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Abstract

The predictive value of serum free light chains (sFLC) for patients with Mutiple Myeloma
(MM) is still unclear. The aim of this study was to evaluate the role of absolute sFLC levels
and its dynamic changes as a predictive factor for treatment outcome in patients undergoing
high-dose melphalan therapy followed by autologous peripheral blood stem cell
transplantation. Out of 132 patients eligible for this analysis we identified 70 patients with
consistantly performed sFLC mesurements.

In our analysis only extreme sFLC elevation of more than 1000 mg/l during induction
therapy (p=0,005 before stem cell mobilisation; p=0,04 after second cycle of induction
therapy) was predictive for a shorter overall survival. Considering the dynamic changes of
sFLC during therapy there were counterintuitive findings. The normalisation of sFLC ratio
durig induction therapy showed a trend towards a decrased event free survival whereas a
decrease of less than 50% in sFLC levels had a significant positive influence on the duration
of remission. A possible explaination for this observation may be that highly proliferative
tumors rapidly respond to therapy but also quickly develop resistance.

In addition we could confirm prior findings that showed a correlation between the sFLC
value and the degree of renal impairment (p=0,03 at diagnosis; p=0,01 before HDT).
Furthermore we could demonstrate that disease progression was predictable in 30% of our
patients by an increase of sSFLC from the plateau phase after HDT in median 75 days before
the increase of paraprotein.

In conclusion, sequential mesurement of sFLC during therapy has limited prognostic value

but is useful for early detection of progressive disease.



Zusammenfassung

Der prognostische Wert der freien Serumleichtketten (sFLC) bei Patienten mit Multiplem
Myelom (MM) ist zum gegenwartigen Zeitpunkt nicht ausreichend geklart. Die vorliegende
Arbeit widmet sich der Frage, inwiefern sowohl Absolutwerte der sFLC bei Erstdiagnose
(ED) und im Verlauf, als auch dynamische Veranderungen wihrend einer Erstlinientherapie
mit Hochdosistherapie (HDT) und anschlieffender autologer Blutstammzelltransplantation
Riickschliisse auf das Therapieansprechen, das Gesamtiiberleben (OS), das ereignisfreie
Uberleben (EFS) und den Zeitpunkt eines Progresses liefern kann. Diese retrospektive
Analyse erfolgte anhand von 132 konsekutiven Patienten von 2004 bis 2008 mit der
Erstdiagnose eines MM, die fiir eine HDT geeignet waren und von denen bei 70 Patienten
Daten zu sFLC vorlagen. Die absolute Hohe der sFLC war in unserer Analyse nur bei extrem
hohen Werten von tiber 1000 mg/l wahrend der Induktionstherapie ein Prognosefaktor fiir
das Gesamtiiberleben (p=0,005 vor Stammzellmobilisierung; p=0,035 nach zweitem
Induktionszyklus). Hinsichtlich der dynamischen Veranderungen fand sich ein
kontraintuitives Ergebnis. Eine Normalisierung des Leichtkettenquotienten wahrend der
Induktionstherapie hatte im Trend einen negativen Effekt auf die Dauer der Remission
(p=0,062), wiahrend ein Abfall des sFLC-Level nach erfolgter Induktionstherapie um weniger
als die Halfte mit einer langeren Remissionsdauer assoziiert war (p=0,037). Eine mégliche
Erklarung dafiir ist, dass ein hochproliferativer Tumor schnell anspricht, aber auch schnell
Resistenzen entwickelt. Ferner konnten wir vorherige Beschreibungen, nach denen die
Dimension der sFLC-Erhohung bei Erstdiagnose und auch noch zum Zeitpunkt vor
Hochdosistherapie einen Einfluss auf das Ausmafl der Nierenfunktionsstorungen hat
bestatigen (p=0,026 bei ED; p=0,014 vor HDT). Auch konnten wir in unserer Analyse
belegen, dass durch einen Wiederanstieg der sFLC aus dem Plateau nach erfolgter
HDT/aPBSCT der Beginn eines Rezidivs bei 30% der Patienten im Median 75 Tage vor dem
Paraproteinanstieg erkannt werden kann. Zusammenfassend konnten wir in unserer Arbeit
zeigen, dass die Bestimmung der sFLC nur einen eingeschriankten prognostischen Nutzen

hat, eine Bestimmung im Verlauf zur Fritherkennung eines Rezidivs aber sinnvoll ist.



Abkiirzungsverzeichnis
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1 Einleitung

1.1 Das Multiple Myelom

1.1.1 Definition und Klinik

Das Multiple Myelom (MM) ist eine maligne B-Zell-Erkrankung mit monoklonaler
Proliferation atypischer Plasmazellen. Hierbei kommt es zu einer diffusen Infiltration des
Knochenmarks mit einhergehender Destruktion der Knochenstruktur, sowie zu einem
Anstieg monoklonaler Proteine in Serum und Urin." Die klonale Plasmazellexpansion fiihrt
tiberwiegend zur unkontrollierten Produktion eines vollstindigen Immunglobulintyps (IgA,
-D, -G, -E, -M). Zum grofiten Teil handelt es sich hierbei um monoklonale IgG (52%) oder
IgA (20%) Immunglobuline, gefolgt von IgD (2%) oder auch IgM (0,5%). Neben der
Produktion des vollstindigen Immunglobulins werden parallel freie Leichtketten
produziert. In anderen Fillen werden ausschliefSlich Immunglobulinleichtketten vom Typ
[k] (9%) oder Typ [A] (7%) sezerniert (Leichtkettenmyelom, LC-Myelom), aber auch das
Vorliegen eines asekretorischen MM ist méglich.2 Die monoklonal produzierte
Proteinkomponente wird M- oder Paraprotein (PP) genannt. Findet sich ein solitdrer,
intramedullir gelegener Plasmazelltumor, bezeichnet man diesen als Plasmozytom.?

Das klinische Erscheinungsbild des MM wird besonders durch das Ausmafl der
Knochendestruktion beeinflusst. Osteolytisch bedingte Knochenschmerzen bestehen bei
einem Grofteil der Patienten bereits vor Diagnosestellung.® Ossire Lisionen sind héufig
vom Auftreten pathologischer Frakturen begleitet, insbesondere im Bereich der
Wirbelsdule.® Daneben kommt es durch die Verdringung der Hadmatopoese im
Knochenmark und die Bildung von Paraproteinen zu zahlreichen Folgeerscheinungen wie
Andmie mit verminderter Belastbarkeit oder Neutropenie mit Infektionen. Durch die

Paraproteine konnen Organe geschddigt werden. Dies fithrt z.B. zu renalem



Funktionsverlust  (Cast-Nephropathie), Leichtketten-Amyloidose mit konsekutiver
Funktionseinschrankung der  betroffenen Organsysteme und reduzierter
Immunkompetenz. Auch das Auftreten von Polyneuropathien oder

Hyperviskosititssyndromen sind mogliche Komplikationen.*®

1.1.2 Epidemiologie

Das MM ist mit einem Anteil von circa 10% aller himatologischen Neoplasien’ im
internationalen Vergleich die zweithaufigste Form der malignen
Knochenmarkerkrankungen.1 Weltweit kommt es schitzungsweise zu 86.000
Neuerkrankungen pro Jahr, mit einem Anteil von ca. 0,9% aller tumorassoziierten
Todesfille.® Die héchste Inzidenz zeigt sich in industrialisierten Regionen Europas,
Australiens und Amerikas. Die auf Europa bezogene Inzidenzrate des MM liegt
altersadjustiert bei etwa 5/100.000 Erkrankungen pro Jahr, mit einer Bevorzugung des
mannlichen Geschlechts im Verhiltnis von 3:2 und einem mittleren Erkrankungsalter von
73 Jahren.’ Das mediane Uberleben nach konventioneller Therapie betriigt 3 bis 4 Jahre,
wohingegen das Uberleben nach Hochdosis-Melphalantherapie (HDT) und autologer

peripherer Blutstammzelltransplantation (aPBSCT) tiber 8 Jahre erreichen kann.'

1.1.3 Diagnose, Klassifikation und Staging

Die Diagnose eines MM wird unter Heranziehung der Kriterien der International Myeloma
Working Group (IMWG) gestellt (vgl. Tabelle 1). Hierbei wird das hochmaligne,
symptomatische vom langsam-progredienten, indolenten Myelom (,Smoldering Myeloma")

unterschieden (vgl. Tabelle 2).



1. Nachweis von >10% Plasmazellen im Knochenmark und/oder histologische Sicherung eines Plasmozytoms
2. Nachweis eines monoklonalen Proteins in Serum und/oder Urin
3. Myelombezogene organische Dysfunktion (eine oder mehr)

[C] Hyperkalzidmie (Serum-Ca* > 10,5 mg/l oder obere Grenze der Norm)
[R] Renale Funktionsstérung (Serumkreatinin > 2mg/dl)
[A] Andmie (Hamoglobingehalt < 10g/dl oder 2g < normal)

[B] Knochenverdnderungen (Osteolysen, diffuse Osteoporose)

1. Nachweis eines monoklonalen Proteins in Serum und/oder Urin
2. Nachweis monoklonaler Plasmazellen in Knochenmark oder Gewebebiopsie
3. Kriterien fiir MGUS, MM oder solitares Plasmozytom sind nicht erfiillt

Bei niedrigem Serumspiegel der monoklonalen Proteinkomponente, weniger als 10%
Plasmazellen im Knochenmark und dem Fehlen myelombezogener Organdysfunktionen
spricht man von einer ,monoklonalen Gammopathie unbestimmter Signifikanz“ (MGUS),
welche eine Prakanzerose maligner Plasmazelltumoren darstellt. (vgl. Tabelle 3) Zehn Jahre
nach Diagnosestellung der MGUS entwickeln etwa 6% der Patienten eine maligne

Plasmazellerkrankung, meist in Form eines MMM

1. Niedriger* Spiegel eines monoklonalen Proteins in Serum und/oder Urin
2. Anteil monoklonaler Plasmazellen im Knochenmark < 10%
3. Keine myelombezogenen organischen Dysfunktionen,

Serumkalzium, Hb-Gehalt und Serumkreatinin normwertig, keine nachgewiesenen Knochenlasionen, keine
Anzeichen einer Leichtkettenamyloidose

* niedrig ist definiert als: Serum IgG <3,0 g/dl, IgA <2,0 g/dl, Leichtkettenproteinurie <1,0g/24h



Zur  Klassifikation des MM und der Ableitung daraus resultierender
Behandlungsindikationen dient seit 1975 das klinische Staging-System nach Durie und
Salmon.'” Dieses System findet heute noch breite Verwendung, trigt jedoch im
Wesentlichen nur den myelombezogenen Endorganschiaden Rechnung, ohne neuere,
prognostisch  bedeutende Faktoren der individuellen Risikostratifizierung mit
einzubeziehen. Ein System, das prognostische Faktoren wie f2-Mikroglobulin als Maf} fiir
die Tumorlast oder Albumin beriicksichtigt und eine risikoadaptierte Therapieplanung
ermoglicht, ist die 2005 eingefiihrte ISS-Klassifikation™ (International Staging System). Eine

vergleichende Gegeniiberstellung der beiden Klassifikationssysteme liefert die Tabelle 4.

I Alle erfullt: I B2-Mikroglobulin < 3,5 mg/l und
Héamoglobin > 10 g/dl; Serumkalzium normal; Albumin >= 35 g/l
maximal eine Osteolyse; IgG < 5 g/dl bzw. IgA < 3 g/dl;
Leichtkettenausscheidung im Urin < 4 g/24h
II  Weder Stadium I noch III II  B.-Mikroglobulin < 3,5 mg/l
Albumin < 35 g/l
oder B2-Mikroglobulin 3,5 - 5,5 mg/l

III  Eins oder mehr erfullt: III  B.-Mikroglobulin < 3,5 mg/l und
Héamoglobin < 8,5 g/dl; Kalzium > 3,0 mmol/l Albumin < 35 g/l
> 2 Osteolysen; IgG > 7 g/dl; IgA > 5 g/dl; oder B-Mikroglobulin 3,5 - 5,5 mg/l

Leichtkettenausscheidung im Urin > 12 g/24h
A Kreatinin < 2 mg/dl

Kreatinin > 2 mg/dl

Weitere prognostische Hinweise tiber den Verlauf der Erkrankung liefern zytogenetische
Klassifikationen. Die Analyse chromosomaler Aberrationen bildet die derzeit wertvollste
Erginzung zu den beiden oben genannten Staging-Systemen des MM."

