfassend das Einteilen von
Individuen in eine Gruppe mit einer Lymphozytenzahl niedriger
oder gleich einem Lymphozyten-Grundlinien-Level, und eine Gruppe
mit einer Lymphozytenzahl iliber einem Lymphozyten-Grundlinien-Le-
vel, welcher Lymphozyten-Grundlinien-Level ein Wert von 1,4 bis
1,8 x 10° Lymphozyten pro Liter Blut, insbesondere 1,6 x 10° pro
Liter Blut ist, und die Reevaluierung der Wirksamkeit der klini-
schen Studie auf Basis dieser Gruppierung aufgrund der Lymphozy-
tenzahlen.

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Reanalyse der
Ergebnisse klinischer Studien fiir eine Tumor-Behandlung, umfas-
send das Einteilen von Individuen in eine Gruppe mit einer Neu-
trophilenzahl hoher als ein Neutrophilen-Grundlinien-Level und
eine Gruppe mit einer Neutrophilenzahl niedriger oder gleich ei-
nem Neutrophilen-Grundlinien-Level, welcher Neutrophilen-Grund-
linien-Level ein Wert von 4,0 bis 6,0 x 10° Neutrophile pro Liter
Blut, insbesondere 5,0 x 10° pro Liter Blut ist, und die Reevalu-
ierung der Wirksamkeit der klinischen Studie auf Basis dieser
Gruppierung aufgrund der Neutrophilenzahl.

Ein spezifisches Verfahren zum Reanalysieren der Ergebnisse
klinischer Studien fiir eine Tumor-Behandlung gemid® der vorliegen-
den Erfindung umfasst das Einteilen von Individuen in eine Grup-

pe mit einem NML niedriger oder gleich einem NML-Grundlinien-
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Level von 2,4 bis 4,4 x 10° Zellen pro Liter Blut, insbesondere
niedriger oder gleich 3,4 x 10° Zellen pro Liter Blut, und eine
Gruppe mit einem NML hdher als ein NML-Grundlinien-Level von 2,4
bis 4,4 x 10° Zellen pro Liter Blut, insbesondere héher als 3,4 x
10° Zellen pro Liter Blut.

Ein weiteres spezifisches Verfahren zum Reanalysieren der
Ergebnisse klinischer Studien filir eine Tumor-Behandlung gemdf
der vorliegenden Erfindung umfasst das Einteilen von Individuen
in eine Gruppe mit einer Lymphozytenzahl niedriger oder gleich
einem Lymphozyten-Grundlinien-Level von 1,4 bis 1,8 x 10° pro Li-
ter Blut, insbesondere niedriger oder gleich 1,6 x 10° pro Liter
Blut, und mit einer Neutrophilenzahl hdher als ein Neutrophilen-
Grundlinien-Level von 4,0 bis 6,0 x 10° pro Liter Blut, insbeson-
dere hoher als 5,0 x 10° Neutrophile pro Liter Blut.

Diese Verfahren zur Durchfiihrung oder zur Reanalyse klini-
scher Studien erwiesen sich als effektiv bei Kolorektalkrebsstu-
dien, sind aber prinzipiell fir alle Krebsstudien anwendbar,
speziell fiur solche Krebsarten, die primdr nicht das Immunsystem
selbst einbinden (btésartige Erkrankungen des blutbildenden Sys-
tems, wie z.B. Leukdmie). Vorzugsweise sind die Tumorpatienten
menschliche Tumorpatienten in Stadium III oder IV eines dieser
Tumoren, klassifiziert gemdB dem American Joint Committee on
Cancer Manual for Staging Cancer, 6th Edition (2002), insbeson-
dere ein Tumorpatient in Stadium IV.

Die Durchfiihrung oder Reanalyse klinischer Studien wird oft
mit Unterstiitzung professioneller Firmen unternommen, die ihren
Kunden elektronische Datenbanken oder Systeme fir solche klini-
sche Studien anbieten. Beispiele filir solche Datenbanken oder Sys-
teme sind z.B. in US 2002/0143577 Al, US 6,820,235 B1, US
6,904,434 Bl, und vielen darin zitierten Dokumenten geoffenbart.
Die vorliegende Erfindung betrifft also auch solche Datenspei-
chermittel, die in Verbindung mit klinischen Studien verwendet
oder angeboten werden, bei denen Patienten wie gem&R der vorlie-
genden Erfindung definiert in Gruppen eingeteilt werden (sowie
auf die Computer, auf denen diese Datenspeichersysteme laufen
oder betreibbar sind).

GemdB einem anderen Aspekt betrifft die vorliegende Erfin-
dung ein Verfahren zur Identifizierung eines Individuums, das an
einem Tumor erkrankt ist, als Individuum mit einer guten Progno-

se flir. eine verbesserte Gesamtiiberlebenszeit, umfassend

NACHGERE}




L
(44 *® sose oo L £ ] [ ]

_16_
- Bereitstellen einer Blutprobe des Individuums,
- Bestimmen der Anzahl der Neutrophilen und der Anzahl der

Lymphozyten im Blut des Individuums, und

- Identifizieren als ein Individuum mit guter Prognose fir
eine verbesserte Gesamtiiberlebenszeit, wenn die Differenz
der Anzahl der Neutrophilen und der Anzahl der Lymphozyten
niedriger oder gleich einem Neutrophilen-minus-Lymphozyten-—

Grundlinien-Level von 3,0 bis 4,0 x 10° Zellen pro Liter

Blut, insbesondere niedriger oder gleich 3,4 x 10° pro Liter

Blut ist.

Wie schon oben erwdéhnt, ist dieses Verfahren bei Patienten
mit Kolorektalkrebs bevorzugt. Dieses Verfahren ist spezifisch
geeignet flir Patienten in spateren Stadien der Erkrankung, z.B.
Tumorpatienten in Stadium III oder IV des Tumors, klassifiziert
gemdB dem American Joint Committee on Cancer Manual for Staging
Cancer, 6th Edition (2002), insbesondere fiir einen Tumorpatien-
ten in Stadium IV.

Die vorliegende Erfindung ist weiters in den folgenden Bei-
spielen und Figuren beschrieben, ohne jedoch darauf eingeschrankt
zu sein.

