Aus der medizinischen Klinik und Poliklinik 11
der Universitat Wirzburg

Direktor: Professor Dr. med. H. Einsele

Stellenwert des Heavy Light Chain Assays
in Diagnostik und Therapiemonitoring des Multiplen Myeloms

— Vergleich mit konventionellen Analysen und minimaler Resterkrankung

Inauguraldissertation
zur Erlangung der Doktorwdrde der
Medizinischen Fakultat
der
Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg
vorgelegt von
Julia Lithen

aus Dusseldorf

Wiirzburg, Oktober 2020



Referent: Prof. Dr. med. Stefan Knop
Koreferent: Prof. Dr. med. loannis Anagnostopoulos
Dekan: Prof. Dr. med. Matthias Frosch

Tag der mindlichen Prifung: 17.05.2021

Die Promovendin ist Arztin



Fur Wolfgang






Inhaltsverzeichnis

VERWENDETE ABKURZUNGEN ........c.oooiiteiiieececeee et ensee e,
L EINLEITUNG ..ttt sttt et e bt 1
2. GRUNDLAGEN ..ot 2
2.1 DaS IMMUNSYSTEIM ......vviiiiiieiiie ettt e et e e nnn e e e 2
2.1.1 Blut und IMMUNSYSTEM.......cuiiieiiieie e 2
2.1.2 Lymphozyten in der erworbenen Immunabwehr ............cccccoooveiiiiiiiccec, 2
2.1.3 Entwicklung der B-LYMpPhozyten ..........cccocvoeiieiiiie e 3
2.1.4 Aufbau und Klassen von Immunglobulinen............cccoveiviiciicie i, 5
2.2 Das MUItiple MYEIOM ........coviic e 7
2.2.1 Pathophysiologie und SYMPIOME ........ccooiiiiiiiiieeee s 7
2.2.2 DIagNOSEKITIEITEN. ......iiuieieeeeteite sttt 9
2.2.3 Diagnostische MethOden ... 10
2.2.4 DIagn0Se-STATIEN .......eiuiiiiieiieitesie ettt 15
2.2.5 TREIAPIE ...ttt 18
2.2.6 RESPONSE-KITIEIIEBN ...t 20
2.2.7 Minimal Residual Disease (MRD) .........cccccveviiiiiieie e 23
2.3 Das Heavy Light Chain ASSAY ..........cccciieiiiieiieiesiiesie e seesve e ste e sre e 26
2.3.0 TRBOKI ..ttt 26
2.3.2V0r- UNd NAChEEIIE ..o 27
2.3.3 ReferenzhereiChe ..........oooiiiiiee e 29
2.3.4 BiSherige StUIEN.........ccui it 30
2.3.5 Beschrankungen der bisherigen Studien............cccocoevviieieevi e, 39
2.3.6 Fragestellungen diesSer ArDEIT.. ..o 40
3. MATERIAL UND METHODEN ..ottt 41

3.1 Charakteristika der DSMM XIV-StUAIC .......ooooveeie 41



3.2 Angewendete Labormethoden ..........cooveieeiiiie i 42

3.3 Ein- und Ausschlusskriterien dieser Arbeit ... 44
3.4 StatistisSChe MEthOUEN .......c..oovii e 45
4. ERGEBNISSE ...ttt 47
4.1 Charakteristika der erhobenen Daten...........ccccooeeeienininisieeeee e 47
4.1.1 Beschreibung der Studienpopulation.............cccocvvveveeie e s 47
4.1.2 Haufigkeit der Datenerhebung mittels Heavy Light Chain Assay ................ 49

4.2 StatiStiSChe AUSWEITUNG ......cviiieieeie ettt 50
4.2.1 Klassifikation der HLC-Ratio im Verlauf der Therapie.......c..ccccceevveivernnnen. 50
4.2.2 Vergleich von SPE und HLC-Ratio zum Zeitpunkt der Diagnose................ 52
4.2.3 Vergleich von HLC-Ratio und Diagnose-Stadien............ccccceeeiiveieeivesnennn. 53
4.2.4 Vergleich von HLC-Ratio und FLC-Ratio im Verlauf der Therapie ............ 58
4.2.5 HLC-Ratio im Verlauf der Therapie je nach Responsekategorie.................. 61
4.2.6 Vergleich von HLC-Ratio und MRD-Status nach Induktionstherapie.......... 64
4.2.7 Isotypensuppression in der HLC-MESSUNG ......cccocviirinininieiee e 66
4.2.8 UberlehenszeitanalySen .............occuevevevieecuerieeeieseceeese e sesee e, 70

5. DISKIUSSION ..ottt ettt e e sbe et 78
5.1 Ubertragbarkeit der EFgebNiSSe .........ccvveevevcveiieecieiieee e 78
5.2 Zuverlassigkeit der Datenerhebung ..o 79

5.3 Abbildung des klonalen Immunglobulins durch das Heavy Light Chain Assay.. 80

5.4 Heavy Light Chain Assay im Vergleich zu konventionellen Methoden .............. 81
5.4.1 Heavy Light Chain Assay und SPE im Vergleich............cccoooviiiiiiiininenn. 81
5.4.2 Heavy Light Chain Assay und Diagnose-Stadien im Vergleich ................... 81
5.4.3 Heavy Light Chain Assay und Free Light Chain Assay im Vergleich.......... 82
5.4.4 Heavy Light Chain Assay und Responsekategorien im Vergleich................ 84

5.5 Heavy Light Chain Assay und Flow-MRD im Vergleich ..........ccccocveviviinninenns 85



5.6 Haufigkeit der Isotypensuppression im Heavy Light Chain Assay..........ccc.cce..... 87

5.7 Uberlebenszeitanalysen verschiedener Aspekte des Heavy Light Chain Assays. 87

5.7.1 Uberlebenszeitanalyse gruppiert nach HLC-Ratio...........cccccocevevcveiriecnennene, 87
5.7.2 1 Uberlebenszeitanalyse gruppiert nach Isotypensuppression ..................... 88
5.7.3 Uberlebenszeitanalyse je nach MRD-SHatUs.............ccocvvevererersrcrerseerenane, 89

5.8 Vorteile und Limitationen der Arbeit ..........ccocooeiiiiiiiinineiseee e 89
6. ZUSAMMENFASSUNG .....oooiiiiieieee e 91
7. LITERATURVERZEICHNIS ... .o 92
9. ABBILDUNGS- UND TABELLENVERZEICHNIS ........cooiiii e 97

DANKSAGUNG ...t bbb



VERWENDETE ABKURZUNGEN
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1. EINLEITUNG

Der Hevylite®-Test der Firma The Binding Site™ ist seit iiber zehn Jahren auf dem
Markt. Als Weiterentwicklung bestehender Tests war es mit spezifischen Antikdrpern
erstmals maglich, nicht nur die Klasse des intakten Immunglobulins festzustellen,
sondern zwischen den beiden Isotypen zu unterschieden.

Dies ist in der Behandlung von Patient*innen mit Multiplem Myelom sehr nitzlich, um
den vom Tumor produzierten Isotyp von den funktionalen Immunglobulinen getrennt
und somit genauer zu quantifizieren. Daher erhoffte man sich durch das Heavy Light
Chain Assay einen zusétzlichen Nutzen bezlglich der Diagnosestellung,
Verlaufskontrolle und Risikostratifizierung des Multiplen Myeloms.

Diese ldee floss bei der Initilerung der multizentrischen, randomisierten Phase 3-
Medikamentenstudie mit dem Namen DSMM XIV im Jahr 2012 in das
Studienprotokoll ein. Zur damaligen Zeit war die Studienlage zum Heavy Light Chain
Assay noch sehr klein. Auf Basis der erhobenen Daten innerhalb der Studie sollte der
Frage nachgegangen werden, ob das Heavy Light Chain Assay einen zusatzlichen
Nutzen zu bisher Gblichen Verfahren und somit einen Platz in der klinischen Routine
verdient hat.

In den darauffolgenden Jahren, bis kurzlich die endgultigen Auswertungen der
aufwendigen DSMM XIV-Studie vorlagen, wurden etliche kleine und groRe Studien
durchgefunhrt, die diese und dhnliche Fragstellungen untersuchten. Die Ergebnisse dieser
Studien sind oft sehr positiv. Dennoch hat sich das Heavy Light Chain Assay bisher
nicht als Routine-Test durchgesetzt.

Wir haben uns daher der Frage nach dem zuséatzlichen Nutzens des Heavy Light Chain
Assays in der Diagnostik und im Therapiemonitoring im Rahmen meiner Dissertation
angenommen. Hierbei ist von Vorteil, dass wir aufgrund Erhebung im Rahmen der
Medikamentenstudie eine grofRe und weitgehend einheitlich behandelte Kohorte und
Zugang zu modernen Messmethoden haben. Hierdurch wollen wir die bisherige
Studienlage ergénzen, die meist kleinere Studienpopulationen und uneinheitliche
Therapien umfasst. Zudem vergleichen wir das Heavy Light Chain Assay mit der
durchflusszytometrischen Minimal Residual Disease Analyse, wozu es erst wenige
Studien gibt. Mit dieser Arbeit wollen wir einen Beitrag leisten, die komplexe

Erkrankung besser verstehen und behandeln zu kénnen.



2. GRUNDLAGEN
2.1 Das Immunsystem

2.1.1 Blut und Immunsystem

Das Blut ist eines der wichtigsten Organsysteme des Menschen. Es dient dem Transport
von Né&hr- und Abfallstoffen, Gasen und Wéarme im Kdorper und erfillt darlber hinaus
weitere wichtige Aufgaben, wie Gerinnung und Immunabwehr. Es besteht zu 56% aus
einer wassrigen Elektrolytlésung (Plasma) und zu 44% aus Zellen.

95% der Zellen sind rote Blutzellen (Erythrozyten), die den Sauerstoff transportieren.
Mit 5% deutlich seltener sind Blutplattchen (Thrombozyten), die in der Blutgerinnung
eine wichtige Rolle spielen. Nur 0,1% machen weille Blutzellen (Leukozyten) aus, die
fur die Immunabwehr zustandig sind. Leukozyten wiederum teilen sich in drei
verschiedene Zelltypen auf: Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten. Jedoch sind
fir das Verstdndnis des Krankheitsbildes Multiples Myelom besonders die
Lymphozyten relevant.

Das Immunsystem des Menschen dient der Erkennung und Abtétung von pathogenen
Mikroorganismen, sowie von kdrperfremden, entarteten oder Virus-infizierten Zellen.
Um diese vielféaltigen Funktionen ausfiihren zu konnen, hat sich ein kompliziertes
Zusammenspiel aus unterschiedlichen Mechanismen entwickelt. Diese kann man grob
in eine angeborene und eine erworbene Immunabwehr unterteilen, die jeweils aus einer
humoralen und einer zellularen Komponente bestehen.

Die angeborene Immunabwehr bietet eine sofortige und unspezifische Reaktion auf
Pathogene.

Die erworbene Immunabwehr dagegen reagiert spezifisch auf ein Pathogen, wird jedoch
erst im Laufe des Lebens richtig effektiv. Sie wird von den Lymphozyten getragen.
(Lullmann-Rauch & Paulsen, 2012; S. 280-318)

2.1.2 Lymphozyten in der erworbenen Immunabwehr

Lymphozyten kann man nach ihrer Funktion in drei Zelltypen unterteilen. Zu 75%
besteht die Population aus T-Lymphozyten, zu 15% aus B-Lymphozyten und zu 10%
aus natdrlichen Killerzellen (NK).

Natlrliche Killerzellen gehéren zur angeborenen Immunabwehr und sollen uns an

dieser Stelle nicht weiter beschéftigen.



B-Lymphozyten sind fir den humoralen Anteil der erworbenen Immunabwehr
zustandig. Sie reifen zu Plasmazellen heran, die sogenannte Antikorper produzieren und
sezernieren. Antikorper sind Glykoproteine, daher nennt man sie auch Immunglobuline.
Sie binden spezifisch an ein zumeist korperfremdes und pathogenes Molekiil, welches
man als Antigen bezeichnet. Immunglobuline kénnen geldst im Plasma oder aber als B-
Zell-Rezeptor auf der Oberflache einer B-Zelle vorkommen.

Bindet ein Antigen an einen membranstandigen Antigen-Rezeptor, werden wiederum
die Proliferation und die Ausreifung der B-Zelle zur Plasmazelle stimuliert. Zudem
werden B-Gedachtniszellen gebildet, die noch Jahre spéater eine Immunreaktion auf ein
bekanntes Pathogen ausldsen konnen.

