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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit fasst eine Auswahl meiner wissenschaftlichen Arbeiten zur
Verbesserung der Prognose von Patienten mit Multiplem Myelom zusammen und
gibt einen Uberblick Uber die Verbesserungen in der Therapie und Diagnostik dieser
Erkrankung wahrend der letzten 20 Jahre. Die Hochdosistherapie mit autologer
Blutstammzelltransplantation ist fur Patienten bis zu einem Alter von 65 Jahren der
therapeutische Goldstandard. Wir konnten zeigen, dass die fur eine
Hochdosistherapie notwendige Blutstammzellmobilisation mit dem neuen
Wachstumsfaktor Pedfilgrastim nicht nur durchfihrbar ist, sondern im Vergleich zu
einer Stimulation mit Filgrastim auch mit einer verklrzten Dauer der kritischen
Neutropenie einhergeht. Nach einer Hochdosistherapie fuhrt die Kombination von
Pedfilgrastim mit dem Keratinozyten-Wachstumsfaktor Palifermin zu einer
Verringerung der Transplantations-assoziierten Nebenwirkungen. Hinsichtlich der
Effektivitat der Hochdosistherapie konnten wir zeigen, dass eine weitere
Dosissteigerung der  Konditionierungschemotherapie zu  Dosis-limitierenden
Toxizitaten fuhrt und das Gesamtuberleben der Patienten nicht verbessern kann. Auf
der Suche nach weiteren Verbesserungen der Hochdosistherapie gab uns die
molekulare Bestimmung der minimalen Resterkrankung im Knochenmark weitere
Hinweise. Wir konnten vor Hochdosistherapie einen Grenzwert definieren, der ein
unabhangiger Prognoseparameter ist und bei Uberschreiten eine Intensivierung der
Induktionstherapie nahe legt. Eine solche Therapieintensivierung ist durch
Thalidomid und Bortezomib maoglich. Diese Substanzen zeigten in unseren Studien
bei Patienten mit rezidivierter oder refraktarer Erkrankung eine beachtliche Wirkung,
wobei wir bei der Verabreichung Risiko-adaptierte bzw. Ansprechen-orientierte
Therapiealgorithmen verwendet haben.

Ungeachtet dieser Erfolge ist zu erwarten, dass die Kombination aus
Hochdosistherapie und ,Neuen Substanzen® die Prognose der Patienten mit
Multiplem Myelom weiter verbessern wird, ohne jedoch eine Heilung zu erzielen. Auf
der Suche nach neuen Behandlungsformen untersuchten und charakterisierten wir
dendritische Zellen, die mit Interferon a hergestellt wurden. Diese Zellen hatten alle
Eigenschaften herkdmmlicher dendritischer Zellen und aulerdem NK-Zell
Eigenschaften mit der Fahigkeit, Tumorzellen zu toten. Diese Zelltherapie hat das
Potenzial als Vakzinierungsbehandlung das Uberleben der Patienten mit Muliplem

Myelom zu verbessern.



Einleitung

Das Multiple Myelom (MM) ist eine maligne Plasmazellerkrankung, deren Anteil an
allen hamatologischen Neoplasien etwa 10 % betragt '. Bei einigen Patienten geht
der Erkrankung ein asymptomatisches und nicht-malignes Stadium voraus, das
durch eine klonale Plasmazellproliferation gekennzeichnet ist und als ,monoklonale
Gammopathie unklarer Signifikanz* (MGUS) bezeichnet wird. Ein MGUS ist bei mehr
als 3 % der Bevolkerung mit einem Alter Uber 50 Jahre nachweisbar und birgt ein
Risiko von 1 % pro Jahr in ein MM oder eine damit verwandte maligne Erkrankung
iiberzugehen 2. Die jahrliche Inzidenz des MM betragt 4,3 Falle pro 100.000
Einwohner °.

Die erste wissenschaftliche Beschreibung eines Patienten mit MM erfolgte durch
Doktor Samuel Solly im Jahr 1844 *. Es handelte sich um eine 39 Jahre alte
Patientin, die an Fatigue und Knochenschmerzen aufgrund multipler Knochenbriche
litt. Nach ihrem Tod zeigte sich bei der Autopsie eine gallertartige rote Substanz, die
das gesamte Knochenmark ersetzt hatte. Bereits ein Jahr spater zeigte Henry Bence
Jones bei einem ahnlichen Patienten, dass nach Erhitzen des Urins des Patienten
auf 60 °C ein zuvor bei Raumtemperatur Iosliches Protein ausfiel und sich nach
Erhitzen auf 100 °C wieder Ioste. Beim AbkUhlen war das Protein wieder als
Prazipitat nachweisbar °. Er etablierte mit diesem Verfahren die Nachweismethode
fur die nach ihm benannte Proteinurie. Im Jahre 1889 beschrieb Otto Kahler erstmals
eine Krankheitsentitat bestehend aus der Trias multiple Knochenbriche, Bence
Jones Proteinurie und groRRen, runden Zellen im Knochenmark. In der Literatur
wurden daraufhin zahlreiche Fallberichte Uber Patienten mit ,Morbus Kahler®
verdffentlicht und 1928 wurden diese von Geschickter und Copeland © zu einer
ersten Serie von 412 Fallen von Patienten mit MM zusammengefasst.

Weitere Meilensteine in der Diagnostik des MM waren die Erfindung der

Serumproteinelektrophorese ’

und der Antikorper-basierte Nachweis von freien
Leichtketten im Serum 8. Eine erste Stadieneinteilung der Erkrankung aus dem Jahre
1975 geht auf Salmon und Durie ° zuriick und erlaubt aufgrund der Diagnose von
Erkrankungs-assoziierten Organschaden eine Abschatzung der Prognose und der
Therapienotwendigkeit. Diese Stadieneinteilung wird heute erganzt durch das auf
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Albumin und R2-Mikroglobulin basierende ,International Staging System sowie



durch zytogenetische Klassifikationen ", Zytogenetische Abberrationen stellen zum

gegenwartigen Zeitpunkt die bedeutendsten Prognosefaktoren dar.

Historie der Behandlung des Multiplen Myeloms
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Abbildung 1: Zeitstrahl Historie Diagnostik und Therapie

Parallel zur Entwicklung der Diagnostk des MM wurden auch die
Behandlungsansatze fir die Patienten entwickelt. Die erste beschriebene
Behandlung bestand 1844 bei dem durch Solly * verdffentlichtem Patienten aus
Rhabarber und Orangenschalen. Es dauerte bis 1958 bis mit dem alkylierenden
Chemotherapeutikum Melphalan erstmals eine wirksame Substanz in die Therapie
des MM eingefiihrt wurde '2. Kurze Zeit spater wurde die Wirksamkeit einer
Steroidbehandlung bei Patienten mit MM gezeigt ™ und 1969 wurde von Alexanian et
al. " mit einer randomisierten Studie das klassische Therapieschema bestehend aus
Melphalan und Prednisolon (MP) eingefuhrt. In den folgenden Uber 30 Jahren
wurden diverse Chemotherapiekombinationen gegen MP als Goldstandard in
klinischen Studien verglichen und es zeigte sich in einer Metaanalyse mit 6.633
Patienten aus 27 randomiserten Studien '°, dass andere Kombinationen zwar héhere

Ansprechraten und einen schnelleren Wirkungseintritt erreichen konnten, jedoch



keinen Einfluss auf das Gesamtiberleben der Patienten hatten. Aus diesem Grunde
blieb eine Therapie mit MP jahrzehntelang der Therapiestandard bei Patienten mit
MM.

Die einzige Verbesserung der Therapie in dieser Zeit gelang durch die Einflhrung
der Hochdosischemotherapie (HDT) mit autologer peripherer Blutstamm-
zelltransplantation (PBSZT). Diese wurde 1983 von McElwain and Powles
erstmals bei einem Patienten mit Plasmazellleukamie durchgefuhrt. Heute stellt das
MM die haufigste Indikation fiir eine HDT mit autologer PBSZT in Europa dar .
Randomisierte Studien '®'°, die bei Patienten bis 65 Jahre eine konventionelle
Chemotherapie mit MP gegenuber einer HDT verglichen, zeigten, dass Patienten
nach HDT nicht nur mit 50 % versus 42 % eine hohere Rate an kompletten und sehr
guten partiellen Remission aufwiesen, sondern dass die HDT auch zu einem mit
28 % versus 10 % verlangerten ereignisfreien Uberleben nach 5 Jahren sowie einem
mit 42 % versus 21 % verlangerten Gesamtuberleben nach 7 Jahren fuhrte. Diese
Studienergebnisse begrindeten einen neuen Therapiestandard fur die Patienten
dieser Altersgruppe.

Eine weitere Verbesserung brachte die Einfihrung von Thalidomid, Bortezomib und
Lenalidomid, die als ,Neue Substanzen® bezeichnet werden. Wegen des teratogenen
Potenzials von Thalidomids, das unter dem Namen ,Contergan“ bekannt wurde,
wurde dieses Medikament in den sechziger Jahren weltweit vom Markt genommen.
Im Jahre 1999 liel3 sich bei etwa 30% einer Gruppe von Patienten mit rezidiviertem
oder refraktarem MM durch das antiangiogenetisch und immunmodulatorisch
wirkende Thalidomid eine anhaltende Remission erzielen ?°. Die Wirkung dieser
Substanz ist nicht nur auf Tumorzellen gerichtet, sondern auch auf die umgebenden
Stromazellen des Knochenmarks, in denen es zu einer Abnahme der fur die
Myelomzellen lebensnotwendigen Zytokinfreisetzung und Zelladhésion fiihrt 2.

In dem Versuch die Wirksamkeit zu steigern und die Toxizitat zu vermindern, wurden
synthetische  Analoga des Thalidomids entwickelt, die sogenannten
smmunomodulatory drugs® (IMID). Aus dieser Substanzgruppe kristallisierte sich in
zwei randomisierten Studien das Lenalidomid als Wirkstoff fur Patienten mit
rezidiviertem oder refraktarem MM heraus ?*%. Die Kombination aus Lenalidomid
und Dexamethason war in diesen Studien einer Dexamethason-Monotherapie
hinsichtlich der Rate an kompletten und partiellen Remissionen mit 60 % versus

24 % Uberlegen und fiihrte zu einem verbesserten ereignisfreien Uberleben von im



Median 11 versus 5 Monaten. Auch das Uberleben war mit einer Hazard-Ratio von
0,66 signifikant verlangert. Aufgrund dieser Ergebnisse und der nachgewiesenen
Wirksamkeit selbst bei Patienten, die bereits mit Thalidomid vortherapiert waren,
stellt Lenalidomid heute eine zusatzliche Behandlungsoption bei Patienten mit MM
dar.

Die dritte der ,Neuen Substanzen®, das Bortezomib, gehort der neuen
Substanzgruppe der Proteasomen-Inhibitoren an. Der Ubiquitin-Proteasomen
Komplex ist bei Eukaryonten flr den lebensnotwendigen Abbau der zellularen
Proteine verantwortlich und eine Inhibition flhrt zur Apoptose, wobei schnell
proliferierende Zellen besonders anfallig sind 21 Die Wirksamkeit des Bortezomib
zeigte sich in einer randomiserten Studie mit Patienten mit rezidiviertem oder
refraktarem MM. In dieser Studie wurde eine Bortezomib-Monotherapie mit einer
Dexamethason-Monotherapie verglichen und es zeigte sich bei den mit Bortezomib
behandelten Patienten eine hohere Rate an Remissionen mit 38 % versus 18%, ein
langeres ereignisfreies Uberleben mit im Median 6 versus 3 Monate sowie ein
verbessertes Gesamtiiberleben mit einer Hazard-Ratio von 0,57 2*. Damit steht
neben den immunmodulatorischen Substanzen Thalidomid und Lenalidomid mit dem
Proteasomen-Inhibitor Bortezomib eine dritte ,Neue Substanz® zusatzlich zur
klassischen Chemotherapie und HDT zur Behandlung der Patienten mit MM zur
Verfigung. Dennoch kann auch mit diesen Substanzen bei Patienten mit MM keine
Heilung erzielt werden und die meisten Patienten sterben aufgrund einer

progredienten Erkrankung.

Generelles Ziel meiner Arbeiten war es, die Prognose der Patienten mit MM zu
verbessern. Die Untersuchungen im ersten Teil beschaftigten sich mit einer
Verbesserung der HDT mit autologer PBSZT als Primartherapie der Patienten bis 65
Jahre. Initial erfolgten Untersuchungen zur Blutstammzellmobilisation als
Voraussetzung fur die Durchfuhrung einer HDT mit autologer PBSZT. Dabei fanden
wir, dass die Verwendung des Wachstumsfaktors Pedfilgrastim im Vergleich zu
konventionellem G-CSF zu einer ausreichenden Mobilisation von hamatopoetischen
Stammzellen fuhrte und die Gabe nach zytotoxischer Therapie zu einer Verklrzung
der Neutropeniedauer fuhrte. Weitere Untersuchungen zeigten, dass die Toxizitat der
HDT durch die Wachstumsfaktoren Pedfilgrastim und Palifermin reduziert werden

konnte. Dieser Teil der Arbeit endet mit einer randomisierten Studie, die zeigen



konnte, dass eine intensivierte Konditionierung nicht zu einer erhéhten Wirksamkeit
fuhrt.