Fig. 1 zeigt den Einfluss der Grundlinien-Neutrophilen-Zahl
auf das Gesamtiberleben aller Plazebopatienten;

Fig. 2 zeigt den Einfluss der Grundlinien-Neutrophilen-Zahl
auf das Gesamtiiberleben aller Plazebopatienten in Stadium IV;

Fig. 3 zeigt den Einfluss der Grundlinien-Neutrophilen-Zahl
auf das Gesamtiiberleben aller Plazebopatienten in Stadium IV mit
Kolorektalkarzinom;

Fig. 4 zeigt den Einfluss der Grundlinien-Lymphozyten-Zahl
auf das Gesamtiiberleben aller Plazebopatienten;

Fig. 5 zeigt den Einfluss der Grundlinien-Lymphozyten-Zahl
auf das Gesamtiiberleben aller Plazebopatienten in Stadium IV;

Fig. 6 zeigt den Einfluss der Grundlinien-Lymphozyten-Zahl
auf das Gesamtiiberleben aller Plazebopatienten in Stadium IV mit
Kolorektalkarzinom;

Fig. 7 zeigt den Einfluss der Grundlinien-Neutrophilen-mi-
nus-Lymphozyten-Zahl auf das Gesamtiberleben aller Plazebopati-
enten;

Fig. 8 zeigt den Einfluss der Grundlinien-Neutrophilen-mi-
- nus~Lymphozyten-Zahl auf das Gesamtiiberleben aller Plazebopati-

enten in Stadium 1IV;
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Fig. 9 zeigt den Einfluss der Grundlinien-Neutrophilen-mi-
nus~Lymphozyten-Zahl auf das Gesamtiiberleben aller Plazebopati-
enten in Stadium IV mit Kolorektalkarzinom;

Fig. 10 zeigt den Einfluss der Grundlinien-Neutrophilen-
oder Lymphozyten-Zahl auf das Gesamtiiberleben aller Plazebopati-
enteny;

Fig. 11 zeigt den Einfluss der Grundlinien-Neutrophilen-
oder Lymphozyten-Zahl auf das Gesamtiiberleben aller Plazebopati-
enten in Stadium IV;

Fig. 12 zeigt den Einfluss der Grundlinien-Neutrophilen-
oder Lymphozyten-Zahl auf das Gesamtiiberleben aller Plazebopati-
enten in Stadium IV mit Kolorektalkarzinom;

Beispiele:

Die vorliegenden Untersuchungen basieren auf einem Datensatz
im Zusammenhang mit einer abgeschlossenen und daher getffneten,
doppelt-blinden Plazebo-kontrollierten Phase IIb-Studie mit dem
Krebsimpfstoff IGN101 (Himmler et al., Proceedings ASCO 2005,
Abstract # 2555, ,A randomized placebo-controlled phase II study
with the cancer vaccine candidate IGN101l in patients with epithe-
lial cancers") bei Patienten mit epithelialen Krebsarten. Fir die
vorliegenden Analysen wurden nur Daten von Patienten, die auf
Plazebo randomisiert wurden, verwendet, um einen méglichen Ein-
fluss des getesteten Impfstoffes IGN101 auf den weiteren Krank-
heitsverlauf auszuschlieBen. Daher ist anzunehmen, dass die
Ergebnisse reprédsentativ sind. Da fiir die Auslésung einer Immun-
antwort weiBe Blutkorperchen von entscheidender Bedeutung sind,
werden bei den in diesem Beispiel beschriebenen Untersuchungen
standardgemdfle weiBe Blutbilder verwendet, insbesondere die An-
zahl von Lymphozyten und Neutrophilen.

Methoden:

Um in dieser Plazebo-kontrollierten Phase IIb-Studie Wirksamkeit,
Sicherheit, Vertr&dglichkeit und Immunogenit&t mehrerer Dosen von
IGN101l zu evaluieren, wurden die vorliegenden Werte fiir Leukozy-
ten-, Neutrophilen- und Lymphozytenzahlen analysiert. Grundsatz-
lich basieren die Analysen auf der Intention To Treat (ITT) -
Population. Die tatsdchlich verwendete Anzahl von Patienten ist
immer in dem entsprechenden Abschnitt angefiihrt. Diese Zahlen
kénnen zu einem geringen Grad von der ITT-Gruppe, wie diese im
offiziellen Studienbericht definiert ist, abweichen, da (sehr
wenige) Patienten mit fehlenden Grundlinien-Parametern oder das
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Todesdatum betreffenden Informationen ausgelassen werden mussten.
Zu den Berechnungen und Darstellungen der Figuren wurden

folgende Software—Programme angewandt:

- Tabellen: MS Excel

- Kaplan-Meier-Uberlebenskurven: GraphPad Prism 4

- Cox-Regressionsanalyse: Internet:

http://members.aol.com/johnp71/prophaz2.html

Ergebnisse:

Analyse der Parameter mit moéglichem prognostischem Wert fir
das Gesamtiiberleben (0S; overall survival)

1. Alle Plazebo-Patienten: Neutrophilen-Anzahl an der Grund-
linie

Der Hauptanteil der Leukozyten im peripheren Blut sind Neu-
trophile. Die Patienten wurden in zwei Gruppen geteilt mit einem
Schwellenwert (,threshold“) von 5,0 x 10° Neutrophilen pro Liter,
an der Grundlinie gemessen. Die entsprechenden Kaplan-Meier-Er-
gebnisse fiir alle Plazebopatienten sind in Fig. 1 dargestellt.