Insgesamt weist das MM eine grofle Spanne der individuellen Uberlebenszeit erkrankter

Patienten auf. Sie schwankt von einigen Monaten bis hin zu mehreren Jahren'



1.1.4 Therapie und Prognose

Bis heute ist das MM eine nicht zu kurierende Erkrankung. Die Therapieindikation leitet
sich aus den klinischen Stadien der Erkrankung ab (Durie & Salmon, ISS) und verfolgt
lebensverlangernde und die Lebensqualitdt verbessernde Ansitze. Da sich gezeigt hat, dass
asymptomatische Patienten nicht signifikant von einer Therapie profitieren,'® wird diese
erst in fortgeschrittenen Krankheitsstadien (II oder III) oder bei symptomatischen Patienten
eingeleitet (vgl. CRAB-Kriterien, Tabelle 1).

Dem Alter und Allgemeinzustand des Patienten entsprechend werden unterschiedliche
Therapieregime gewdhlt. Patienten unter 65 Jahren erhalten eine myeloablative
Hochdosischemotherapie mit Melphalan (HDT) gefolgt von einer autologen peripheren
Blutstammzelltransplantation (aPBSCT)"”  und  einer  sich  anschlieffenden
Erhaltungstherapie mit immunmodulatorischen Therapeutika (IMiDs) wie Thalidomid oder
Lenalidomid. Patienten mit einem Alter tber 65 Jahren oder mit reduziertem
Allgemeinzustand profitieren hingegen von einer Melphalan-Prednison Stofitherapie in
Kombination mit Thalidomid oder dem Proteasominhibitor Bortezomib. Wobei letztere

Kombination dhnlich gute Remissionsraten erreicht, wie die aPBSCT."®

1.1.4.1 Hochdosis Melphalan Therapie (HDT) und autologe periphere
Blutstammzelltransplantation (aPBSCT)

Die Einfithrung der aPBSCT im Jahre 1983 durch McElwain und Powles' brachte eine
deutliche Verbesserung der bis dato etablierten Therapieoptionen. Sie konnte die
Ansprechraten auf die Therapien, das ereignisfreie Uberleben (EFS) und das
Gesamtiiberleben (OS) der Myelompatienten signifikant verbessern.?*!

Der Melphalan-Hochdosistherapie gehen in der Regel ein bis mehrere Induktionszyklen
voraus. Auflerhalb klinischer Studien ist das Standardregime der Induktionstherapie eine
Bortezomib-haltige Dreierkombination, wie z.B. VCD (Bortezomib, Cyclophosphamid und
Dexamethason). Frither wurden reine Chmotherapie-haltige Schemata verwendet, wie z.B.
Vincristin, ~ Doxorubicin ~ und  Dexamethason  (VAD-Schema) oder  auch

Idarubicin/Dexamethason.?> Wahrend oder im Anschluss an die Induktionstherapie erfolgt



die Sammlung der autologen peripheren Stammzellen, um nach erfolgter HDT das
Immunsystem  zu  rekonstituieren.  Hierzu  erhalten die Patienten eine
Mobilisierungstherapie mit zytotoxischen Chemotherapeutika wie Cyclophosphamid und
hamatopoetischen Wachstumsfaktoren (G-CSF, GM-CSF oder Pegfilgrastim)*** zur
Ausschwammung hdamatopoetischer Stamm- und Vorlduferzellen aus dem Knochenmark in
das periphere Blut. Nach der periphervenosen Sammlung von mindestens 2x10¢ CD34*
Zellen/kg Korpergewicht*>?¢ erfolgt die myeloablative Hochdosistherapie mit einer
anzustrebenden Melphalandosis von 200 mg/qm Korperoberflache 7 und die Reinfusion
der gesammelten Stammzellen. Zur Verkiirzung der HDT-assoziierten Neutropenie erfolgt
die wiederholte Gabe oben genannter hdmatopoetischer Wachstumsfaktoren.”” Zur
Sicherung des Therapieerfolgs schlief$t sich der HDT/aPBSCT eine Erhaltungstherapie mit
Thalidomid bzw. Lenalidomid® als das vorzugsweise zu verwendende IMiD an. Die
Abbildung 1 zeigt eine Ubersicht tiber die bedeutendsten Fortschritte in Diagnostik und

Therapie in der jiingeren Historie des MM.

Thalidomid
Singhal/Barlogi . .
Prednison (SinghalfBarioge) Lenalidomid
{Mass) {Richardson/Anderson)
Melphalan Hochdosis .
Melphalan & Prednison Autologe PBSCT E?&‘fﬂzom'b
[M. Blokhin) (Alexanian-Schema) {MecElwain/Fowles)
||||||||||||||||||||||||||||||‘|||||||||||||||||||||||||||||‘|||||
1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010
Entdeckung | Zytogenetische
. Durie & Salmon L .
Leichtketten ) International | Klassifikation
(spater kappa & lambda LC) Slagl ng'SyStem A
Staging-System

Abbildung 1: Zeitstrahl — bedeutende Errungenschaften in der Historie des Multiplen Myeloms



1.1.5 Remissionskriterien

Die Beurteilung des Therapieerfolgs und des Ansprechens der Patienten auf die oben
beschriebene Therapie erfolgt nach den 2006 eingefiihrten Remissionskriterien der IMWG
(International Myeloma Working Group Uniform Response Criteria for Multiple Myeloma).*
Sie stellen ein international giiltiges und einheitliches Beurteilungssystem dar, welches
ferner den direkten Vergleich internationaler Studienergebnisse ermoglicht. Tabelle 5 liefert
einen Uberblick tiber die Remissionskategorien und den ihnen zu Grunde liegenden

Parametern.



Complete Response (CR)

Stringent Complete Response (sCR)

Very Good Partial Response (VGPR)

Partial Response (PR)

Stable Disease (SD)

Progressive Disease (PD)

Relapse

Immunfixation in Serum und Urin negativ
Fehlender Nachweis samtlicher Gewebeplasmozytome

< 5% Plasmazellen im Knochenmark

CR wie oben definiert plus

Normaler Quotient der Freien Leichtketten im Serum
Fehlender Nachweis monoklonaler Plasmazellen durch

Immunhistochemie oder Immunfluoreszenz

M-Protein nachweisbar mittels Immunfixation aber nicht
mittels Elektrophorese, oder

> 90% Reduktion des M-Proteins im Serum und TPU-
Reduktion auf < 100mg/24h

> 50% Reduktion des M-Proteins im Serum und TPU-
Reduktion auf > 90% bzw. < 200 mg/24h

bei nicht messbarem M-Protein: Abfall der Differenz zwischen

betroffener und nicht betroffener Leichtkette um 50%

In keine der obigen Kriterien einzuordnen

25% Anstieg vom Ausgangswert oder Plateau der Remission eines oder

mehrerer der folgenden Parameter :

Serum M-Protein (absoluter Anstieg mindestens >0,5g/dl)
TPU-Anstieg (absoluter Anstieg mindestens >200 mg/24h)
Groflenzunahme bestehender oder neue entstandene
Knochenmarkldsionen oder Plasmazellherde

Hyperkalzidmie (korrigiertes Serumkalzium >11,5 mg/dl)

bei Patienten ohne messbares M-Protein: Anstieg der Differenz

von fithrender zu nicht fithrender FLC



1.2 Multiples Myelom und Freie Immunglobulinleichtketten

1.2.1 Aufbau Immunglobuline

Die von Plasmazellen gebildeten Immunglobuline bestehen in ihrem Grundgeriist aus zwei
identischen 50 bis 70 kDa schweren Proteinstrangen, den sog. schweren Ketten, die
kovalent tiber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Sie enthalten eine variable und
mehrere konstante Doménen, wobei die verschiedenen Ausfiihrungen der konstanten
Dominen (a, 0, ¢, y und p) die Immunglobulinklasse (IgA, IgD, IgE, IgG und IgM)*
bestimmen und die variable Doméne fiir die Antigenbindung zustdndig ist. Jeder schweren
Kette lagert sich die aus je einer konstanten und einer variablen Doméane bestehende
Immunglobulinleichtkette an, die somit das Bindungsverhalten des Antikorpers
beeinflusst.’** In der Abbildung 2 ist der Aufbau der Immunglobuline, sowie der

Immunglobulinleichtketten schematisch dargestellt.

1.2.2 Immunglobulinleichtketten

Bei den Immunglobulinleichtketten unterscheidet man k- und A-Leichtketten. Leichtketten
vom Typ k liegen typischerweise als Monomere oder nicht kovalent gebundene Dimere vor,
wahrend A-Leichtketten kovalent gebundene Dimere bilden. Hieraus resultieren unter
anderem das ungleiche Molekulargewicht von 25 zu 50 kDa, sowie das unterschiedliche
renale Eliminationsverhalten im Sinne einer beschleunigten Ausscheidung der leichteren
monomeren k-Leichtketten.?*** Demzufolge haben sFLC mit einer Plasmahalbwertzeit von
zwei bis sechs Stunden eine deutlich verkiirzte Plasmaverweildauer im Vergleich zu
kompletten Immunglobulinen, die eine Plasmahalbwertzeit von bis zu 25 Tagen aufweisen
(2 Tage fur IgD und 25 Tage IgG).*** Im Endoplasmatischen Retikulum binden sich die
Leichtkettenmolekiile kovalent tiber Disulfidbriicken an schwere Ketten und bilden den
fertigen Antikoérper. Immunglobulinleichtketten werden mit einem Uberschuss von 10-40%
gegeniiber schweren Ketten produziert und zu einem gewissen Teil von Plasmazellen

sezerniert. Sie lassen sich im Serum und Urin als freie Leichtketten (SFLC) nachweisen.*”



Die explizite Identifizierung als freie Leichtkette mittels sFLC-Assay erfolgt durch die
Detektion der Leichtkettenoberfliche, die bei intakten Immunglobulinen durch die schwere

Kette verborgen ist (Vgl. Abbildung 2).

Aufbau Immunglobulin Aufbau Leichtketten (LC)

LC-Oberflache nicht durch

sFLC Assay detektierbar Kappa Lambda
Antigen-
Bindungsstellen
Schwere Kette (HC)
Leichte Kette (LC) Freiliegende Oberfliche

durch sFLC-Assay detektierbar

B Konstante Doméanen B variable Doméine SK B ‘ariable Domine LK

Abbildung 2: Aufbau Immunglobulin und Leichtketten Typ x und Typ A modifiziert nach Bradwell et al.

1.2.3 Der Leichtkettenquotient

Im Serum von Gesunden liegen - und A-Leichktetten nicht in identischen Konzentrationen
vor. Am haufigsten zeigt sich ein reduziertes x/A - Verhiltnis, welches darauf
zuriickzufiihren ist, dass die kleineren, monomeren k-Leichtketten renal schneller eliminiert
werden als die dimeren A-Leichtketten.’® In detaillierten Studien®*’** wurden fiir gesunde
Patienten Serumspiegel von 7,3 mg/l (3,3 — 19,4 mg/l) fir x- und 12,7 mg/ml (5,7 — 26,3
mg/l) fiir A- Leichtketten als Normalwerte ermittelt. Hieraus resultiert ein normwertiger k/\-
Leichtkettenquotient von 0,6 (0,26-1,65). Im Rahmen inflammatorischer polyklonaler
Geschehen kommt es zwar auch zu einer absoluten Erhohung der sFLC jedoch zeigt sich
hier, im Gegensatz zu monoklonalen Gammopathien, ein normwertiger x/A-

Leichtkettenquotient.
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1.2.4 Messung der Freien Serumleichtketten

Der 2001 durch Bradwell et al. vorgestellte Freelite®-Immonoassay (The Binding Site Ltd,
Birmingham, UK) ist ein auf polyklonalen Antikérpern basierender, nephelometrischer
Suchtest zur Quantifizierung der im Serum gelosten FLC. Im Patientenserum erméglicht
der Assay die Detektion bereits geringer sFLC-Spiegel. Insbesondere in einem Messbereich,
der von den etablierten Messverfahren in Serum (Serumproteinelektrophorese; SPE und
Serum-Immunfixationselektrophorese; sIFE) und 24-Stunden-Sammelurin
(Urinproteinelektrophorese; UPE und Urin-Immunfixationselektrophorese; ulFE) bisher
nicht erfasst werden konnte.*'** Ferner besteht keine nennenswerte Kreuzreaktivitat
gegeniiber Leichtketten intakter Immunglobuline. Seit 2004 steht der Assay auch dem
Labor der Uniklinik Diisseldorf zur Verfiigung und findet im Rahmen der Diagnostik und
Verlaufskontrolle bei Patienten mit MM und weiteren Plasmazell-Erkrankungen
regelmafliige Anwendung. Seit 2009 empfiehlt die IMWG die routineméafliige sFLC-
Erfassung zur Hilfestellung bei Diagnose, Therapie- und Verlaufsiberwachung des MM.*
Die Rolle der sFLC fiir die Prognoseabschatzung ist bisweilen nicht ausreichend geklart und

derzeit Gegenstand kontroverser Diskussion in der Fachliteratur.