In einem zweiten Teil stelle ich Untersuchungen zum Einsatz der ,Neuen
Substanzen® Thalidomid und Bortezomib bei Patienten mit Rezidiv vor. Dabei wurden
fur beide Substanzen Kombinationstherapien mit klassischen Chemotherapeutika
hinsichtlich Effektivitat und Nebenwirkungen untersucht und unterschiedliche
individuelle Strategien entwickelt mit dem Ziel, sowohl eine wirksamere Behandlung
zu erzielen als auch die Toxizitat moglichst gering zu halten. Da mit Hilfe der ,Neuen
Substanzen“ bessere Remissionsraten erzielt werden konnten, bedurfte es
sensitiverer Methoden zur Beurteilung des Therapieerfolges.

Der dritte Teil meiner Habilitationsschrift widmet sich solchen diagnostischen
Verbesserungen. Die niedrigdosierte Skelett-Computertomographie (CT) erlaubt
aufgrund der hoéheren Auflésung im Vergleich zum konventionellen Rontgen nach
Pariser Schema eine verbesserte Darstellung von Osteolysen und extramedullaren
Raumforderungen. Auf der Grundlage einer molekularen Nachweismethode zur
Bestimmung der ,minimalen Resterkrankung“ (,minimal residual disease“, MRD)
etablierten wir einen neuen unabhangigen Prognosefaktor, der als Hilfestellung flr
therapeutische Entscheidungen dient. Der vierte und letzte Teil widmet sich neuen
Zelltherapien. Dies betrifft einerseits die allogenen PBSZT mit dosisreduzierter
Konditionierungen und andererseits Vakzinierungsbehandlungen mit dendritischen
Zellen. Im Einzelnen waren es Untersuchungen zur molekularen und funktionellen
Charakterisierung von in vitro generierten dendritischen Zellen mit Interferon a.

Die oben genannten Untersuchungen wurden in mehreren Artikeln publiziert.
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Themenkomplex 1:
Verbesserung der Hochdosistherapie und autologen Blutstammzell-

transplantation

Mobilisation hamatopoetischer Stammzellen durch Chemotherapie und die
einmalige Applikation von pegyliertem G-CSF (Pegfilgrastim) im Vergleich zu

konventionellem G-CSF (Filgrastim)

Far Patienten bis 65 Jahre stellt die HDT mit anschlieRender autologer PBSZT den
Goldstandard der Therapie dar '®'°. Nach einer myeloablativen Chemotherapie
werden autologe Blutstammzellen infundiert, um eine Rekonstitution der
Hamatopoese und des Immunsystems zu gewahrleisten. Durch extrakorporale
Aphereseverfahren werden dazu etwa 2,0 x 10° CD 34+ Zellen / kg KG gesam-
melt %°. Um hamatopoetische Stamm- und Vorlauferzellen in das periphere Blut zu
mobilisieren, kann eine zytotoxische @ Chemotherapie, hamatopoetische
Wachstumsfaktoren wie G-CSF oder eine Kombination aus beidem verwendet
werden 2%,

Bei Patienten mit malignen Lymphomen konnte die einmalige Gabe einer
Polyethylen-Glycol (PEG) - konjugierten Form des G-CSF (Pedfilgrastim) mit einer
langeren Halbwertszeit die Zeit der therapieassoziierten Neutropenie nach einer
konventionellen Chemotherapie in gleicher Weise verkurzen, wie eine mehrfache,
tagliche G-CSF Applikation 2®3°. Daher lag es nahe, Pegfilgrastim auch fiir die
Mobilisation autologer hamatopoetischer Vorlauferzellen einzusetzen. Zur
Untersuchung des Mobilisationspotenzials von Pedfilgrastim applizierten wir im
Rahmen einer Kohortenstudie zunachst 12 mg Pedfilgrastim bei 15 Patienten mit MM
im Anschluss an eine zytotoxische Chemotherapie mit Cyclophosphamid (Referenz
A). Wir wahlten fur diese Kohorte das Doppelte der Ublichen Pedfilgrastimdosis, da
zu diesem Zeitpunkt wenig Uber die Mobilisationseigenschaften des Pedfilgrastim
bekannt war. Bei allen Patienten konnten durch im Median eine Apherese (Spanne:
1-3) ausreichend periphere Blutstammzellen fir mindestens eine autologe PBSZT
gewonnen werden (Tabelle 1). Im Vergleich zu einer historischen “matched pair*
Kontrollgruppe, die mit konventionellem G-CSF behandelt wurden, zeigten sich keine

signifikanten Unterschiede in Bezug auf die maximale Hohe der CD34+ Zellen und
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die absolute Menge der gesammelten CD 34+ Zellen / kg KG. Auch die Daten dieser
beiden Patientengruppen zur Neutrophilenrekonstitution im Rahmen der
durchgefuhrten HDT und autologen PBSZT waren identisch, ebenso wie die
peripheren Zellwerte 100 Tage nach Transplantation. Auffallig war jedoch, dass die
Zeit bis zur Neutrophilenrekonstitution in der Pedfilgrastimgruppe signifikant um zwei
Tage kurzer war als in der historischen Kontrollgruppe und dies fuhrte dazu, dass die
Apherese im Median zwei Tage friher durchgefuhrt werden konnte.

Tabelle 2. Mobilisationsdaten nach 4 g/m?2 Cyclophosphamid
Pegfilgrastim-Gruppe
Variable 6 mg 12 mg G-C5F-G ruppe
Zytokin-Dosis 1
Total (mg) 6 12 6 (3.4-13.4)
Berechnet (ug/kg/Tag) 8.2 (4.6-11.9)
Anzahl der Gaben T 1 1 11 (8-15)
1. Tag d. Zytokin-Gabe 4 (2-9) 4 (3-6) 4 (2-7)
Anzahl Tage bis Rekonstitution d. Leukozyten12 (8-16) 12 (7-14) 14 (11-15)
=1 % 10%L%
Anzahl Tage bis Thromboz.-Rekonst.
=20 x 10%/L 11 (0-14) 11 (10-15) 12 (10-18)
=50 x 10%/L 13 (8-16) 13 (10-17) 14 (10-23)
Tag d. max. CD34+- Messung im PB 13 (11-18) 12 (11-16) 14 (12-18)
Max. Cd34+-Zellzahl/pl PB 131 (39-1084) 85 (7-1055) 75 (5-760)
T p <0.05.
1 p=0.03.

Tabelle 1: Daten zur Stammzellmobilisierung mit Pegdfilgrastim 6 mg (n=15),
Pedfilgrastim 12 mg (n=15) und G-CSF (n=15)

In einem zweiten Schritt verringerten wir die Pedfilgrastimdosis auf 6 mg und
behandelten weitere 15 Patienten (Referenz B). Die Mobilisationsergebnisse dieser
Gruppe unterschieden sich nicht von den Ergebnissen der mit Pedfilgrastim 12mg
behandelten Patienten und zeigten dieselben signifikanten Unterschiede im
Vergleich zum historischen Kontrollkollektiv.

Die Schlussfolgerung aus diesen Ergebnissen war, dass bei Patienten mit MM eine
Mobilisation hamatopoetischer Blutstammzellen mit Hilfe von Pegfilgrastim moglich
ist. Die einmalige Applikation von 6 mg Pedfilgrastim war der taglichen Gabe von

konventionellem G-CSF gleichwertig. Eine weitere Dosissteigerung des Pedfilgrastim
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schien keinen weiteren Nutzen zu haben. Vorteilhaft flir die Pedfilgrastimgabe war
die schnellere Neutrophilenrekonstitution, die mit einer Verringerung des Risikos fur
infektiologische Komplikationen in der Phase der Neutropenie einherging. Ebenso
vorteilhaft war die Reduktion der erforderlichen Injektionen von im Median 11
(Spanne 8-15) auf eine einzige Applikation und damit eine potentielle Verbesserung
der Patienten-,Compliance®. Mittlerweile konnten unsere Daten zur Pedfilgrastim
induzierten zytotoxischen Blutstammzellmobilisation auch von anderen Gruppen
bestatigt werden 332, Da die wachstumsfaktorabhangige Mobilisation
hamatopoetischer Vorlauferzellen jedoch starken individuellen Schwankungen

unterliegt, sind groRere randomisierte Studien notwendig.

Genexpressionsanalyse von Blutstammzellen, die mit pegyliertem G-CSF

(Pegfilgrastim) mobilisiert wurden

In einer weiteren Untersuchung gingen wir der Frage nach, ob mit Pedfilgrastim
mobilisierte hamatopoetische Vorlauferzellen andere biologische Eigenschaften als
mit  herkdbmmlichem G-CSF stimulierte Zellen haben. Dazu fuhrten wir
Genexpressionsanalysen mit Hilfe von ,Affimetrix Microarrays® durch. Wir
untersuchten immunomagnetisch isolierte  CD34+  Zellen aus dem
Leukaphereseprodukt von 16 Patienten mit MM, die nach zytotoxischer
Chemotherapie mit Pedfilgrastim oder unkonjugiertem G-CSF behandelt worden
waren (Referenz C). In der Gruppe der mit Pedfilgrastim behandelten Patienten
fanden wir eine hohere Expression von Genen, die mit einer frihen Hamatopoese
und unreifen Vorlauferzellen einhergehen, wie HOXA9, MEIS1 and GATA3 3¢ |m
Gegensatz dazu waren Gene, die mit Erythropoese und spateren Stufen der
Myelopoese assoziiert sind, geringer exprimiert. Diese Ergebnisse wurden durch
FACS-Analysen und funktionelle ,Colony forming assays“ bestatigt. Bei den mit
Pedfilgrastim behandelten Patienten fand sich eine hohere Anzahl an
hamatopoetischen Stammzellen und ,common myeloid progenitors® und weniger
Vorlauferzellen der Erythro- und Megakaryozytopoese. Ein Ergebnis, das auch in der
funktionellen Analyse durch eine signifikant verringerte Ratio ,burst forming unit -
erthrocyte” (BFU-E) / ,colony forming unit — granulocyte / macrophage” (CFU-GM)
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bei den Zellen der mit Pedfilgrastim behandelten Patienten bestatigt werden konnte
(Abbildung 2).
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Abbildung 2: Immunphanotypisierung zur Analyse der hamatopoetischen Stamm- und
Progenitoruntergruppen (Oben) sowie Koloniezahlen nach 2 Wochen Kultur von CD34+

selektionierten Zellen (Unten)
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Der erhdhte Anteil an friihen Vorlauferzellen nach Mobilisation mit Pedfilgrastim wirkt
sich moglicherweise auf die Transplantation aus, da diese Zellen eine hohere
Kapazitat zur hamatopoetischen Langzeit-Repopulation besitzen. Wir, wie auch
andere ¥, zeigten, dass die Leukozytenzahlen bei den mit Pedfilgrastim behandelten
Patienten am Tag 100 post transplantationem signifikant hoher lagen als bei den
Patienten, die mit konventionellen G-CSF behandelt wurden.

Insgesamt unterscheidet sich das Genexpressionsmuster von Schlisselgenen der
Hamatopoese, obwohl Pegfilgrastim und unkonjugiertes G-CSF dieselbe aktive
Substanz besitzen. Welchen Einfluss dies auf die Ergebnisse der HDT und autologen
PBSZT haben wird, muss Ziel weiterer Untersuchungen an grof3en

Patientenkollektiven sein.

Randomisierte Studie zur Intensivierung der Hochdosistherapie mit
Blutstammzelltransplantation

Bei der HDT ist eine Konditionierung mit Melphalan 200 mg/m2 als Monotherapie
einer Kombinationstherapie aus Melphalan und Ganzkérperbestrahlung iiberlegen ®
und stellt heutzutage den Standard der Konditionierung zur HDT dar. Dennoch
erleiden alle Patienten ein Rezidiv der Erkrankung. Daher untersuchten
unterschiedliche  Gruppen unter der Annahme einer positiven Dosis-
Wirkungsbeziehung, inwieweit eine weitere Intensivierung der HDT einen
zusatzlichen Nutzen bringen wurde. Dabei wurden zwei Wege zur Dosissteigerung
eingeschlagen. Einerseits wurde durch eine so genannte Tandem-HDT, eine
zweimalige HDT im Abstand von 3 bis 6 Monaten, die Therapie intensiviert 3%4° |
anderseits wurde die Konditionierungschemotherapie vor HDT weiter gesteigert **.
Idarubicin als Bestandteil von Konditionierungsregimen fuhrte bei Patienten mit

4 und besitzt dartiber hinaus

akuten Leukamien zu einem langeren Uberleben
Wirksamkeit bei der Behandlung von Patienten mit MM *547. Daher wurde in einer
Dusseldorfer Pilotstudie *? Idarubicin mit den zwei in der Behandlung des MM
etablierten Substanzen Melphalan und Cyclophosphamid kombiniert. Acht Patienten
wurden mit einer intensivierten HDT-Konditionierung bestehend aus Idarubicin

60 mg/m?, Melphalan 200 mg/m? und Cyclophosphamid 120 mg/kg (HD-IMC)
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behandelt. Sieben von den acht Patienten erreichten eine komplette Remission (CR),
ohne dass dabei inakzeptable Nebenwirkungen beobachtet werden konnten.