Der beobachtete Unterschied der Uberlebenskurven ist hoch
statistisch signifikant (P = 0,0018 log-rank; mittleres Uberleben
253 versus 717 Tage). Patienten in Stadium III (die generell ein
hdheres 0S als Stadium IV-Patienten haben) sind vorwiegend in der
Gruppe mit den niedrigeren Neutrophilenzahlen. Die Verteilung

der Patienten in den beiden analysierten Gruppen ist folgende:

<5 > 5
Stadium III: 43 36,4 % 11 9,3 %
Kolon: 18 5
Rektum: 12 1
NSCLC: 5 5
Magen: 6 0
andere: 2 0
Stadium IV: 30 25,4 % 34 28,8 %
Kolon: 17 8
Rektum: 8 13
NSCLC: 1 8
Magen: 3 4
andere: 1 1




- 19 -

In der Cox-Regressionsanalyse mit Karnofsky Performance Sta-
tus (KPS), Neutrophilen-Anzahl an der Grundlinie und Stadium (III
oder IV) als Parameter ist die Anzahl der Neutrophilen ein sta-
tistisch signifikanter unabhdngiger Pradiktor fiir das OS. Nied-
rigere Neutrophilen-Zahlen an der Grundlinie sind mit einem
verbesserten Uberleben verbunden:

Var Koeff. StdErr P Lo95% Hi95%
Neutrophile 0,1133 0,0514 0,0276 0,0130 0,2135
KPS -0,0887 0,0232 0,0001 -0,1340 -0,0433
Stadium 1,3042 0,3056 0,0000 0,7083 1,9002

2. Plazebopatienten in Stadium IV: Anzahl der Neutrophilen
an der Grundlinie

Als ndchstes wurde der Einfluss der Anzahl der Neutrophilen
an der Grundlinie auf das OS nur bei Patienten in Stadium IV eva-
luiert, wobei dieselben Grundlagen wie in 1. beschrieben verwen-
det wurden. Die Kaplan-Meier-Ergebnisse sind in Fig. 2
dargestellt.

Der Unterschied der Uberlebenskurven ist nahezu statistisch
signifikant (P = 0,0851 log-rank; mittleres Uberleben 227 versus
365 Tage). In der Cox-Regressionsanalyse jedoch, mit KPS und An-
zahl der Neutrophilen an der Grundlinie als Parameter, um den
Einfluss des KPS auf das 0S zu korrigieren, stellt sich die An-
zahl der Neutrophilen als ein hoch statistisch unabhdngiger Pr&-
diktor flir das OS heraus. Eine niedrigere Anzahl von Neutrophilen
an der Grundlinie ist mit einem verbesserten Uberleben verbunden.

Var Koeff. StdErr P Lo95% H195%
Neutrophile 0,1599 0,0586 00,0064 0,0456 00,2742
KPS -0,0783 0,0265 0,0032 -0,1300 -0,0266

3. Plazebopatienten mit Kolorektalkrebs (CRC) in Stadium IV:
Anzahl der Neutrophilen an der Grundlinie

Der Einfluss der Anzahl der Neutrophilen an der Grundlinie
auf das OS der Patienten mit Kolorektalkrebs in Stadium IV wurde
ebenfalls evaluiert, wobei dieselben Grundlagen wie in 1. be-
schrieben verwendet wurden. Die jeweiligen Kaplan-Meier-Ergeb-
nisse sind in Fig. 3 dargestellt.

Gemafl dieser Kaplan-Meier-Analyse sind die beobachteten
kleinen Unterschiede in den Uberlebenskurven nicht signifikant.
Wenn jedoch die Daten im Hinblick auf einen méglichen Einfluss
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des KPS auf das 0OS durch die Cox-Regressionsanalyse mit den Neu-
trophilen-Zahlen an der Grundlinie und KPS als Deskriptoren kor-
rigiert werden, erscheint die Anzahl der Neutrophilen wiederum
als ein signifikanter unabhingiger Priddiktor fir das 0S. Niedri-
gere Neutrophilen-Zahlen stehen in Zusammenhang mit einem ver-
besserten Uberleben:

Var Koeff. StdErx o Lo95% Hi95%
Neutrophile 0,1961 0,0799 0,0141 0,0403 0,3520
KPS -0,0644 0,0298 0,0307 -0,1225 -0,0063

4. Alle Plazebopatienten: Anzahl der Lymphozyten an der
Grundlinie

Die Leukozyten des peripheren Bluts bestehen im Allgemeinen
aus Neutrophilen (liblicherweise die gréBte Fraktion), Monozyten
und Lymphozyten. Da die Lymphozyten (insbesondere die B- und T-
Zellen) besonders wichtig fiir die Entstehung einer Immunantwort
und das Aufrechterhalten der Immunit&t sind, wurde auch eine Rei-
he von Analysen mit der Anzahl der Lymphozyten an der Grundlinie
durchgefihrt, wie im vorherigen Abschnitt beschrieben. Dazu wur-
den die Patienten in zwei Gruppen geteilt mit einem Schwellen-
wert von 1,6 x 10° Lymphozyten pro Liter, an der Grundlinie
gemessen. Die entsprechenden Kaplan-Meier-Ergebnisse fiir alle
Plazebo-Patienten sind in Fig. 4 dargestellt.

Der Unterschied in den Uberlebenskurven ist fast statistisch
signifikant. Im Gegensatz zu den mit Neutrophilen und Leukozyten
erhaltenen Ergebnissen, wo niedrigere Zellzahlen an der Grundli-
nie mit einem l&ngeren OS verbunden waren, haben Patienten gemiB
dieser Analyse offensichtlich ein l&ngeres 0S, wenn eine hohere
Anzahl an Lymphozyten an der Grundlinie festgestellt werden kann.
Die Verteilung der Patienten in den beiden analysierten Gruppen
ist folgende:

<1,6 > 1,6
Stadium III: 18 15,3 % 36 30,5 %
Kolon: 7 16
Rektum: 6 7
NSCLC: 3 7
Magen: 2 4
andere: 0 2
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Stadium IV: 27 22,9 % 37 31,4 %
Kolon: 5 20
Rektum: 12 9
NSCLC: 3
Magen: 4 3
andere: 2

In der Cox-Regressionsanalyse jedoch mit KPS und Anzahl der
Lymphozyten an der Grundlinie und dem Stadium (III oder IV) als
Parameter scheint die Anzahl der Lymphozyten kein signifikanter
unabhéngiger Praddiktor fiir das OS zu sein, nur KPS und das Stadi-
um sind uhabhdngige Pr&ddiktoren. Wahrscheinlich ist eine niedri-

gere Anzahl von Lymphozyten mit einem niedrigeren KPS verbunden:

Var Koeff. StdErr P Lo95% Hi95%
Lymphozyten -0,1267 0,1662 0,4457 -0,4508 0,1973
KPS -0,0922 0,0233 0,0001 -0,1377 -0,0468

Stadium 1,3371 0,3061 0,0000 0,7402 1,9340

5. Plazebopatienten in Stadium IV: Anzahl der Lymphozyten an
der Grundlinie

Eine &hnliche Analyse wurde in der homogeneren Gruppe aller
Stadium IV-Patienten der Plazebo-Gruppe durchgefiihrt. Die Kaplan-
Meier-Ergebnisse sind in Fig. 5 dargestellt.