1.2.5 Multiples Myelom und sFLC

Durch die Verfuigbarkeit des Freelite®-Immunoassays ist die Erfassung und Analyse der
freien Serumleichtketten bei Patienten mit MM und anderen monoklonalen Gammopathien
in der vergangenen Dekade zunehmend in den Fokus der Forschung zum Therapie- und
Verlaufsmonitoring geriickt. Die Moglichkeit zur unkomplizierten sequenziellen Testung
und selektiven Quantifizierung der sFLC haben Hoffnung auf neue Anséatze im Bereich des
Therapiemonitorings und der individualisierten Risikostratifizierung bei Patienten mit
monoklonalen Gammopathien aufkommen lassen. Es verdichten sich Hinweise, nach denen
das Monitoring der sFLC nach Diagnosestellung einer monoklonalen B-Zellerkrankung

wichtige Informationen fiir eine individuelle Prognoseabschatzung liefern kann.* 5
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In diesem Zusammenhang scheint es von besonderer Bedeutung, sFLC-Spiegel im bisher
tur die etablierten Testverfahren (SPE/sIFE und UPE/ulFE) ,blinden Bereich“ hochsensitiv
zu detektieren, um genauere Riickschliisse auf die Krankheitsaktivitat ziehen zu kénnen.
Unter anderem ergibt sich durch die beschriebene kurze Halbwertzeit der sFLC die
Moglichkeit, ein Ansprechen der Erkrankung auf die begonnene Therapie in Echtzeit zu
verfolgen, sogar bei Patienten mit sehr geringer Tumorlast.**° Allerdings bleibt die
prognostische Bedeutung der Leichtkettenveranderung insbesondere zu frithen
Therapiezeitpunkten, sowie ihre Aussagekraft in Bezug auf ein moglicherweise verbessertes
Outcome der Patienten nicht ausreichend geklart. Bisweilen erlauben die sFLC insbesondere
in Teilen der Pathogenese des MM prognostische Abschidtzungen. So ist es moglich, anhand
der sFLC im Rahmen einer MGUS das Risiko einer Progression in ein MM abzuschitzen.”!
Erste Verotfentlichungen iiber einen moglichen prognostischen Wert beziiglich des OS und
EFS nach HDT gaben Anlass das Verhalten der sFLC auch im kurzfristigeren
Therapieverlauf weiter zu untersuchen.’>* Zu Beginn unserer Analysen fehlte es in der
Fachliteratur an qualitativ hochwertigen Arbeiten, anhand derer man einen sinnvollen
prognostischen oder therapeutisch relevanten Einsatz repetitiver sFLC-Messungen zu
verschiedenen Zeitpunkten im Krankheitsverlauf hatte ableiten konnen. Gegenwirtig liegen
Untersuchungen zum Einsatz der sFLC-Messung vor, allerdings mit sehr heterogenen
Ergebnissen. Ferner sind die Studien aufgrund unterschiedlicher Designs und
Schwerpunktsetzungen nur eingeschrankt miteinander vergleichbar.’*%> Zu Beginn unserer
Analysen ist insbesondere das Verhalten der sFLC unter begonnener HDT mit
anschlieffender aPBSCT nicht hinreichend untersucht. Auch ist nicht belegt, dass sich
anhand des Verhaltens der sFLC prognostisch relevante Aussagen treffen lassen.
Hinzukommend ist unklar, zu welchen Zeitpunkten im Therapieverlauf sequenzielle sFLC-
Messungen sinnvoll sind. Daher liegt der Fokus der Analyse in der hier vorliegenden Arbeit
auf der Bedeutung der absoluten Hoéhen der sFLC und ihrer Reduktionsdynamik im

Therapieverlauf.

12



2 Ziele der Arbeit und Fragestellung

2.1 Ziele der Arbeit

Die vorliegende Arbeit widmet sich der Frage, ob der Verlauf der sFLC wéhrend einer
Erstlinientherapie mit HDT und anschlieSender aPBSCT frithzeitig Hinweise auf das EFS
oder das OS der erkrankten Patienten liefern kann. Es soll geklart werden, ob sich im
Rahmen der Therapie bestimmte Zeitpunkte identifizieren lassen, an denen ein
routinemafliges Monitoring der sFLC besonders sinnvoll ist, um prognostisch relevante
Informationen ableiten zu kénnen.

Hierzu wurde das Verhalten der sFLC zum Zeitpunkt der Erstdiagnose (ED), tiber den
Verlauf des ersten und zweiten Induktionszyklus (ID1 bzw. ID2), vor Cyclophosphamid
Stammzellmobilisierung  (vorCYC), vor Hochdosistherapie (vorHDT), sowie im
dreimonatigem (M3HDT) und neunmonatigem (M9HDT) Follow-Up erfasst.

Ziel ist es hierbei, Riickschliisse auf die Bedeutung der absoluten Hohen der sFLC-Werte
und ihrer Verlaufsdynamik zu einzelnen Zeitpunkten des Krankheitsverlaufs zu ziehen, um

eine Verbesserung der individuellen Prognoseabschatzung erméglichen zu kénnen.

2.2 Fragestellungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die folgenden Fragestellungen untersucht:

Fragestellung 1

Sind die absoluten Hohen der sFLC sowie der Leichtkettenquotient mit dem OS und EFS im
Gesamtkollektiv.  und im  IgH-Kollektiv ~ (Kollektiv. =~ nach  Ausschluss  der
Leichtkettenmyelome) zu den Zeitpunkten ED, nach ID1, vorCYC, vorHDT, M3HDT und

MO9HDT korreliert?
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Fragestellung 2
Besteht ein Zusammenhang zwischen der Reduktionsdynamik der sFLC-Werte zu den
Zeitpunkten ED, nach ID1, vorCYC, vorHDT, M3HDT und M9HDT und dem OS und EFS

im Gesamt- und IgH-Kollektiv?

Fragestellung 3
Korreliert die relative Reduktion der sFLC mit der relativen Reduktion des Paraproteins zu

den unterschiedlichen Therapiezeitpunkten?

Fragestellung 4
Sind die absoluten Hohen der sFLC zu den Zeitpunkten ED, vorHDT, M3HDT und MO9HDT

mit Funktionsstérungen der Niere assoziiert?

Fragestellung 5
Korreliert die absolute Hohe der sFLC zu einem bestimmten Therapiezeitpunkt mit den
Remissionsraten vor HDT und dem besten Therapieansprechen (Best Response, BR) im

Follow-Up?

Fragestellung 6
Zeigt der Anstieg der sFLC aus dem Plateau nach HDT ein Rezidiv friither an, als der erneute

Anstieg des Paraproteins?

Fragestellung 7

Hat die absolute Hohe der sFLC ab dem Rezidivzeitpunkt Einfluss auf das OS des

Patientenkollektivs?
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3 Patienten, Material und Methoden

3.1 Erfassung des Patientenkollektivs

Untersucht wurden 132 konsekutive Patienten, die in einem Zeitraum von 2004 — dem
Beginn der sFLC Messung bei MM-Patienten am Universitatsklinikum Diisseldorf (UKD) —
bis 2008 mit der Erstdiagnose eines MM im UKD vorstellig wurden und fiir die eine HDT
mit anschlieffender aPBSCT (n=132) als Erstlinientherapie in Frage kam. Die Datenbank
wurde im Juli 2010 geschlossen und bis zu diesem Zeitpunkt das Follow-Up der Patienten
erhoben.

In die Auswertung miteinbezogen wurden alle Patienten, bei denen sich die sFLC zu den

Zeitpunkten ED, vorHDT, M3HDT und M9HDT vollstandig erfassen lieSen (n=70).

3.2 Datenerhebung

3.2.1 Sammlung der Daten

Die Datenerhebung erfolgte nach Zustimmung der Ethikkommission der Heinrich-Heine-
Universitat (Ethikvotum Studien-Nr.: 3338) durch retrospektive Aktenrecherche der
ambulanten Vorbereitungsakten fiir Knochenmarktransplantationen (KMT), sowie der
stationdren Akten der Patienten in den Archiven der Medizinisch-Neurologisch-
Radiologischen Klinik (MNR-Klinik) und den Handarchiven der KMT-Station.

Die benotigten Laborparameter wurden den Akten entnommen und mit den Werten der
laboreigenen EDV und der ,Medico-WMC*“Datenbank des Universitatsklinikums
abgeglichen. Parameter, die zu den geforderten Zeitpunkten in den Akten nicht vollstindig
dokumentiert waren, wurden falls vorhanden aus der ,Medico-WMC“Datenbank

ubernommen.
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3.2.2 FErhobene Parameter

Im Rahmen der Datenerhebung wurde zunichst eine Tabelle in Microsoft Excel angelegt.
Die Parameter Name, Geschlecht, Geburtsdatum, Erstdiagnose, letztes Follow-Up,
Todesdatum, Myelomsubtyp, Anzahl der Induktionszyklen, Hochdosisdatum, Art der
Erhaltungstherapie wurden erfasst. Auflerdem wurden ,Parameter-Sets“ festgelegt, die
jeweils zu den Zeitpunkten ED, ID1, ID2, vorCYC, vorHDT, M3HDT und M9HDT erhoben
wurden. Innerhalb eines jeden ,Sets“ wurden die Werte der x- und A-FLC, der FLC-Quotient,
das Paraprotein (gemessen mittels ELISA und Elektrophorese), die Serum-Immunfixation,
die totale Proteinausscheidung im 24-Stunden Sammelurin (TPU) und das Serumkreatinin
erhoben.

Die Variablen EFS und OS wurden mittels der ,Date-Diff*-Funktion des Statistikprogramms
PASW (Version 18.0) errechnet. Fir das EFS und das OS wurde jeweils das Zeitintervall
von Erstdiagnose bis zum Auftreten eines Rezidivs bzw. bis zum Sterbezeitpunkt oder dem
letzten Follow-Up gebildet.

Die zeitlichen Daten zu Erstdiagnose und Beginn der einzelnen Therapieabschnitte
(Induktion, Mobilisierung und Hochdosistherapie) wurden den entsprechenden Akten oder
Arztbriefen entnommen und zur besseren Ubersicht zunichst handschriftlich auf dafiir
angefertigte Dokumentationsbégen und einen Zeitstrahl tibertragen. Auf diesem Zeitstrahl
wurde folglich eine Ubersicht tiber die zu den jeweiligen Zeitpunkten vorhandenen
Parameter angefertigt, um letztere den entsprechenden Zeitpunkten nach in die Datensets
der Exceltabelle einzutragen. Sofern der Zeitpunkt der Erstdiagnose deutlich vor dem
Beginn einer Induktionstherapie lag, wurden die erhobenen Parameter vom Zeitpunkt des
Therapiebeginns dokumentiert. Dies erfolgte bspw. bei Patienten die bereits in einem
frithen Stadium diagnostiziert wurden und bei denen keine unmittelbare Indikation zur
HDT mit aPBSCT bestand.

Die Einteilung der Remissionsstadien nach den im Jahre 2006 erlassenen Kriterien der
IMWG modifiziert nach Salmon und Durie?’ erfolgte jeweils 3-10 Tage vor HDT sowie 3
und 9 Monate nach HDT. Die entsprechenden Daten wurden den jeweiligen Patientenakten
und der Transplantationsdatenbank entnommen, wobei zur Beurteilung einer CR nicht

standardmaéfiig eine Knochenmarkpunktion durchgefiithrt wurde. (Vgl. Tabelle 5)
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Fur die Analyse des Verhaltens der sFLC wurde jeweils die Hohe der fithrend produzierten

Leichtkette (mg/l) berticksichtigt.

3.3 Statistische Analyse

Die Statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit dem Statistikprogramm
PASW Statistics 18, Version 18.0.0.