T-Lymphozyten stellen den zelluldren Anteil der erworbenen Immunabwehr. Sie
werden in T-Helferzellen und zytotoxische T-Zellen unterteilt.

Die zytotoxischen T-Zellen erkennen Virus-infizierte Zellen und sezernieren daraufhin
Perforine und Granzyme, die die infizierte Zelle in die Apoptose treiben. Die Spezifitét
wird dadurch gegeben, dass sogenannte Antigen-présentierende Zellen diejenigen T-
Zellen selektiv aktivieren, deren Rezeptor besonders gut auf das von ihnen prasentierte
Virus-Antigen passt.

T-Helferzellen werden ebenfalls von Antigen-présentierenden Zellen selektiv stimuliert
und unterstutzen durch die Sezernierung von Botenstoffen (Zytokinen) die Aktivitat von
zytotoxischen T-Zellen und B-Zellen. Dieser Vorgang wird in Kapitel 2.1.3 genauer
erklart.

(Lullmann-Rauch & Paulsen, 2012; S. 280-318)

2.1.3 Entwicklung der B-Lymphozyten

B- und T-Lymphozyten entwickeln sich aus einer gemeinsamen, lymphatischen
Progenitorzelle im Knochenmark.

Wahrend die Vorlaufer-T-Zelle schon frih in den Thymus auswandert, lauft die
Entwicklung der B-Zelle vollstdindig im Knochenmark ab. Aus einer Pro-B-Zelle
entwickelt sich ber eine Pra-B-Zelle die unreife B-Zelle. Danach wandert der naive B-
Lymphozyt in die Peripherie, ohne dass der B-Zell-Rezeptor einen Antigen-Kontakt

hatte. Im Gegensatz zu den anderen Leukozyten, die den Intravasalraum fir immer



verlassen, zirkulieren Lymphozyten stdndig zwischen Blut und lymphatischen Organen
hin und her.

(Lallmann-Rauch & Paulsen, 2012; S. 208-326)

Dort kénnen sie auf verschiedene Arten von Antigenen treffen:

Trifft die B-Zelle auf ein Protein-Antigen, benétigt die B-Zelle die Hilfe einer T-
Helferzelle, die in der T-Zell-Zone des sekunddren Lymphgewebes zu finden sind. Zum
sekundaren Lymphgewebe gehdren Lymphknoten, Milz und Mukosa-assoziierte
lymphatische Gewebe.

Die B-Zelle internalisiert das an den B-Zell-Rezeptor gebundene Antigen und
prasentiert Teile davon auf ihrer Oberflache, die die T-Helferzelle mit Hilfe ihrer
Rezeptoren erkennt und Aktivierungssignale in Form von Zytokinen ausschiittet. Diese
fordern die Proliferation der B-Zelle, die in der B-Zell-Zone des sekundéren
Lymphgewebes stattfindet. Die daraufhin einsetzende klonale Vermehrung und
Differenzierung in antikOrpersezernierende Plasmazellen und B-Gedachtniszellen wird
von den T-Helferzellen aktiv gesteuert.

In Folge der Aktivierung wird auBerdem ein Isotypenwechsel der B-Zelle induziert.
Darunter versteht man den Wechsel der Antikdrper-Produktion der B-Zelle, in dieser
Stufe von Immunglobulinen der Klasse M (IgM) zu Immunglobulinen anderer Klassen.
Die verschiedenen Klassen von Immunglobulinen sind im Kapitel 2.1.4 erklart.

Des Weiteren steuern die T-Helferzellen die Spezifitdt des sezernierten Antikorpers,
indem sie die B-Zellen nach der Affinitat ihrer Antikbrper zum préasentierten Antigen
selektiert und unpassende oder autoreaktive B-Zellen in die Apoptose schickt. Dadurch
wird die Spezifitdt und Selbsttoleranz des humoralen Anteils der erworbenen
Immunantwort gewahrleistet.

Sind die Antigene dagegen keine Proteine, sondern zum Beispiel bakterielle
Polysaccharide, die einigermallen auf den membranstandigen Antikorper passen, wird
die B-Zelle T-Zell-unabhdngig zur Proliferation angeregt und die Nachkommen
differenzieren sich zu Plasmazellen. Diese sezernieren Immunglobuline mit einer relativ
niedrigen Affinitdt zum Antigen und gehen nach kurzer Zeit in die Apoptose. Es findet
nur begrenzt ein Isotypenwechsel und keine Bildung von B-Gedé&chtniszellen statt.
(Janeway, Travers, Walport, & Shlomshik, 2002; S. 387)



Reife Plasmazellen wandern ins Knochenmark, wo sie tber Jahre Uberdauern kdnnen
und Immunglobuline sezernieren.
(Ldllmann-Rauch & Paulsen, 2012; S. 326)

2.1.4 Aufbau und Klassen von Immunglobulinen

Immunglobuline (lIg) sind antigenerkennende Molekiile, die von Plasmazellen
produziert werden.

Durch sie sollen Pathogene spezifisch gebunden werden und somit entweder direkt
unschédlich gemacht (Neutralisation) oder fiir Fresszellen und Komplemente markiert
werden (Opsonierung), die das Pathogen daraufhin eliminieren.

Es gibt fiinf verschiedene Klassen von Immunglobulinen: IgA, IgD, IgE, 1gG und IgM.
Das Grundgerust dieser Molekiile besteht aus vier Polypeptidketten, die in Form eines
Y angeordnet sind.

Am Beispiel des IgG lasst sich der Aufbau eines Immunglobulins erldutern.

Jedes 1gG-Molekul besteht aus zwei leichten (light) und zwei schweren (heavy)
Polypeptidketten, die jeweils untereinander identisch sind. Jede Polypeptidkette hat
zwei Regionen:

Eine variable (V-)Region am Aminoende, mit dem sie das Antigen bindet und eine
konstante (C-) Region am Carboxyende, die den Isotyp festlegt. Die beiden schweren
Ketten sind durch Disulfidbriicken untereinander verknipft. An jede schwere Kette ist
eine leichte Kette mit einer Disulfidbriicke gekniipft, sodass sich die variablen Regionen
aneinanderlagern. Die variablen Regionen der Ketten bilden so zusammen die Arme des
Y, dessen Spitze das Antigen binden kann. (siehe Abbildung 1, S. 6)

Die Variabilitat der Bindungsstelle ist Voraussetzung fiir die Fahigkeit verschiedene
Antigene zu binden und damit fir die Funktionalitdt der Antikorper. Bei Gesunden
werden sie von verschiedenen Plasmazellen gebildet und daher auch als polyklonale
Antikorper bezeichnet.

Es gibt zwei Isotypen von Leichtketten, die man als A- (lambda-) und k- (kappa-) Kette
bezeichnet. Sie unterscheiden sich zwar in ihrer C-Region, jedoch nicht in ihrer
Funktion. Ein 1gG-Molekiil enthélt entweder zwei identische k- oder A-Ketten. Man

bezeichnet das Immunglobulin dann je nach enthaltenen Leichtketten als IgGk oder



IgGA. Beim gesunden Menschen kommen diese Typen im Verhiltnis k zu A von 2:1
vor.

Das konstante Ende der schweren Kette legt die Klasse der Immunglobuline fest. Sie
sind je nach Typ mit dem griechischen Buchstaben a (alpha) bei IgA, o (delta) bei IgD,
vy (gamma) bei IgG, ¢ (epsilon) bei IgE und p (mii) bei IgG bezeichnet. Jeder Isotyp
wird von einem Gen codiert, wobei man einen Switch der Genexpression als
Isotypenwechsel bezeichnet.

Die verschiedenen  Immunglobulin-Klassen  unterscheiden sich in  ihrer
immunologischen Funktion.

Je nach der Sequenz am Ende der C-Region der schweren Kette, kann ein
Immunglobulin gebunden oder frei vorliegen. Ist die Sequenz hydrophob, fungiert das
Molekiil als membranstandiger Rezeptor auf der Oberflache der B-Zelle. Ist sie dagegen
hydrophil, kann das Immunglobulin frei sezerniert werden und als Antikorper im
Plasma wirken. Mit Ausnahme von IgM, das Pentamere bildet und IgA, das auch als
Dimer vorkommen kann, liegen Immunglobuline im Serum als Monomere vor.
(Ldllmann-Rauch & Paulsen, 2012; S. 99-112)

Antigen-
Bindungsstelle

Leichte Kette

Schwere Kette

V: Variabler Abschnitt
C: Konstanter Abschnitt

Abbildung 1: Aufbau eines Immunglobulins (1gG)
(© Wikimedia)



2.2 Das Multiple Myelom

2.2.1 Pathophysiologie und Symptome

Das Multiple Myelom ist eine maligne Erkrankung der B-Zell-Reihe und trat im Jahr
2014 unter Mannern mit einer jahrlichen Inzidenz von 5,8 pro 100.000 Einwohnern und
unter Frauen mit 3,7 pro 100.000 Einwohnerinnen auf (Wérmann et al., 2018).

Das mittlere Erkrankungsalter lag mit 72 Jahren fir Manner etwas niedriger ist als fir
Frauen mit 74 Jahren (Robert-Koch-Institut, 2017; S. 124).

Die Pathophysiologie jedes einzelnen Myeloms ist unterschiedlich und noch nicht zur
Ganze verstanden. Man geht davon aus, dass der Erkrankung eine Reihe von
genetischen und karyotypischen Veranderungen zugrunde liegt. Hierzu gehdren
Hyperdiploidien, bei denen ein ganzes Chromosom mehr als zweimal vorliegt, sowie
IgH-Translokationen, bei denen das Gen fir die schwere Kette des Immunglobulins auf
ein anderes Chromosom verschoben ist, und die Uberaktivierung eines Zellzyklus-
regulierenden Proteins aus der Cyclin D-Familie. Darauf folgen weitere Ereignisse wie
die Translokation, die Verdopplung oder der Verlust von ganzen Chromosomenarmen
oder Genregionen. Die so entstehenden Onkogene begiinstigen die Proliferation der
maligne entarteten Zelle.

(Bergsagel & Kuehl, 2005; S. 6236)

Als beglnstigende Faktoren fir die Entartung werden ionisierende Strahlung,
Lésungsmittel und eine Infektion mit dem humanen Herpesvirus 8 diskutiert (Arastéh et
al., 2013; S. 1251-1257).

Die Myelomzellen produzieren typischerweise ein sogenanntes Paraprotein. Nur 1% der
Myelome sind asekretorisch. Das Paraprotein wird auch als monoklonales Protein (M-
Protein) bezeichnet, da die Myelomzellen auf eine oder wenige maligne B-Zellen
zurlickgehen und somit ein identisches, nicht funktionales Immunglobulin herstellen.
Dies ist entweder der intakte Antikorper einer Klasse oder eine Leichtkette. Am
haufigsten sind mit 53% der Falle IgG-sezernierende Myelome, wesentlich seltener sind
IgA-Myelome mit 25%. Etwa 20% der Myelome produzieren k- oder A-Leichtketten.
Nur 1% der Félle sind IgD-Myelome, noch seltener sezernieren sie IgE-
Immunglobuline.

(Herold, 2017; S. 83)



Die produzierten Antikorper gehoren einem Isotyp an, das heif3t sie enthalten neben
ihrer Klassen-spezifischen schweren Kette entweder zwei k- oder zwei A-Leichtketten.
Die Gruppe der 1IgG-Myelome zum Beispiel ldsst sich also genauer in IgGk- und IgGA-
produzierende Myelome unterteilen. Bei dem IgGk-Subtyp bezeichnet man die
monoklonalen IgGk-Antikorper dann als involvierten Antikorper-lsotyp und die
polyklonalen IgGA-Antikdrper als nicht involvierten Antikorper-Isotyp.

Im Verlauf der Therapie kann sich das produzierte M-Protein verandern, was vor allem
nach autologer Stammzelltransplantation beobachtet wird und ein prognostisch
gunstiges Zeichen sein kann.

(Yeetal., 2019; S. 217f)

Die Erkrankung hat vielféltige Auswirkungen auf den Korper.

Die massive Produktion von klonalen, nicht funktionalen Paraproteinen unterdriickt die
Synthese von polyklonalen, funktionalen Immunglobulinen, was einen sekundéren
Antikorper-Mangel hervorruft, der mit einer erhohten Infektanfalligkeit einhergeht.
Diese Infektanfalligkeit wird durch die Granulozytopenie infolge der Verdrangung der
Hé&matopoese verstarkt. Im Rahmen einer Anamie treten zudem Abgeschlagenheit und
Leistungsminderung auf und eine Thrombozytopenie kann die Blutungsneigung
verstarken.