Aufgrund dieser Daten wurde von der Westdeutschen Myelomstudiengruppe unter
Dusseldorfer Leitung eine prospektive, randomisierte, multizentrische Studie initiiert,
die eine intensivierte Konditionierung mit HD-IMC gegenlber einer
Standardkonditionierung bestehend aus Melphalan 200 mg/m? (HD-M) hinsichtlich
des Zielkriteriums ,Ereignisfreies Uberleben“ vergleichen sollte (Abbildung 3,

Referenz D).

Protokoll der Westdeutschen Myelomstudiengruppe
zur Primartherapie des Multiplen Myeloms (1997)

Dosisintensivierte Hochdosistherapie (IMC)
versus klassische Hochdosistherapie (M)

Multizentrische (n=12), -

randomiserte
Phase Il -Studie 2xID
Medianes Follow-up CA
60 Monate
Randomisation

Hochdosis
Melphalan 200mg/m?

CA Cyclophosphamid / Adriamycin
ID Idarubicin/ Dexamethason
- INF Interferon alpha

Abbildung 3: Studienplan Westdeutsche Myelomstudiengruppe 1997 - Studienprotokoll

In diese Studie wurden von Januar 1997 bis Dezember 1999 insgesamt 116
Patienten im Alter von 18 bis 66 Jahre und einem behandlungsbedurftigen und
bisher unbehandelten MM oder mit einem Rezidiv nach konventioneller
Chemotherapie inkludiert. Eine Interimsanalyse 12 Monate nach Beginn der Studie
zeigte im intensivierten Therapiearm eine erhohte Therapie-assoziierte Mortalitat
(TRM) in Verbindung mit einer erhdhten Rate an schweren Mukositiden Grad 3 und 4
nach WHO sowie an supraventrikularen Arrhythmien. Daher wurde die ldarubicin-

Dosis auf 20 mg/m? reduziert, die Bolusgabe auf eine kontinuierliche Gabe Uber
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24 Stunden umgestellt und Patienten Uber 60 Jahre von der Studie ausgeschlossen.
Im Dezember 1999 wurde die Studie fruhzeitig beendet, da im experimentellen
Therapiearm der funfte  Todesfall beobachtet wurde, wahrend im
Standardtherapiearm kein einziger Todesfall aufgetreten war. Zu diesem Zeitpunkt
waren von 116 Patienten 56 randomisiert worden und diese Patienten wurden

ausgewertet (Abbildung 4).

Rekrutierung und Randomisation

Studieneinschluss
116 Patienten 42 drop-outs wiahrend Induktionstherapie
n=19 = 60 Jahre (Protokoll-Ammendment 08/98)

1 n=13 Studienabbruch 12/99

n= 5 Medizinische Kontraindikationen

n= 1 Allogene Blutstammzelltransplantation
3 Tod aufgrund progredienter Erkrankung

1 Tod therapieassoziiert

ollendete Induktiot
74 Patienten

18 drop-outs vor Randomisation
'l n=6 Ungeniigende Stammzellmenge

T n=5 Widerruf der Einverstandniserklarung

Random'satmn n=7 Einspruch des behandelnden Zentrums

56 Patienten
g N

HD - M HD - IMC
30 Patienten 26 Patienten

n= 9 ldarubicin 60 mg/m2
n=15 ldarubicin 42 mg/m2

n=2 HD-M

n
n

Abbildung 4: Westdeutsche Myelomstudiengruppe 1997 - Rekrutierung

Die TRM war bei den Patienten im HD-IMC Therapiearm mit 20 % versus 0 %
unverhaltnismalfig hoch (Tabelle 2). Ursachlich dafur war eine signifikant verlangerte
Neutropenie- (14 versus 7 Tage, p < 0,001) und Thrombopeniedauer (21 versus 12
Tage, p <0,001) im HD-IMC Arm in Verbindung mit einer hdheren Rate an schweren
WHO Grad 3 und 4 Mukositiden (80% versus 27%, p < 0,001). Die Kombination aus
langandauernder Aplasie und grof¥flachiger Eintrittspforte fur Erreger fuhrte zu einer
signifikant hoheren Anzahl an Tagen mit Fieber sowie Tagen mit intravendsen

Antibiotikagaben im experimentellen Therapiearm.
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Ergebnisse: Nebenwirkungen (100 Tage nach HDT)
Toxizitat M IMC *p<oo1

Tage Leuko < 1000/l 7 14 i
Tage Thrombo < 50/nl 12 21 *

Mukositis °II/IV (%) 27 80 :

CRP maximal (mg/dl) 7 20 *
Tage Fieber 3 11 )
Tage iv Antibiotika 4 13 )
EK-Transfusionen 2 6 *
TK-Transfusionen 4 16 *
Blutungen “I/IV (%) 4 28 0.07
TRM (%) 0 20 *

Tabelle 2: Westdeutsche Myelomstudiengruppe 1997 - Nebenwirkungen

Trotz der intensivierten Therapie mit hoheren Nebenwirkungen zeigte sich jedoch
kein erhohtes Ansprechen auf die Therapie mit HD-IMC. Die Rate der CR war im HD-
IMC Arm zwar mit 50% (95% CI: 26-74 %) gegenuber dem HD-M Arm mit 33 % (95%
Cl: 17-55 %) erhoht, erreichte aber keine Signifikanz (p = 0,3). Die
Gesamtansprechraten bestehend aus CR + partieller Remission (PR) waren in den
beiden Therapiearmen mit 85 % bzw. 83 % (p = 1,0) gleich. Dies Ubertrug sich auf
die Ergebnisse des ereignisfreien und des Gesamtiuberlebens. Nach einem
medianen ,Follow-up“ von 50 Monaten betrug das ereignisfreie Uberleben in der HD-
IMC Gruppe und der HD-M Gruppe 20 bzw. 16 (p = 0.8) Monate und das
Gesamtuberleben 46 bzw. 66 (p = 0.2) Monate (Abbildung 5). Auch in der
Subgruppenanalyse der Patienten, die an Tag 100 post transplantationem noch
lebten und daher nicht von der hohen TRM betroffen waren, zeigte sich kein Vortell

der intensivierten Therapie.
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Abbildung 5: Westdeutsche Myelomstudiengruppe - Ergebnisse

Die wichtigste Erkenntnis aus dieser Studie war, dass eine Intensivierung der
Konditionierung mit Idarubicin und Cyclophosphamid zu einer nicht akzeptablen
Toxizitat fihrte. Ahnliche Ergebnisse wurden von andern Gruppen verdffentlicht, die
intensivierte Konditionierungen gepruft haben und dabei eine TRM von 12-30 %

beobachten mussten *%

Als Konsequenz daraus sollte das Prinzip der
Dosissteigerung der einzelnen HDT in Zukunft nicht weiter verfolgt werden. Dies gilt
insbesondere nach Betrachtung der Subgruppenanalyse der Patienten, die an
Tag 100 nach Therapie noch am Leben waren. Selbst diese Gruppe zeigte im
weiteren Verlauf keinen Vorteil hinsichtlich einer verlangerten Remissionsdauer oder
gar eines verlangerten Uberlebens. Insgesamt stellen die von uns gemachten
Beobachtungen das Prinzip der chemotherapeutischen Intensivierung der
Konditionierung der einzelnen HDT generell in Frage. Erfolgreicher war der zeitgleich

von der ,Intergroupe francophone de myleome* 39

verfolgte Ansatz durch eine
Tandem-HDT eine Therapieintensivierung zu erreichen, aber die Nebenwirkungen
aufgrund der zeitlichen Trennung der Behandlung nicht zu erhéhen. Bei diesem
Ansatz zeigte sich ein signifikanter Uberlebensvorteil fir die zweimal transplantierten
Patienten mit einem im Median um 10 Monate verlangerten Gesamtuberleben. Dies
galt jedoch nur fir die Subgruppe der Patienten, die nicht mindestens eine sehr gute
partielle Remission nach der ersten Hochdosistherapie erreicht hatten.

In Zukunft wird durch die Verfugbarkeit der ,Neuen Substanzen® und mdglicher

Synergieeffekte zwischen Chemotherapie und Immunmodulation, Anti-Angiogenese
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und Proteasomen-Inhibition das Thema der Intensivierung der HDT erneut diskutiert
werden. Eigene preliminare Daten bei Patienten, die im Rezidiv eine zweite HDT
erhalten hatten, zeigen, dass eine Konditionierung mit Melphalan und Bortezomib gut
vertraglich ist. Die Patientenzahl ist jedoch noch zu gering und das ,Follow-up“ zu

kurz, um Aussagen Uber das Ansprechen zum jetzigen Zeitpunkt zuzulassen.

Verringerung der Toxizitit nach Hochdosistherapie und autologer
Blutstammzelltransplantation durch den Einsatz von pegyliertem G-CSF

(Pegdfilgrastim) und Keratinozyten-Wachstumsfaktor (Palifermin)

Aufgrund unserer Erfahrungen aus der Studie zur Dosisintensivierung der HDT
(Referenz D) setzten wir uns zum Ziel, die Toxizitat der HDT in Zukunft zu
reduzieren. Eine verlangerte Zeit der Neutropenie sowie eine hochgradige Mukositis
im intensivierten Therapiearm konnten als Hauptursachen fur schwere infektiose
Komplikationen und die erhdhte TRM ausgemacht werden. Der Einsatz von
Wachstumsfaktoren als supportive Malknahmen zur Verbesserung der
Nebenwirkungen lag daher nahe.

Auch ohne den Einsatz von hamatopoetischen Wachstumsfaktoren finden sich
erhdhte G-CSF Spiegel bei Patienten wahrend der frihen Phase der
Knochenmarkaplasie nach HDT und autologer PBSZT 48 Wahrend der spateren
Phase der hamatologischen Rekonstitution kann der Einsatz von G-CSF die Zeit bis
zum Neutrophilenanstieg beschleunigen und auf diesem Wege die TRM ver-
ringern  “**°. Bei heterogenen Patientenkollektiven mit  unterschiedlichen
hamatologischen Neoplasien konnte gezeigt werden, dass mit Pedfilgrastim eine
vergleichbare Wirkung erreicht werden konnte °7°'2 Pharmakokinetische Daten
beim Menschen waren jedoch in dieser Situation nicht bekannt. Daruber hinaus
waren krankheitsspezifische Unterschiede nicht auszuschlielten, da Patienten mit
MM niedrigere endogene G-CSF Spiegel wahrend der Neutropenie aufweisen als
andere Patienten 3. Wir wollten daher den Einsatz von Pedfilgrastim in einem
homogenen Kollektiv von Patienten mit MM untersuchen und gleichzeitig
Pedfilgrastimspiegel im Plasma messen (Referenz E).
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Wir applizierten daher bei 21 Patienten am Tag +1 nach HDT und autologer PBSZT
6 mg Pedfilgrastim und fuhrten tagliche Messungen des Blutbildes sowie der
Pedfilgrastimspiegel durch (Abbildung 6).

12 + T 120

+ 100

—- Neutrophilenzahl

T+ 80
=0~ Pegfilgrastimlevel

T 60

140

Pegfilgrastim-Plasmaspiegel ng/ml

Anzahl Neutrophile x 10%/1

T 20

Tage nach HDT

Abbildung 6: Pedfilgrastimspiegel und Neutrophilenzahlen nach HDT

Die Pedfilgrastimspiegel stiegen am Tag nach Applikation prompt an und erreichten
im Median Werte von 94 ng/ml (Spanne: 37-205). Die gemessenen
Pedfilgrastimspiegel wurden durch die Zahl der Neutrophilen selbst reguliert.
Einerseits korrelierten die maximal erreichten Pedfilgrastimspiegel streng invers (r = -
0,7, p < 0,001) mit der Anzahl der direkt nach Pedfilgrastimgabe stimulierten
Neutrophilenzahl. Andererseits zeigten sich bei allen Patienten unverandert hohe
Pedfilgrastimspiegel, die erst zum Zeitpunkt der beginnenden
Neutrophilenrekonstitution abfielen. Bei allen Patienten mit Neutrophilenzahlen von
mehr als 0,5 x 10%/1 fand sich ein Pedfilgrastimspiegel von weniger als 20 pg/ml.

Diese Beobachtung ist von besonderer Bedeutung, da bei einer Patientin am Tag der
Neutrophilenregeneration eine Milzruptur bei normaler MilzgroRe eintrat (Referenz
F). Es handelte sich dabei um eine seltene Nebenwirkung, die beim Einsatz von

myeloischen Wachstumsfaktoren beschrieben ist % Ein besonderes Risiko durch
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den Einsatz von Pedfilgrastim erscheint aufgrund der zum Zeitpunkt der Milzruptur
niedrigen Pedfilgrastimspiegel eher unwahrscheinlich.