Mittels der in PASW hinterlegten Algorithmen erfolgte die Erstellung der Kaplan-Meier-
Kurven zur Korrelation des EFS und des OS mit den erhobenen Parametern. Hierbei wurde
das Uberleben als Intervall vom Zeitpunkt der Erstdiagnose bis zum Zeitpunkt des Todes
(OS) bzw. des Krankheitsprogresses (EFS) definiert. Es erfolgte die Berechnung der
statistischen Signifikanz auf einem Signifikanzniveau < 0,05, die Hazard-Ratio inklusive des
95 prozentigen Konfidenzintervalls (95% KI) nach dem Modell der Cox-Regression, sowie
Medianwerte, Mittelwerte und Standardabweichungen in der deskriptiven Statistik. Die
Untersuchungen beziiglich eines gleichméfiigen Abfalls der sFLC-Werte im Vergleich zum
Paraprotein wurden mit Hilfe des zweischichtigen T-Tests fiir unabhdngige Variablen
durchgefiihrt. Patienten bei denen zu den Zeitpunkten nach Induktion und vor
Cyclophosphamid Mobilisierung keine sFLC Werte vorhanden waren gingen als fehlende
Werte in die Analyse mit ein. Um einer moglichen Verzerrung durch die gesteigerte
Leichtketten-Produktion im Rahmen von Leichtkettenmyelomen im Vergleich zu den IgH-
Myelomen Rechnung zu tragen, erfolgte eine zusitzliche Analyse unter dem Ausschluss der

Patienten mit Leichtkettenmyelom.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientenkollektiv

Im Verlauf der Datenrecherche konnten insgesamt 132 Patienten aus der
Transplantationsdatenbank identifiziert werden, die als Erstlinientherapie eine HDT mit
aPBSCT erhielten (m=45%; w=55%). Bei diesen Patienten wurden seit dem Jahr 2004 in
regelmafiigen Abstanden Kontrollen der sFLC durchgefiihrt. Insgesamt konnten von den
132 Patienten 70 identifiziert werden, bei denen sFLC-Werte zu den Zeitpunkten vor
Induktionstherapie, vor HDT, drei und neun Monate nach HDT dokumentiert waren. Von
den 70 Patienten waren 33 mannlichen und 37 weiblichen Geschlechts (Verhaltnis m/w
47% vs. 53%) Das mediane Alter bei Erstdiagnose lag bei 58 Jahren, mit einer Spannweite
von 38-73 Jahren.

Bei insgesamt 36 (51,4%) Patienten lag IgG als produziertes Paraprotein vor, bei 17
Patienten (24,3%) IgA und bei drei Patienten (4,3%) IgD. 13 Patienten (18,6%) des
Kollektivs wiesen ein Leichtkettenmyelom auf und lediglich ein Patient (1,4%) ein
nichtsekretorisches MM. Bei 52 Patienten (74,3%) wurden im Rahmen des
Krankheitsgeschehens «x-Leichtketten und bei 18 Patienten (25,7%) A-Leichtketten
produziert. Die medianen Hohen der Leichtketten lagen fir die fithrende Kette bei 53,85
mg/l (Spannweite 1,38 - 3060 mg/l) fiir x-Leichtketten bei 15,1 mg/l (Spannweite 0,09 -
3060 mg/l) und fiir A-Leichtketten bei 0,48 mg/l (Spannweite 0,05-1600 mg/l). Im Median
lagen die Werte fiir das Paraprotein bei 4734,5 mg/dl (Spannweite 350-35490 mg/dl) und
fir die TPU bei 278 g/24h (Spannweite 0-8751 g/24h). Daten zur Immunfixation waren bei
55 Patienten dokumentiert, davon zeigten 50 (90,9%) eine positive und 5 Patienten (9,1%)
eine negative Immunfixation. Die Medianwerte der Parameter Kreatinin, $$2-Mikroglobulin
und Albumin lagen bei 0,9 mg/dl (Spannweite 0,8 - 8,5 mg/dl), 3,5 mg/l (Spannweite 1,5 -
52,2 mg/l) und 3,7 g/l (Spannweite 1,7 - 5,2 g/l). Fur die Parameter Laktatdehydrogenase

(LDH) und C-Reaktives Protein (CRP) betrugen die Medianwerte 172 U/l (Spannweite 76 -
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1261 U/l) und 0,3 mg/dl (Spannweite <0,3 -24,9 mg/dl). Die Anzahl der Thrombozyten lag
im Median bei 22750/ul (Spannweite 79000 - 406000 /ul) und der mediane
Hamoglobingehalt betrug 11,5 g/l (Spannweite 4,7 - 17,3 g/1).

Bei der Stadieneinteilung nach Salmon und Durie konnten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose
47 Patienten (67,1%) dem Stadium 3A, jeweils 11 Patienten (15,7%) den Stadien 3B und
2A und lediglich ein Patient (1,4%) dem Stadium 1A zugeordnet werden. Die Einteilung
nach ISS ergab 28 Patienten (41,2%) im Stadium I, 27 Patienten (39,7 %) im Stadium II und
13 Patienten (19,1%) im Stadium III. Ein nicht behandlungsbediirftiges Stadium zum
Zeitpunkt der Erstdiagnose lag bei insgesamt 12 Patienten (17,1%) vor. Es lieen sich bei
38 Patienten (54,3%) Aussagen Uber die Anzahl der Osteolysen zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose treffen. Hiervon zeigte 1 Patient (2,6%) keine Osteolyse, 7 Patienten (18,4%)
zeigten eine Osteolyse, 13 Patienten (34,2%) zeigten zwei Osteolysen und bei 17 Patienten
(44,7%) lieflen sich 3 Osteolysen nachweisen. Zytogenetische Analysen lieflen sich bei 44
Patienten des Kollektivs finden. Hiervon wiesen 15 Patienten (34,1%) zytogenetische
Aberrationen auf.

Im Rahmen der Induktionstherapie erhielten 61 (87,14%) Patienten eine Kombination aus
Idarubicin  und Dexamethason mit sich  anschliefender  Cyclophosphamid
Stammzellmobilisierung. Die durchschnittliche Anzahl der Induktionszyklen betrug 2,8 mit
einer Spannweite von 1 bis 6 Zyklen. 6 Patienten (8,57%) des Kollektivs erhielten im
Rahmen der Induktion eine Kombination aus Bortezomib und Dexamethason. Ein Patient
erhielt eine Induktionstherapie mit Vincristin, Adriamycin und Dexamethason, ein Patient
eine Kombination aus Adriamycin und Dexamethason und ein weiterer Patient eine
Kombination aus Bendamustin und Dexamethason. Alle Patienten des Kollektivs erhielten
eine Konsolidierungstherapie mit Melphalan. 52 (74,28%) Patienten in einer Dosis 200
mg/qm Koérperoberfliche und je 9 Patienten in einer Dosis von 140 mg/qm und 100 mg/qm
Korperoberfliche. Von den letztgenannten 9 Patienten erhielten 4 (5,71%) Patienten eine
Tandem HDT.

Zur Erhaltungstherapie im Anschluss an die HDT kamen hauptsachlich Thalidomid bei 41
(58,57%) und Interferon bei 15 (21,43%) Patienten zum Einsatz. Lediglich 1 Patient (1,4%)
erhielt Lenalidomid. Bei 11 Patienten (15,71%) liefen sich keine Angaben zur

Erhaltungstherapie finden. Im Rahmen der Remissionsbeurteilung nach HDT zeigten als BR
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7 Patienten (10%) eine sCR, ebenfalls 7 Patienten (10%) eine CR, 22 Patienten (31,4%) eine
VGPR, 27 Patienten (38,6%) eine PR, 2 Patienten (2,9%) eine SD und 5 (7,1%) Patienten
ein Fortschreiten der Erkrankung (PD). Das OS und EFS des Gesamtkollektivs betrug im
Median 51 und 30 Monate. In Tabelle 6 sind die Eigenschaften des Patientenkollektivs

zusammengefasst.
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Median Spannweite
Alter bei ED Jahre 58 (38-73)

Ig-Subtyp Anzahl (n) Anteil in %
IgG 36 51,4

IgA 17 24,3

IgD 3 43

LC 13 18,6

ns 1 1,4

’

Stadium nach S u. D. Stadium 1A 1 1,4
Stadium 2A 11 15,7
Stadium 3A 47 67,1
Stadium 3B 11 15,7

Osteolysen 0 1 2,6
1 18,4
2 13 34,2
3 17 44,7
Gesamt 38 100,0
Fehlend 32

Bestes Ansprechen nach HDT sCR 7 10,0
CR 7 10,0
vgPR 22 31,4
PR 27 38,6
SD
PD
Gesamt
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4.2 Ergebnisse zu den Analysen der Fragestellungen

4.2.1 Fragestellung 1 - Untersuchung der absoluten Hohen der sFLC und des

Leichtkettenquotienten

Um zu uberpriifen, ob die absoluten Hohen der sFLC zu den Zeitpunkten ED, nach ID1,
vorCYC, vorHDT, M3HDT und M9HDT einen Einfluss auf das OS oder EFS haben, wurde
das Kollektiv zur Analyse in Paarungen unterteilt und das EFS und OS der jeweiligen
Gruppen mittels der Uberlebensabschitzung nach Kaplan-Meier und dem Cox-
Regressionsmodell miteinander verglichen.

Die hierbei vorgenommenen Paarungen waren:

Erhohte sFLC versus normwertige sFLC, sFLC-Werte oberhalb vs. unterhalb des doppelten
Normbereichs, sFLC Konzentrationen oberhalb vs. unterhalb von 75 mg/dl zum Zeitpunkt
der Erstdiagnose und sFLC Konzentrationen unterhalb vs. oberhalb der medianen sFLC-
Konzentration zum Zeitpunkt der Erstdiagnose. Ferner sFLC Konzentration unter 100 mg/1
vs. tiber 100 mg/l, unter 200 mgy/l vs. iber 200 mg/l, unter 500 mg/l vs. iiber 500 mg/l sowie
sFLC Konzentrationen von unter 1000mg/l vs. iiber 1000 mg/l. Die obige Analyse wurde
sowohl fir das Gesamtkollektiv, als auch fiir das IgH-Kollektiv durchgefiihrt. Die
detaillierten Ergebnisse sind in Tabelle 7 zusammengefasst dargestellt.

Es zeigte sich bei einem groflen Teil der Untersuchungen kein statistisch signifikanter
Einfluss der absoluten Hohen der sFLC auf das EFS oder das OS.

Allerdings war das Vorliegen eines sFLC-Level von tiber 1000 mg/l nach dem zweiten
Induktionszyklus (pID2=0,035; HR 2,894; 95%-KI 1,080-7,752; Abbildung 3a.) und vor
Cyclophosphamid Mobilisierung (pvorCYC =0,005; HR 4,121; 95%-KI 1,550-10,953;
Abbildung 3b) mit einem negativen Einfluss auf das OS assoziiert. Dieser Effekt zeigt sich
neben dem Gesamt- auch im IgH-Kollektiv (pw2=0,004; HR 6,234; 95%-KI 1.791-21,694
und pvorcyc=0,004; HR 5,871; 95%-KI 1,788-19,271; Abbildung 3c, d). Dariiber hinaus zeigt
eine Erhohung der sFLC-Werte von mehr als 1000 mg/l zum Zeitpunkt ED einen negativen

Effekt auf das OS im IgH Kollektiv (p=0,032; HR 2,846; 95%-KI 1,096-7,388; Abbildung
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4a). Eine Erhohung der sFLC-Werte tiber 75 mg/dl bei Erstdiagnose lasst keinen statistisch
signifikanten Effekt auf das OS oder das EFS innerhalb des Patientenkollektivs erkennen.
Ferner zeigte die Normalisierung des FLC-Quotienten vor Stammzellmobilisierung
(vorCYC) einen auf einem Niveau von p<0,1 signifikanten negativen Effekt auf das EFS
(p=0,062: HR 0,465; 95%-KI 0,195-1,108; Abbildung 4c) und OS (p=0,078; HR 0,358;
95%-KI 0,115-1,120; Abbildung 4b) im Gesamtkollektiv und lediglich auf das EFS im IgH-
Kollektiv (p=0,074; HR 0,404; 95%-KI 0,149-1,092; Abbildung 4d).