Die vom Myelom produzierten Leichtketten werden schnell und in groen Mengen uber
die Niere ausgeschieden, bevor sie sich im Urin anreichern, wo man sie als Bence-
Jones-Protein bezeichnet und dementsprechend von einer Bence-Jones-Proteinurie
spricht, die mit schdumendem Urin einhergehen kann.

Die Komplikation der massiven Bence-Jones-Proteinurie bezeichnet man als
Myelomniere. Darunter versteht man die Nierenfunktionseinschrankung durch die
nephrotoxische Wirkung der produzierten Leichtketten, die in hohen Mengen in den
proximalen Tubuli der Nieren anfallen werden. Durch direkte toxische Wirkung werden
die proximalen Tubuli geschadigt (tubuldre Nephrose), sodass in den distalen Tubuli
mehr Leichtketten anfallen. Diese aggregieren dort zu Zylindern, die den Tubulus
verstopfen und das Nephron zerstoren (CAST-Nephropathie). Seltenere
Komplikationen durch den Uberschuss freier Leichtkette sind die AL-Amyloidose und
die light chain deposition disease (LCDD), die auch andere Organsysteme, wie das Herz

und das periphere Nervensystem geschadigt werden.



Paraproteine konnen auferdem aggregieren und durch Erhéhung der Blutviskositét
Mikrozirkulationsstérungen verursachen, die unter anderem eine Minderperfusion der
Niere, des Lunge und des zentralen Nervensystems (ZNS) hervorrufen.

Neben Paraproteinen sezernieren Myelomzellen Osteoklasten-aktivierende Faktoren wie
RANKL und Osteoblasten-hemmende Faktoren wie DKK1. Dies verursacht bei den
betroffenen Patient*innen neben den typischen, umschriebenen Osteolysen eine diffuse
Osteoporose und kann sich friih als Knochenschmerz manifestieren. Als Komplikation
massiver Osteolysen kann es zu Spontanfrakturen kommen.

Die Freisetzung von Calcium durch den verstarkten katabolen Knochenstoffwechsel
lasst sich im Blut als Hyperkalzidmie nachweisen und kann wiederum die Niere durch
Kalkablagerung schéadigen (Nephrokalzinose).

(Arastéh et al., 2013; S.1251-1257)

2.2.2 Diagnosekriterien

Die Diagnose eines symptomatischen, sekretorischen Multiplen Myeloms wird gestellt,
wenn neben mindestens einem der den oben genannten Endorganschaden klonale
Plasmazellen im Knochenmark nachweisbar sind und sich M-Protein oder Leichtketten
im Serum oder Urin zeigen (Kyle et al., 2003; S. 753). (siehe Tabelle 1, S. 10)

Bei Diagnosestellung eines Multiplen Myeloms sollen standardméRig zum Staging und
zur Risikostratifizierung zusatzlich zur SPE, der IFE von Serum oder Urin, der
nephelometrischen Quantifizierung der Immunglobuline und dem Free Light Chain
(FLC) Assay ein (Differential-)Blutbild, sowie eine Bestimmung von Elektrolyten, 2-
Mikroglobulin, Laktatdehydrogenase (LDH) und Kreatinin im Serum erfolgen.
Notwendig sind aufRerdem eine korperliche Bildgebung und sowohl eine zytogenetische
als auch eine immunphanotypische Untersuchung des Knochenmarks.

(Kyle & Rajkumar, 2009; S. 3) und (Dimopoulos et al., 2011; S. 4703)

Die International Myeloma Working Group (IMWG) empfiehlt, die Art der Bildgebung
je nach Mdglichkeiten des jeweiligen versorgenden Krankenhauses auszusuchen — dazu
gehért Computertomographie (CT), Positronenemissionstomographie (PET-CT) und
Magnetresonanztomographie (MRT).

(Willrich & Katzmann, 2016; S. 909)



Eine messhare Erkrankung ist definiert als ein M-Protein im Serum > 1 g/dl bei 1gG-
Myelomen, beziehungsweise > 0,5 g/dl bei IgA-Myelomen, ein M-Protein im 24h-Urin
> 200 mg oder eine Konzentration des involvierten FLC > 10 mg/dl bei abnormaler

FLCx/A-Ratio im Serum (Durie et al., 2006 (2); S. 1469).

Tabelle 1: Diagnosekriterien eines symptomatischen, sekretorischen Multiplen
Myeloms

Eines der folgenden Kriterien muss zutreffen:
= Klonale Plasmazellen im Knochenmark > 10%
= Dokumentiertes, klonales Plasmozytom
und eines der folgenden Kriterien muss zutreffen:
= Monoklonales Protein im Serum oder Urin nachweisbar (Immunfixation)
= Falls kein M-Protein nachweisbar: Abnormale FLCk/A-Ratio im Serum
und mindestens eines der folgenden Kriterien muss zutreffen:
» Myelom-assoziierte Endorganschéden
= Niereninsuffizienz: Kreatinin > 2 mg/dI
» Hyperkalzidmie: Serumkalzium > 11 mg/dl
= Andmie: Hdmoglobin < 10 mg/dl, beziehungsweise > 2 mg/dl unter dem
unteren Normwert
= Knochenlésion: Lysen, schwere Osteopenie oder pathologische Frakturen

(nach Durie et al., 2006 (2); Tabelle 3) und (hach Dimopoulos et al., 2011; Tabelle 1)

2.2.3 Diagnostische Methoden

Wenn ein(e) Patient*in klinische Hinweise auf eine B-Zell-Erkrankung wie das
Multiple Myelom aufweist, soll ein Screening auf M-Protein mittels einer Protein-
Elektrophorese des Serums (SPE, engl. SPEP) und des in 24 Stunden gesammelten
Urins erfolgen. Eine Wanderung des monoklonalen Proteins auf eine bestimmte Hohe
im Agarose-Gel (Bande) wird in der Densitometrie als Gipfel abgebildet. Dieser Gipfel
ist der sogenannte M-Gradient. (siehe Abbildung 2, S. 11)

(Kyle et al., 2003; S. 749f)

Bei den 1gG-produzierenden Myelomen migriert das produzierte monoklonale
Immunglobulin in der SPE standardmiBig in den y-Globulinbereich und wird als
sichtbarer M-Gradient abgebildet.
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Aus der Elektrophorese, die den Anteil der Globulinfraktionen am Gesamteiweil3 in
Prozent angibt und der Gesamteiweis-Konzentration, lasst sich semiquantitativ die
Konzentration des M-Proteins berechnen.

Die Quantifizierung des M-Proteins aus der SPE ist bei Patient*innen mit IgA-Myelom,
wenn ein M-Gradient abzugrenzen ist und bei Patient*innen mit IgG-Myelom, wenn der
M-Gradient zwischen 10 und 30 g/L betrégt, besonders genau.

Die untere Nachweisgrenze des M-Proteins hangt unter anderem von der Konzentration
der polyklonalen Immunglobuline ab, die sich ebenfalls in der y-Region darstellen und
liegt bei 100 mg/dl (= 1 g/L) im Serum. Die monoklonalen Immunglobuline der IgA-
Myelome migrieren dagegen hiufig in die f-Region, wéhrend andere Immunglobuline
nur einen sehr schmalen oder keinen Peak in der Elektrophorese zeigen, was die
Auswertung erschwert. Auch bei Leichtketten-produzierenden Myelomen kann die
Serumelektrophorese unaufféllig sein, da diese schnell Uber die Niere aus dem Blut
gefiltert werden.

(Neben, 2011); (Willrich & Katzmann, 2016; S.911f)

Zudem kann die SPE bei niedriger Immunglobulin-Konzentration normal ausfallen
(Dimopoulos et al., 2011; S. 4702).

ALBUMIN ALBUMIN

. 4 _a s ~ | [ b . 4 L | padiy
Abbildung 2: Serumelektrophorese (a) normal (b) Paraprotein lauft in der y-Region
(© Wikimedia)

Bei klinischem Verdacht auf ein Multiples Myelom sollte daher auch bei unauffalliger

SPE als Goldstandard immer eine Immunfixationselektrophorese (IFE, engl. IFI1X) des

Serums und 24-h-Urins erfolgen. Durch die IFE kann zwischen poly- und monoklonaler
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Gammopathie unterschieden und die leichten und schweren Ketten des produzierten
Immunglobulins identifiziert werden. (siehe Abbildung 3, S.12)

(Kyle et al., 2003; S. 749f); (Dimopoulos et al., 2011; S. 4702)

Dabei werden die konstanten Regionen der schweren und leichten Ketten mit
spezifischen Antiseren und einer Férbung sichtbar gemacht und sind ab einer
Konzentration von 10 mg/dl (= 0,1 g/L) nachweisbar.

(Neben, 2011); (Katzmann et al., 2015; S. 912)

Laut Kyle et al. betragt das Level, ab dem in der IFE ein M-Protein detektiert werden
kann, dagegen 0,2 g/l im Serum und 0,04g/l im Urin.

(Kyle et al., 2003; S. 749f)

A/Con G AMEKANB/ConG A M K A
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Abbildung 3: Immunfixationselektrophorese (a) normales Serum (b) IgGA-Myelom
(© Wikmedia)

(1
I

Bei Patient*innen mit Leichtketten-Myelomen, sowie 1gG M-Gradienten tber 30g/I in
der SPE und bei Patient*innen mit IgA-Myelomen, deren M-Protein in die B-Region
migriert, soll eine Quantifizierung des M-Proteins mit Hilfe der Nephelometrie erfolgen.
Diese kann jedoch nicht zwischen mono- und polyklonalem Protein unterscheiden und
der Wert fir die IgM-Konzentration wird bis zu doppelt so hoch wie in der SPE
gemessen.

(Willrich & Katzmann, 2016; S. 912)

Bei Patient*innen mit Verdacht auf ein Multiples Myelom muss eine
Knochenmarkspunktion mit Biopsie und Aspiration zur Diagnosestellung erfolgen.
Die Grinde fur mogliche Ungenauigkeiten der Methoden beleuchtet die Studie von Lee

et al. ndher. Die Autor*innen Kritisieren an der Knochenmarksuntersuchung, dass die
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Bestimmung der Plasmazellen in der Biopsie subjektiv ist. Zudem kann das Aspirat
durch peripheres Blut verunreinigt oder wegen einer zu geringen Menge nicht
reprasentativ fir das gesamte Knochenmark (KM) sein. Drittens konnen die
Plasmazellen im Knochenmark ungleich verteilt und somit in der Biopsie und dem
Aspirat mehr oder weniger stark variieren.

Dies fuhrt zu den Beobachtungen, dass von den neu diagnostizierten Patient*innen, bei
denen im Aspirat unter 10% Plasmazellen im Knochenmark gefunden wurden, in der
Biopsie 75% (55 von 73 untersuchten Patient*innen) Uber 10% Plasmazellen im
Knochenmark hatten.

Daher empfehlen die Autor*innen die beiden Methoden zu kombinieren und den
héheren gemessenen Wert zu nutzen.

(Lee etal., 2017; S. 1ff)

Bei allen Patient*innen, bei denen eine myeloproliferative Plasmazellerkrankung mit
Hilfe von SPE und IFE neu diagnostiziert wurde, soll ebenfalls ein Free Light Chain
Assay (Freelite®) im Rahmen des Screenings erfolgen (Dispenzieri et al., 2009; S. 220).
Bei diesem Test binden Antikorper spezifisch an die Epitope der im Serum
zirkulierenden k- oder A-Leichtketten, die bei einer Bindung an eine schwere Kette nicht
mehr zuganglich sind. Dann kann die Konzentration der freien Leichtketten (FLC) tber
die gebundenen Antikorper nephelometrisch oder turbidimetrisch bestimmt werden. Die
Sensitivitdt des FLC Assays liegt bei unter 1 mg/l. Aus der Konzentration der
Leichtketten wird ein Quotient berechnet, die sogenannte /A FLC-Ratio. Ist diese
abnormal, ist dies ein sensitiver Hinweis auf monoklonale k- oder A-FLC im Serum
(siehe Tabelle 2, S. 14).

(BindingSite®, 2017); (Dispenzieri et al., 2009; S. 217)

Laut IMWG 2011 ist der FLC Assay ein sehr sensitiver Test fiir Leichtketten im Serum.
Allerding kénnen durch Niereninsuffizienz und je nach Labor die gemessenen FLC-
Konzentrationen variieren (Durie et al., 2006 (2); S. 1469).