Klinisch verglichen wir unsere Kohorte von 21 Patienten mit einer historischen
Kontrollgruppe von Patienten mit MM, die nach HDT keine Wachstumsfaktoren
erhalten hatten und sich hinsichtlich Alter, Vortherapien und erhaltener CD 34+
Zellzahlen nicht unterschieden (Referenz E). Es zeigte sich, dass die Patienten in
der Pedfilgrastimgruppe eine signifikant (p < 0,0001) kirzere mediane
Neutropeniedauer von 6 Tagen (Spanne: 5-11) im Vergleich zu 11 Tagen (Spanne:
8-26) aufwiesen (Abbildung 7).
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Leukozytenrekonstitution
Kontrollgruppe

[ Pp<0.001——— m
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1
..I

Leukozytenrekonstitution
Pegfilgrastim-Gruppe

Leukozytenzahl x 10%/1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Tage nach PBSCT

Abbildung 7: Neutrophilenrekonstitution der Pedfilgrastimgruppe im Vergleich zu einer

historischen Kontrollgruppe ohne G-CSF Unterstitzung

Interessanterweise fuhrte die um im Median finf Tage verkirzte Neutropeniedauer
jedoch nicht zu einer Verbesserung von klinischen Parametern wie Tage mit Fieber,
Tage mit intravendsen Antibiotika, Tage mit Analgetika, Tage mit parenteraler
Ernahrung oder Tage im Krankenhaus (Tabelle 2). Dies lag daran, dass die meisten
Patienten trotz friher Neutrophilenrekonstitution weiterhin an Mukositis litten und
daher im Krankenhaus bleiben mussten. In einer zweiten Kohorte von 21 Patienten
gaben wir daher neben Pedfilgrastim an Tag +1 den humanen Keratinozyten-

Wachstumsfaktor Palifermin an Tag -6 bis -4, der die Dauer und Schwere der
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Mukositis nach HDT bei Patienten mit hamatologischen Neoplasien verringern
kann °°. Durch diese kombinierte Behandlung benétigten die Patienten signifikant
weniger Antibiotika, Morphin und parenterale Ernahrung und konnten im Median um

5 Tage fruher entlassen werden als Patienten, die keine Wachstumfaktoren erhielten.

Kontrolle Pegfilgrastim Pegfilgrastim
+ Palifermin
Patientenzahl 21 21 45
Diagnosen / Therapie MM / HD-M MM / HD-M MM / HD-M
Alter 53 (42-64) 55 (39-69) 60 (45-74)
CD34+/kg 3,9(2,0-13,0) 4,5(2,0-12,0) 3,5(1,9-18,8)
Tage bis WBC=1x10% 15(11-29) 10 (9-14) 11 (9-23)
Tage bis PLT>20x10%/1 13 (9-49) 12 (8-20) 12 (0-18)
Thrombozytenkonzentrate 2(0-11) 2 (0-11) 2 (0-8)
Erythrozytenkonzentrate 2 (0-6) 2 (0-14) 1 (0-6)*
Tage mit Fieber 1(0-5) 0 (0-5) 0 (0-13)
Tage mit i.v. Antibiotika 6 (0-23) 4 (0-21) 0 (0-29)
Tage mit parent. Erndahrung 6 (0-16) 6 (0-16) 0 {0-29)
Tage mit i.v. Morphintherapie 8 (0-21) 4 (0-21) 0(0-12)"
Tage stationirer Aufenthalt 22 (15-29) 21 (15-34) 17 (13-49)*
Maximale Mukositis (WHO) 1(0-4)
Tage mit Mukositis 1(0-43)

Tabelle 2: Klinische Parameter der drei Kohorten

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass durch den einmaligen Einsatz von
Pedfilgrastim nach HDT um den Faktor 100 hohere Spiegel im Blut erreicht wurden,
als physiologisch in der Neutropenie zu beobachten sind *® und um den Faktor 10
héhere Spiegel, als durch repetitive G-CSF Gaben erreicht werden kénnen % Es
wurden dabei hohe Spiegel bis zum Zeitpunkt der Neutrophilenrekonstitution aufrecht
erhalten und dann sicher abgebaut. Damit unterschied sich die Kinetik von dem
bekannten pharmakokinetischen Profil bei Rhesusaffen, bei denen nach
Pedfilgrastimapplikation ein kontinuierlich fallender Wirkspiegel nach HDT

beschrieben wurde .

Die alleinige Gabe von Pedfilgrastim fuhrte zu einer
schnelleren Neutrophilenregeneration, war aber nicht ausreichend, um Kklinische
Nebenwirkungen signifikant zu reduzieren. Dies gelang erst mit der kombinierten
Behandlung mit Pedfilgrastim und Palifermin. Diese Kombination bewirkte eine im
Median nur sechs Tage andauernde Aplasiephase begleitet von einer nur gering

ausgepragten Mukositis, die eine normale Nahrungsaufnahme bei den meisten
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Patienten erlaubte. Zuklnftige Untersuchungen zielen auf eine Verminderung der
Therapie-assoziierten Nausea und den Transfusionsbedarf an Erythrozyten-

konzentraten ab.
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Themenkomplex 2:
Verbesserung der Rezidivtherapie durch Thalidomid und

Bortezomib

Entwicklung einer Risiko-adaptierten Therapie mit Thalidomid als Mono- oder

Kombinationstherapie bei Patienten mit rezidivierter Erkrankung

Seit 1999 % ist bekannt, dass eine Thalidomid Monotherapie bei Patienten mit
rezidiviertem oder refraktdrem MM bei einem Drittel der Falle Remissionen
induzieren kann und damit eine wirksame Substanz in der Therapie des MM darstellt.
Die optimale Dosierung und Dauer der Therapie ist jedoch bis heute nicht bekannt.
Eine Kombination mit Steroiden flhrte zu einer Verdoppelung der Ansprech-
raten °%°°. Daher fiihrten wir eine einarmige, multizentrische Phase Il Studie zur
Kombinationstherapie aus Thalidomid, Dexamethason und hyperfraktioniertem
Cyclophosphamid (Hyper-CDT) durch (Referenz G), mit dem Ziel die
Remissionsraten durch eine Kombination mit konventioneller Chemotherapie weiter
zu steigern. Von Juli 2000 bis Dezember 2001 wurden insgesamt 60 Patienten mit
rezidiviertem oder refraktarem MM und im Median zwei vorherigen Therapielinien
(Spanne: 1-6) in diese Studie inkludiert und gemal’ dem in Abbildung 8 dargestelliten
Therapieschema behandelt.

In der Studie erreichten 84 % (4 % CR, 68 % PR, 12 % MR) der Patienten eine
Remission, die im Median 11 Monaten anhielt. Das mediane Gesamtuberleben lag
bei 19 Monaten. Dies entsprach Ergebnissen, die andere Gruppen zeitgleich
erhoben und publiziert hatten 6", Besonders hervorzuheben ist, dass Patienten mit
schlechten Prognoseparametern wie refraktarer Erkrankung, hohem [32-Mikroglobulin
oder zytogenetischen Aberrationen, in dieser Untersuchung kein schlechteres
Ansprechen oder Uberleben aufwiesen als Patienten mit gilinstigen
Prognosefaktoren. Die hohen Ansprech- und Uberlebensraten waren jedoch von
einer erhohten Toxizitat begleitet. So traten folgende schwere Grad 3+4 Toxizitaten
auf: 88 % Neutropenie, 26 % Infektionen, 30 % Thrombozytopenie, 16 % Neuro-
pathie, 9 % Lebertoxizitdt, 6 % Nierentoxizitat, 8 % kardiale Toxizitat und

14 % thromboembolische Ereignisse. Wir hatten damit ein hoch wirksames
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Therapieprotokoll flur die Rezidivsituation entwickelt, das jedoch schwere

Nebenwirkungen verursachte.

Cyclophosphamid . . l

(300 mg/m? 2x/die) l I I

D th
e o) (NN 1nns 111

Thalidomiid
p.o.)
Tage 123 45678 910111213 14151617T18192021 222324252627 28
* 100 100
5 —_
3 £
z 75 c 15
) a
a <
g %0 g %
® E
G £
g = g »
[T o
o
0 . : - 0
0 (0] 12 18 24 0 ¢ 12 18 24 30
Meonate nach Studieneinschluss Monate nach Studieneinschluss

Abbildung 8: Hyper-CDT Protokoll und klinische Ergebnisse

Daher setzten wir in einer weiteren Untersuchung Thalidomid als Monotherapie ein,
obwohl bekannt war, dass bei mehrfach vorbehandelten Patienten nur in 30 % der
Falle ein Ansprechen mit einer Monotherapie erreicht werden konnte 2°°%%¢ Bej
diesen Untersuchungen handelte es sich namlich stets um heterogene Gruppen mit
Patienten mit bis zu sechs vorherigen Therapielinien und einer Mischung aus
refraktarer und rezidivierter Erkrankung. Unter der Vorstellung, dass Patienten in
einer frthen Phase der Erkrankung besser auf eine Thalidomid-Monotherapie
ansprechen wurden, untersuchten wir ein homogenes Patientenkollektiv von 32
Patienten, die Thalidomid im ersten nicht-refraktaren Rezidiv nach HDT und

autologer PBSZT erhalten hatten (Referenz H). Die Patienten nahmen im Median
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200 mg (Spanne: 100-400 mg) Thalidomid pro Tag bis zum Progress der Erkrankung
ein.
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Abbildung 9: Thalidomid-Monotherapie im ersten Rezidiv nach HDT.
A Zeit bis zur Progression (TTP) und Gesamtiberleben (OS)

B Ansprechraten

C Gesamtuberleben nach vorangegangener Remissionsdauer

D Zeit bis zur Progression nach vorangegangener Remissionsdauer

Durch diese Behandlung konnte bei 78 % (59 % PR, 19 % MR) der Patienten ein
Ansprechen beobachtet werden. Das ereignisfreie und das Gesamtlberleben
betrugen im Median 23 und 41 Monate (Abbildung 9). Unsere Daten zeigten ein
deutlich hoheres und langeres Ansprechen einer Thalidomid-Monotherapie als es in

der Literatur fir schwer vortherapierte Patienten vorbeschrieben war 2% Dariiber
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hinaus war die Vertraglichkeit der Therapie gut und der Anteil der schweren Grad 3
und 4 Nebenwirkungen betrug nur 15 %. Einen Anhalt fur eine Dosiswirkungs-
beziehung, wie sie von einigen anderen Autoren beschrieben wurde 2°%%%¢ konnten
wir bei unseren Patienten nicht finden. Es zeigte sich in den univariaten
Subgruppenanalysen, dass Patienten mit zytogenetischen Veranderungen, CRP-
Wert von mehr als 6 mg/l oder einem Fruhrezidiv nach weniger als 12 Monaten nach
HDT ein schlechteres Ansprechen aufwiesen als Patienten ohne diese
Veranderungen. In der Multivariat-Analyse erwies sich der Faktor Frihrezidiv als der

stabilste Parameter sowohl flr das ereignisfreie als auch fur das Gesamtuberleben.

Zusammenfassend konnten wir durch einen frihen Einsatz von Thalidomid im ersten
Progress nach Hochdosistherapie etwa zwei Drittel aller Patienten mit einer gut
vertraglichen  Thalidomid-Monotherapie behandeln und lange anhaltende
Remissionen erreichen. Dennoch zeigen die Ergebnisse, dass eine Risiko-adaptierte
Therapieentscheidung getroffen werden sollte. Patienten mit Fruhrezidiv und einer
vorangegangenen Remissionsdauer von weniger als 12 Monaten sollten nicht mit
dieser Therapie behandelt werden. Fir diese Patienten stellt das auch bei Patienten
mit schlechten Prognosefaktoren effektive Hyper-CDT Protokoll eine gute
Behandlungsalternative dar, wobei eine hohere Nebenwirkungsrate in Kauf

genommen werden muss.

Entwicklung eines Eskalationsalgorithmus mit Bortezomib als Mono- oder

Kombinationstherapie bei Patienten mit rezidivierter Erkrankung

Nach einem erneuten Rezidiv wahrend einer Thalidomid Mono- oder
Kombinationstherapie stellt eine Therapie mit Bortezomib eine mogliche
Behandlungsalternative dar. Die Monotherapie mit Bortezomib ist eine etablierte
Therapie fur Patienten mit fortgeschrittener Erkrankung 2467 die sogar bei Patienten
mit ungunstigen Prognosefaktoren wie zytogenetischen Aberrationen in gleicher
Weise hinsichtlich Ansprechraten und Remissionsdauer wirksam ist, wie bei

% Dennoch kann mit einer Bortezomib-

Patienten mit gunstigen Risikofaktoren
Monotherapie nur bei weniger als der Halfte der vortherapierten Patienten eine

Remission erreicht werden. Damit bestand, wie bereits beim Thalidomid beschrieben,



28

die Notwendigkeit nach einer Kombinationstherapie zu suchen, die hdhere
Ansprechraten erreichen konnte. Als moglichen Kombinationspartner bot sich
Bendamustin an, dessen Wirksamkeit bei Patienten mit MM bisher in zwei Studien
belegt wurde ®¥7°. Bendamustin ist ein bifunktionales alkylierendes Agens, das eine

t " und kaum Kreuzresistenzen zu anderen

t72

extrem gute Vertraglichkeit ha
alkylierenden Substanzen oder Anthrazyklinen aufweist . Aus diesem Grunde ist es
besonders fur Patienten mit mehrfachen Vortherapien geeignet.

Da eine Kombinationstherapie in der Regel der Falle mit erhdhten Nebenwirkungen
einhergeht, wahlten wir in diesem Fall ein sequentielles Vorgehen mit einem an das
Ansprechen angepassten Therapieeskalationsalgorithmus (Referenz I). Dieser sah
vor, dass alle Patienten einen Zyklus einer Bortezomib-Monotherapie erhalten
sollten. Danach sollte die Behandlung fortgefiihrt werden, wenn zumindest eine MR
nach diesem Zyklus erreicht werden konnte. Andernfalls sollte eine Eskalation der
Therapie mit Dexamethason erfolgen. Die Kombination Bortezomib und
Dexamethason sollte erneut einen Zyklus lang verabreicht werden und an dessen
Ende war eine Evaluation des Therapieansprechens vorgesehen. Bei Erreichen von
mindestens einer MR sollte die Behandlung fortgeflihrt werden, anderenfalls sollte
eine  erneute  Therapieeskalation mit Bendamustin im  Sinne einer
Dreifachkombination erfolgen (Abbildung 10).