Zur besseren Ubersicht werden im Folgenden lediglich die Kaplan-Meier-Kurven zu den

relevanten Ergebnissen dargestellt.
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3a) zeigt das Gesamtiiberleben der Vergleichsgruppen sFLC < vs. > 1000 mg/l im Gesamtkollektiv nach dem zweiten

Induktionszyklus. 3b) zeigt das Gesamtiiberleben der Vergleichsgruppen sFLC < vs. > 1000 mg/l im Gesamtkollektiv

vor der Stammzellmobilisierung (vorCYC). 3c) zeigt das Gesamtiiberleben der Vergleichsgruppen sFLC < vs. > 1000

mg/l im IgH-Kollektiv nach dem zweiten Induktionszyklus. 3d) zeigt das Gesamtiiberleben der Vergleichsgruppen

SFLC < vs. > 1000 mg/l im IgH-Kollektiv vor der Stammzellmobilisierung (vorCYC).
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4a) zeigt das OS der Vergleichsgruppen sFLC < vs. >1000 mg/l im IgH-Kollektiv zum Zeitpunkt ED. 4b) zeigt das OS

der Vergleichsgruppen normaler vs. pathologischer sFLC-Quotient im Gesamtkollektiv vor Stammzellmobilisierung.

4c) zeigt das EFS der Vergleichsgruppen normaler vs. pathologischer sFLC-Quotient im Gesamtkollektiv vor

Stammzellmobilisierung. 4d) zeigt das EFS der Vergleichsgruppen normaler vs. pathologischer sFLC-Quotient im IgH-

Kollektiv vor Stammzellmobilisierung.
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4.2.2 Fragestellung 2 - Einfluss der Reduktionsdynamik der sFLC-Werte der

fithrenden Leichtkette auf das OS und EFS

Zur Analyse des Einflusses des relativen Abfalls der sFLC unter der Therapie wurde das
Patientenkollektiv den folgenden Paarungen zugeteilt und das OS sowie das EFS innerhalb
der einzelnen Paarungen mittels Uberlebenszeitanalyse nach Kaplan-Meier miteinander
verglichen. Die Analyse erfolgte sowohl fiir das Gesamt- als auch fiir das IgH-Kollektiv.

Die hierbei vorgenommenen Paarungen waren:

Abfall der sFLC iiber 50% versus Abfall unter 50% des Wertes bei Erstdiagnose, Abfall des
sFLC-Levels von tiber 75% versus Abfall unter 75%, Abfall von iber 90% versus Abfall von
unter 90% des Ausgangswertes bei ED. Zusatzlich wurde der Abfall von mehr als 90%
versus Abfall von weniger als 90% des Ausgangswertes bei ED unter Ausschluss der
Patienten, die zum Zeitpunkt der ED einen sFLC-Wert von erstens: iiber 100 mg/l und
zweitens: tber 300 mg/l boten, analysiert. Diese Analysen wurden sowohl fir das
Gesamtkollektiv, als auch fur das IgH-Kollektiv durchgefiihrt. Zusatzlich wurde der Einfluss
einer Reduktion der sFLC-Werte von weniger als 65%, zwischen 66 und 88% und 89 bis
100% gegeniiber des Ausgangswertes bei ED nach dem ersten Induktionszyklus untersucht,
ohne den Nachweis eines signifikanten Einflusses auf das EFS oder OS erbringen zu kénnen
(vgl. Tabelle 9, Tabelle 10).

Im Rahmen dieser Analyse zeigte sich kein statistisch signifikanter Einfluss der Dynamik
des Abfalls der sFLC-Werte in Bezug auf das OS. Allerdings lief$ sich in Bezug auf das EFS
im Gesamtkollektiv zeigen, dass ein Abfall von tiber 50% gegeniiber dem Ausgangswert der
sFLC vorCYC einen negativen Einfluss auf das EFS zu haben scheint (p=0,037; HR 3,578§;
95%-KI11,082-11,827; Abbildung 5a). Im IgH-Kollektiv lief$ sich diese Beobachtung nur mit
abgeschwichter Signifikanz bestdtigen (p=0,078; HR 2,965; 95%-KI 0,885-9,936). Ferner
lief} sich ein statistisch nicht signifikanter Trend hin zu einem positiven Einfluss eines iiber
50 prozentigen Abfalls der sFLC 9 Monate nach HDT feststellen (p=0,54; HR 3,232; 95%-
KI0,981-10,647; Abbildung 5b). In Tabelle 9 sind die Ergebnisse der Untersuchungen zur
Reduktionsdynamik der sFLC des Gesamtkollektivs und in Tabelle 10 die Ergebnisse des

IgH-Kollektivs zusammengefasst.
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Abbildung 5 a und b Uberlebensfunktion nach Kaplan-Meier
5a) zeigt das EFS bei einer Reduktion der sFLC-Werte von >50% im Vergleich zu einer Reduktion von < 50% vor
Stammzellmobilisierung. 5b) zeigt das EFS bei einer Reduktion der sFLC-Werte von >50% im Vergleich zu einer

Reduktion von < 50% im neunmonatigem Follow-Up.

4.2.3 Fragestellung 3 — Korrelation zwischen der Reduktion der sFLC und der

Reduktion des Paraproteins unter HDT

Im Rahmen dieser Fragestellung wurde tiberpriift, ob die Hohe des relativen Abfalls der
sFLC-Werte mit der Hohe des relativen Abfalls des Paraproteins korreliert ist. Hierzu wurde
der relative Abfall in Bezug auf die Werte bei Erstdiagnose fiir die sFLC und das Paraprotein
ermittelt. Folgend wurden die Mittelwerte der so gebildeten Paare jeweils zu den
Zeitpunkten ID1, ID2, vorCYC, vorHDT, M3HDT und M9HDT mittels zweiseitigem T-Test
fir unabhéangige Variablen miteinander verglichen. Hierbei zeigte sich, dass die sFLC und
das Paraprotein in gleichem Mafle tiber die Therapie abzufallen scheinen und keiner dieser
Werte durch sein Verhalten unter der Therapie eine weitergehende Analyse in Bezug auf
ein besseres Ansprechen und damit auf eine bessere Uberlebensabschitzung zulisst. Die

Ergebnisse der Untersuchung sind in Tabelle 11 zusammengefasst dargestellt.
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Tabelle 11 — Korrelation zwischen Reduktion sFLC und PP

. Abfall FLC / Abfall Mittel- Standard- Mittlere 95% Konfidenzintervall
Messintervall ) N . p T-Test o

Paraprotein wert  abweichung Differenz Ui Obere

ED zu ID1 Abfall FLC 58 42,71 66,74
“ a 0,674 5,29 19,63 30,20

Abfall Paraprotein 33 37,42 35,56

ED zu ID2 Abfall FLC 53 26,77 136,68
“ 4 0306  -2534  -74,30 23,63

Abfall Paraprotein 32 52,11 32,27

ED YC Abfall FLC 65 47,93 67,47
auvorCYC - Abfa 0,559 -6,36 27,91 15,18

Abfall Paraprotein 43 54,29 27,83

ED HDT Abfall FLC 70 47,92 108,41
Yo : 0,330 15,15 45,80 15,50

Abfall Paraprotein 51 63,07 24,66

ED zu M3HDT Abfall FLC 69 41,91 236,25
0,383 29,91 97,51 37,70

Abfall Paraprotein 49 71,81 40,16

ED zu MOHDT Abfall FLC 66 37,29 174,70
“ a 0295 27,61  -79,63 24,42

Abfall Paraprotein 46 64,90 39,75

4.2.4 Fragestellung 4 — sind die absoluten Hohen der sFLC mit

Funktionsstorungen der Niere assoziiert?

Im Rahmen dieser Fragestellung wurde tberpriift, ob eine Korrelation zwischen der
absoluten Hohe der sFLC-Werte und einer Funktionsstérung der Niere (renal impairment,
RI) besteht. Hierbei wurde das Vorliegen einer Nierenfunktionsstérung bei erhchten
Serumkreatinin-Werten von iiber 0,9 mg/dl angenommen. Verglichen wurden die
Mittelwerte der sFLC der Patientengruppe mit RI versus die der Gruppe ohne RI zu den
Zeitpunkten ED, vorHDT, M3HDT und MO9HDT. Hierbei zeigte sich, dass die sFLC-
Mittelwerte der Patienten mit Nierenfunktionsstérungen zu den Zeitpunkten ED (p=0.026
/ 95%KI=35,04-533,89) und vor HDT (p=0,014 / 95%KI=16,31-138,02) signifikant hoher
lagen. Zu den Zeitpunkten im drei- und neunmonatigen Follow-Up bestand kein statistisch
signifikanter Unterschied der Mittelwerte beider Gruppen. Die Abbildung 6a und b zeigen
die Lage der Mittelwerte der verglichenen Paarungen zu den Zeitpunkten, an denen sich die
signifikanten Unterschiede feststellen lieflen. In Tabelle 12 sind die Ergebnisse der

Untersuchung zusammengefasst.
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Abbildung 6a und b Vergleich der Mittelwerte der absoluten sFLC Hohen

Die Abbildung zeigt die Lage der Mittelwerte der sFLC bei ED (a) und vor HDT (b) fiir Patienten mit und ohne RI als Box-

Whisker-Plot in logarithmischer Skalierung der Ordinatenachse.

ED ‘ 2,7 719,34
ja 30 392,79 93 0,026 28446 3504 533,89

nein 38 108,32 247,28

HDT ' 2 200,97
vor ja 0 98,30 00,9 0,014 77,26 16,31 138,20

nein 48 21,04 46,31

M3HDT ja 21 19,45 40,61
0,218 9,76 5,91 25,42

nein 7 9,69 23,77

MYHDT ja 2 81,92 295,06
0,141 7142 24,32 167,16

nein 38 10,50 22,73

4.2.5 Fragestellung 5 - Ist die absolute Hohe der sFLC zu einem bestimmten

Therapiezeitpunkt mit dem Ansprechen vor HDT und der BR im Follow-Up

assoziiert?

Im Rahmen dieser Fragestellung wurde tiberpriift, ob die absoluten Hohen der sFLC-Werte

zu bestimmten Therapiezeitpunkten das Ansprechen vor HDT oder im Follow-Up
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vorhersagen konnen. Aufgrund der geringen Anzahl an Patienten, die als Ansprechen eine
CR oder eine SD oder PD aufwiesen (n<5) wurde das Patientenkollektiv fiir diese
Auswertung in eine Responder- und Non-Responder-Gruppe unterteilt. In die Responder-
Gruppe wurden die Patienten gefasst, die zum untersuchten Zeitpunkt ein Ansprechen im
Sinne einer CR/sCR PR und vgPR aufwiesen. In die Non-Responder-Gruppe entfielen die
Patienten, bei denen sich zum untersuchten Zeitpunkt ein SD oder ein PD als Ansprechen
auf die Therapie erheben liefS. Untersucht wurde die Lage der Mittelwerte der sFLC
innerhalb der gebildeten Gruppen (Responer / Non-Responder) zu den Zeitpunkten bei ED,
nach ID1, vorCYC und vor HDT.

Innerhalb dieser Gruppen lief} sich kein signifikanter Unterschied in der Lage der
Mittelwerte fiir die absoluten Hohen der sFLC zu den vier untersuchten Zeitpunkten
feststellen.

In Tabelle 13 sind die Ergebnisse der T-Test-Analysen zu den vier
Untersuchungszeitpunkten zusammengefasst. Die Auswertung der Fragestellung bei einer
Gruppenzuteilung der Patienten entsprechend der Remissionsraten und ein Vergleich dieser
Gruppen untereinander lieferte aufgrund der teils sehr geringen Fallzahlen innerhalb der

miteinander verglichenen Gruppen keine sinnvoll zu verwendenden Ergebnisse.

Tabelle 13 - Korrelation von sFLC und bestem Ansprechen nach HDT

Zeitpunkt Responder / N Mittel- Standard- T-Test  Mittlere 95% CI
FLC-Messung  Non-Responder wert abweichung  Signifikanz Differenz  (j1ere Obere
ED Responder 15 374,45 827,34

NonResponder 55 191,24 400,89 0.229 183,22 -11800 48443
ID1 Responder 11 71,38 170,81

NonResponder 47 79,46 155,86 0,880 8,08 114,52 98,36
vorCYC Responder 13 54,34 152,70

NonResponder 52 74,10 148,71 0,671 ‘19,76 -112,39 72,87
vor HDT Responder 15 11,42 18,34

NonResponder 55 52,36 131,23 0.235 40,94 109,08 27,21
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4.2.6 Fragestellung 6 - zeigt der Anstieg der sFLC aus dem Plateau nach HDT ein

Rezidiv frither an als der Wiederanstieg des Paraproteins?