Bei Verdacht auf ein Multiples Myelom kann das FLC Assay in Verbindung mit SPE
und Immunfixation des Serums das Screening auf ein M-Protein im 24h-Urin ersetzen.
Sollte sich aber der Verdacht bestatigen, muss eine Elektrophorese und eine

Immunfixation des 24h-Urins nachgeholt werden (Kyle & Rajkumar, 2009; S.3).
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Dies liegt daran, dass der Freelite® fir Leichtketten-produzierende Myelome eine sehr
sensitive Untersuchung ist, die 100% der Erkrankungen detektiert. Von den Myelomen,
die ein intaktes M-Protein produzieren, zeigen jedoch 5-10% keine erhéhte FLC-Ratio
im Serum, sodass die Kombination des Tests mit SPE und IFE sinnvoll ist.

(Katzmann et al., 2015; S. 913)

Tabelle 2: Referenzbereich des Free Light Chain Assay (Freelite®)

Serum von normalen Erwachsenen 95-Perzentile-Bereich
k-FLC 3,30-19,40 mg/I
A-FLC 5,71-26,30 mg/I
) 0,26-1,65
wA-FLC-Ratio 0,37-3,1 bei Niereninsuffizienz

(nach BindingSite®, 2017)

Fur die Beobachtung, dass Myelome, die eigentlich intakte, klonale Proteine
produzieren, Uberhaupt erhdhte Konzentrationen an freien Leichtketten zeigen, kommen
mehrere Erklarungsmodelle in Frage.

Zum einen wird auch bei Gesunden von Plasmazellen taglich als Nebenprodukt
polyklonaler Immunglobuline etwa 500 mg FLC synthetisiert. Daher ist leicht
vorstellbar, dass die Produktion bei starker Immunglobulin-Produktion ebenfalls stark
zunimmt.

(Willrich & Katzmann, 2016; S. 912f)

Madglich ist auch, dass mehrere Klone gleichzeitig vorliegen, von denen einige intakte
Immunglobuline und andere Leichtketten produzieren. Zudem beeinflussen
krankheitsbedingte Immunosuppression und erniedrigte renale Clearance ebenfalls die
Hohe der freien Leichtketten im Serum.

Die Hohe der FLC-Ratio zum Zeitpunkt der Diagnose im Serum ist prognostisch sehr
aussagekraftig. Moglicherweise spiegelt die Hohe der FLC-Ratio die Tumorlast wider
oder ist vermehrt mit IgH-Translokationen assoziiert.

(Dispenzieri et al., 2009; 216ff)
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2.2.4 Diagnose-Stadien

Die Stadieneinteilung des Multiplen Myeloms zum Diagnosezeitpunkt wird nach zwei
verschiedenen Systemen vorgenommen, der Salmon-Durie-Klassifikation und dem
International Staging System (ISS).

Die Salmon-Durie-Klasssifikation wurde 1975 von Durie und Salmon eingefiihrt und
teilt die Erkrankung in drei Stadien ein. Dabei bezieht sie die Konzentration von
H&moglobin, Serumkalzium, Paraprotein und Kreatinin, sowie die sichtbaren
Knochenlasionen im Roéntgenbild mit ein. Durch die DS-Stadien wird vor allem die
Tumormasse abgebildet. (siehe Tabelle 3; S. 15)

(Durie & Salmon, 1975; S. 1975 und 1851f)

2005 wurden die Kriterien um die modernere Bildgebung mit MRT oder PET - die
sogenannten Pluskriterien — erganzt (Arastéh et al., 2013; S. 1256).

Tabelle 3: Stadien des Multiplen Myeloms nach Durie und Salmon (1975)

Alle Kriterien mussen erfullt sein:
= Hamoglobin > 10 g/dl
= Serumkalzium normal (< 12 mg/dl)
DS | = Knochen (Réntgen): normale Struktur oder ein solitarer Herd
= M-Protein: 1IgG <5 g/dl (Serum); IgA < 3 g/dl (Serum); Bence
Jones Protein < 4 g/24 h (Urin)
= Pluskriterium® (MRT/ PET): <5 fokale Lasionen oder ,,mild
diffuse disease*
Weder Stadium | noch 111
DS 11 =, Pluskriterium® (MRT/ PET): 5-20 fokale Lasionen oder ,,moderate
diffuse disease*
Eines oder mehrere der Kriterien mussen erfllt sein:
= H&moglobin < 8,5 g/dI
= Serumkalzium erhdht (> 12 mg/dl)
= Knochen (Rontgen): fortgeschrittene L&sionen
DS 111 .
= M-Protein: IgG > 7 g/dl (Serum); IgA > 5 g/dl (Serum); Bence
Jones Protein > 12 g/24 h (Urin)
=, Pluskriterium® (MRT/ PET): >20 fokale Lasionen oder ,,severe
diffuse disease*

Zusatzbezeichnung A Zusatzbezeichnung B
Nierenfunktion normal verschlechtert
(Kreatinin < 2 mg/dl) (Kreatinin >2 mg/dl)

(nach Durie & Salmon, 1975; Tabelle 1) und (nach Arastéh et al., 2013; S. 1246)
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Das International Staging System (ISS) wurde 2005 auf Basis eines statistischen Models
nach Uberlebensdauer der Patient*innen bei Standard- und Hochdosis-Chemotherapie
mit Stammzelltransplantation definiert. Es teilt die Erkrankung nach Albumin- und 2-
Mikroglobulin-Konzentration ebenfalls in drei Stadien. (siehe Tabelle 4, S. 16)

(Greipp et al., 2005; S. 3411ff)

Dabei bildet die Hohe der B2-Mikroglobulin-Konzentration die Tumormasse und die
Nierenfunktion ab, wahrend die Albumin-Konzentration durch inflammatorische
Zytokine aus der Umgebung der Myeloms-Zellen beeinflusst wird (Palumbo et al.,
2015; S. 2864).

Im Vergleich zum DS-Stadium sind die 1SS-Stadien jedoch insgesamt objektiver und
reproduzierbarer (Hari et al., 2009; S. 2f und 8).

Tabelle 4: 1SS-Klassifikation zur Stadien-Einteilung des Multiplen Myeloms (2005)

ISS | ISS 11 ISS 111
p2- < 3,5 mg/dl <3,5 mg/dl 3,5-5,5
Mikroglobulin und und mg/di <5,5 mg/d
Albumin > 3,5 mg/dl <3,5 mg/dl

(nach Arastéh et al., 2013; S. 1256)

Durch die Einteilungen kann die Uberlebenszeit und damit die Therapieindikation
abgeschatzt werden. (siehe Tabelle 5, S. 16)
(Durie, 2006 (1); S. 1540)

Tabelle 5: Medianes Uberleben in Monaten nach Diagnosestadien im Vergleich

saun | e slnon | sl ure e o sitkaon
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(nach Durie, 2006 (1); Tabelle 4)
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In der klassischen, numerischen Chromosomenanalyse in der Metaphase zeigen ein
Drittel der Patient*innen einen abnormalen Karyotyp, der ein Risikofaktor fur ein
signifikant kiirzeres Uberleben darstellt.

(Kyle & Rajkumar, 2009; S. 6); (Dimopoulos et al., 2011; S. 4703)

Eine genauere Methode zur Bestimmung der zytogenetischen Verénderungen wie
Translokationen und Deletionen ist die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung in der
Interphase des Zellzyklus (iFISH) eines Knochenmarkpunktates.

(Sonneveld et al., 2016; S. 2955f)

Liegen keine zytogenetischen VVeranderungen vor, ist dies fir die Prognose giinstig.
Generell unterscheidet man zwischen zwei Arten von primdren zytogenetischen
Anomalien: Den Hyperdiploidien, bei denen ein ganzes Chromosom mehr als zweimal
vorliegt und IgH-Translokationen, bei denen ein Onkogen in das Gen fir die schwere
Kette des IgH auf Chromosom 14 gelangt. Dazu gehort t(11;14) als eher glinstiger
prognostischer Marker, sowie t(4;14) und t(14;16) mit einer sehr unginstigen Prognose.
Sekundar konnen weitere Anomalien in den Myelom-Zellen hinzukommen.
Prognostisch sehr ungunstig sind z.B. Duplikationen wie gain(1g) und Deletionen wie
del(17p). Je nachdem in welcher Kombination die Veradnderungen vorliegen und welche
Therapie durchgefuhrt wird, variiert die prognostische Aussage und wird laufend neuen
wissenschaftlichen Erkenntnissen angepasst.

(Rajan & Rajkumar, 2015; S. 1-4); (Sonneveld et al., 2016; Tabelle 1)

Entsprechend dem Overall Survival (OS) der Patient*innen kann man verschiedene
Risikogruppen bezuglich der Wahrscheinlichkeit eines Progresses bilden. Eine solche
Hochrisiko-Zytogenetik ist unter anderem das Vorliegen von t(14;16) oder t(4;14)
und/oder del(17p). Patient*innen mit einer oder mehrerer dieser zytogenetischen
Anomalien weisen mit einem medianen OS von 24,5 Monaten ein deutlich schlechteres
Outcome auf als solche ohne diese zytogenetischen Anomalien, die im Median 50,5
Monate tiberleben (P<0,001).

(Palumbo et al., 2015; S. 2863)

Die ISS-Kriterien wurden 2015 von der IMWG klinisch angepasst und um die oben
genannte Hochrisiko-Zytogenetik und die LDH-Konzentration erganzt. Diese
Klassifikation wird Revised International Staging System (R-ISS) genannt. (siehe
Tabelle 6, S. 18)
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Die Konzentration der LDH im Serum bildet ebenfalls die Tumormasse ab, aber spricht
zusétzlich fur eine hohe Proliferation und Aggression des Tumors. Eine hohe LDH ist
mit einem kirzeren OS vergesellschaftet. Dabei beobachteten Palumbo et al. in ihrer
Studie bei Patient*innen mit R-1SS-Stadium | eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 82%,
verglichen mit 62% bei R-ISS Il und 40% bei R-ISS Ill. Im Vergleich zur alten ISS-
Klassifikation bescheinigen die Autor*innen dem neuen Staging-System eine bessere
prognostische Aussagekraft.

(Palumbo et al., 2015; S. 2864f)

Tabelle 6: Revised ISS-Klassifikation zur Stadieneinteilung des Multiplen Myeloms
(2015)

ISS-Stadium | und beide folgenden Kriterien missen zutreffen:

R-ISS | = normale Serum-LDH (unter dem oberen Normwert) und
= Standard-Zytogenetik (FISH)
R-I1SS 11 weder Stadium I noch |11

ISS-Stadium 11 und eines der folgenden Kriterien muss zutreffen:
= hohe Serum-LDH (Uber dem oberen Normwert) oder
= Hochrisiko-Zytogenetik (FISH):
t(4;14) oder t(14;16) und/oder del (17p)

R-I1SS 111

(nach Palumbo et al., 2015; Tabelle 1)

2.2.5 Therapie

Die 5-Jahres-Uberlebensrate von Patient*innen mit Multiplem Myelom hat sich in
Deutschland ber die letzten flinfzehn Jahre von 47,3% (2002-2004) auf 53,8% (2008-
2010) verbessert. Die 10-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit lag in Deutschland im
Zeitraum 2008 bis 2010 tiber alle Altersgruppen bei 32,6%.

(Pulte et al., 2015; Tabelle 2 und 3)

Damit ist das Myelom eine immer besser behandelbare, aber noch nicht heilbare
Erkrankung. Der Aufwirtstrend der Uberlebenswahrscheinlichkeit lasst sich durch
verbesserte Therapien erklaren:

Vor dem 21. Jahrhundert waren die Therapieoptionen auf Stammzelltransplantationen
und konventionelle chemotherapeutische Schemata, wie Melphalan und Prednisolon

oder Vincristin, beziehungsweise Dexamethason und Doxorubicin, begrenzt.
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Anfang des 21. Jahrhunderts kamen neue Medikamente flir die Therapie des Multiplen
Myleoms hinzu, unter anderem Thalidomid wund Lenalidomid, sogenannte
Immunmodulatorische Substanzen (IMIDs), und der Proteasom-Inhibitor Bortezomib.
Neue Therapieschemata und die zweite Generation dieser Biologicals, darunter der
Proteasom-Inhibitor Carfizomib und die IMID Pomalidomid, verbessern weiterhin die
Uberlebenschancen von Myelom-Patient*innen.

(Pulte et al., 2015; S. 193f)

Je nach Alter und Komorbiditdten variieren die aktuellen Empfehlungen zur Therapie
des Multiplen Myeloms. Wir beschréanken uns hierbei auf die Therapie von Hochdosis-
geeigneten Patient*innen, da diese in der in dieser Studie beobachteten Population
angewendet wird.

Patient*innen unter 65 bis 70 Jahren, in gutem Allgemeinzustand und ohne relevante
Komorbiditaten sind fir eine Hochdosis-Therapie geeignet.