Die beobachteten Unterschiede in den Uberlebenskurven sind
signifikant. Jedoch in der Cox-Regressionsanalyse mit KPS und
Anzahl der Lymphozyten an der Grundlinie als Parameter scheint
die Anzahl der Lymphozyten kein signifikanter unabhidngiger Pra-
diktor fiir das OS zu sein, eine Tendenz ist jedoch zu sehen. Of-
fensichtlich stehen KPS und die Anzahl der Lymphozyten in einem
Zusammenhang:

Var Koeff. StdErr P Lo95% Hi95%
1 -0,0809 0,0264 0,0022 -0,1324 -0,0294
2 -0,2702 0,1967 0,1695 -0,6537 0,1134

6. Plazebopatienten mit Kolorektalkrebs in Stadium IV: An-
zahl der Lymphozyten an der Grundlinie

Die Kaplan-Meier-Ergebnisse dieser Analyse von CRC IV-Pati-
enten als die einheitlichste Gruppe sind in Fig. 6 dargestellt.

Der beobachtete Unterschied in den Uberlebenskurven ist
nicht signifikant. Auch in der Cox-Regressionsanalyse mit KPS und
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Anzahl der Lymphozyten an der Grundlinie als Parameter scheint
die Anzahl der Lymphozyten kein signifikanter unabhdngiger Pra-
diktor fiir das OS zu sein, eine Tendenz ist jedoch zu sehen.

Var Koeff. StdErr P Lo95% Hi95%
KPS -0,0656 0,0311 0,0350 -0,1263 -0,0049
Lympho -0,3323 0,2358 0,1589 -0,7922 0,1276

7. Alle Plazebopatienten: Grundlinien-Neutrophilen-Zahl mi-
nus Lymphozyten-Zahl

Gemdl den bisher beschriebenen Ergebnissen hat sowohl die
Anzahl der Neutrophilen als auch die Anzahl der Lymphozyten
einen gewissen prognostischen Wert, niedrigere Zahlen von Neu-
trophilen und hohere Zahlen von Lymphozyten sind mit einem er-
héhten OS verbunden. Eine ebenfalls beobachtete prognostische
Bedeutung der Gesamtleukozytenzahl (niedrigere Leukozytenzahlen
sind mit einem verbesserten 0OS verbunden) wird daher hauptsdch-
lich durch die Anzahl der Neutrophilen bestimmt.

Um die Lymphozyten- und Neutrophilen-Ergebnisse optimal in
einem einzigen Parameter anzuwenden, wird die Differenz zwischen
der Anzahl der Neutrophilen und der Anzahl der Lymphozyten als
neuer Parameter eingefiihrt (Abkiirzung NML fiir Neutrophile minus
Lymphozyten). Obwohl NML vermutlich keine direkte biologische
Korrelation hat, sollte dieser Faktor das prognostische Potenti-
al verstdrken, da niedrige Werte fiir Neutrophile und hohe Werte
fur Lymphozyten fir ein besseres 0S bendtigt werden. Der fiir NML
verwendete Schwellenwert von 3,4 x 10° pro Liter wurde aus den
fir die Einzelanalysen verwendeten Schwellenwerten [(5,0-1,6) x
10° pro Liter] abgeleitet.

Die Kaplan-Meier-Ergebnisse fiir alle Plazebopatienten unter
Anwendung von Grundlinien-NML als prognostischer Parameter sind
in Fig. 7 dargestellt.

Wie erwartet fiihrte dieser Parameter zu deutlichen Unter-
schieden im OS. In &hnlicher Weise wurde auch eine hohe Signifi-
kanz in der Cox-Regressionsanalyse gefunden. Niedrigere NML-
Werte sind eng verbunden mit verbessertem OS.

Var Koeff. StdErr P Lo95% Hi95%
KPS -0,0861 0,0234 0,0002 -0,1317 -0,0404
NML 0,1245 0,0516 0,0158 0,0239 0,2250
Stadium 1,2894 0,3059 0,0000 0,6930 1,8859
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8. Plazebopatienten in Stadium IV: NML-Werte an der Grundli-
nie

Eine dhnliche Analyse wie in Punkt 7. beschrieben wurde auch
fir Stadium IV-Patienten der Plazebogruppe durchgefiihrt. Die
Kaplan-Meier-Ergebnisse sind in Fig. 8 dargestellt.

Die Ergebnisse sind hoch signifikant. In dhnlicher Weise
wurde in der Cox-Regressionsanalyse, mit KPS und NML als Pradik-
toren, NML als ein signifikanter unabhingiger prognostischer Pa-
rameter beibehalten. Niedrigere Werte sind mit hoéherem Uberleben
verbunden:

Var Koeff. StdErr p Lo95% Hi195%
KPS -0,0756 0,0268 0,0048 -0,1278 -0,0233
NML 0,1715 0,0568 0,0025 0,0608 0,2823

9. Plazebopatienten mit Kolorektalkrebs in Stadium IV: NML-
Werte an der Grundlinie

Unter Beachtung des prognostischen Werts von NML fiihrte die
Analyse der CRC IV-Patienten der Plazebo-Gruppe zu sehr &hnli-
chen Ergebnissen wie oben beschrieben. Die Kaplan-Meier-iUberle-
benskurven sind in Fig. 9 dargestellt.

Die Ergebnisse sind wieder hoch signifikant. In der Gruppe
mit niedrigerem NML ist die mittlere Uberlebenszeit mehr als
verdoppelt (395 versus 188 Tage, Gefahrenverhdltnis 0,4162). Auch
das Ein-Jahres-Uberleben ist mehr als doppelt so hoch: 55,2%
versus 17,6%. Der Anstieg der beiden Uberlebenskurven ist unter-
schiedlich (wie man auch in den Fig. 7 und 8 sehen kann), was
einen hoheren Anteil der Langzeit-Uberlebenden in der Gruppe mit
niedrigerem NML anzeigt.