In diesem Zusammenhang wurde untersucht, ob der erneute Anstieg der sFLC aus dem
Plateau nach HDT den Beginn eines Rezidivs frither erkennen lésst, als der erneute Anstieg
des Paraproteins. Hierzu wurden innerhalb der Rezidivkohorte (n=41) unter Ausschluss der
Patienten mit Leichtkettenmyelom (n=8) die Zeitpunkte des Anstiegs der Paraprotein-Werte
mit den Zeitpunkten des Anstiegs der sFLC-Werte nach HDT verglichen. Es wurde fiir das
Paraprotein ein Uberschreiten des Normbereichs als Wiederanstieg und somit
Rezidivbeginn gewertet. Fiir die sSFLC werteten wir einen Anstieg um mehr als 25% aus dem
Plateau nach HDT als signifikanten Anstieg im Sinne der Fragestellung.

Die zu untersuchende Kohorte zeigte einen Patientenumfang von n=33. Bei insgesamt 16
Patienten (48,49%) erfolgte die Diagnosestellung des Rezidivs anhand eines isolierten
Paraproteinanstiegs. Bei 7 Patienten (21,21%) erfolgte der erneute Anstieg der sFLC-Werte
zeitgleich mit dem Ansteigen des Paraproteins. Es lielen sich 10 Patienten (30,30%)
identifizieren, bei denen ein Anstieg der sFLC-Werte vor Diagnosestellung des Rezidivs bzw.
dem Wiederansteigen des Paraproteins zu erkennen war. Der Wiederanstieg der sFLC lag
hierbei im Median 75 Tage vor dem Wiederanstieg des Paraproteins (Spannweite: 32 - 183
Tage). Es wurden die Uberlebenszeiten der so gebildeten Gruppen nach Kaplan-Meier
verglichen und jeweils die Hazard-Ratio mittels Cox-Regressionsmodell erstellt. Es zeigte
sich ein statistisch nicht signifikanter Trend (p=0,083, HR=0,314 [0,085;1,161]) zu einer
verkiirzten Uberlebenszeit im Falle eines Anstiegs der sFLC-Werte zeitgleich mit dem
Paraprotein im Vergleich zu der verbleibenden Patientengruppe, bestehend aus den
Patienten, bei denen der Anstieg der sFLC zeitlich vor dem Anstieg des Paraproteins oder
die Diagnosestellung des Rezidivs alleinig tiber den Wiederanstieg des Paraproteins gestellt
wurde (mediane Uberlebenszeit 8 vs. 21 Monate). Abbildung 7 zeigt die zur Untersuchung

gehorende Kaplan-Meier-Kurve.
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Abbildung 7 OS nach Kaplan-Meier - blau: sFLC-Anstieg zeitgleich mit PP; griin: sFIC Anstieg vor PP, oder alleiniger

Anstieg PP

4.2.7 Fragestellung 7- welchen Einfluss haben die sFLC auf das OS des

Patientenkollektivs ab dem Rezidivzeitpunkt

Im Rahmen dieser Fragestellung wurde untersucht, ob die absolute Hohe der sFLC zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung des Krankheitsrezidivs Einfluss auf das Gesamtiiberleben
der Patienten hat. Hierzu wurde die Rezidivkohorte (n=41) entsprechend ihrer sFLC-Werte
zum Zeitpunkt des Rezidivs in zwei Gruppen unterteilt. Die erste Gruppe mit sFLC-Werten
>1000 mg/l und die zweite Gruppe mit sSFLC-Werten von <1000 mg/l. Die Uberlebenszeiten
der Gruppen wurden mittels Kaplan-Meier Berechnung und die Hazard-Ratio nach dem
Modell der Cox-Regression erstellt. Es zeigt sich kein statistisch signifikanter Unterschied in
der Uberlebenszeit der beiden Gruppen (p=0,177, HR=1,82 [0,763;4,328]). Die Abbildung 8

zeigt die Kaplan-Meier-Kurven der entsprechenden Untersuchung
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Uberlebensfunktionen Rezidivkohorte
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Abbildung 8 OS nach Kaplan-Meier - blau: sFLC bei Rezidivdiagnose unter 1000 mg/1; griin: sFLC bei Rezidivdiagnose

tiber 1000 mg/1
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5 Diskussion

5.1 Patientenkollektiv

Die retrospektiv erfassten und im Rahmen der vorliegenden Arbeit analysierten Daten
stammen aus dem Kollektiv von 132 konsekutiven Patienten, die in der Zeit von 2004 bis
2009 nach dem Diisseldorfer Myelomprotokoll mit einer HDT und sich anschliefender
aPBSCT behandelt wurden. Es erfolgte ein Ausschluss von 62 Patienten aufgrund einer
unvollstaindigen Dokumentation der erhobenen Parameter zu den jeweiligen
Untersuchungszeitpunkten. Bei diesen Patienten liefd sich keine Analyse im Sinne der
festgelegten Fragestellung durchfiihren.

Es wurden 70 Patienten analysiert, bei denen sFLC-Werte zu den Zeitpunkten ED, ID1,
vorCYC, vor HDT, sowie im drei und neunmonatigen Follow-Up (M3HDT, M9HDT)
vorhanden waren.

Die Eigenschaften des im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Patientenkollektivs, stimmen
in wesentlichen Teilen mit denen vergleichbarer Studien iiberein.® % Insbesondere in Bezug
auf das mediane Erkrankungsalter, das EFS und OS sowie die Verteilung der IG-Subgruppen

sind die vorliegenden Patienteneigenschaften vergleichbar.

5.2 Freie Serumleichtketten und ihr prognostischer Wert

5.2.1 Absolute Hohen der freien Leichtketten und ihr Einfluss auf OS und EFS

sowie die Remissionsraten - Diskussion der Fragestellungen 1 und 5

Die Moglichkeit tiber die absoluten Hohen der sFLC bei ED oder zu einem bestimmten
Therapiezeitpunkt verlassliche Riickschliisse auf das OS oder das EFS ziehen zu koénnen,

lasst sich anhand unserer Daten nicht sicher ableiten. Die im Rahmen dieser Arbeit
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durchgefithrten Untersuchungen zum Einfluss der absoluten Hohen der sFLC-Werte zeigten
in der iiberwiegenden Anzahl der Analysen keinen statistisch signifikanten Effekt auf das
OS oder das EFS des Patientenkollektivs. Lediglich das Vorliegen extrem hoher sFLC-Spiegel
von tiber 1000 mg/l nach der Induktionstherapie scheint von prognostischem Wert in Bezug
auf das OS zu sein. Anderslautende Ergebnisse, die den absoluten Hohen der sFLC einen
prognostischen Effekt zusagen, lieferten im Vergleich hierzu Van Rhee et al. 2007 im
Rahmen einer prospektiv angelegten Studie mit 303 zum Zeitpunkt der Erstdiagnose
eingeschlossenen Patienten. Hier beschreiben die Autoren die negative Auswirkung eines
erhohten sFLC-Levels zum Zeitpunkt der Erstdiagnose von tiber 75mg/dl auf das OS nach
zwei Jahren und das EFS” insgesamt. In der hier vorliegenden Untersuchung lief sich dieser
explizite Effekt in Bezug auf das EFS weder fiir das Gesamt- noch fiir das IgH-Kollektiv auf
statistisch signifikantem Niveau nachweisen (vgl. Tabelle 7, Tabelle 8). Erganzend
beschreiben van Rhee et al. in der oben genannten Analyse einen negativen Effekt einer
raschen sFLC-Reduktion von tiber 86% des Ausganswertes wahrend der Induktionstherapie
auf das OS und das EFS (vgl. Kapitel 5.2.2). In unserer Analyse des Gesamt-, sowie des IgH-
Kollektivs konnten wir im Vergleich zu diesen Beschreibungen beobachten, dass Patienten,
die Gber die Induktionstherapie eine Normalisierung des Leichtkettenquotienten zeigen, ein
reduziertes EFS aufzuweisen scheinen (vgl. Abbildung 4c und d). Zwar zeigt sich dieser
Effekt bei der Analyse auf einem Niveau von p<0,1 nicht signifikant, (pex=0,062; pign=0,074)
jedoch ldsst sich diese Beobachtung mit der Van Rhees in Einklang bringen. So ermdéglicht
eventuell nicht allein die rasche Reduktion der sFLC wahrend der Induktionstherapie einen
aggressiven Myelomtyp zu identifizieren, sondern auch die Normalisierung des
Leichtkettenquotienten im gleichen Therapieabschnitt. Eine mogliche Erklarung hierfir
bietet die Annahme, dass ein stark proliferatives MM zwar gut auf die Therapie anspricht,
im Gegenzug aber auch schnell Resistenzen entwickelt. Einen gegenteiligen Effekt
beschrieben allerdings Alhaj Moustafa et al. 2015 im Rahmen ihrer ebenfalls retrospektiv
angelegten Analyse von 1346 Patienten mit neudiagnostiziertem MM. Hier zeigt sich in
einer Subgruppenanalyse von 449 Patienten, die ein schlechteres Ansprechen als eine CR
nach First-Line Therapie aufwiesen, ein signifikant positiver Effekt einer Normalisierung
des sFLC-Quotienten unter der First-Line Therapie auf das EFS und das OS.”* Einschrankend

sei angemerkt, dass durch die vorgenommene Subgruppeneinteilung und eine abweichende
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Schwerpunktsetzung in der Fragestellung der Analyse eine eingeschrankte Vergleichbarkeit
zu der hier vorliegenden Arbeit besteht. Ferner unterscheiden sich aufgrund des teilweise
groflen zeitlichen Abstands der Erstdiagnosen zueinander die Regime der
Induktionstherapien erheblich. Wahrend frither Triplechemotherapien verwendet wurden,
wird heute vornehmlich eine Bortezomib-haltige Therapie bevorzugt. Da hierdurch eine
erhebliche Prognoseverbesserung erzielt wurde, sind Ergebnisse aus der frithen und
aktuellen Ara schwer vergleichbar.

Einen weiteren prognostischen Wert des Leichtkettenquotienten beobachteten Snoozek et
al. 2008 in einer retrospektiv durchgefithrten Analyse von 790 bei Diagnosestellung
asservierten Patientenseren fir den Zeitpunkt der Erstdiagnose.*® Snoozek et al. beschreiben
hier einen negativen Effekt eines zum Zeitpunkt der Erstdiagnose pathologischen
Leichtkettenquotienten auf das OS. Auch die Arbeitsgruppe von Sobh et al. konnte 2010 in
einer retrospektiven Analyse von 118 Patienten einen prognostischen Effekt des
Leichtkettenquotienten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose in Bezug auf das OS und
insbesondere des EFS des untersuchten Patientenkollektivs aufzeigen.”? Vergleichbare
Ergebnisse lieferte hierzu die Arbeitsgruppe um Radovic et al. in ihrer Analyse aus dem Jahr
2012 von 101 Patienten mit MM und primarer Amyloidose.”? Im Rahmen unserer
Untersuchung lie sich dieser Effekt, trotz vergleichbarer Eigenschaften der
Patientenkollektive, auf keinem statistisch signifikanten Niveau nachweisen. Lediglich eine
Normalisierung des Leichtkettenquotienten neun Monate nach HDT zeigt im Rahmen
unserer Analyse ein signifikant verbessertes EFS im Gesamt-, sowie im IgH-Kollektiv (vgl.
Tabelle 7, Tabelle 8).

Abschlieflend lisst sich festhalten, dass die absoluten Hohen der sFLC zumindest im Falle
einer sehr ausgepragten monoklonalen Produktion einen aggressiven Myelomtyp erkennen
lassen. Auch die Ergebnisse unserer Untersuchungen liefern Hinweise darauf, dass der
Leichtkettenquotient zur Beurteilung und Abschétzung einer individuellen Prognose einen
differenzierten Blick auf das Patientengut erfordert. Vor allem scheint er insbesondere in
Kombination mit weiteren Risikofaktoren die individuelle Prognoseabschitzung des
einzelnen Patienten weiter differenzieren zu konnen.

Nach Betrachtung unserer Ergebnisse unter Beriicksichtigung der vorbeschriebenen

Zusammenhidnge in der Fachliteratur unterstiitzen wir den Vorschlag von Alhaj Moustafa
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et al, den Leichkettenquotienten regelhaft zur Beurteilung der Krankheitsremission

heranzuziehen.”