Zunéachst erfolgt dabei eine Induktions-Therapie mit einer Dreierkombination aus
Bortezomib, Dexamethason und einem dritten Medikament, wie Lenalidomid (VRD-
Protokoll), Cyclophosphamid (VCD-Protokoll) oder Thalidomid (VTD-Protokoll).

Nach drei bis sechs Zyklen Induktionstherapie erreichen 75-80% eine partial response
(PR) oder besser.

(Gerecke et al., 2016; S. 471f)

Zur Chemo-Mobilisation autologer Stammzellen wird der Granulozyten-Kolonie-
stimulierende Faktor (G-CSF) eigesetzt, bevor die myeloablative Hochdosistherapie aus
ein bis zwei Zyklen Melphalan (HDT) und die autologe Stammzelltransplantation
(ASCT) erfolgt (Rasche, Knop, & Einsele, 2015; S.11).

Im Rahmen von Studien wird danach versucht, die Zeit bis zum Rezidiv durch
Erhaltungstherapien zu verlangern. Dazu gehort unter anderem die Therapie mit
Lenalidomid. (Gerecke et al., 2016; S. 472)
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2.2.6 Response-Kriterien

Das Ansprechen (engl. response) auf eine Therapie wird beim Multiplen Myelom in
unterschiedliche Response-Kriterien zusammengefasst, deren Definition einem
gewissen Wandel unterliegt. In dieser Arbeit beziehen wir uns auf die Definition nach
der International Myeloma Working Group, die 2006 aufgestellt wurde, da diese auch
unserer Studie zugrundeliegen. (siehe Tabelle 7, S. 21)

Eine Beurteilung der Response - mit Ausnahme von CR - kann nur bei den
Patient*innen mit Multiplem Myelom erfolgen, die eine messbare Erkrankung haben.
(siehe Kapitel 2.2.2, S. 11)

In die Kriterien flieBen die Ergebnisse verschiedener Untersuchungen ein, die im
Rahmen der Ausfiihrungen Uber die Diagnosestellung des Multiplen Myeloms schon
erléutert wurden.

Das FLC Assay ist bei Patient*innen, die zum Diagnosezeitpunkt eine FLC-
Konzentration unter 10 mg/dl bei normaler FLC «/A-Ratio aufwiesen, in allen
Response-Kategorien aufler CR zum Response-Assessment im Verlauf anstelle der
Bestimmung des M-Proteins nicht empfohlen.

Eine Normalisierung der FLCk/A-Ratio ist neben der Abwesenheit klonaler Zellen im
Knochenmark ausschlaggebend fiir die Response-Kategorie sCR.

(Durie et al., 2006 (2); S. 1469)

Die Definition der Progression der Responsekategorie PD wird genutzt, um bei allen
Patient*innen die Zeit bis zur Progression (engl. time to progression [TTP]) und das
Progressions-freie Uberleben (engl. progression free survival [PFS]) zu bestimmen. Als
PFS bezeichnet man die Zeit von Beginn der Therapie bis zur Progression der
Erkrankung oder zum Tod des Patient*innen, unabhangig von der Todesursache, je
nachdem welches Ereignis friher eintritt. Unter der TTP versteht man die Zeit von
Beginn der Therapie bis zur Progression der Erkrankung, wobei nicht-progressions-
assoziierte Todesfalle zensiert werden. Das Gesamtuberleben (engl. overall survival
[OS]) ist demnach die Zeit von Beginn der Therapie bis zum Tod des Patient*innen.
Dafr ist ein Beobachtungszeitraum von uber 5 Jahren notwendig.

(Durie et al., 2006 (2); S.1468-1472)
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Tabelle 7: Response-Kriterien des Multiplen Myeloms nach IMWG (2006)

Stringent complete
response (SCR)

Alle folgenden Kriterien mussen zutreffen:
= Kriterien der CR
= Normale FLC-Ratio
= Abwesenheit klonaler Zellen im Knochenmark
(Immunhistochemie/Immunfluoreszenz)

Complete response
(CR)

Alle folgenden Kriterien mussen zutreffen:
= Negative Immunfixation (Serum und Urin)
= Kein Nachweis von Weichteilmanifestationen
= Unter 5% Plasmazellen im Knochenmark

Very good partial
response (VGPR)

Eines der folgenden Kriterien muss zutreffen:
= M-Protein in der Immunfixation im Serum und Urin
nachweisbar, aber nicht in der Elektrophorese
(ehemalig definiert als nCR)
= Reduktion des M-Proteins im Serum um >90%
und auf <100 mg/24h im Urin

Partial response
(PR)

Reduktion der Weichteilmanifestation um >50%, wenn
vorhanden und eines der folgenden Kriterien muss zutreffen:
= Reduktion des M-Proteins im Serum um >50%
und Reduktion um >90% im 24h-Urin, bzw. auf
<200mg/ 24h
= Wenn M-Protein nicht messbar:
Reduktion der Differenz aus involviertem und nicht-
involviertem FLC um >50%
=  Wenn FLC und M-Protein nicht messbar:
Reduktion der Plasmazellen im Knochenmark um
>50% (bei urspriinglich >30%)

Stable disease (SD)

Definitionen von CR, VGPR, PR und PD treffen nicht zu

Progressive disease
(PD)

Zunahme um 25% ausgehend vom niedrigsten gemessenen
Wert in einem oder mehreren der folgenden Punkte:
= M-Protein im Serum (absolut um >0,59/100ml) oder
im Urin (absolut um >200mg/24h)
= Wenn M-Protein nicht messbar:
Differenz aus involviertem und nicht-involviertem
FLC (absolut um >10mg/l)
= Plasmazellen im Knochenmark (absolut >10%)
= Neue oder zunehmende Knochen-/Weichteillasionen
= Myelom-assoziierte Hyperkalziamie
(Serumkalzium >11,5mg/100ml)

(nach Kyle & Rajkumar, 2009; Tab. 5)
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An dieser Stelle werden nur Studien beziiglich des Uberlebens von HDT/SCT-geeignete
Patient*innen betrachtet, da diese Patient*innengruppe in der DSM XIV-Studie
eingeschlossen wurden.

Unter der Therapie mit den in den letzten flinfzehn Jahren entwickelten
Kombinationstherapien zur Konsolidierung und Erhaltung nach ASCT erreichen fast
alle Patient*innen eine Response und in einigen Studien sogar uber 50% der
Patient*innen eine CR. Dabei besteht wahrscheinlich eine — lang umstrittene — positive
Assoziation zwischen Erreichen der CR und der L&nge des PFS, sowie des OS.

(Kumar et al., 2016; S.328f)

In einer Metaanalyse von van de Velde et al. zeigten viele, aber nicht alle Studien eine
positive Assoziation zwischen Erreichen der CR wahrend oder nach der HDT/SCT und
dem OS sowie dem PFS (van de Velde et al., 2007; S. 1401 und 1405).

Auch innerhalb der CR-Kategorie gibt es Unterschiede im PFS. Beispielhaft sei hierzu
die prospektive Studie von Kapoor et al. aus dem Jahr 2013 genannt, die zeigt, dass
Patient*innen mit sCR als maximale Response nach ASCT ein signifikant langeres PFS
aufweisen als Patient*innen in CR und near CR, das spéter als Teil von VGPR definiert
wurde (PFS: sCR 50 Monate; CR 20 Monate; nCR 19 Monate; P<0,001).

(Kapoor et al., 2013; S.4531).

Obwohl sich die Therapiemdoglichkeiten des multiplen Myeloms in den letzten Jahren
stark weiterentwickelt haben, ist die Response-Analyse nach IMWG (ber die letzten 15
Jahre nicht stark abgewandelt worden.

Wie gut sie den Langzeitnutzen der Therapie abbildet, ist daher umstritten.

Eine(r) von drei Patient*innen mit CR hat nach 10 Jahren kein Rezidiv und kann somit
mdoglicherweise als geheilt angesehen werden. Andererseits sind auch 10% der
Patient*innen, die nur nCR oder schlechter erreichen, nach 10 Jahren frei von einem
Rezidiv. Wahrenddessen erleiden 40% der nicht Hochdosis-geeigneten Patient*innen
mit CR innerhalb von 4 Jahren ein Rezidiv und 20% von ihnen versterben — eine
Beobachtung, die bei den Hochdosis-geeigneten Patient*innen in ahnlicher Weise zu
sehen ist. Zudem unterscheidet sich das Outcome der Patient*innen trotz &hnlicher CR-
Raten je nach Therapie-Regime, sodass davon ausgegangen werden kann, dass die
Qualitét der CR je nach Therapie stark variiert.

(Paiva, van Dongen, & Orfao, 2015; S. 3059f)
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Friher oder spater kommt es also bei den meisten Patient*innen zu einem Rezidiv. Das
lasst darauf schliellen, dass die konventionellen Methoden zur Feststellung einer CR
oder sCR noch nicht sensitiv genug sind, um eine noch vorhandene Resterkrankung
auszuschlielen. (Kumar et al., 2016; S. 328f)

2.2.7 Minimal Residual Disease (MRD)

Diese Resterkrankung, die mit den bisherigen Methoden des Response-Assessments
nicht detektierbar ist, nennt man minimale Resterkrankung (Kumar et al., 2016; S. 328).
Dabei wurde in vorangehenden Studien eine vorhandene minimale Resterkrankung
(engl. minimal residual disease [MRD]) als ein Anteil von tber 1:10° (0,00001%)
klonaler Zellen an der Gesamtpopulation der Plasmazellen definiert.

(Paiva et al., 2015; S. 3060)

Um die Sensitivitat zur Erkennung klonaler Plasmazellen zu erhéhen, wurden neue
Methoden zur Untersuchung von Knochenmarksaspiraten entwickelt, bei denen mehrere
1.000 Mio. Zellen in kurzer Zeit untersucht werden kénnen: die Durchflusszytometrie
(engl. multiparametric flow cytometry [MFC]), die Allelspezifische Olignonukleotid
(ASO)-gPCR und die next generation-Sequenzierung von VDJ-Sequenzen.

(Kumar et al., 2016; S. 329)

Ich mdchte an dieser Stelle nur die Durchflusszytometrie naher betrachten, weil auch
unsere Studie mit dieser Methode arbeitet.

Die Durchflusszytometrie ist schon seit Jahren fir die Diagnostik des Multiplen
Myeloms im Einsatz, gewann aber durch die technologische Weiterentwicklung in den
letzen Jahren zunehmend an Bedeutung. Durch die Markierung verschiedener
Oberflachenmarker und intrazellularer Antigene ist es moglich, in kurzer Zeit groRe
Mengen an Zellen auf ihren Zelltyp und die individuellen Charakteristika innerhalb
eines Zelltyps wie Klonalitat hin zu untersuchen. Dabei unterscheidet man 4-, 6- und 8-
Farben-Durchflusszytometrie.

(Kumar et al., 2016; S. 329)

Fiir die 8-Farben-Durchflusszytometrie wird eine Sensitivitdt von 1:10* bis 1:10°
angegeben, was bedeutet, dass klonale Zellen mit einem Anteil von 0,0001-0,000001%
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an der Gesamtpopulation detektiert werden koénnen. Flr diese Genauigkeit missen
mindestens acht Marker untersucht werden.

(Paiva et al., 2015; S. 3062); (Flores-Montero et al., 2017; S. 2)

Sind keine klonalen Zellen mit der Durchflusszytometrie detektierbar, so spricht man
von einer Flow MRD-negativen Erkrankung (Kumar et al., 2016; S. 335). Dies wird im
Folgenden einfachheitshalber nur als MRD-Negativitat bezeichnet.

Im Jahr 2011 definierte die IMWG zusétzlich unter anderem die immunphénotypische
CR, bei der zusitzlich zur CR in der Durchflusszytometrie (>4 Farben) keine klonalen
Plasmazellen nachweisbar sein durfen, wobei insgesamt mindestens 1 Millionen Zellen

untersucht werden missen (Rajkumar et al., 2011; S.4694).

Der MFC-basierte MRD-Status ist einer der wichtigsten prognostischen Faktoren fiir
das Outcome nach HDT/ASCT. Das Erreichen einer MRD-Negativitat ist mit einem
langeren PFS und OS vergesellschaftet.

(Paiva et al., 2015; S. 3063)

In ihrer Studie aus dem Jahr 2017 stellen J. Lahuerta et al. fest, dass die MRD-positiven
Patient*innen in CR ein &hnliche langes PFS und OS ausweisen wie die MRD-positiven
Patient*innen in nCR und PR. Gleichzeitig zeigen MRD-negative Patient*innen
unabhéngig von ihrem Response-Stadium ein signifikant langeres PFS und OS als
Patient*innen in CR. Das MRD-Assessments erfolgte hierbei nach HDT/ASCT, bzw.
bei nicht-transplant geeigneten Patient*innen nach neun Induktions-Zyklen.