In der Cox-Regressionsanalyse mit KPS und NML als Pradikto-
ren bleibt auch bei den CRC IV-Patienten NML als hoch signifikan-
ter unabhdngiger prognostischer Parameter erhalten. Niedrigere
Werte sind mit verbessertem Uberleben verbunden:

Var Koeff. StdErr p Lo95% Hi95%
KPS -0,0625 0,0302 0,0386 -0,1214 -0,0036
NML 0,2048 0,0762 0,0072 0,0563 0,3533

10. Alle Plazebopatienten: Kombination einer niedrigen Anzahl
von Neutrophilen oder einer hohen Anzahl von Lymphozyten an der
Grundlinie

Eine weitere Moglichkeit, die prognostischep Werte von nied-
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riger Neutrophilen- und hoher Lymphozytenzahl an der Grundlinie
zu kombinieren, ist folgende: Plazebopatienten werden in Gruppen
gemdl einer Anzahl von Lymphozyten an der Grundlinie von > 1,6 x
10° pro Liter oder einer Anzahl von Neutrophilen an der Grundli-
nie von < 5,0 x 10° pro Liter aufgeteilt. Folglich haben die iib-
rigen Patienten eine Anzahl von Lymphozyten an der Grundlinie
von < 1,6 x 10° pro Liter und eine Anzahl von Neutrophilen an der
Grundlinie von > 5,0 x 10° pro Liter. Dieser neuartige zusammen-
gesetzte Parameter wird NOL-LH (Neutrophile oder Lymphozyten-Low
High) bezeichnet.

Das entsprechende Kaplan-Meier-Ergebnis basierend auf NOL-LH
ist in Fig. 10 dargestellt.

Der Unterschied in den Uberlebenskurven ist hoch signifi-
kant. Bemerkenswert ist, dass sich mehr als 80% der Patienten in
der Gruppe mit dem verbesserten Uberleben befinden. Die Anwen-
dung von NOL-LH scheint zu einer pr&dzisen Auswahl von Patienten
mit einer betr&chtlich schlechteren Prognose zu fithren. Die Ver-
teilung der Patienten ist folgendermaBen:

< 5 oder > 1,6 > 5 und £ 1,6
Stadium III: 51 43,2 % 3 2,9 %
Kolon: 22 1
Rektum: 13 0
NSCLC: 8 2
Magen: 0
andere: 2 0
Stadium IV: 46 39,0 % 18 15,3 %
Kolon: 23 2
Rektum: 13 8
NSCLC: 5
'~ Magen: 3
andere: 0

Im Stadium III gehdoren 51 von 54 Patienten (94,4%) zu der
Gruppe mit guter Prognose. Das ist eine Ubereinstimmung mit der
generell besseren Prognose von Stadium III-Patienten und zeigt
die Aussagekraft des zusammengesetzten Parameters NOL-LH, zwi-
schen Patienten mit guter und schlechter Prognose zu unterschei-
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den und sogar Tumorstadien mit ginstiger Prognose zu ,erkennen",
und zwar lediglich auf Basis der Informationen eines bestimmten
Musters des weifen Blutbildes im Hinblick auf Neutrophile und
Lymphozyten.

11. Plazebopatienten in Stadium IV: Kombination von einer
niedrigen Anzahl von Neutrophilen oder einer hohen Anzahl von
Lymphozyten an der Grundlinie

Eine dhnliche Analyse wie in Punkt 10 beschrieben wurde auch
fur Stadium IV-Plazebopatienten alleine durchgefiihrt. Die Kaplan-
Meier-Ergebnisse sind in Fig. 11 dargestellt.

Die Ergebnisse zeigen einen hoch signifikanten Unterschied
im Uberleben und sind den in Punkt 10 beschriebenen sehr &hnlich.
Mehr als 70% der Patienten befinden sich in der Gruppe mit bes-
serer Prognose, was wieder die Fahigkeit des NOL-LH zur Selektion
von Patienten mit schlechter Prognose zeigt.

12. Plazebopatienten mit Kolorektalkrebs in Stadium IV:
Kombination von einer niedrigen Anzahl von Neutrophilen oder
einer hohen Anzahl von Lymphozyten an der Grundlinie

Zum Schluss wurde diese Art der Analyse fiir die Plazebo-CRC
IV-Patienten angewandt. Die Kaplan-Meier-Ergebnisse sind in Fig.
12 dargestellt: die Anwendung des zusammengesetzten Parameters
NOL-LH zur Selektion von CRC IV-Patienten fiihrt wieder zu einem
hoch signifikanten Unterschied der Uberlebenskurven. In der
Gruppe mit verbesserter Prognose ist das mittlere Uberleben dop-
pelt so hoch (365 versus 184 Tage), und das Ein-Jahres-Uberleben
ist finfmal hoher (50% versus 10%). Mehr als 75% aller CRC IV-
Patienten befinden sich in der Gruppe mit verbessertem Uberle-
ben, was wieder die Fahigkeit von NOL-LH zur pr&zisen Identifi-
zierung von CRC IV-Patienten mit schlechter Prognose zeigt.

13. Zusammenfassung der Ergebnisse prognostische Parameter
betreffend

Die folgende Tabelle fasst die P-Werte (Kaplan-Meier-Kurven;
log-rank) zusammen, die durch die Leukozyten-, Neutrophilen-,
Lymphozyten-, NML- und NOL-LH-Z&hlungen an der Grundlinie erhal-
ten wurden im Hinblick auf ihre Fihigkeit, Patientengruppen mit
verschiedenen Gesamtiiberlebenszeiten zu definieren.
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P-Werte

alle Plazebo- Plazebo- Plazebo-

Patienten Stadium IV CRC IV
Schwellenwert (x10E9/L) (n=118) (n=64) (n=46)
Leukozyten 7,5 0,0311 0,1297 0,5694
Neutrophile 5 0,0018 0,0851 0,4008
Lymphozyten 1,6 0,0561 0,0377 0,247
NML 3,4 <0,0001 0,0007 0,0057
NOL~LH 5 oder 1,6 [<0,0001 <0,0001 0,0032

NOL-LH ist der beste Parameter, um vorausblickend Patienten-

gruppen mit betrdchtlichen Unterschieden in der Prognose fiir das

Gesamtiberleben zu definieren, mit hoher statistischer Signifi-

kanz in allen untersuchten Patientengruppen, eng gefolgt von NML.