In dieser Studie wurden 50 Patienten mit MM behandelt, die im Median 3 (Spanne: 1-
7) vorherige Therapielinien inklusive HDT (92 %) und Thalidomid (80 %) bekommen
hatten. Nur bei 38 Patienten (78 %) konnte wie geplant mit einer Bortezomib-
Monotherapie begonnen werden. Bei 12 Patienten (24 %) wurde aufgrund von
schweren Komplikationen wie Hyperkalziamie, Nierenversagen oder extramedullarer
Manifestation mit einer Kombinationstherapie aus Bortezomib und Dexamethason
begonnen. Bei 23 Patienten (46 %) war keine Eskalation notwendig, 20 Patienten
(40 %) wurden mit einer Zweifachkombination und 7 Patienten (14 %) mit einer
Dreifachkombination behandelt. Die beobachteten Nebenwirkungen waren fir die
Monotherapie gering und stiegen mit den Eskalationsstufen an. Sie waren jedoch
auch bei den Patienten in der letzten Eskalationsstufe moderat. Von allen Patienten
mussten lediglich 14 % aufgrund von Nebenwirkungen im Verlauf der Behandlung

stationar aufgenommen werden.
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Abbildung 10: Flussschema, Zeit bis zur Progression und Gesamtiberleben aller Patienten,

Ansprechraten nach Dosiseskalationsstufe

Das Gesamtansprechen lag bei allen Patienten bei 84 % und war unabhangig von
der notwendigen Eskalationsstufe. Bei Patienten, die im Median seit 59 Monaten mit
der Diagnose Multiples Myelom behandelt wurden, konnte eine mediane
Remissionsdauer von 8 Monaten und ein Gesamtuberleben von 20 Monaten erzielt
werden. Dies stellte bei den untersuchten Patienten mit weit fortgeschrittener
Erkrankung ein gutes Ergebnis dar. Andere Arbeitsgruppen erzielten mit
Dreifachkombinationen unter Verwendung von Bortezomib ahnliche Ergebnisse 72,
wobei in diesen Untersuchungen jedoch stets alle Patienten eine
Dreifachkombination erhielten. Wieder konnten wir eine Patientengruppe
identifizieren, die nicht fur dieses Vorgehen geeignet war. Patienten, die aufgrund
von klinischen Problemen von Beginn an mit der Kombination Bortezomib und

Dexamethason behandelt wurden, zeigten ein deutlich schlechteres Ansprechen. Fur



30

diese Patienten muissen noch aggressivere Kombinationstherapien empfohlen

werden.

Insgesamt zeigen unsere Daten, dass eine Behandlung mit unserem Ansprechen-
adaptierter Behandlungsalgorithmus mdglich ist. Es ist nicht notwendig alle Patienten
initial mit einer Dreifachkombination zu behandeln. Vielmehr bietet sich an,
entsprechend dem Therapieansprechen die Behandlung zu eskalieren. Dadurch
lassen sich Nebenwirkungen vermeiden, was insbesondere bei Patienten mit vielen
Vortherapien von Bedeutung ist. Ferner lasst sich so eine bessere Lebensqualitat

erhalten.
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Themenkomplex 3: Verbesserung der Diagnostik

Vorhersage einer Krankheitsprogression durch den molekularen Nachweis von

minimaler Resterkrankung

Aufgrund der hodheren Ansprechraten, die durch Kombinationstherapien mit den
,Neuen Substanzen® erreicht werden, ist es notwenig sensitivere Nachweismethoden
zur Bestimmung der Krankheitsaktivitat zu entwickeln. Die Methode der ,Polymerase
chain reaction® (PCR) ist eine sensitive Methode, mit der kleinste Mengen an
residualen Tumorzellen nachgewiesen werden kdnnen. Der quantitative molekulare
Nachweis der MRD wird heutzutage bereits im klinischen Alltag fur die
Therapiekontrolle bei Patienten mit akuter lymphatischer Leukamie und chronisch
myeloischer Leukamie (CML) eingesetzt und Therapieentscheidungen hangen von
diesen Kontrollen ab .

Wir haben bei Patienten mit follikularem Lymphom (Referenz J) und bei Patienten
mit CML (Referenz K) die ,real-time“ quantitative (RQ) — PCR erfolgreich zur
Bestimmung der Krankheitsaktivitat eingesetzt. Patienten mit follikularem Lymphom
weisen in 80 % der Falle eine t(14;18)-Translokation auf, die mit der RQ-PCR
nachgewiesen werden kann. Wir zeigten an Proben aus dem peripheren Blut und
aus dem Knochenmark von 52 Patienten, dass wahrend einer Remission um den
Faktor 10 niedrigere Werte als wahrend einer aktiver Erkrankung zu messen waren.
Darlber hinaus fand sich ein signifikanter Unterschied in der Héhe der MRD

zwischen Patienten mit unterschiedlichem Remissionsstatus.

Bei Patienten mit CML kann die MRD anhand der t(9;22) - Translokation bestimmt
werden. Wir konnten bei 33 mit dem Thyrosinkinase-Inhibitor Imatinib behandelten
Patienten zeigen, dass mit Hilfe dieser Methode eine individuelle, patientenorientierte
Therapiesteuerung durch das molekulare Monitoring mdglich war. Eine molekulare
Remission erreichten 66 % der Patienten, wahrend bei 33 % eine Dosissteigerung
des Imatinib notwendig war. Diese war in 54 % der Falle erfolgreich, wahrend in

45 % der Falle eine Therapieumstellung auf Nilotinib erfolgen musste (Abbildung 12).
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Abbildung 11: MRD Monitoring mit Hilfe der RQ-t(14;18)-PCR im peripheren Blut und

Knochenmark von Patienten mit follikuklarem Lymphom
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Abbildung 12: MRD Monitoring mit Hilfe der RQ-bcr/abl-PCR bei Patienten mit

chronisch myeloischer Leukamie

Bei Patienten mit B-Zellerkrankungen stellt der patientenspezifische Immunglobulin-
Schwerkettenlokus (IgH) einen mdgliche molekularen Marker dar (reviewed by Fenk

etal”’

)- Durch die Verwendung von Allel-spezifischen Oligonukleotid-Primern (ASO),
die komplementar zu der individuellen IgH Gensequenz sind, kann mit der

quantitativen PCR die Anzahl der residualen Tumorzellen bestimmt werden. Bei
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Patienten mit MM wurde diese Methode bisher verwendet, um die Effektivitat von
,Purging“-Verfahren von Leukaphereseprodukten zu bestimmen %' oder die MRD
nach HDT und autologer PBSZT %% nachzuweisen. Dabei wurden von den
verschiedenen Arbeitsgruppen unterschiedliche Methoden verwendet, wie die
Jlimiting dilution“-Methode ® und RQ-PCR ®° Verfahren. Die Bedeutung der MRD
und ihres Verlaufes wahrend der Erkrankung ist jedoch zur Zeit bei Patienten mit MM
nicht geklart.

Wir etablierten eine IgH-RQ-PCR unter der Verwendung von ASO-Tagman Sonden
auf dem LightCycler System, das folgenden Qualitdtsmerkmalen entsprach:
Sensitivitit von mindestens 10, Lineraritat von mindestes r = 0.98 {iber sechs Log-
Stufen und Spezifitat mit ausschliel3lich negativen Werten bei Verwendung anderer
Patientenproben (Referenz L) (Abbildung 13). Damit fUhrten wir Messungen an DNA
aus Patientenproben aus dem peripheren Blut und aus dem Knochenmark durch.
Eine Normalisierung der Werte gelang durch das ,house-keeping“ Gen -Aktin und
eine Quantifizierung wurde durch den Quotienten 1 IgH / 2 3-Aktin durchgefuhrt, der

als ,Ratio” in Prozent angegeben wurde.

Diisseldorfer Myelomstudie 2001 — Wissenschaftliches Begleitprogramm

,Real-time“-quantitative (RQ)-IgH-PCR
zur Quantifizierung der ,minimalen Resterkrankung*
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(1 Myelomzelle in 10* normalen Zellen) Normalisierung:
Linearitét: B-Aktin als , house-keeping“-Gen
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Abbildung 13: MRD Monitoring mit Hilfe der Methode der RQ-IgH-PCR fir Patienten mit MM
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Wir generierten damit negative Messwerte sowie Messwerte von 0,0001 % bis 21 %
IgH / 2 R-Aktin. Die hohe Genauigkeit der Methode wurde durch eine ,intra-assay”
und eine ,inter-assay” Variabilitat mit einem Korrelationskoeffizienten von jeweils r =
0.99 nachgewiesen. Die Methode wurde darlber hinaus durch ,spiking“-Experimente

mit Tumorzellen in gesunden Zellen validiert.
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Abbildung 14: MRD mit Hilfe der RQ-IgH-PCR im peripheren Blut von Patienten mit MM

In einer ersten Untersuchung wurden 163 Proben von 11 Patienten untersucht, die
im Rahmen der Primartherapie eine HDT mit autologer PBSZT erhielten. Die Proben
aus dem Knochenmark und peripheren Blut unterschieden sich signifikant um einen
Faktor von 2 bis 650. Ferner fiel die IgH Ratio im Knochenmark von im Median 13%
vor Therapie auf im Median 0,09 % nach Therapie signifikant ab (p = 0.003). In
gleicher Weise konnte im peripheren Blut ein Abfall von im Median 0,03 % auf 0 %
beobachtet werden. Zum Zeitpunkt eines Progresses fand sich ein erneuter Anstieg

auf 2 % im Knochenmark und 0,4 % im peripheren Blut.
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Das sequentielle Monitoring von Proben, die in monatlichen Abstanden aus dem
peripheren Blut gewonnen wurden, zeigte bei funf Patienten mit anhaltender
Remission konstant negative oder gleichbleibend niedrige (Median 0,0003%) MRD
Werte. Bei sechs Patienten, die ein Rezidiv erlitten hatten, konnte im Median 3
(Spanne: 0,5 — 6) Monate vor dem klinischen Progress der Erkrankung ein Anstieg
der IgH / 2 R-Aktin Ratio Uber eine Zehnerpotenz hinweg beobachtet werden. Bei
zwei Patienten war dieser Anstieg zeitgleich mit dem klinischen Rezidiv zu
beobachten (Abbildung 14).

Das wichtigste Ergebnis dieser Studie war jedoch, dass die MRD Menge im
Knochenmark zum Zeitpunkt vor HDT und autologer PBSZT von besonderer
prognostischer Bedeutung war. Dieser Zeitpunkt wurde in allen bisherigen Arbeiten
vernachlassigt, da eine MRD Bestimmung stets nach Abschluss der Therapie
erfolgte. Bei unseren 11 Patienten hatte bei 6 Patienten bereits eine
Krankheitsprogression nach Therapie eingesetzt und alle wiesen im Knochenmark
MRD Werte uber 0,03 % IgH / 2 R-Aktin auf. Wahrenddessen war bei allen 5
Patienten, die weiterhin in Remission waren, niedrigere MRD Werte zu messen.
Aufgrund dieser Beobachtung definierten wir einen Grenzwert von 0,03 % IgH / 2 -
Aktin mit prognostischer Bedeutung fiir das ereignisfreie Uberleben (Abbildung 15).
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Abbildung 15: MRD im Knochenmark vor HDT, Links: Werte bei Patienten mit Rezidiv ( 4)
und mit anhaltender Remission (¢), Rechts: Progressionsfreies Uberleben bei Gruppierung
nach einem MRD-Grenzwert von 0,03% IgH / 2 3-Aktin
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Weitere Messungen wurden bei den Patienten durchgefuhrt, die in der aktuellen
Dusseldorfer Myelomstudie zur Primartherapie behandelt wurden (Referenz M).
Diese randomisiert nach einer konventionellen Induktion, Mobilisation und nach
erfolgter HDT alle Patienten fir eine normale Erhaltungstherapie mit Interferon
versus eine intensivierte Erhaltungstherapie mit Thalidomid. Von 122 Patienten in der
Studie besalRen 80 Patienten einen IgG oder IgA Subtyp, bei dem die Untersuchung
durchflhrbar ist. Bei 71 Patienten konnten Proben gesammelt werden und bei 53
Patienten konnte eine Patienten-spezifische RQ-IgH-PCR nach den oben genannten

Kriterien etabliert werden.