Sie postulieren, dass das Erreichen einer MRD-Negativitdt nach HDT/ASCT ein
besserer prognostischer Marker ist als das Erreichen der CR. Das insgesamt bessere
Outcome bezuglich des PFS und OS von Patient*innen in CR gegeniiber den anderen
Response-Kategorien fiihren die Autor*innenen auf den hoheren Anteil an MRD-
negativen Patient*innen in der CR-Kategorie zurlck.

(Lahuerta et al., 2017; S. 3, 6 und 8f)

Auch Paiva et al. zeigten schon in ihrer Studie aus dem Jahr 2008, dass MRD-negative
Patient*innen auch innerhalb der CR-Kategorie ein signifikant langeres PFS ausweisen
als die MRD-Positiven. Der Zeitpunkt einer erreichten MRD-Negativitat wirkt sich
ebenfalls auf das auf das Outcome aus: Patient*innen, die vor und nach HDT/ASCT
MRD-positiv waren, zeigen ein signifikant kiirzeres PFS auf als solche, die nach der
Induktionstherapie noch positiv waren, aber im Laufe der HDT/ASCT negativ wurden.
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Das langste PFS haben die Patient*innen, die bereits nach der Induktionstherapie keine
klonalen Plasmazellen mehr im Knochenmark aufweisen.

(Paiva et al., 2008; S. 4019f)

Sowohl Lahuerta et al., als auch Paiva et al. identifizieren unter anderem den MRD-
Status als unabhangigen prognostischen Risikofaktor fur das PFS und OS.

(Paiva et al., 2008; S. 4019) und (Lahuerta et al., 2017; S. 6)

Da die untersuchte Probe des Knochenmarks - wie bereits erlautert - nicht unbedingt
reprasentativ sein muss, empfehlen Paiva et al. sich eher auf die MRD-Positivitat, als
auf ihre Negativitdt zu verlassen. Dieser Umstand kann neben einer verlangerten
Halbwertszeit der Immunglobuline eine positive Immunfixation bei negativem MRD-
Status bedingen.

Zudem sollte sich die Methode, bevor sie in die klinische Routine aufgenommen wird,
beziiglich der Sensitivitat, der Kosteneffektivitdt, der Verfugbarkeit und der
Standardisierung weiter verbessert werden (Paiva et al., 2015; S. 3065).

In der Studie aus dem Jahr 2008 empfehlen Paiva et al. die MRD-Analyse unter
anderem aus Kostengriinden nur fir Patient*innen in CR oder nCR, da die
Patient*innen mit einer niedrigeren Response-Kategorie ohnehin zum Grofteil MRD-
positiv sind. Als weiteren Nachteil fihren sie auf, das extramedullare Plasmozytome in
der MRD-Analyse nicht abgebildet werden und betonen daher die Wichtigkeit einer
zusatzlichen Bildgebung.

(Paiva et al., 2008; S. 4021f)
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2.3 Das Heavy Light Chain Assay

2.3.1 Theorie

Basis des Heavy Light Chain Assay (Hevylite®; The Binding Site, Ltd.; Birmingham,
UK), das 2009 auf den Markt kam, sind spezifische Antikorper gegen Epitope der
Bindungsstelle zwischen leichten und schweren Ketten der intakten Immunglobuline.
Dadurch kann nicht nur die Klasse des Immunglobulins festgestellt werden, sondern
erstmals zwischen A- und k-Isotyp unterschieden werden. Dies ermdglicht eine exakte,
nephelometrische Quantifizierung des involvierten und des nicht-involvierten Heavy-
Light Chains (HLC) eines Myeloms.

(Kumar et al., 2016; S. 341); (Scudla et al., 2016; S.85)

Die gemessenen Konzentrationen der HLC der einzelnen Immunglobulin-Klassen im
Serum konnen einzeln betrachtet, aber auch in ein Verhaltnis gesetzt werden: die
sogenannte Heavy-Light-Chain Ratio (HLC-Ratio). Typischerweise errechnen die
meisten Autor*innen die HLC-Ratio als k-HLC zu A-HLC, fiur 1gG bedeutet das z.B.
IgGr/IgGA.

Alternativ berechnen einige Autor*innen eine Ratio, bei der die involvierte HLC immer
im Zahler steht und die nicht-involvierte HLC im Nenner, also HLC k/A-Ratio fiir Igk-
Myelome und HLC A/x-Ratio fiir IgA-Myelome. Diese Besonderheit wird im
Folgenenden wie im Original von Scudla et al. mit einem hochgestellten x markiert
(*HLC-Ratio).

(Scudla et al., 2016; S.85 und 91)
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2.3.2 Vor- und Nachteile

Als offensichtlichster VVorteil des Heavy Light Chain Assay sei genannt, dass es - auch
bei niedriger Konzentration des M-Proteins, wie bei einem oligosekretorischen Myelom
- die vom Tumor produzierten, klonalen Immunglobuline vom polyklonalen Isotyp
unterscheiden und quantifizieren kann. Das ist der klassischen Nephelometrie und auch
der SPE nicht moglich.

(Ludwig et al., 2013; S.217)

Bradwell et al. postulieren daher, dass die HLC «/A-Ratio des involvierten
Immunglobulins ein besserer prognostischer Marker sei als der M-Gradient oder die
Konzentration des involvierten Gesamt-Immunglobulins im Serum.

(Bradwell et al., 2013; S. 206)

Laut Hersteller des Heavy Light Chain Assay geht damit auch die Mdglichkeit einher,
mithilfe von Freelite® und Hevylite® friihzeitig Rezidive unter Therapie zu erkennen,
auch solche, die ein anderes als das urspringliche Paraprotein produzieren.
(BindingSite®, 2017)

Als Vorteil gegeniiber dem Freelite® sei zudem genannt, dass im Gegensatz zur FLC-
Messung die HLC-Messung nicht durch die Nierenfunktion beeintrachtigt wird, da
intakte Immunglobuline nicht Gber die Niere ausgeschieden werden (Tovar et al., 2012;
S. 1078).

Die Berechnung einer Ratio bietet aber laut Bradwell et al. zusétzlich weitere Vorteile:
Durch die Berechnung eines Verhaltnisses aus der Konzentration von mono- und
polyklonalem Immunglobulin werden Storfaktoren ausgeschaltet, die beide Isotypen
gleichermaRen betreffen. Das sind zum einen Anderungen des Hamatokrits und des
Plasmavolumens, durch die die Konzentration eines Immunglobulins um mehr als 50%
variieren kann.

Aber auch ein Blick auf den Metabolismus der Immunglobuline kann - von der
Tumorsyntheserate unabhangige - Konzentrationsschwankungen erkléren:

Durch Bindung an zelluldre Fc-Rezeptoren wird IgG ,recycelt” und zeigt eine
verlangerte Halbwertszeit. Dagegen werden ungebundene IgGs innerhalb weniger
Tagen abgebaut. Diese Recyclingprozesse sind abhangig von der Konzentration von
IgG im Serum.

(Bradwell et al., 2013; S. 206)
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Bei niedrigen IgG-Konzentrationen — zum Beispiel bei einer geringen Tumormasse oder
bei Immunsuppression — kann sich laut Scudla et al. seine normale Halbwertszeit von
21 Tagen auf mehrere Wochen verlangern und die Bestimmung der Konzentration fallt
zu hoch aus. Bei hohen IgG-Konzentrationen — wie bei einer hohen Tumorlast — kann
die Halbwertszeit auf wenige Tage verkirzt sein, wodurch die Konzentration von 1gG
zu niedrig gemessen wird.

Fur IgA sind solche Schwankungen weit weniger extrem. Die Halbwertszeit von IgA
kann sich von zwei auf funf Tage verlangern.

(Scudla et al., 2016; S. 91)

Dies fuhrt uns zu den Nachteilen des Heavy Light Chain Assays:

Die von der Séattigung der Fc-Rezeptoren abh&ngigen Schwankungen der 1gG-
Konzentration im Serum sind ein Grund, warum beim Heavy Light Chain Assay die
Hohe des involvierten Immunglobulins alleine nicht exakt die Tumormasse, bzw. die
Reduktion derselben abbilden kann (Scudla et al., 2016; S. 91).

Nachteilig kdnnen ebenfalls Schwankungen der gemessenen HLC sein, die im Rahmen
von Gewinnung, Lagerung, Transport oder (Nach-)Messungen der Proben auftreten:
Laut Katzmann et al. reduziert sich die gemessene HLC im Median um 2,5-4,7% nach 7
Tagen Lagerung des Serums bei Raumtemperatur, um 2,2-4,9% nach 7 Tagen bei 4°C
und um 3,4-6,7% nach 3 Zyklen Auftauen und Einfrieren.

(Katzmann et al., 2015; S. 361f)

Desweiteren seien laut Tovar et al. noch keine Studien erfolgt, die die Auswirkung von
Infektionen, Medikamenten oder intravendsen Immunglobulin-Gaben auf die HLC-
Ratio untersuchen (Tovar et al., 2012; S. 1078).
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2.3.3 Referenzbereiche

Die folgenden Referenzbereiche sind der Webseite des Herstellers entnommen.

Tabelle 8: Referenzbereiche des Heavy Light Chain Assay (Hevylite®)

95-Perzentile-Bereich (SPApius)

19G « 3,84 -12,07 g/L

19G A 1,91-6,74 g/L

IgG /A HLC-Ratio 1,12-3,21

IgA « 0,57-2,08 g/L

IgA A 0,44-2,04 g/L

IgA /A HLC-Ratio 0,78-1,94

IgM « 0,19-1,63 g/L

IgMA 0,12-1,01 g/L

IgM «/A HLC-Ratio 1,18-2,74

(nach BindingSite®, 2017)
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2.3.4 Bisherige Studien

2.3.4.1 Bedeutung der HLC-Ratio zum Zeitpunkt der Diagnose

Ob stets eine abnormale HLC-Ratio zum Diagnosezeitpunkt vorliegt, dazu gibt es je
nach Studie unterschiedliche Ergebnisse.

In einer Studie aus dem Jahr 2013 von Bradwell et al. liegt die HLC x/A —Ratio des
involvierten Immunglobulins bei den untersuchten Patient*innen mit 1gG- und IgA-
Myelomen zum Diagnosezeitpunkt jeweils aullerhalb des 95%-Konfidenzintervalls der
Normalwerte, die anhand von Proben aus Blutspenden erhoben wurden.

(Bradwell et al., 2013; S. 203)

Dies ist konsistent mit den Ergebnissen einer retrospektiven Studie von Ludwig et al.
aus dem Jahr 2013 in der alle Patient*innen zum Zeitpunkt der Diagnose eine HLC «/A-
Ratio des involvierten Immunglobulins auBerhalb der von Binding Site definierten
Normwerte aufweisen. Allerdings liegen auch 5% der Kontrollseren gesunder
Probanden auf3erhalb der normalen Grenzen, wenn auch nur gering.

(Ludwig et al., 2013; S. 214)

Im Unterschied dazu finden Scudla et al. in einer prospektiven Studie aus dem Jahr
2016 je nach Myelom-Subtyp in 0-8% der Falle bei Diagnosestellung eine normale
HLC-Ratio. Daraus schlussfolgern sie, dass nur Anhand des Heavy Light Chain Assay
noch keine Diagnose eines Multiplen Myeloms gestellt werden kann.

(Scudla et al., 2016; S. 86ff)

Ein je nach Studie mehr oder weniger h&ufiges Problem war eine Co-Migration von
Proteinen in der SPE, die die Diagnosestellung besonders unter den IgA-Myelomen
erschwerte.

In der oben genannten Studie von Ludwig et al. aus dem Jahr 2013 war bei 46% der
IgA-Patient*innen und 4% der 1gG-Patient*innen die SPE zum Diagnosezeitpunkt nicht
eindeutig, da andere Proteine das M-Protein tberlagern, in den meisten Féllen als Co-
Migration in die die B-Fraktion (Ludwig et al., 2013; S. 214).