5.2.2 Dynamik in der Reduktion der sFLC-Werte

Im Rahmen unserer Analyse zur Reduktionsdynamik der sFLC-Werte unter der Induktions-
und Hochdosistherapie konnten wir keinen statistisch signifikanten Einfluss der
Reduktionsdynamik in Bezug auf das OS des Patientenkollektivs feststellen. In Bezug auf
das EFS hingegen zeigte sich in unserer Analyse ein signifikant erhohtes EFS bei einer
Reduktion der fithrenden sFLC von nicht mehr als 50% des Ausgangswertes bei
Erstdiagnose zum  Zeitpunkt einer erfolgten Induktionstherapie bzw. vor
Stammzellmobilisation (p=0,037; HR=3,578; 95%KI: 1.082-11,827). (Vgl. Abbildung 5a
und Tabelle 9)

Hinweise auf einen negativen Einfluss einer steilen Reduktion der sFLC-Werte unter der
Induktionstherapie konnten bereits van Rhee et al. im Rahmen ihrer prospektiv angelegten
Studie zur Tandemtherapie im Jahr 2007 liefern.” Allerdings zeigte sich hier der Abfall der
sFLC-Werte von tiber 86% vor dem zweiten Zyklus und von tiber 96% vor Transplantation
(jeweils oberste Tertile) assoziiert mit einem signifikant reduzierten OS und EFS. Unsere
kontraintuitven Beobachtungen in Bezug auf das EFS bestatigen, dass eine starke Reduktion
der sFLC von tber 50% unter Induktionstherapie insgesamt mit einem reduzierten EFS
einherzugehen scheint. Eine mogliche Erklarung fir diese Beobachtung wire, dass ein
hochproliferativer Tumor zwar deutlich auf eine Therapie anspricht, allerdings ebenso
schnell Resistenzen entwickelt. Vergleichbare Ergebnisse zu der Frage nach einem
ginstigen Reduktionsverhiltnis der sFLC-Werte tber die Therapie finden sich in den
Analysen von Dispenzieri et al. bereits 2008. Hier bezeichnen die Autoren eine Reduktion
zwischen 40 und 50 % als prognostisch besonders giinstig.”* In Bezug auf das OS lassen sich
diese Beobachtungen in unserer Analyse nicht wiederfinden.

In einer Analyse von 40 Patienten aus dem Jahr 2011 zeigen Dyttfeld et al. in Bezug auf die
Reduktion der sFLC-Werte gegenteilige Beobachtung.” Hier scheint eine starke Reduktion

der sFLC-Werte von tiber 90% nach 2 Zyklen Induktionstherapie (Bortezomib, Doxorubicin,
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Dexamethason) mit einer erhohten Rate an VGPR und demzufolge mit einem verbesserten
OS und EFS einherzugehen. In einer prospektiv angelegten Analyse von 36
neudiagnostizierten MM Patienten konnten Hansen et al. ebenfalls bestatigen, dass eine
rapide Reduktion der sFLC unter Therapie mit dem Erreichen einer VGPR und einem
verbesserten OS und EFS assoziiert ist.”

Insgesamt deuten unsere Ergebnisse darauf hin, dass die Beobachtung der Reduktion der
sFLC-Werte bereits zu einem frithen Therapiezeitpunkt bedeutsame Risikoabschidtzungen
zulassen konnten. Nach Betrachtung unserer Ergebnisse vor dem Hintergrund der
Beschreibungen in der aktuellen Fachliteratur lasst sich allerdings feststellen, dass der
Einfluss des Reduktionsverhaltens der sFLC unter Therapie nicht hinreichend durch
untereinander vergleichbare Analysen geklart ist. Fir genauere Aussagen hierzu bedarf es
weiterer Untersuchungen, welche die vorliegenden Ergebnisse bestdtigen und insbesondere

vergleichbare Fragenstellungen und Therapieansitze bieten.

5.2.3 Korrelation in der Reduktion von sFLC-Werten und Paraprotein

Um zu tberpriifen, ob ein Unterschied in der Reduktion der sFLC-Werte im Vergleich zur
Reduktion des Paraproteins besteht, wurden die Mittelwerte des prozentualen Anteils der
Reduktion zu den einzelnen Therapiezeitpunkten miteinander verglichen.

In unserer Analyse konnten wir keinen signifikanten Unterschied in der Lage der
Mittelwerte der beiden untersuchten Parameter feststellen. Hintergrund der Analyse ist die
Vorstellung, dass ein identisches Reduktionsverhalten von sFLC und Paraprotein es
ermoglicht, die Reduktionsdynamik der sFLC unter Therapie starker in die Beurteilung der
Krankheitsaktivitit mit einzubeziehen. Insbesondere aufgrund ihrer deutlich verkiirzten
Halbwertzeit gegeniiber den intakten Immunglobulinen kénnen sFLC ein Ansprechen auf
die Therapie nahezu in Echtzeit anzeigen.**® Der sich hieraus ergebende prognostische
Nutzen war am Anfang unserer Analysen nicht hinreichend untersucht. Zwar wird die

Messung der absoluten Differenzen zwischen involvierter und nicht involvierter sFLC tiber
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den Verlauf der Therapie in der Literatur empfohlen,*** doch sprechen mittlerweile
mehrere Analysen dafiir, dass die sequenzielle Bestimmung der sFLC-Werte im Vergleich
zur Paraproteinmessung mittels sIFE und/oder SPE keinen signifikant fritheren Zeitpunkt
eines Therapieansprechens erkennen ldsst’”’® Die im Rahmen dieser Analyse

hervorgebrachten Ergebnisse bestatigen diesen Sachverhalt.

5.2.4 Absolute Hohe der sFLC und Nierenfunktionsstérungen

Nierenfunktionsstorungen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose haben einen negativen Effekt
auf das Gesamtiiberleben der Patienten mit neudiagnostiziertem MM”°. In der vorliegenden
Arbeit wurde der Schwerpunkt allerdings nicht auf den Zusammenhang zwischen MM und
Nierenerkrankungen gelegt. Inwiefern das Vorliegen einer Nierenfunktionsstérung mit der
absoluten Hohe der sFLC korreliert ist, war zu Beginn unserer Untersuchungen nicht
hinreichend beschrieben. Anmerkend sei erwidhnt, dass an dieser Stelle lediglich die
Korrelation der sFLC-Hohen mit dem als Surrogatparameter fiir eine kompromittierte
Nierenfunktion verwendeten Serumkreatinin® untersucht wurde. Das tatsachliche Ausmaf}
und die klinische Erscheinungsform der renalen Schadigung waren nicht im Fokus unserer
Untersuchungen. Zur Beurteilung der Nierenfunktion werteten wir ein Serumkreatinin
oberhalb des klinikinternen Referenzbereiches von 0,9 mg/dl im Sinne einer beginnenden
Einschrankung oder einer bereits eingeschrankten Nierenfunktion.

Unsere Daten legen nahe, dass hohere absolute Werte der sFLC insbesondere bei ED und
vor HDT mit einem erhohten Serumkreatinin assoziiert sind, und somit insbesondere an
diesen  Untersuchungszeitpunkten frithzeitig =~ Hinweise auf eine drohende
Nierenschadigung liefern kénnten (vgl. Abbildung 6a/b und Tabelle 12). Von Bedeutung ist
dieser Zusammenhang vor dem Hintergrund einer bekannten Assoziation erhoéhter
Serumkreatininwerte und dem Auftreten myelomassoziierter Folgeerkrankungen, wie der
Cast-Nephropatie oder AL- Amyloidosen.®? Unsere Ergebnisse lassen vermuten, dass nicht
allein  das  Vorhandensein  abnormaler = sFLC-Werte  Hinweise auf eine

Nierenfunktionsstorung liefert, sondern vielmehr die Dimension der sFLC Erh6hung das
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Ausmaf der Nierenfunktionsstérung beeinflusst. Ahnliche Hinweise zum Einfluss der sFLC
auf die Nierenfunktionsstorung konnten jiingst Erdem et al. liefern. In Threr 2015
veroffentlichten Analyse von 513 MM-Patienten konnten sie eine Korrelation zwischen
erhohten A-sFLC-Werten und einer eingeschrankten eGFR nachweisen.®® Im klinischen und
therapeutischen Ansatz sprechen diese Ergebnisse fiir ein engmaschigeres Monitoring der
sFLC-Werte, um frithzeitig Patienten mit dem Risiko fiir eine Nierenfunktionsstérung
erkennen zu koénnen. Die ,International Kidney and Monoclonal Gammopathy Research
Group“ empfiehlt mittlerweile insbesondere das Auftreten eines unerwarteten akuten
Nierenversagens auf das Vorliegen erhohter sFLC-Werte zu uberpriifen, um eine

monoklonale Ursache zu detektieren und einer raschen Therapie zuzufiihren.?!

5.2.5 Einfluss der absoluten Hohen der sFLC auf die Remissionsraten

Fir die Verlaufsbeurteilung unter Therapie ist die wiederholte Bestimmung der absoluten
Hohen der sFLC in gleichem Mafle wie die Differenz zwischen involvierter und nicht
involvierter Leichtkette der sequenziellen Bestimmung des x/A-Quotienten iiberlegen.
Ferner vermogen die absoluten Hohen der sFLC ein frithes Ansprechen nach zweimonatiger
Therapie vorherzusagen, welches jedoch nicht mit dem Erreichen eines verlangerten OS und
EFS einhergeht””. In der hier vorliegenden Arbeit haben wir den pradiktiven Effekt der
absoluten Hohen der sFLC zu spezifischen Zeitpunkten der Induktionstherapie auf das beste
Ansprechen (BR) nach HDT im drei- und neunmonatigen Follow-Up untersucht. Aufgrund
der geringen Fallzahlen, die keinen reliablen Vergleich der Mittelwerte innerhalb der
Subgruppen erméglichten, wurde das Kollektiv in eine ,Responder™ (sCR, CR, vgPR, PR)
und ,Non-Responder“Gruppe (SD, PD) unterteilt. In unserer Analyse ldsst sich unter diesen
Voraussetzungen kein Vorhersageeffekt der absoluten sFLC-Werte fiir ein Ansprechen nach
HDT nachweisen. Einen dhnlichen Sachverhalt fanden auch Dispenzieri et al.”” In ihrer
Analyse aus dem Jahr 2008 beschreiben sie einen fehlenden pradiktiven Effekt des
Ansprechens der sFLC - definiert nach Gertz** und Durie* et al. — im kurzfristigen

Therapieverlauf auf das OS und EFS.
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Betrachtet man in diesem Kontext die Arbeit von Binder et al. aus dem Jahr 2015, zeigt sich
hier in einer retrospektiv angelegten Analyse von 1304 Patienten ein positiver Effekt
erhohter Differenzen von involvierter zu nicht involvierter Leichtkette auf das Erreichen
einer vgPR innerhalb der ersten vier Therapiezyklen. Im Vergleich hierzu sei einschrankend
angemerkt, dass unsere Analyse aufgrund der vorgenommenen Subgruppenbildung den
Sachverhalt nicht ausreichend differenziert wiederspiegelt. Zusammenfassend betrachtet
scheinen die absoluten Hohen der sFLC-Werte eher eine pradiktive Bedeutung fiir das
Ansprechen vor HDT/aPBSCT zu haben und eher geringen Einfluss auf die Ansprechraten

im Follow-Up nach erfolgter Hochdosistherapie zu nehmen.

5.2.6 Bedeutung der sFLC im Rahmen der Rezidiverkennung

Die Frage, ob sFLC im Rahmen der Rezidiverkennung dem Anstieg des Paraproteins als
Rezidivmarker tiberlegen sind, ist in der Literatur nicht abschlieflend untersucht.