MRD-Grenzwert von 0.03% vor Hochdosistherapie
ist ein unabhangiger Prognoseparameter

1.0 Ereignisfreies 1.0 Gesamt-
Uberleben Uberleben
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Abbildung 16: Ereignisfreies- und Gesamtuberleben nach HDT nach Gruppierung

entsprechend einem Grenzwert von 0,03% IgH / 2 3-Aktin im Knochenmark vor HDT

Die Messung der Knochenmarksproben zum Zeitpunkt vor HDT konnte dabei den
zuvor definierten Grenzwert von 0,03 % IgH / 2 R-Aktin eindrucksvoll bestatigen. Die
53 Patienten konnten in eine Niedrig-MRD Gruppe (n=23) und eine Hoch-MRD
Gruppe (n=30) eingeteilt werden, die sich hinsichtlich bekannter Prognosefaktoren

und Remissionsstatus nicht signifikant unterschieden. Das ereignisfreie Uberleben
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war in der Niedrig-MRD Gruppe mit 51 gegentber 22 Monaten signifikant (p < 0,001)
verlangert. Auch fur das Gesamtuberleben zeigte sich eine signifikante Verlangerung
in der Niedrig-MRD Gruppe, die bei einem ,Follow-up“ von 61 Monaten den Median
nicht erreicht hatte im Vergleich zu 41 Monaten in der Hoch-MRD Gruppe (p=0,01).

In der Multivariat-Analyse erwies sich der Grenzwert von 0,03 % als Prognosefaktor,

der unabhangig war von bekannten Prognosefaktoren wie der Zytogenetik oder dem

Stadium nach dem ,International Staging System®. Er war ebenfalls unabhangig von

der nach HDT durchgefuhrten Erhaltungstherapie.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die beschriebene RQ-IgH-PCR
robust und valide auf molekularer Ebene residuale Tumorzellen entdecken und
quantifizieren kann. Die einfachere Durchfuhrbarkeit empfiehlt sie dabei vor der
alteren limiting dilution“ - Methode ®. Die Beobachtung, dass bereits Monate vor
dem eigentlichen klinischen Rezidiv der Erkrankung ein Anstieg der MRD im
peripheren Blut gemessen werden konnte, ermoglicht in der Zukunft eine frihere
therapeutische Intervention. Zur Zeit verhindern jedoch zwei Probleme den breiten
Einsatz der Methode. Zum einen kdnnen Patienten mit einem reinen Leichtkettentyp
nicht erfasst werden, zum anderen gelingt nur in 78 % der Falle mit
Schwerkettenerkrankung die Entschlusselung der IgH-Sequenz. Daher ist eine
Etablierung einer RQ-Leichtketten-PCR geplant sowie eine Anreicherung der
Tumorzellen mit Hilfe von CD138+ ,magnetic beads” in der Initialprobe, die zur
Sequenzbestimmung verwendet wird. Mit Hilfe dieser Mallnahmen sollte es mdglich
werden bei uUber 80% aller Patienten mit MM ein molekulares Monitoring
durchzufihren und so eine individualisierte Therapieanpassung nach molekularen
MRD Befunden zu ermoglichen.

Unsere Arbeiten zeigten ferner, dass neben dem sequentiellen, molekularen
Monitoring im Blut der Bestimmung der MRD im Knochenmark vor HDT eine wichtige
Rolle zukommt. Der von uns definierte Grenzwert von 0,03 % IgH / 2 R-Aktin hat sich
als unabhangiger prognostischer Marker erwiesen. Die Einstufung als Risikopatient
bedingt die Notwendigkeit, eine intensivierte Therapie durchzuflhren. Es ist daher
geplant, innerhalb des nachsten Ddusseldorfer Studienkonzeptes MRD-
Untersuchungen nach Abschluss der Induktionsbehandlung durchzufuhren.
Patienten mit MRD Werten kleiner als 0,03 % erhalten anschlielend eine HDT

wahrend Patienten mit hoheren MRD Werten zuvor mit Bortezomib im Sinne einer
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intensivierten Induktionstherapie behandelt werden. MRD Untersuchungen werden
zeigen, ob sich durch diese Malinahmen der MRD Level weiter senken lasst und ob

eine solche Verminderung auch mit einer besseren Prognose einhergeht.

Verbesserter Nachweis von Osteolysen und extramedullaren Manifestationen

durch die ,,low dose“ Computertomographie

Neben der Entwicklung molekularer Nachweismethoden flhrten wir zusammen mit
dem Institut fur Diagnostische Radiologie der Universitat Dusseldorf eine Studie
durch mit dem Ziel, die radiologische Bildgebung bei Patienten mit MM zu verbessern
(Referenz N). Klassischerweise wird heutzutage bei Erstdiagnose, im Verlauf sowie
bei jedem Krankheitsprogress ein konventionelles radiologisches Staging nach dem
Pariser Schema durchgefilhrt. Haufig treten dabei falsch-negative Befunde auf °'.
Aus diesem Grunde fuhrten wir bei 29 Patienten parallel eine Skelettuntersuchung
mit konventionellem Rontgen nach dem Pariser Schema und ein Ganzkdrper

niedrigdosiertes Multidetektor CT mit einem ,64-detector row scanner” durch.

Anzahl, GréBe und diagnostische Verldsslichkeit bei konventionellem Réntgen und CT

Aufnahmeregion Gesamiskelett Wirbelkérper Becken Knich. Thorax Extremitaten

CR cT CR CT CR cT CR cT CR CT MPR

Anzahl der osteolytischen Léasionen in diesem Bereich

Keine Lasion 402 257 72 15 92 51 145 102 69 66 61
Singuldre Lasion 25 57 5 11 5 12 4 20 9 11 12
Mehrere Laslonen (<5) 32 70 + 15 5 12 11 14 12 23 24
Multiple Lasionen (>5) 63 120 6 43 14 37 14 26 26 12 19
GroBe
Kleine Lasion (<3mm) 8 33 0 12 4 6 0 7 3 7 7
Mittlere Lasion (<10mm) 65 79 7 20 9 11 23 24 22 16 18
Grofe Lasion (=10mm) 47 135 8 37 11 b 6 29 22 23 30
Diagnostische Verldsslichkeit
Sichere Osteolyse (S1) 50 150 4 47 10 46 11 31 23 18 30
Fragliche Osteolyse (S2) 46 59 5 15 9 1 12 13 18 17 21
Unsicherer Befund (S3) 49 26 14 3 18 2 12 9 4 11 1
Fragl. keine Osteolyse (S4) 163 92 35 4 40 6 54 15 22 66 6
Sicher keine Osteclyse (S5) 214 177 29 15 19 47 85 100 49 0 58

CR: konventionelle Radiologie; CT: MDCT, axial 2mm-Schnitte; MPR :primére coronar und sagittal multi-planare Rekonstruktion

Tabelle 3: Anzahl, GréRe und diagnostische Verlasslichkeit der erhobenen Ergebnisse

mit konventionellem Réntgen und CT
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Das CT erwies sich dabei als das bessere Verfahren bei annahernd gleicher
Strahlendosis. Die Erkennung von Osteolysen war fur die Wirbelsaule, das Becken
und den Rippenthorax signifikant erhoht ( p < 0,001) und erreichte beispielsweise fur
die Wirbelsaule um das siebenfache erhdhte Detektionsraten (Tabelle 3). Bei
18 Patienten fanden sich insgesamt 97 Osteolysen, die nur mit der CT erkannt
wurden. Bei 18 % der Patienten, die mit Verdacht auf eine Krankheitsprogression
untersucht wurden, anderte sich das therapeutische Vorgehen nur aufgrund der CT-
Untersuchung, da Osteolysen oder extramedullare Raumforderungen zu einer

Strahlenindikation fuhrten.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine low-dose Ganzkorper-CT-
Untersuchung dem bisherigen konventionellen Standard Uberlegen war. Dies flhrte
innerhalb der Universitat Dusseldorf zur EinfUhrung eines neuen Standards in der
bildgebenden Diagnostik bei Patienten mit MM. Nachteil der Methode ist, dass nur
bereits durch die Erkrankung entstandene Organschaden nachgewiesen werden
kobnnen. Eine Aktivitdtsbestimmung der Erkrankung ist nicht maoglich. Die
Magnetresonanztomographie (MRT) hingegen ist in der Lage auch Aktivitat im
Knochenmark nachzuweisen und so zusatzliche prognostische Informationen zu

liefern %2

Daher ist eine begleitende Untersuchung zur neuen Dusseldorfer
Myelomstudie zur Primartherapie geplant, in der Ganzkdérper-MRT Untersuchungen
parallel mit CT-Untersuchungen vor und nach Therapie vorgesehen sind. So kdnnte
das MRT in der Zukunft auch zur Bestimmung des Ansprechens herangefuhrt
werden. Zukunftige Behandlungsalgorithmen konnten beispielsweise vorsehen,
Patienten solange zu behandeln, wie noch eine Aktivitat der Erkrankung im MRT

nachweisbar ist.
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Themenkomplex 4:

Verbesserung der Therapie durch Zelltherapie

Nutzung der allogenen ,,graft-versus-myeloma“-Reaktion

Trotz Verbesserungen in der Diagnostik und den therapeutischen Mdglichkeiten ist
das MM weiterhin eine unheilbare Erkrankung. Daher ist es notwendig, kontinuierlich
nach neuen Wegen zu suchen, die Erkrankung weiter zu behandeln. Die
Transplantation von allogenen Stammzellen eines gesunden Spenders ermdglicht
es, dass immunologische Effektorzellen des Spenders in Form einer ,graft-versus-
myeloma“ %*% Reaktion Tumorzellen zerstéren. Durch den Einsatz der allogenen
Transplantation mit myeloablativer Konditionierung konnten bei Patienten mit MM
molekulare Remissionen erreicht werden, die viele Jahre anhielten **°. Eine hohe
therapieassoziierte Mortalitat mit 30-50% '%%'°" aufgrund einer ,graft-versus-host
disease“ (GvHD) oder durch Infektionen fuhrte jedoch dazu, dass die allogene
Transplantation bei Patienten mit MM kaum mehr eingesetzt wird.

Um die lebensbedrohlichen Folgen der GvHD zu mildern und andererseits
opportunistischen Infekten vorzubeugen, flhrten wir bei 33 Patienten mit
hamatologischen Erkrankungen eine myeloablative allogene PBSZT mit CD34+
selektionierten und damit T-Zell depletierten Transplantaten durch und gaben an Tag
25, 50 und 100 geringe T-Zell Mengen zurick (Referenz O). Durch die Aufreinigung
der Stammzellen konnen einerseits die fur die GvHD ursachlichen T-Zellen
vermindert werden, andererseits wird dadurch aber auch eine schwere
Immunsuppression erzeugt. Eine frihe Rickgabe von wenigen T-Zellen kann helfen
diese Immunsuppression aufzuheben und dennoch eine verminderte Rate an GvHD

zu erzielen 102104,

In unserem Kollektiv zeigte sich, dass bei Patienten mit
myeloischen, hamatologischen Erkrankungen dieses Konzept aufging, wahrend bei
den Patienten mit lymphatischen Neoplasien inklusive der Patienten mit MM das
Einjahresuberleben signifikant verkurzt war (30 % versus 74 %, p < 0.05). Die
allogene Transplantation mit selektionierten CD34+ Zellen und T-Zell ,add back® ist

daher fur Patienten mit MM nicht zu empfehlen.
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Eine andere Weiterentwicklung des Konzeptes der allogenen PSZT stellt die
allogene PSZT mit dosisreduzierter Konditionierung dar. Die Fruhletalitat nach
Transplantation konnte mit diesem Konditionierungsregime im Vergleich zur
allogenen PSZT mit myeloablativer Konditionierung erniedrigt werden, aber die
therapieassoziierte Mortalitat ein Jahr post transplantationem betrug weiterhin 30 %,
wenn Patienten mit vielen Vortherapien behandelt wurden '°>"%”. Wir behandelten 34
Patienten mit fortgeschrittenen, hamatologischen Erkrankungen mit einer reduzierten
Konditionierung bestehend aus Fludarabin und Ganzkérperbestrahlung und
nachfolgender allogenen PBSZT. Ein Ansprechen der Erkrankung erzielten 60 % der
Patienten und nach 325 Tagen waren noch 65 % der Patienten am Leben (Referenz
P). Zwei Patienten (6 %) verstarben an TRM und 10 Patienten (29 %) verstarben an
einer progredienten Erkrankung. Die Inzidenz der akuten und chronischen GvHD
betrug 50 % und 45 % (Tabelle 4).