Zu weniger extremen Ergebnissen kommen Boyle et al. in ihrer Studie aus dem Jahr, in
der bei 20,6% der Patient*innen mit IgA-Myelom co-migrierender Banden auftraten.
Die HLC x/A-Ratio zum Diagnosezeitpunkt ist auch bei diesen Patient*innen auf3erhalb

der von Binding Site™ definierten Normwerte. Die Autor*innen schlussfolgern daraus,
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dass der Heavy Light Chain Assay eine sensitive Methode ist, um ein IgA-Myelom zu
erkennen.
(Boyle et al., 2014; S. 3953-3956)

In der oben genannten Studie von Scudla et al. aus dem Jahr 2016 untersuchen die
Autor*innen zudem den Zusammenhang zwischen Ergebnissen des Heavy Light Chain
Assay und der Diagnose-Stadien des Multiplen Myeloms:

Fur 19G-Myelome finden sie einen signifikanten Unterschied zwischen der medianen
*HLC-Ratio in den DS-Stadien 1 bis 3 und A/B, sowie den ISS-Stadien I bis I11.

Fur IgA-Myelome finden sie nur zwischen DS-Stadium 1 und 2 einen signifikanten
Unterschied der medianen *HLC-Ratio.

(Scudla et al., 2016; S.91)

Scudla et al. beobachten in ihrer Studie einen schwachen Zusammenhang zwischen
erhohter "HLC- und FLC-Ratio zum Zeitpunkt der Diagnose unter den 1lgG-Myelomen,
den sie fur die IgA-Myelome nicht finden, was sie auf die geringere Fallzahl fir IgA-
Myelome zurickfihren. (Scudla et al., 2016; S.86ff)

Auch Koulieris et al. zeigen in ihrer Studie aus dem Jahr 2012 einen signifikanten
Zusammenhang zwischen *HLC-Ratio iiber dem Median und FLC k/A-Ratio tber dem
Median zum Diagnosezeitpunkt. Insgesamt korrelierten die Ergebnisse der *HLC- und
FLC- Ratio stark miteinander, sodass sie dieselbe prognostische Aussagekraft hétten, so
die Autor*innen. (Koulieris et al., 2012; S.3f)

Mehrere Studien legen einen Zusammenhang zwischen einer HLC-Ratio des
involvierten Immunglobulins auBerhalb der definierten Normwerte zum Zeitpunkt der
Diagnose und einem kiirzeres PFS und OS nahe. Hier werden stellvertretend drei davon
vorgestellt.

In der oben genannten Studie von Bradwell et al. aus dem Jahr 2013 zeigen die
Autor*innen fir Patient*innen mit IgG-Myelom, dass eine starke Abweichung von den
Normwerten der IgG /A HLC-Ratio zum Diagnosezeitpunkt mit einem kirzeren PFS
assoziiert ist. Das trifft aber fur IgA-Patient*innen und die IgA /A HLC-Ratio in der
Studie nicht zu, was die Autor*innen auf die geringere Zahl von IgA-Patient*innen in
der Studie zurtickftihren.

(Bradwell et al., 2013; S. 204f)
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Dies wiederum ist konsistent zu den Ergebnissen von Ludwig et al. aus dem Jahr 2013.
Dort beobachten die Autor*innen, dass Patient*innen mit abnormaler HLC-Ratio zum
Zeitpunkt der Diagnose signifikant langer Gberleben als diejenigen mit hoch abnormaler
HLC-Ratio: Die 5-Jahres-Uberlebensrate von Patient*innen mit abnormaler HLC «/A-
Ratio des involvierten Immunglobulins zum Zeitpunkt der Diagnose betragt 58,9%, bei
hoch abnormaler HLC «/A-Ratio dagegen 33,4%.

Insgesamt zeigt sich die hoch abnormale HLC «/A-Ratio des involvierten
Immunglobulins zum Diagnosezeitpunkt als unabhangiger Risikofaktor fiir ein kiirzeres
Uberleben.

(Ludwig et al., 2013; S. 215)

Damit vereinbar sind die Ergebnisse der Studie von Koulieris et al. aus dem Jahr 2012.
Eine *HLC —Ratio tiber dem Median zum Diagnosezeitpunkt zeigt sich als Risikofaktor
fir eine kirzere Zeit bis zur Therapie und fir ein kiirzeres Uberleben nach
konventioneller Therapie (Koulieris et al., 2012; S. 4 und 6).

2.3.4.2 Bedeutung der HLC-Ratio im Verlauf der Therapie

Im Median scheint die Hohe des involvierten HLC und der HLC-Ratio des involvierten
Immunglobulins die Response-Kategorie widerzuspiegeln.

Ludwig et al. weisen auf einen signifikanten Unterschied in der Hohe der “"HLC-Ratio
sortiert nach bester Response-Kategorie hin, der sich zum Zeitpunkt der Diagnose noch
nicht manifestiert.

(Ludwig et al., 2013; S. 2141)

Passend dazu finden Harutyunyan et al. in ihrer Studie aus dem Jahr 2016 eine
signifikante Erhohung der Konzentration von involviertem HLC zum Zeitpunkt des
Response-Assessments in Patient*innen mit PD und PR, verglichen mit denen mit CR.
Auch die Hohe der *HLC-Ratio zum Zeitpunkt des Response-Assessments
unterscheidet sich signifikant zwischen den Patient*innen mit PD, PR und CR jeweils
im Vergleich.

(Harutyunyan et al., 2016; S. 84f)
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Jedoch haben nicht alle Patient*innen in einer niedrigen Response-Kategorie auch eine
hohe HLC-Ratio des involvierten Immunglobulins.

In Studie von Ludwig et al. zeigen 12 von den 35 Patient*innen, die durch die Therapie
NCR oder VGPR erreichen, eine normalisierte HLC «/A-Ratio des involvierten
Immunglobulins, obwohl die IFE definitionsgemal positiv bleibt. Dies, so die
Autor*innen, kénne daran liegen, dass bei einer Erhéhung des involvierten HLC — sei es
durch ein verlangerte Halbwertszeit des Immunglobulins oder durch einen noch
vorhandenen produzierenden Tumorrest — ein durch Therapieansprechen ebenfalls
erhdhtes polyklonales HLC die HLC x/A-Ratio normalisieren konnte. Dass ein noch
vorhandener Tumorrest fir das erhohte involvierte HLC verantwortlich ist, sei laut
Autor*innen unwahrscheinlich, da eine normalisierte HLC «/A-Ratio in ihrer Studie
unabhangig von der IFE mit einem signifikant langeren Uberleben ab dem Zeitpunkt
der besten Response zusammenhangt.

Umgekehrt ist es genauso: Von den 31 Patient*innen, die durch die Therapie (IFE-
negatives) CR erreichen, haben acht noch eine abnormale HLC «/A-Ratio des
involvierten Immunglobulins, wovon wiederum vier eine normale FLCk/A-Ratio zeigen.
Da in ihrer Studie eine abnormale HLC x/A-Ratio mit einem kiirzeren Uberleben
assoziiert ist, vermuten die Autor*innen fir den Hevylite® eine hohere Sensitivitat
gegenuber noch vorhandenen, vom Tumor produzierten Immunglobulinen als es IFE
und Freelite® haben. Daher schlagen sie vor, dass sich die FLC «/A- und die HLC «/A-
Ratio fur das Response-Assesment erganzen kdnnen.

(Ludwig et al., 2013; S. 217)

Die fuhren Michallet et al. in ihrer Studie aus dem Jahr 2018 fort und vergleichen das
Standard-Response-Assessment  entsprechend der IMWG-Kriterien mit einem
Response-System, das auf der Differenz zwischen involvierter und nicht involvierter
HLC basiert. Sie finden keinen Unterschied im PFS der jeweiligen CR-Kategorien, aber
zeigen erstmals, dass Patient*innen in Standard-VGPR mit normalisierter HLC-Ratio
ein geringeres Progressionsrisiko haben als solche mit abnormaler HLC-Ratio.
(Michallet et al., 2018; S. 377ff)
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Der Zusammenhang zwischen HLC-Ratio und MRD-Status wurde bereits in einigen
Studien untersucht, von denen ich hier zwei beispielhaft vorstellen méchte:

Laut einer Studie von Suehara et al. aus dem Jahr 2014 zeigte sich unter den
Patient*innen mit VGPR oder besser nach Induktionstherapie ein nicht signifikanter
Trend zu einer geringeren Anzahl an MM-PCs in der Durchflusszytometrie bei
diejenigen Patient*innen mit normaler HLC-Ratio als bei denen mit abnormaler HLC-
Ratio (Suehara et al., 2014).

Campbell et al. zeigen in ihrer Studie aus dem Jahr 2016, dass eine Normalisierung der
FLC-Ratio und der HLC-Ratio mit einer Sensitivitat von 100% und einer Spezifitat von
82% fir eine MRD-Negativitat sprechen (Campbell et al., 2016).

Die HLC-Ratio des involvierten Immunglobulins im Verlauf scheint eine gute
prognostische Aussagekraft fiir das Outcome der Patient*innen zu haben.

Unter den Patient*innen, die in der Studie von Ludwig et al. aus dem Jahr 2013 PR oder
besser erreichen, zeigen diejenigen, deren HLC «/A-Ratio des involvierten
Immunglobulins sich zum Zeitpunkt der besten Response normalisiert, ein signifikant
langeres Uberleben ab dem Zeitpunkt der maximalen Response als solche, die eine
abnormale HLC «/A-Ratio behalten. Eine statistisch nicht signifikante Tendenz in diese
Richtung ist auch bei den Patient*innen mit VGPR oder besser zu sehen.

(Ludwig et al., 2013; S. 215)

Konsistent dazu sind die Uberlebensrate der Patient*innen in einer Studie von Ludwig
et al aus dem Jahr 2016. Dabei haben diejenigen mit einer hoch abnormalen HLC «/A -
Ratio des involvierten Immunglobulins zu Beginn der Studie ein signifikant kiirzeres
OS als die Patient*innen mit (ab-)normaler HLC. (Ludwig et al., 2016; S. 298)

Bisher sind wir davon ausgegangen, dass die H6ohe der HLC-Ratio vor allem durch die
Konzentration des vom Tumor produzierten Immunglobulins bestimmt wird und daher
eine prognostische Aussage bezlglich des Outcomes hat.

Bradwell et al. beobachten in ihrer Studie aus dem Jahr 2013 bei Patient*innen mit 1gG-
bzw. IgA-Myelom erstmals einen signifikanten Zusammenhang zwischen einem
kirzeren PFS und einer niedrigen Konzentration der nicht-involvierten HLC zum

Diagnosezeitpunkt, der fiur die Konzentration des involvierten HLC zum
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Diagnosezeitpunkt nicht so stark ausgeprégt ist. Daraus schlie}en die Autor*innen, dass
eine Erniedrigung des nicht-involvierten HLC den Hauptgrund fir die Assoziation
zwischen HLC «/A-Ratio des involvierten Immunglobulins und kirzerem PFS
ausmacht. (Bradwell et al., 2013; S. 204f)

Die Beobachtungen von Bradwell et al. legen nahe, den prognostischen Wert der
Konzentration des polyklonalen HLC der involvierten Immunglobulin-Klasse naher zu

beleuchten.

2.3.4.3 Isotypensuppression der nicht involvierten HLC

Ludwig et al. definieren in ihrer Studie aus dem Jahr 2016 folgende Begrifflichkeiten:
Eine ,leichte Isotypensuppression® ist eine Erniedrigung des nicht-involvierten HLC
auf bis zu 50% und eine ,,schwere Isotypensuppression® ist eine Reduktion unter 50%
des unteren Normalwertes (IgGk < 1.92 g/L; IgGk < 0.95 g/1; IgAk < 0.28 g/l; IgAA <
0.22 g/l).

Mit 56% versus 48% finden sie zu Beginn ihrer Studie in ihrem Studienkollektiv eine
tendenziell, aber nicht signifikant erhohte Haufigkeit der starken Isotypensuppression
bei Patient*innen mit IgG-Myelom als bei denjenigen mit IgA-Myelom.

(Ludwig et al., 2016; S. 296-300)

Zwischen Tiefe der Response im Verlauf und Level des nicht-involvierten HLC zum
Diagnosezeitpunkt konnen Ludwig et al. keinen signifikanten Zusammenhang finden.
Aber zum Zeitpunkt der besten Response zeigen die Patient*innen, die eine VGPR oder
besser erreichen, signifikant seltener eine Isotypensuppression verglichen mit dem
Diagnosezeitpunkt. (Ludwig et al., 2016; S. 296-300)

In ihrer Studie aus dem Jahr 2016 kommen Harutyunyan et al. zu &hnlichen
Ergebnissen. Die Autor*innen beobachten eine statistisch signifikante niedrigere
Konzentration der nicht-involvierten HLC in Patient*innen mit PR und PD im
Vergleich zu denjenigen mit CR zu einem nicht n&her definierten Zeitpunkt.