NOL-LH und NML sind beides zusammengesetzte Parameter, die die

Anzahl von Neutrophilen und Lymphozyten berilicksichtigen, was die

Ergebnisse widerspiegelt, die jeweils mit den einzelnen Parame-

tern (niedrigere Anzahl von Neutrophilen und hshere Anzahl von

Lymphozyten korrelieren mit hdherem 0S) erhalten wurden.
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Feststellung der Prognose eines erhdhten kli-

nischen Nutzens fiir ein Individuum, das an einem Tumor erkrankt

ist, welches Verfahren umfasst:

- Bereitstellen einer Blutprobe des Individuums

- (al) Bestimmen der Anzahl der Lymphozyten im Blut des Indivi-
duums und/oder

- (a2) Bestimmen der Anzahl der Neutrophilen im Blut des Indivi-
duums, und

- (bl) Identifizieren als ein Individuum mit guter Prognose fiir
einen erhdhten klinischen Nutzen, wenn die Anzahl der Lympho-
zyten héher als ein Lymphozyten-Grundlinien-Level von 1,4 bis
1,8 x 10° pro Liter Blut, insbesondere hdher als 1,6 x 10° pro
Liter Blut ist; oder

- (b2) Identifizieren als ein Individuum mit guter Prognose fiir
einen erhéhten klinischen Nutzen, wenn die Anzahl der Neutro-
philen niedriger oder gleich einem Neutrophilen-Grundlinien-
Level von 4,0 bis 6,0 x 10° pro Liter Blut, insbesondere niedri-
ger oder gleich 5,0 x 10° Neutrophile pro Liter Blut ist; oder

- (b3) Identifizieren als ein Individuum mit schlechter Prognose
fiir einen erhdhten klinischen Nutzen, wenn die Anzahl der Lym-
phozyten niedriger oder gleich einem Lymphozyten-Grundlinien-
Level von 1,4 bis 1,8 x 10° pro Liter Blut, insbesondere nied-
riger oder gleich 1,6 x 10° pro Liter Blut ist und die Anzahl
der Neutrophilen hdher als ein Neutrophilen-Grundlinien-Level
von 4,0 bis 6,0 x 10° pro Liter Blut, insbesondere hdher als

5,0 x 10° Neutrophile pro Liter Blut ist.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der
erhdhte klinische Nutzen eine verbesserte Gesamtiiberlebenszeit
ist.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dass die Anzahl der Lymphozyten 1,6 x 10° bis 5,0 x 10° pro Liter
Blut betragt.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Anzahl der Lymphozyten 1,6 x 10° bis 4,5 x 10°
pro Liter Blut betragt. ’
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5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Anzahl der Neutrophilen 1,0 x 10° bis 5,0 x
10° pro Liter Blut betriagt.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Anzahl der Neutrophilen 1,7 x 10° bis 5,0 x
10° pro Liter Blut betragt.

7. Verfahren zur Feststellung der Prognose eines erhdhten klini-

schen Nutzens fir ein Individuum, das an einem Tumor erkrankt

ist, welches Verfahren umfasst:

- Bereitstellen einer Blutprobe des Individuums

- (al) Bestimmen der Anzahl der Lymphozyten im Blut des Indivi-
duums und/oder

- (a2) Bestimmen der Anzahl der Neutrophilen im Blut des Indivi-
duums, und

- (bl) Identifizieren als ein Individuum mit guter Prognose fiir
einen erhohten klinischen Nutzen, wenn die Anzahl der Lympho-
zyten hoher als ein Lymphozyten-Grundlinien-Level von 1,4 bis
1,8 x 10° pro Liter Blut, insbesondere h&her als 1,6 x 10° pro
Liter Blut ist; oder

- (b2) Identifizieren als ein Individuum mit guter Prognose fiir
einen erhdhten klinischen Nutzen, wenn die Anzahl der Neutro-
philen niedriger oder gleich einem Neutrophilen-Grundlinien-
Level von 4,0 bis 6,0 x 10° pro Liter Blut, insbesondere niedri-
ger oder gleich 5,0 x 10° Neutrophile pro Liter Blut ist; oder

- (b3) Identifizieren als ein Individuum mit schlechter Prognose
fir einen erhéhten klinischen Nutzen, wenn die Anzahl der Lym-
phozyten niedriger oder gleich einem Lymphozyten-Grundlinien-
Level von 1,4 bis 1,8 x 10° pro Liter Blut, insbesondere nied-
riger oder gleich 1,6 x 10° pro Liter Blut ist und die Anzahl
der Neutrophilen hther als ein Neutrophilen-Grundlinien-Level
von 4,0 bis 6,0 x 10° pro Liter Blut, insbesondere h&her als
5,0 x 10° Neutrophile pro Liter Blut ist.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Tumor ein epithelialer Tumor, vorzugsweise
Brustkrebs, Lungenkrebs, Magenkrebs, Pankreaskarzinom, Prostata-
krebs, Ovarialkarzinom oder Kolorektalkrebs, insbesondere Kolo-
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rektalkrebs ist.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Individuum ein Tumorpatient in Stadium III
oder IV des Tumors ist, klassifiziert gemi&B dem American Joint
Committee on Cancer Manual for Staging Cancer, 6th Edition
(2002), insbesondere ein Tumorpatient in Stadium IV.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Individuum ein Individuum ist, das eine
Behandlung zur Reduktion der Neutrophilen erhalten hat, vorzugs-
weise ausgewdhlt aus einem oder mehreren von Neutrophilen-redu-
zierender Apherese, Bestrahlungstherapie oder Verabreichung von
Neutrophilen-reduzierenden Mitteln, insbesondere chemotherapeu-
tischen Medikamenten, monoklonalen Antikdrpern gegen Neutrophi-
lenmarker, immunmodulierenden Medikamenten, Cytokinen oder
Mischungen davon.