Transplantationsergebnisse bei Patienten mit lympatischen Neoplasien

Status Akute Chronische Ansprechen Status
Diagnose vor TX Rekonstitution GvHD GvHD aktuell
10 MM AD yes il extensive PR (a) alive PO (+ 37
12 MM ED yes -1V — PD dead PD
19 MM Al yes 1 limited PR (a) alive PR (+3871
20 MM ED yes -V extensive PR (m) alive PR (4+325)
21 MM ED ves — — CR(m) alive CR(+324)
2 sM ED yes 1-I1 Limnted CR (a) alive CR (+308)
23 MM Al yes 1l limited PR (a) alive PD(+234)
6 MM ED yes 1 [imited CR (@) alive CR(+ 183)
il MM ED yes —_ —_ PR (m) alive PR (+122)
33 sM AD yes — — PR (m) alive PR (+11%0
14 HD AD yes — — CR (m) alive CR (+507)
I NHL AD yes i} — CR(a) alive CR ( + 844y
7 NHL AD yes il — FD dead PD
Y NHL Al yes IV — P dead PD
15 MNHL AD yes i} limired CR (m) alive CR (+303)
4 MNHL AD ves — — PR (a) dend TRD
15 NHL ED yes — — CR(m) dead PD
7 NHIL AD yes 1 — FD dead PD
18 MNHL AD yes -V extensive CR (a) alive CR (+137)
10 MHL AD yes — — CR (a) alive CR (4120
j2 NHL AD yes i — CR (a) alive CR(+120)

MM Multiples Myelom HD M. Hodgkin MHL Non-Hodgkin Lymphom AD vorgaschrittene Erkrankung ED frihe Erkrankung
CR komplette Remission PR partiells Remission a errreicht m erhalten

Tabelle 4: Allogene Transplantationsergebnisse nach dosisreduzierter Konditionierung bei

Patienten mit lymphatischen Erkrankungen

Zusammenfassend zeigte sich durch diese Arbeit, dass die Durchfuhrung einer
allogenen PBSZT mit dosisreduzierter Konditionierung auch bei Patienten mit MM mit
einem geringeren Risiko fur eine TRM im Vergleich zu einer allogenen

myeloablativen PBSZT verbunden ist. Ob dadurch insgesamt einer Verbesserung
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des Uberlebens der Patienten erreicht werden kann, miissen groBere Studien
zeigen. Einige Studien geben Hinweise, dass ein sequentielles Vorgehen im Sinne
einer HDT und autologen PBSCT und einer anschlieBenden konsolidierenden
allogenen PBSCZT mit dosisreduzierter Konditionierung einer alleinigen HDT mit
autologer PBSZT iberlegen ist '°'%°  Dieser Frage geht auch ein Seitenarm der
aktuellen Dusseldorfer Myelomstudie zur Primartherapie nach, der bei Patienten mit
einem HLA-identen Geschwisterspender eine autologe gefolgt von einer allogenen
PBSZT mit dosisreduzierter Konditionierung vorsieht. In einer Zwischenauswertung
zeigen sich bisher keine Unterschiede zwischen dem allogenen Arm und dem Arm
mit einer intensivierten Thalidomid-Erhaltungstherapie. Ein langeres ,Follow-up® und
weitere Studien muassen hier abgewartet werden, um die Frage nach einer

Verbesserung des Gesamtiberlebens endgultig beantworten zu kdnnen.

Eine weitere Alternative zur Verbesserung der Ergebnisse der allogenen
Transplantation stellt die Verwendung einer alternativen Stammzellquelle dar. Wir
konnten  zeigen, dass nach einer Transplantation von allogenen
Nabelschnurblutzellen bei einer Patientin mit MM eine 57 Monate anhaltende
Remission erzielt werden konnte (Referenz Q). Dies weist auf einen moglichen
,graft-versus-myeloma“ Effekt dieser Stammzellquelle hin "'%'"'. Sollte sich in einem
grolkeren Kollektiv eine Wirksamkeit dieser Therapie zeigen, hatte dies gewaltige
Auswirkungen auf die Behandlungsmdglichkeiten. Bei Verwendung von
Nabelschnurblut konnte fur alle Patienten in 99 % der Falle ein Spender gefunden
werden, wahrend aktuell lediglich eine 20 % Wahrscheinlichkeit fur einen passenden

Geschwisterspender besteht ''2.

Dendritische Zellen fiir klinische Vakzinierungsbehandlungen

Eine alternative Zelltherapie stellen Vakzinierungsansatze mit autologen
dendritischen Zellen dar mit dem Ziel eine patienteneigene Anti-Tumorantwort
aufzubauen. Dendritische Zellen (DC) kénnen in vitro aus Monozyten durch die
Verwendung von Interleukin 4 (IL-4), Tumornekrosefaktor alpha (TNF) und
.granulocyte-macrophage  colony-stimulating factor®* (GM-CSF) hergestellt

113;114

werden . Der Vorteil dieser Therapie ist, insbesondere im Vergleich zur
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allogenen PBSZT, dass abgesehen von lokalen Reaktionen an der Einstichstelle
keine nennenswerten Nebenwirkungen auftreten. Der Nachteil der Therapie ist, dass
trotz einer Vielzahl an klinischen Studien bei Patienten mit hamatologischen
Neoplasien nur in seltenen Fillen therapeutische Effekte beobachtet wurden %116,
Insbesondere bei Patienten mit MM konnten aufgrund eines krankheitsbedingten

"% Hieraus erwachst die

Immundefektes bisher kaum Erfolge erzielt werden
Notwenigkeit, neue Protokolle zur Herstellung von DC zu generieren, um die
Krankheits-assoziierten Mechanismen zu umgehen, die die Auslosung einer Anti-
Tumor-Immunantwort behindern.

Eine alternative Herstellungsmethode zum klassischen Weg mit IL-4 / TNF alpha /
GM-CSF (IL-4 DC) besteht in der Kombination INF alpha und GM-CSF
(INF-DC) '7"22. Da Interferon bei Patienten mit MM im Rahmen der

Erhaltungstherapie eine wirksame Substanz ist '

, stellten wir die Hypothese auf,
dass INF-DC fur einen Einsatz bei Patienten mit MM besonders geeignet sein

konnten.

Zellulare Therapie des Multiplen Myeloms

Herstellung von dendritischen Zellen mit Interferon-a
mit serumfreien Medium und Bedingungen .
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Abbildung 17: Herstellungsprozess der INF-DC
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Aus diesem Grund flhrten wir insgesamt 34 DC-Praparationen durch, wobei wir
Monozyten aus ,buffy coats® mit Hilfe einer Negativselektion gewannen und diese in
Kultur in INF-DC bzw. IL-4 DC Uberfihrten. AnschlieBend wandten wir
unterschiedliche Testmethoden zur naheren Charakterisierung der beiden

Zellpopulationen an (Referenz R) (Abbildung 17).

a IFN-DC IL-4/TNF-DC c
9 @ IFN-DC
z O IL-4TNF-DC
. E 21 | & Monozyten
».’ _E' :]
% 2
3 "
-E }
1 3
1%
0 1 2 3 4 5 &6
Zellzahl {110%)
b .
1001 *
*
a0 T d
BO 1 s 25
E 701 E 50
E EU‘ b +
N a
o S50 o 15
-
S 40 2
A = 1.0
g z
R 209 o 0.5
10 Lg"
04 Y o ({? Q Q‘.-I BQ 0+
N A
&FF & FF IS S I F & &
oY O N N &
A S« S
IFN-DC -4/TNE- & >
[ O IL-4/TNF-DC ép &

Abbildung 18: Herstellung von DC mit INF und IL-4/TNF. A) Morphologie, B)

Immunophanotyp, C) T-Zell Proliferation, D) T-Zell Stimulation zur IFN gamma Produktion

Als Erstes untersuchten wir die typischen Eigenschaften von DC: Morphologie,
Immunophanotyp und allostimulatorische Kapazitat. Morphologisch handelte es sich
bei beiden Zellpopulationen um DC, wenn gleich die INF-DC kleiner und weniger
granuliert erschienen und eine starkere Polarisierung der zytoplasmatischen

Auslaufer aufwiesen. Immunophanotypisch zeigten beide Zellpopulationen ein
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charakteristisches Markerprofil aus CD11¢c, CD86 und HLA-DR. Unterschiedlich war
die Expression von CD123 einem Marker fur plasmozytoide DC, der auf INF-DC
signifikant haufiger zu finden war (72% versus 36%, p = 0.003). Der Marker CD209
war ausschlieBlich auf IL-4 DC zu finden. In der ,mixed leucocyte reaction“ zeigten
beide DC Populationen, dass sie im Vergleich zu Monozyten eine signifikant bessere
allogene T-Zell Proliferation stimulieren konnten. Daruber hinaus konnten beide DC
in allogenen T-Zellen intrazytoplasmatisch INF-gamma stimulieren (Abbildung 18).

Zusammenfassend handelt es sich bei beiden Populationen um DC, wobei sich
bereits hier kleine Unterschiede zeigten. Um diesen Unterschieden weiter auf den
Grund zu gehen, fuhrten wir Genexpressionsanalysen mit Hilfe von Affimetrix
Microarrays durch. Es zeigte sich, dass von 8793 Genen insgesamt 689 Gene bei
einem g-Wert < 0,05 und einer ,fold change® > 2 differentiell exprimiert waren. Diese
differentielle Expression wurde mit Hilfe von real-time PCR anhand von Stichproben
mit relevanten Genen bestatigt. In der hierarchischen ,Cluster‘-Analyse zeigte sich

eine strikte Trennung der beiden unterschiedlichen DC Populationen (Abbildung 19).

Herstellung dendritischer Zellen

Genexpressionsanalyse (Affymetrix-Microarray)

689 von 8793 Genen
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false discovery rate 5 %
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Abbildung 19: Genexpressionsanalyse der IFN-DC und der IL-4 DC
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Die nahere Betrachtung der differentiell exprimierten Gene zeigte erwartungsgemal,
dass Gene die bekannterweise durch IL-4, TNF oder INF beeinflusst werden,
entsprechend unterschiedlich exprimiert wurden. Daruber hinaus zeigten sich aber
auch grof3e Unterschiede im Hinblick auf Gene, die mit wichtigen DC Funktionen
assoziiert sind. So fand sich in den IL-4 DC eine Hochregulation von Genen, die mit
unreifen DC und Phagozytose assoziiert werden wie beispielsweise Fc oder
Komplement-Rezeptoren. Ferner fanden sich solche Gene hoher reguliert, die mit
Zelladhasion im inflammatorischen Gewebe in Verbindung gebracht werden wie
Vinculin oder die Integrin alphaE Kette. Im Gegensatz dazu fanden sich bei den INF-
DC solche Gene hoher reguliert, die fur Proteine kodieren, die fur Reife und Migration
(Bcl2A1, CCR 7, Integrin alpha4 Kette) '**'?° sowie fiir Adhésion im Lymphknoten

126127 stehen.

(Sialoadhesin, Decysin)
Aufgrund dieser Untersuchungen kann man zusammenfassen, dass IL-4 DC unreife
DC darstellen, die noch mit Phagozytose im entzindeten Gewebe beschaftigt sind,
wahrend die INF-DC eine hohere Reife besitzen und sich bereits auf dem Weg zum

Lymphknoten befinden, um dort eine spezifische Immunantwort auszulésen.

Neben diesen Ergebnissen machten wir aber auch eine ganzlich unerwartete
Entdeckung. Insgesamt 32 Gene, die mit NK Zellen und deren zytotoxischem
Potenzial assoziiert werden, waren auf den INF-Dc hoher exprimiert als auf den IL-4
DC. Diese Entdeckung ist von besonderer Bedeutung, da erst kurzlich in der Maus
ein neuer Zelltypus entdeckt wurde, die sogenannten ,interferon-producing Kkiller
dendritic cells“(IKDC). Diese IKDC tragen plasmozytoide DC- und NK-Zellmarker auf
ihrer Oberflache, ermdglichen im Lymphknoten eine T-Zell Stimulation und kénnen
bei direktem Kontakt mit Tumorzellen diese lysieren 1% Wir charakterisierten
daher die INF-DC weiter und konnten zeigen, dass die INF-DC nicht nur auf ihrer
Oberflache NK-Marker wie CD 56 zeigen, sondern auch die zytotoxischen
Effektormolekile von NK-Zellen besitzen. So konnten wir im Vergleich mit den IL-4
DC bei den INF-DC einen signifikant hoheren Anteil an intrazytoplasmatischem
TRAIL (94 % versus 62 %, p = 0,004) und Granzyme B (88 % versus 1 %, p < 0,001)
nachweisen. Die INF-DC sahen aber nicht nur NK-Zellen ahnlich und hatten deren
zytotoxisches Potenzial, sondern waren auch in der Lage, es anzuwenden. Im
Zytotoxizitatstest mit der K562 Zelllinie zeigte sich nach Messung der Propium Jodid

Aufnahme, dass INF-DC konzentrationsabhangig in bis zu 26 % der Tumorzellen



47

eine spezifiche Lyse hervorrufen konnten, wahrend IL-4 DC genauso wie Monozyten

zu 0 % Tumorzellen lysieren konnten (p = 0,006) (Abbildung 20).
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Abbildung 20: INF-DC besitzen Eigenschaften von NK-Zellen und

entsprechen daher den murinen ,interferon-producing killer dendritic cells*.

Damit scheinen die in vitro hergestellten INF-DC das humane Pendant der bei der
Maus beschriebenen IKDC zu sein. Aufgrund ihrer hoheren Reife und
Migrationsfahigkeit in den Lymphknoten scheinen INF DC eine vielversprechende
Alternative zu den klassisch hergestellten IL-4 DC zu sein. Die INF DC besitzen
neben der Moglichkeit zur Initiierung einer erworbenen Immunantwort durch T-
Zellstimulation auch die Moglichkeit eine angeborene Immunantwort zu geben, im
Sinne einer eigenen zytotoxischen Tumorelimination. Diese einzigartigen Fahigkeiten

pradestinieren diese Zellen fur zukunftige klinische Vakzinierungsstudien.