In dem von uns analysierten Patientenkollektiv konnten wir keine Uberlegenheit der sFLC
gegeniiber dem Paraprotein als Rezidivmarker nachweisen. In dem im Rahmen dieser
Arbeit analysierten Kollektiv erfolgte die Diagnosestellung des Rezidivs bei 48% der
Patienten durch einen alleinigen Anstieg des Paraproteins ohne eine erkennbare
signifikante Anderung im Niveau der sFLC. Bei 21% der Patienten erfolgte der Anstieg der
sFLC zeitgleich mit dem Paraprotein und bei 30 % der Paienten lag der sFLC-Anstieg zeitlich
vor einem Anstieg der Paraproteinwerte. Die Untersuchungen von Uljon et al. aus dem Jahr
2011 lassen sich mit unseren Beobachtungen in Einklang bringen. In dem dort untersuchten
Patientenkollektiv von 17 Patienten lief$ sich tiber ein mittleres Follow-Up-Intervall von 35,6
Monaten kein signifikanter Unterschied im Verhalten der sFLC im Vergleich zur
Paraproteinmessung mit SPE feststellen.”® Allerdings unterscheiden sich die hier
vorliegenden Daten deutlich von denen durch die Arbeitsgruppe um Sobh et al. 2010
vorgestellten Ergebnisse. Entgegen unserer Beobachtungen beschreiben Sobh et al. bei der
Mehrheit (66%) des im Rahmen ihrer Untersuchung betrachteten Patientenkollektivs

(n=174) einen Anstieg der sFLC vor einem Anstieg des Paraproteins.””Ferner konnten Barley
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et al. im Jahr 2015 mit ihrer retrospektiven Untersuchung von 69 Patienten zeigen, dass ein
alleiniger vorzeitiger sFLC-Anstieg nach HDT/aPBSZT oder das fehlende Erreichen einer PR
nach erfolgter HTD/aPBSZT ein reduziertes EFS vorhersagen konnen.® Allerdings muss bei
der kontextuellen Bewertung dieser Beschreibungen die eingeschriankte Vergleichbarkeit
der beiden Analysen durch uneinheitliche Ein- und Ausschlusskriterien berticksichtigt
werden. Um die Frage nach der Verwendbarkeit der sFLC als frithen Rezidivmarker sicher
klaren zu konnen, bedarf es weiterer Untersuchungen. Bis zum gegenwartigen Zeitpunkt
wurden keine weiteren Arbeiten veroffentlicht, die sich dieser expliziten Fragestellung
annehmen. Allerdings finden sich Hinweise, dass sFLC anhand eines abnormalen
Leichtkettenquotienten den Ubergenag eines asymptomatischen MM oder eines Smoldering
Myeloma in ein symptomatisches MM frither erkennen lassen.®** Ubertragen auf die
Rezidivdiagnostik nach HDT mit aPBSCT ist dieser Effekt noch nicht ausreichend belegt.
Ferner finden sich keine vergleichbaren Untersuchungen zu der Frage, ob ein gleichzeitiger
Anstieg von sFLC und PP zu Beginn des Rezidivs einen prognostischen Wert in Bezug auf
das OS hat. Einen ungiinstigen Effekt in Bezug auf das OS nach Rezidiv konnten wir

ansatzweise, jedoch nicht ausreichend signifikant nachweisen. (vgl. Abbildung 7)

5.3 Freie Serumleichtketten im Kontext des Multiplen Myeloms:

Limitationen, Schlussfolgerung und Ausblick

Das Multiple Myelom mit einem Anteil von circa 10% unter den hdmatologischen
Neoplasien gilt nach aktuellem Stand der Wissenschaft als nicht zu kurierende Erkrankung.
Seit der Erstbeschreibung der Erkrankung durch Solly in der Mitte des 19. Jahrhunderts
konnte durch stindige Weiterentwicklung der therapeutischen Optionen insbesondere
durch die Einfithrung der HDT mit aPBSCT, sowie die Substanzen Thalidomid, Lenalidomid
und Bortezomib eine deutliche Verlingerung des Gesamtiiberlebens erreicht werden.**#”-%?
Die Moglichkeit seit 2003 die von entarteten Plasmazellen gebildeten sFLC nephelometrisch

erfassen und quantitativ messen zu konnen, bot den Ansatz im Rahmen dieser Arbeit zu
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tiberprifen, inwiefern sich sFLC als prognostisch relevanter Parameter iiber den
kurzfristigen, Erkrankungs- und Therapiezeitraum verwenden lassen.

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit lassen sich allerdings nicht uneingeschrankt in
den wissenschaftlichen Kontext einordnen. Die Datenlage zur Verwendbarkeit der sFLC ist
seit Beginn der Messungen mit dem FreeLite®-Immonoassay heterogen. Insbesondere gibt
es wenige Untersuchungen zu Therapiezeitpunkten, an denen eine sFLC-Messung im
Vergleich zu den etablierten Messverfahren besonders sinnvoll ist. So ldsst die alleinige
Betrachtung der sFLC-Messung bis heute keinen eindeutigen Rickschluss auf
Therapieansprechen und Prognose zu.”*”! Viel mehr scheinen die sFLC vor allem in der
Kombination mit anderen Risikoparametern oder in differenzierteren Fragestellungen
beziiglich Krankheitsaktivitit oder Remissionsbeurteilung wertvolle Hinweise liefern zu
konnen.””?>% Dies spiegelt sich auch in den von uns hervorgebrachten Ergebnissen wieder.
Zu unseren Untersuchungen finden sich kontroverse Aussagen in der Fachliteratur, die es
nicht erlauben, aus den hier formulierten Fragestellungen valide Empfehlungen abzuleiten.
Ursdchlich fiir die heterogenen Ergebnisse zeichnen neben den unterschiedlichen
Studiendesigns mit wenig randomisiert kontrollierten Studien und der nicht sicher zu
gewdhrleistenden Vergleichbarkeit der Patientenkollektive wahrscheinlich auch die
Bandbreiten der durchgefithrten Therapieregime.®® Erschwerend kommt hinzu, dass sich
dhnelnde Fragestellungen im Detail differente Schwerpunkte setzen, was die

Vergleichbarkeit der Ergebnisse weiter einschrankt.”

5.4 Limitationen

Die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit zeigten ihre Limitationen im gewdhlten
klinisch retrospektiven Studiendesign, da die korrekte Erfassung der Daten stark von der
Dokumentation im klinischen Alltag abhangt. Die fehlerhafte oder unvollstindige
Dokumentation bildet eine nicht kontrollierbare Variable in der Analyse. In der
vorliegenden Arbeit fithrt diese Abhédngigkeit zu dem Ausschluss von 62 Patienten und der

Reduktion des analysierten Kollektivs von n=132 auf n=70 aufgrund einer unvollstindigen
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Dokumentation der sFLC-Werte. Zwar zeigen die 70 selektierten Patienten &hnliche
Eigenschaften hinsichtlich der Verteilung von Alter, Geschlecht, MM-Subtypen, EFS und OS
wie das Gesamtkollektiv, dennoch ldsst sich ein moglicher Selektions-Bias nicht sicher
ausschlieffen. Auch fiihrte die Verkleinerung des Patientenkollektivs bei Fragestellungen,
die eine Subgruppenanalyse innerhalb des Kollektivs erforderlich machten, zu einer sehr
geringen Patientenzahl. Die Verminderung der statistischen Qualitdt schlagt sich hier
erwartungsgemaf’ in zum Teil erheblich vergréfierten Konfidenzintervallen nieder.

Der frithe Verlust der Patienten in der Nachsorge (Loss to Follow-Up) stellt ein Problem bei
der Auswertung sowohl retrospektiver als auch prospektiv angelegter Studien dar. Bei der
Analyse der Uberlebenszeiten nach Kaplan-Meier und der Hazard-Ratio mittels Cox-
Regressionsmodell kommt es insbesondere in den Subgruppenanalysen zu Problemen
durch die Zensur dieser Patienten und somit zu einer weiteren Einschrankung der
Verwertbarkeit der Ergebnisse durch erhohte Konfidenzintervalle oder nicht durchfiihrbare
Uberlebenszeitabschitzungen. Hinzukommend fithrte der Wechsel der Therapeutika im
Rahmen der Induktionstherapie von Chemotherapie-haltigen Therapieregimen hin zu
Bortezomib gefiithrten Therapien in der vergangenen Dekade zu einer eingeschrankten

Vergleichbarkeit der hier vorliegenden Ergebnisse mit neueren Analysen.

5.5 Schlussfolgerung

Nach der Analyse unserer Daten und Einordnung der Beobachtungen in den
gesamtwissenschaftlichen Kontext lasst sich zusammenfassend sagen, dass der Nutzen der
sFLC zur Verlaufsbeurteilung der Patienten vor, wahrend und nach HDT/aPBSCT nicht
ausreichend geklart ist. Die hier hervorgebrachten Ergebnisse lassen sich wie folgt
interpretieren: Es besteht kein signifikanter Unterschied im relativen Reduktionsverhalten
von sFLC und dem Paraprotein gemessen mittels SPE iiber den Therapieverlauf. Unsere
Daten bestdtigen vorherige Beschreibungen, nach denen die Dimension der sFLC-Erh6hung

einen Einfluss auf das Ausmafd der Nierenfunktionsstérungen hat. Wir konnten in unserer
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Arbeit nicht belegen, dass die sFLC Riickschliisse auf das therapeutische Ansprechen und
das Erreichen eines bestimmten Remissionsstatus zulassen.

Hingegen konnten wir in unserer Analyse belegen, dass die sSFLC den Beginn eines Rezidivs
durch einen Wiederanstieg aus dem Plateau nach erfolgter HDT/aPBSCT bei 30% der
Patienten frither erkennen lassen, als der Wiederanstieg des Paraproteins.

Die absoluten Hohen der sFLC haben nach unserer Analyse im Falle einer ausgepragten
monoklonalen sFLC-Produktion mit Werten der fithrenden sFLC von >1000 mg/l einen
prognostisch aussagekraftigen Effekt auf das OS. Ergdnzend scheint eine Normalisierung
des Leichtkettenquotienten unter Induktionstherapie einen negativen Effekt auf das EFS
vorhersagen zu kénnen. Des Weiteren zeigt sich ein positiver, kontraintuitiver Effekt auf
das EFS, wenn die sFLC-Level nach erfolgter Induktionstherapie um weniger als 50% unter
den Wert bei Erstdiagnose abfallen. Es deuten sich nach unseren Analysen somit die
letztgenannten drei Konstellationen an, die einen prognostisch ungiinstigen Myelomtyp
frihzeitig im Rahmen der Erstlinien- bzw. Induktionstherapie erkennen lassen konnten.
Um aus diesen Beobachtungen giiltige Empfehlungen ableiten zu kénnen, bedarf es einer
Reproduktion der Ergebnisse, vorzugsweise durch prospektiv angelegte, randomisiert-

kontrollierte Studien mit multizentralem Ansatz.

5.6 Ausblick

Die Analyse des Paraproteins im Verlauf monoklonaler Gammopathien ist seit dessen
Erstbeschreibung durch Otto Kahler und Henry Bence-Jones ein zentraler Bestandteil von
Diagnose, Therapie und Prognoseabschatzung. Die Einfithrung des Free-Lite Immunoassay
zur direkten Messung der x- und A-FLC im Patientenserum im Jahre 2001 ermdoglichte
erstmals gegeniiber den etablierten Verfahren SPE/UPE und sIFE/ulFE eine genauere Quali-
und Quantifizierung der monoklonalen Proteinkomponenten. Jedoch lieflen sich, wie unter
anderem aus dieser Arbeit hervorgeht, durch die erweiterte quantitative Messung der sFLC
bisher keine ausreichend sicheren Aussagen bezlglich der Prognose, des

Therapieansprechens oder der Rezidiverkennung ableiten. Die alleinige sFLC-Messung
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vermag keinesfalls eines der etablierten Messverfahren zur Paraproteinmessung zu
ersetzen. Einen sinnvollen Nutzen ldsst sie allerdings im Zusammenspiel der verschiedenen
Testverfahren erkennen.”

Einen weitergehenden Ansatz bietet die im Jahr 2010 ebenfalls von Bradley et al. etablierte
Messung der monoklonal produzierten intakten Immunglobuline mittels Heavy-Lite®
Immunoassay. Diese Methode ermoglicht die gleichzeitige Messung des Verhaltnisses von
monoklonalem zu polyklonalem Protein und ferner die selektive hochsensitive
Diskriminierung der Leichtkettentypen jeder einzelnen Immunglobulinklasse und damit
der monoklonalen Komponente.’®

In ersten weiterfithrenden Studien deuteten sich bereits Vorteile der HLC-Messung in Bezug
auf Diagnosestellung, Rezidiverkennung sowie das Therapieansprechen und die

Prognoseabschitzung an.”*°

Insbesondere vor dem Hintergrund einer komplexen
Tumorevolution, welche die zunehmenden Beschreibungen von Phdanomenen wie ,light
chain escape‘'**'°! oder ,clonal tide“'°*'** annehmen lassen, kommt einer differenzierten
qualitativen und quantitativen Leichtkettenanalyse besondere Bedeutung zu. So zeigt sich
gerade die Kombination von FLC- und HLC-Messung als potentiell verlasslicher Indikator
von Resterkrankungen und Rezidiven. Bisweilen hat die HLC-Messung keinen Eingang in
die Empfehlungen der Fachgesellschaften gefunden. Um hier den sinnvollen Einsatz oder

Kombination der Messverfahren zu ermoglichen, bedarf es weiterer wissenschaftlicher

Studien mit einheitlichem Ansatz, die den Sachverhalt spezifizieren.®”
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