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Individuum ein Individuum ist, das eine Be-
handlung zur Steigerung der Anzahl der Lymphozyten, vorzugsweise
eine Verabreichung von IL-2 oder eine Verabreichung von Lympho-
zyten, erhalten hat.

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekenn-

zeichnet, dass die Differenz der Anzahl der Neutrophilen und der

Anzahl der Lymphozyten (Neutrophile minus Lymphozyten; NML) be-

stimmt wird und

- (b4) Identifizieren als ein Individuum mit guter Prognose fiir
einen erhohten klinischen Nutzen, wenn NML niedriger oder
gleich einem NML-Grundlinien-Level von 2,4 bis 4,4 x 10° Zel-
len pro Liter Blut, insbesondere niedriger oder gleich 3,4 x
10° Zellen pro Liter Blut ist; oder

- (b5) Identifizieren als ein Individuum mit schlechter Prognose
fir einen erhdhten klinischen Nutzen, wenn NML hother als ein
NML-Grundlinien-Level von 2,4 bis 4,4 x 10° Zellen pro Liter
Blut, insbesondere hdher als 3,4 x 10° Zellen pro Liter Blut
ist.

13. Verfahren zur Durchfiihrung klinischer Studien fiir eine Tumor-
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Behandlung, umfassend das Einteilen von Individuen in eine Grup-
pe mit einer Lymphozytenanzahl i{iber einem Lymphozyten-Grundlini-
en-Level und eine Gruppe mit einer Lymphozytenanzahl unter oder
gleich einem Lymphozyten-Grundlinien-Level, welcher Lymphozyten-
Grundlinien-Level ein Wert von 1,4 bis 1,8 x 10° Lymphozyten pro
Liter Blut, insbesondere 1,6 x 10° pro Liter Blut ist.

14. Verfahren zur Durchfihrung klinischer Studien fiir eine Tumor-
Behandlung umfassend das Einteilen von Individuen in eine Gruppe
mit einer Neutrophilenanzahl iiber einem Neutrophilen-Grundlini-
en-Level und eine Gruppe mit einer Neutrophilenanzahl unter oder
gleich einem Neutrophilen-Grundlinien-Level, welcher Neutrophi-
len-Grundlinien-Level ein Wert von 4,0 bis 6,0 x 10° Neutrophilen
pro Liter Blut, insbesondere 5,0 x 10° pro Liter Blut ist.

15. Verfahren zur Durchfithrung klinischer Studien fiir eine Tumor-—
Behandlung, umfassend das Einteilen von Individuen in eine Grup-
pe mit einer Lymphozytenanzahl iiber einem Lymphozyten-Grundlini-
en-Level, welcher Lymphozyten-Grundlinien-Level ein Wert von 1,4
bis 1,8 x 10° Lymphozyten pro Liter Blut, insbesondere 1,6 x 10°
pro Liter Blut ist, und mit einer Neutrophilenzahl niedriger oder
gleich einem Neutrophilen-Grundlinien-Level, welcher Neutrophi-
len-Grundlinien-Level ein Wert von 4,0 bis 6,0 x 10° Neutrophile
pro Liter Blut, insbesondere 5,0 x 10° pro Liter Blut ist.

16. Verfahren zur Durchfiihrung klinischer Studien fiir eine Tumor-
Behandlung, umfassend das Einteilen von Individuen in eine Grup-
pe mit einem NML niedriger oder gleich einem NML-Grundlinien-Le-
vel von 2,4 bis 4,4 x 10° Zellen pro Liter Blut, insbesondere
niedriger oder gleich 3,4 x 10° Zellen pro Liter Blut, und eine
Gruppe mit einem NML h&her als ein NML-Grundlinien-Level von 2,4
bis 4,4 x 10° Zellen pro Liter Blut, insbesondere h&her als 3,4 x -
10° Zellen pro Liter Blut.

17. Verfahren zur Durchfithrung klinischer Studien fiir eine Tu-
mor-Behandlung, umfassend das Einteilen von Individuen in eine
Gruppe mit einer Lymphozytenanzahl niedriger oder gleich einem
Lymphozyten-Grundlinien-Level von 1,4 bis 1,8 x 10° pro Liter
Blut, insbesondere niedriger oder gleich 1,6 x 10° pro Liter
Blut, und mit einer Neutrophilenanzahl hdher als ein Neutrophi-
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len-Grundlinien-Level von 4,0 bis 6,0 x 10° pro Liter Blut, ins-
besondere hoher als 5,0 x 10° Neutrophile pro Liter Blut.

18. Verfahren zur Reanalyse von Ergebnissen klinischer Studien
fur eine Tumor-Behandlung, umfassend das Einteilen von Individuen
in eine Gruppe mit einer Lymphozytenanzahl niedriger oder gleich
einem Lymphozyten-Grundlinien-Level und eine Gruppe mit einer
Lymphozytenanzahl héher als ein Lymphozyten-Grundlinien-Level,
welcher Lymphozyten-Grundlinien-Level ein Wert von 1,4 bis 1,8 x
10° Lymphozyten pro Liter Blut, insbesondere 1,6 x 10° pro Liter
Blut ist, und Reevaluieren der Wirksamkeit der klinischen Studie
auf Basis dieser Einteilung aufgrund der Lymphozytenanzahl.

19. Verfahren zur Reanalyse von Ergebnissen klinischer Studien
fiur eine Tumor-Behandlung, umfassend das Einteilen von Individuen
in eine Gruppe mit einer Neutrophilenanzahl héher als ein Neutro-
philen-Grundlinien-Level und eine Gruppe mit einer Neutrophilen-
anzahl niedriger oder gleich einem Neutrophilen-Grundlinien-
Level, welcher Neutrophilen-Grundlinien-Level ein Wert von 4,0
bis 6,0 x 10° Neutrophile pro Liter Blut, insbesondere 5,0 x 10°
pro Liter Blut ist, und Reevaluieren der Wirksamkeit der klini-
schen Studie auf Basis dieser Einteilung aufgrund der Neutrophi-
lenanzahl.