Bei Patienten mit MM bietet sich der IgH als tumorspezifisches Antigen an. Dieses ist
jedoch unter Bedingungen der ,good manufacturing practice® nicht einfach

herzustellen. Im Gegensatz dazu ist Kalzitonin in Arzneimittelqualitat kauflich zu
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erwerben und kann beim medullaren Schilddrisenkarzinom als Antigen dienen. Aus
diesem Grunde Dbehandelten wir funf Patienten mit metastasiertem,
fortgeschrittenem, medulldrem Schilddrisenkarzinom mit INF-DC, die mit Kalzitonin
gepulst wurden (Referenz S). Nach einem ,Follow-up® von 37 Monaten waren alle
Patienten am Leben und bei zwei Patienten stellte sich eine ,stable disease“ ein.
Immunhistochemisch konnte bei allen Patienten eine starke
Hypersensitivitatsreaktion der Haut mit einer Infiltration von CD8+ Zellen
nachgewiesen werden. Die wichtigste Beobachtung aber war, dass die zytotoxische
Aktivitat der INF-DC nur von den CD56+ DC ausging, die im Vergleich zu CD56- DC
auch eine hohere allgonene T-Zell Stimulation moglich machten. Die nachsten
geplanten Schritte stellen daher eine Anreicherung der DC mit dem NK-

Zelloberflachenmarker CD56 dar, um so effektivere DC herstellen zu kdnnen.
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Schlussfolgerung und Ausblick

Alexanian et al. " behandelten im Jahre 1969 Patienten mit Melphalan und
Prednisolon und schufen damit erstmals einen allgemein akzeptierten Goldstandard
fur die Therapie von Patienten mit MM, der Uber fast 30 Jahre Bestand hatte ® In
den letzten 20 Jahren konnten jedoch Fortschritte erzielt werden, die das 10-Jahres-
Uberleben der Patienten von 11 % auf 41 % verlangerten.”*® Zum einen konnte dies
durch die HDT mit autologer PBSZT erreicht werden, die bei den Patienten bis 65
Jahre der konventionellen Chemotherapie liberlegen ist '®'°. Zum anderen haben die

d ™ d %2 und Bortezomib ?* aufgrund

,Neuen Substanzen®“ Thalidomi , Lenalidomi
von vollig neuen Angriffspunkten geholfen auch bei Chemotherapie-refraktaren
Patienten Remission erzielen zu kénnen und damit deren Uberleben zu verlangern.
Die Fortschritte bei der Behandlung des MM waren in den letzten Jahren aber auch
von Verbesserungen in der Diagnostik begleitet. Hier ist an erster Stelle die
Weiterentwicklung der zytogenetischen Methodik zu nennen, die Ergebnisse liefert,

" Darliber hinaus sind

welche als relevante Prognosemarker dienen
molekularbiologische Entwicklungen zu nennen, wozu die Genexpressionsanalyse
von Myelomzellen zahlt. Diese Untersuchungsmethode erlaubt eine prognostische

132

Einteilung von Patientengruppen und eine Abschatzung hinsichtlich des

Ansprechens auf bestimmte Therapien "*°.

Die Arbeiten unserer Arbeitsgruppe haben zur Weiterentwicklung der
therapeutischen und diagnostischen Madglichkeiten in den letzten Jahren einige
Beitrage geleistet. So konnten wir zeigen, dass eine Mobilisation von peripheren
Blutstammzellen durch den Wachstumsfaktor Pedfilgrastim moglich ist. Dieses
Ergebnis wurde spater auch von anderen Gruppen mehrfach bestatigt *'2 und fiihrte
dazu, dass die Mobilisation mit Pedfilgrastim den aktuellen Therapiestandard bei
Patienten mit MM an unserer Klinik darstellt. Ein weiteres Einsatzfeld des
Pedfilgrastim war neben der Mobilisation von Blutstammzellen die Verkurzung der
Therapie-bedingten Neutropeniedauer nach HDT. In der Kombination mit Palifermin
konnte Pedfilgrastim die Transplantations-assoziierten Komplikationen verringern
und den Krankenhausaufenthalt der Patienten verklrzen. Auch diese Untersuchung
fuhrte zu einem neuen Therapiestandard der supportiven Behandlung wahrend einer
HDT an unserer Klinik. Daruber hinaus ermoglicht die kombinierte Therapie mit



50

Pedfilgrastim und Palifermin aufgrund der reduzierten Toxizitat der HDT eine groRRere
Anzahl an alteren Patienten mit einer HDT zu behandeln. Bei den jungeren Patienten
ebnet dies kombinierte supportive Therapie den Weg zu einer ambulanten
Durchfuhrung einer HDT mit autologer PBSZT, da bei einer medianen
Neutropeniedauer von sechs Tagen ein stationarer Aufenthalt bei komplikations-
losem Klinischen Verlauf medizinisch nicht zwingend erforderlich ist. Nachdem
Neutropeniedauer und Mukositis als Nebenwirkungen durch die beschriebene
Behandlung in ihrer Bedeutung in den Hintergrund getreten sind, prasentiert sich
aktuell die Therapie-induzierte Nausea als wichtigste Nebenwirkung der HDT. Zur
Zeit werden daher an unserer Klinik weiterfUhrende Untersuchungen zum
kombinierten supportiven Einsatz von Pedfilgrastim, Palifermin und NK1-
Rezeptorantogonisten durchgefihrt mit dem Ziel, die Komplikationsrate der HDT
weiter zu senken. Ein weiterer Schritt hin zu einer ,Convenience“-Transplantation ist
der Einsatz von erythroiden Wachstumsfaktoren vor der HDT, um den Hamoglobin-
Wert vor der HDT auf einen hochnormalen Wert zu heben und so die
Transfusionshaufigkeit nach der HDT 2zu erniedrigen. Auch dazu sind

Untersuchungen in der Zukunft geplant.

Neben Untersuchungen zur Reduktion von Nebenwirkungen haben wir auch zur
Verbesserung der Therapiewirkung beigetragen. Die Uberlegenheit der HDT (ber die
konventionelle Chemotherapie im Hinblick auf das Gesamtlberleben legt eine
Dosiswirkungsbeziehung zwischen Chemotherapie und Therapieerfolg nahe '®'. In
einer randomisierten Studie zeigten wir jedoch, dass dieser Dosiswirkungsbeziehung
Grenzen gesetzt sind. Eine Intensivierung der Konditionierung zur HDT fuhrte zu
einer erhohten Toxizitat und Letalitdt. Die Therapieintensivierung war aber
insbesondere nicht geeignet bei den Uberlebenden der Behandlung langere
Remissionsdauern oder ein verlangertes Gesamtuberleben zu bewirken. Dieses
Ergebnis zeigte, dass eine Therapieintensivierung zu einem anderen Zeitpunkt
erfolgen musste, wie zum Beispiel im Anschluss an die HDT. Die Dusseldorfer
Folgestudie beschaftigt sich daher mit einer Therapieintensivierung zum Zeitpunkt
nach Hochdosistherapie und versucht im randomisierten Vergleich zu klaren, ob eine
Erhaltungstherapie mit Thalidomid einer klassischen Erhaltungstherapie mit
Interferon Uberlegen ist. Dieser Weg ist erfolgversprechend, da andere

Arbeitsgruppen zeigen konnten, dass eine Therapieintensivierung mit vertretbarer
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Toxizitat durch den Einsatz einer zweiten konsolidierenden HDT *° oder durch den
Einsatz einer intensivierten Erhaltungstherapie mdglich ist **'%. Eine endgiiltige
Auswertung der Daten dieser Dusseldorfer Myelomstudie wird im Jahr 2009 erwartet.

Neben der Verbesserung der Behandlung haben wir aber auch einen Beitrag zu
neuen diagnostischen Verfahren geleistet. Wir etablierten mit der RQ-IgH-PCR ein
Nachweisverfahren fur residuale Tumorzellen auf molekularer Ebene. Dadurch kann
im Verlauf der Erkrankung eine Krankheitsprogression friher vorhergesagt werden
und es wird damit die Moglichkeit einer rechtzeitigen Intervention eréffnet. Auf diese
Weise kann Krankheits-assoziierten Komplikationen vorbeugt werden. Zudem
konnten wir zum Zeitpunkt vor der HDT einen Grenzwert an residualen Zellen im
Knochenmark definieren, der einen unabhangigen und damit neuen prognostischen
Marker darstellt. Daraus lasst sich ableiten, dass die Induktionstherapie vor HDT
einer Verbesserung bedarf, wobei begleitende molekulare MRD-Untersuchungen
diese Verbesserungen widerspiegeln konnen. Von den ,Neuen Substanzen® scheint
das Bortezomib am besten dafur geeignet zu sein, da es im Vergleich zu Thalidomid
nicht nur die Remissionsraten vor, sondern auch nach HDT verbessern kann und

damit zu hoffen ist, dass auch die Dauer der Remission verlangert werden kann.

Unsere Arbeiten finden ihren aktuellen Niederschlag im neuen Ddusseldorfer
Studienprotokoll zur Primartherapie des MM. Die Studie ist aktuell bei den
zustandigen Behorden eingereicht und soll Ende 2008 den ersten Patienten
rekrutieren (Abbildung 21). Das Studienprotokoll zeigt, dass die HDT weiterhin den
wichtigste Bestandteil der Primartherapie des Patienten mit MM darstellt und ,Neue
Substanzen® sowie verbesserte supportive Mallnahmen das Gesamtbild um die HDT

herum vervollstandigen.

Aufgrund der Relevanz der MRD vor HDT wird die Induktionstherapie bei den
Patienten ohne molekulares Ansprechen um die ,Neue Substanz“ Bortezomib
erweitert. Der Erfolg dieser Anderung wird durch begleitende MRD-Untersuchungen
uberpruft. Die Blutstammzellmobilisation wird mit Pedfilgrastim durchgefuhrt. Die
HDT besteht aus einer klassischen, nicht-intensivierten Konditionierung begleitet von
der Gabe von Pedfilgrastim, Palifermin und dem NK1-Antagonisten Aprepitant.

Aufgrund dieser supportiven Malnahmen kdénnen auch Patienten bis 75 Jahre ohne
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Komorbiditat eingeschlossen werden. Die Erhaltungstherapie wird durch Lenalidomid
intensiviert, da dieses eine hohere in vitro Aktivitat als Thalidomid besitzt und weniger
Nebenwirkungen verursacht 2%, Begleitend werden wir MRT-Untersuchungen bei
allen Patienten durchfiihren um die Krankheitsaktivitdt im Verlauf der Therapie

radiologisch zu Uberprifen.

Diisseldorfer Myelomstudie 2008: ,,LenaMain — Trial*

Einsatz von Bortezomib, Pegfilgrastim, Palifermin
und Lenalidomid

Intensivierung der Induktion
+ Bortezomib falls MRD hoch
‘ (Zulassung Herbst 2008)
' Cyc-Mobilisation |
Studiendesign + Pegfilgrastim
2008 ‘ HDT Mel + autoPBSCT ‘ + Palifermin
Multizentrische (N=3), * . .
randomisierte Konsolidierung Ersaiz des Thalidomids
Phase Il Lenalidomid durch dgs hoher potente und
.Investigator Initiated Trial* 25mg nebenwirkungsarmere
6 Zyklen Thalidomid-Derivat
Lenalidomid
R
Erhaltung Erhaltung _
Lenalidomid Lenalidomid | bls zum Progress
25mg 5mg

Abbildung 21: Studienkonzept Disseldorf 2008

Wenngleich die HDT im Mittelpunkt der Therapie der Patienten bis 75 Jahre steht, ist
es notwendig an dieser Stelle die allogene PBSCT zu erwahnen. Nur durch eine
allogene PBSZT konnte bisher eine Remissionsdauer von 15 Jahren und mehr

erreicht werden 99136138

Die allogene PBSZT ist aber mit schwerwiegenden
Nebenwirkungen in Form von GvHD und Infektionen vergesellschaftet. Solange dies
der Fall ist, wird die allogene PBSCT fur Patienten mit MM ein experimentelles
Therapieverfahren bleiben.

Ein weniger toxischer Weg als die allogene PBSZT ist die Weiterentwicklung von

Therapie-Protokollen fur dendritische Zellen oder NK-Zellen. Interessante
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Ansatzpunkt dazu sind CD56 + INF-DC, da sie nicht nur eine Immunantwort initiieren
konnen, sondern selbst Tumorzellen téten konnen. Jedoch ist der wissenschaftliche
Fortschritt hinsichtlich Vakzinierungsbehandlungen mit DC auch nach einer Vielzahl
an Phase I/ll Studien immer noch gering. Es ist daher noch ein weiter Weg bis zu

einer erfolgreichen Phase Ill Studie bei Patienten mit MM.
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Abkurzungsverzeichnis

ASO
CML
CR

CT

DC
G-CSF
GM-CSF
GvHD
HD-IMC
HD-M
HDT

IKDC
IL-4
INF
KG
MGUS
MM
MP
MR
MRD
MRT
PBSZT
PCR
PR
RQ
TNF
TRM

Allel spezifische Oligonukleotide

Chronisch myeloiosche Leukamie

Komplette Remission

Computertomographie

Dendritische Zelle
Granulozyten-Kolonie-stimulierender-Faktor
Granulozyten-Macrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor
Graft versus host disease

Hochdosis- Idarubicin / Melphalan / Cyclophosphamid
Hochdosis - Melphalan

Hochdosistherapie

Immunglobulin Schwerkettenlokus

interferon producing killer denritic cells
Interleukin 4

Interferon

Korpergewicht

Monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz
Multiples Myelom

Melphalan Prednisolon

Minimal Response

Minimal Residual Disease
Magnetresonanztomographie

Perpiphere Blutstammzelltransplantation
Polymerase Kettenreaktion

Partielle Remission

Real-time quantitative

Tumor Nekrosefaktor

Therapieassoziierte Mortalitat
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