20. Verfahren zur Reanalyse von Ergebnissen klinischer Studien
fur eine Tumor-Behandlung, umfassend das Einteilen von Individu-
en in eine Gruppe mit einem NML niedriger oder gleich einem NML-
Grundlinien-Level von 2,4 bis 4,4 x 10° Zellen pro Liter Blut,
insbesondere niedriger oder gleich 3,4 x 10° Zellen pro Liter
Blut, und eine Gruppe mit einem NML hoher als ein NML-Grundlini-
en-Level von 2,4 bis 4,4 x 10° Zellen pro Liter Blut, insbesonde-
re héher als 3,4 x 10° Zellen pro Liter Blut.

21. Verfahren zur Reanalyse von Ergebnissen klinischer Studien
fir eine Tumor-Behandlung, umfassend das Einteilen von Individu-
en in eine Gruppe mit einer Lymphozytenanzahl niedriger oder
gleich einem Lymphozyten-Grundlinien-Level von 1,4 bis 1,8 x 10°
pro Liter Blut, insbesondere niedriger oder gleich 1,6 x 10° pro
Liter Blut, und mit einer Neutrophilenanzahl h&her als ein Neu-
trophilen-Grundlinien-Level von 4,0 bis 6,0 x 10° pro Liter Blut,
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insbesondere hdher als 5,0 x 10° Neutrophile pro Liter Blut.

22. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 21, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Tumor ein epithelialer Tumor, vorzugsweise
Brustkrebs, Lungenkrebs, Magenkrebs, Pankreaskarzinom, Prostata-
krebs, Ovarialkarzinom oder Kolorektalkrebs, insbesondere Kolo-
rektalkrebs ist.

23. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 22, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Patienten Tumorpatienten in Stadium III oder
IV des Tumors sind, klassifiziert gemdR dem American Joint Com-
mittee on Cancer Manual for Staging Cancer, 6th Edition (2002),
insbesondere ein Tumorpatient in Stadium IV.

24. Datenspeichermittel, umfassend eine Einteilung von Individu-
‘enin Gruppen, wie in einem der Anspriiche 13 bis 23 definiert.

25. Verfahren zum Identifizieren eines Individuums, das an einem

Tumor erkrankt ist, als Individuum mit einer guten Prognose fiir

eine verbesserte Gesamtiiberlebenszeit, welches Verfahren umfasst:

- Bereitstellen einer Blutprobe des Individuums,

- Bestimmen der Anzahl der Neutrophilen und der Anzahl der Lym-
phozyten im Blut des Individuums und

- Identifizieren als ein Individuum mit guter Prognose fiir eine
verbesserte Gesamtiiberlebenszeit, wenn die Differenz der An-
zahl der Neutrophilen und der Anzahl der Lymphozyten niedriger
oder gleich einem Neutrophilen-minus-Lymphozyten-Grundlinien-
Level von 3,0 bis 4,0 x 10° pro Liter Blut, insbesondere nied-
riger oder gleich 3,4 x 10° pro Liter Blut ist.

26. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass der
Tumor Kolorektalkrebs ist.

27. Verfahren nach Anspruch 25 oder 26, dadurch gekennzeichnet,
dass die Patienten Tumorpatienten im Stadium III oder IV des Tu-
mors sind, klassifiziert gemdR dem American Joint Committee on
Cancer Manual for Staging Cancer, 6th Edition (2002), insbeson-
dere ein Tumorpatient in Stadium IV.
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Fig. 1

Alle Patienten, Plazebo (n=118):
Einfluss der Grundlinien-Neutrophilen-Zahlen auf Gesamtiiberleben
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Fig. 2

Stadium IV-Patienten, Plazebo (n=64):
Einfluss der Grundlinien-Neutrophilen-Zahlen auf Gesamtiiberleben
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Fig. 3

CRC IV-Patienten, Plazebo (n=46):
Einfluss der Grundlinien-Neutrophilen-Zahlen auf Gesamtiiberleben
Schwellenwert 5,0 x 10°%/L
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Fig. 4
Alle Patienten, Plazebo (n=118):
Einfluss der Grundlinien-Lymphozyten-Zahlen auf Gesamtuiberleben
Schwellenwert 1,6 x 10%/L
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Fig. 5

Stadium IV-Patienten, Plazebo (n=64):
Einfluss der Grundlinien-Lymphozyten-Zahlen auf Gesamtiiberleben
Schwellenwert 1,6 x 10%/L
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Fig. 6

CRC |V-Patienten, Plazebo (n=46):
Einfluss der Grundlinien-Lymphozyten-Zahlen auf Gesamtiiberleben
Schwellenwert 1,6 x 10%/L
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Fig. 7
Alle Patienten, Plazebo (n=181):
Einfluss der Grundlinien-Neutrophilen-minus-Lymphozyten-Anzahl auf
Gesamtiiberleben
Schwellenwert 3,4 x 10°/L
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Fig. 8

Stadium |V-Patienten, Plazebo (n=64):
Einfluss der Grundllnlen-Neutrophllen mmus-Lymphozyten-Anzahl auf
Gesamtiiberieben
Schwellenwert 3,4 x 10°/L
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Fig. 9
CRC IV-Patienten, Plazebo (n=46):
Einfluss der Grundlinien-Neutrophilen-minus-Lymphozyten-Anzahl| auf
Gesamtiiberleben
Schwellenwert 3,4 x 10°/L
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Fig. 10

Alle Patienten, Plazebo (n=118):
Einfluss der Grundlinien-Neutrophilen-Anzahl < 5,0 x 10%L
oder Lymphozyten-Anzahl! > 1,6 x 10°/L auf Gesamtiiberleben
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Fig. 11

Alle Stadium IV, Plazebo (n=64):
Einfluss der Grundlinien-Neutrophilen-Anzahl < 5,0 x 109/L
oder Lymphozyten-Anzahl > 1,6 x 10°L auf Gesamtiiberleben
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Fig. 12

CRC IV, Plazebo (n=46):
Einfluss der Grundlinien-Neutrophilen-Anzahl < 5,0 x 10°/L
oder Lymphozyten-Anzahl > 1,6 x 10%/L auf Gesamtiiberleben
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