Je besser die Response ist, desto groRer ist der Anteil der Patient*innen mit einer nicht-
involvierten HLC-Konzentration groRer oder gleich dem Normwert.

(Harutyunyan et al., 2016; S. 84f)
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Bradwell et al. beschreiben in ihrer Studie aus dem Jahr 2013 einen signifikanten
Zusammenhang bei Patient*innen mit IgG- bzw. IgA-Myelom zwischen einer niedrigen
Konzentration der nicht-involvierten HLC zum Diagnosezeitpunkt und einem kiirzeren
PFS, der fur die Konzentration des involvierten HLC zum Diagnosezeitpunkt nicht so
stark ist (Bradwell et al., 2013; S. 204f).

Auch in der Studie von Ludwig et al. aus dem Jahr 2016 zeigen Patient*innen mit neu
diagnostiziertem Myelom und schwerer Isotypensuppression zum Zeitpunkt der
Diagnose zeigen ein signifikant kirzeres OS als solche ohne oder mit leichter
Isotypensuppression.

Aufgeschlisselt nach Myelom-Subtyp beobachten die Autor*innen ein signifikant
kiirzeres Uberleben der erstgenannten Kohorte nur bei den 1gG- und nicht bei den IgA-
Myelomen.

Die Autor*innen bestatigen die schwere Isotypensuppression als unabhéngigen
Risikofaktor fur ein kirzeres OS. In ihrer Studie ist die Schwere der
Isotypensuppression relevanter fir das Outcome als die Tiefe der Response oder die
Hohe der HLC-Ratio.

(Ludwig et al., 2016;S.296-300)

Auch im Verlauf bescheinigen die Studien der Konzentration von nicht-involviertem
HLC eine prognostische Aussagekraft:

Harutyunyan et al. beobachten ein signifikant langeres PFS bei Patient*innen mit
normaler Konzentration der nicht-involvierten HLC im Verlauf der Therapie als bei
Patient*innen mit erniedrigter nicht-involvierter HLC (Harutyunyan et al., 2016; S.85).
In der oben genannten Studie von Ludwig et al. aus dem Jahr 2016 zeigen die
Patient*innen, die zum Zeitpunkt der besten Response eine schwere
Isotypensuppression zeigen, ein signifikant kirzeres OS als die Patient*innen ohne
schwere Isotypensuppression.

(Ludwig et al., 2016;S. 296-300)
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Um den Einfluss der Isotypensuppression auf das Uberleben zu erklaren, schlagen die
Autor*innen verschiedene Modelle vor:

Bei einer hohen Tumorlast und einer dadurch erhdhten Sekretion besonders von 1gG-
Immunglobulinen, so Ludwig et al., verkirze sich (ber das oben erklarte,
konzentrationsabhangige Recycling die Halbwertszeit der Immunglobuline, sodass die
gemessene HLC-Konzentration im Serum zu niedrig ausfalle. So kann eine hohe
Tumorlast mit schlechter Prognose eine Isotypensuppression vortauschen.

Andererseits sei die wahrscheinlichere Erklarung laut Ludwig et al. einen in der
Literatur beschriebenen Effekt der regulatorischen T-Zellen.

(Ludwig et al., 2016; S. 299f)

Wie vorangegangene Studien bereits zeigten, so Muthu Raja et al., haben Patient*innen
mit Multiplem Myelom eine erhéhte Anzahl an regulatorischen T-Zellen im peripheren
Blut. Sie beobachten in ihrer Studie aus dem Jahr 2012, dass eine erhdhte Anzahl an
regulatorischen T-Zellen (>5%) mit einer kiirzeren TTP einhergeht. Zudem beschreiben
sie eine Assoziation von vermehrten regulatorischen T-Zellen mit erniedrigten
polyklonalen Plasmazellen und schlechten klinischen Merkmalen, wie Hyperkalzidmie.
(Muthu Raja et al., 2012; S. 2 und 8f)

In der Studie von Giannopoulus et al. aus dem Jahr 2012 zeigen sich erhohte
regulatorische T-Zellen in nicht-transplantierten Patient*innen als Risikofaktor fiir ein
kiirzeres Uberleben und sind in Patient*innen, die an Komplikationen durch Infektionen
versterben, haufiger zu beobachten.

(Giannopoulos, Kaminska, Hus, & Dmoszynska, 2012; S. 551)

Ludwig et al. vermuten daher, dass die regulatorischen T-Zellen isotypenspezifisch die
Produktion der polyklonalen Immunglobuline durch gesunde Plasmazellen
unterdriicken, aber nicht die malignen Plasmazellen des Multiplen Myeloms
beeinflussen (Ludwig et al., 2016; S. 299f).

Harutyunyan et al. beziehen sich auf eine Studie von Novak et al. aus dem Jahr 2004,
die beschreiben, dass der B-cell activating factor (BAFF), der normalerweise von
Monozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen und Neutrophilen, aber auch auf
malignen Plasmazellklonen exprimiert wird. BAFF ist unter anderem Ligand des B-cell
maturation antigen (BCMA\), das auf allen B-Zellen vorkommt und deren Entwicklung
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und Uberleben beteiligt ist. Novak et al. nehmen an, dass dies maRgeblich zur Zytokin-
abhangigen Proliferation von malignen Plasmazellen beitréagt.

(Novak et al., 2004; S. 689f)

Sanchez et al. beobachten in ihrer Studie aus dem Jahr 2012, dass die Konzentration
von BCMA in den Patient*innen mit MM mit dem OS korreliert und bei Patient*innen
mit PD erhoht ist (Sanchez et al., 2012; S. 734ff).

Zwei Jahre spéter veroffentlichen Sanchez et al. eine Studie, in der sie zeigen, dass
BCMA und BAFF im peripheren Blut von MM-Patient*innen Komplexe bildet.
Desweiteren sind erhéhte BCMA-Konzentrationen signifikant mit einer unter den
Normwert erniedrigten Konzentration des nicht-involvierten Immunglobulins in der
Nephelometrie assoziiert. Ahnliches gilt fiir den Heavy Light Chain Assay.

(Sanchez et al., 2014)

Harutyunyan et al. postulieren anhand dieser Ergebnisse, dass von malignen
Plasmazellen produziertes, zirkulierendes BCMA an BAFF von Monozyten,
Makrophagen, dendritischen Zellen und Neutrophilen bindet und dadurch eine
Stimulation gesunder Plasmazellen (ber oberflachlich-gebundenes BMCA verhindert,
wodurch  zirkulierendes BMCA einen suppressiven Effekt auf die gesunden
Plasmazellen hat. (Harutyunyan et al., 2016; S. 85)

Kastritis et al. erwdhnen verschiedene maogliche Erklarungen fir die beobachtete
Immunoparese. Davon seien hier nur einige Wichtige genannt:

Die Autor*innen zitieren eine etwas élterere Studie von Tsujimoto et al. aus dem Jahr
1996. Dort dokumentieren die Autor*innen, dass Stromazellen, die mit Myelom-Zellen
in vitro kultiviert werden, eine verminderte Expression von Faktoren zeigen, die das
Uberleben von pra-B-Zellen fordern (wie 1L-7) und dafiir vermehrt Inhibitoren (wie
TGF-B1 und MIP-Ia) exprimieren. Dadurch kdnnen maligne Plasmazellen indirekt die
Reifung gesunder B-Zellen reduzieren.

(Tsujimoto, Lisukov, Huang, Mahmoud, & Kawano, 1996; S. 3375)

Desweiteren nennen Kastritis et al. eine Studie von Gorgln et al. aus dem Jahr 2013, in
der die Autor*innen beobachten, dass die sogenannten myeloiden Suppressorzellen
(MSCD) bei Patient*innen mit Multiplem Myelom im peripheren Blut und im
Knochenmark im Vergleich zu gesunden Probanden signifikant erhoht sind. Diese sind

eine heterogene Gruppe unreifer, myeloischer Zellen, die in gegenseitiger
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Wechselwirkung mit den Zellen des Myeloms die T-Zell-abh&ngige Immunantwort
unterdriicken und das Wachstum des Tumors fordern. (Gorgun et al., 2013; S. 2975-
2985)

Nicht zuletzt beziehen sich Kastritis et al. auf Beobachtungen von Radbruch et al., dass
Plasmazellen an Stress des endoplasmatischen Retikulums versterben, der durch die
Produktion von Antikorpern verursacht wird, wenn sie nicht durch externe Signale bei
der Synthese von Proteinen inhibiert, im Zellzyklus arrestiert und an der Apoptose
gehindert werden. Diese externen Signale erhalten sie in ihrer Nische in sekundaren
lymphatischen Organen oder im Knochenmark. (Radbruch et al., 2006; S. 741f)
Allerdings kénnen durch die massive Konkurrenz von malignen Plasmazellklonen diese
Nischen besetzt werden, sodass die gesunden Plasmazellen keine schitzenden Signale
erhalten und versterben (Kastritis et al., 2014; S.2079).

2.3.5 Beschrankungen der bisherigen Studien

Seit Inititerung der DSMM XIV-Studie hat sich die Datenlage zum Heavy Light Chain
Assay deutlich erweitert. Dennoch weisen diese Beschrankungen auf:

Zu nennen sind die teilweise kleinen Fallzahlen der eingeschlossenen Patient*innen.
Darunter verstehen wir unter 100 1gG-Myelome und unter 50 IgA-Myelome in der
Studienpopulation. Dies trifft beispielsweise auf die Studie von Scudla et al. aus dem
Jahr 2016, auf die von Koulieris et al. aus dem Jahr 2012 und besonders auf die Studie
von Tovar et al. aus demselben Jahr zu.

Eine Einschrankung der Aussagekraft bezlglich der IgA-Myelome durch geringe
Anzahl eingeschlossener Patient*innen mit IgA-Myelom beklagen zudem Bradwell et
al. und Ludwig et al. in ihren Studien aus dem Jahr 2013.

Zudem wurde in den meisten Studien nur ein Zeitpunkt entweder vor oder nach der
HDT/ASCT zur Response-Erhebung betrachtet oder der Zeitpunkt der Response-
Analyse bleibt unklar, wie in der Studie von Harutyunyan et al. aus dem Jahr 2016.
Ludwig et al. beziehen sich in ihren Studien vornehmlich auf den Zeitpunkt der besten
Response. Dieses Konzept erscheint uns in seiner klinischen Relevanz sehr fragwirdig,

da es nur im Nachhinein bestimmt werden kann.
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Zudem wurden viele der Studienkollektive nicht einheitlich behandelt. Hier zu nennen
ist beispielsweise die Studienpopulation von Tovar et al. aus dem Jahr 2012, sowie die
Studien von Harutyunyan et al. und Ludwig et al. aus dem Jahr 2016.

Zuletzt sei genannt, dass laut Michallet et al. die Studienlage beziiglich verschiedenster
Techniken der MRD-Analyse und dem Heavy Light Chain Assay noch nicht eindeutig
geklart ist (Michallet et al., 2018; S. 381).

2.3.6 Fragestellungen dieser Arbeit
Folgende Fragestellungen wollen wir in dieser Arbeit beantworten:

= |st die Stellung der Diagnose ,,Multiples Myelom* durch das HLC Assay allein
mdoglich? Ist das das HLC Assay eine sensitivere Methode als das SPE zur
Diagnosestellung insbesondere bei Patient*innen mit IgA-Myelom?

=  Unterscheidet sich die Hohe der HLC-Ratio je nach (r)-I1SS- und DS-Stadium zum
Zeitpunkt der Diagnose? Ergibt sich durch das das HLC Assay eine zusétzliche
prognostische Aussage in den verschiedenen Diagnosestadien?

=  Stimmen FLC-Ratio und HLC-Ratio sowie ihre prognostische Relevanz tiberein?

= Unterscheidet sich die Hohe der HLC-Ratio je Response-Stadium nach
Induktionstherapie und nach HDT/ASCT? Ergibt sich durch das das HLC Assay
eine zusatzliche prognostische Aussage in den verschiedenen Response-
Kategorien?

= Kann die HLC-Ratio den MRD-Status vorhersagen? Ergibt sich durch das HLC-
Assay eine zusatzliche prognostische Aussage je nach MRD-Status?

=  Unterscheidet sich das PFS je nach HLC-Ratio zu den verschiedenen Zeitpunkten?

=  Wie hédufig und wie schwer ist die Isotypensuppression im HLC Assay?

Unterscheidet sich das PFS beim VVorhandensein von Isotypensuppression?
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Charakteristika der DSMM XI1V-Studie

Die Daten, die fur diese Arbeit verwendet wurden, wurden im Rahmen der
prospektiven, multizentrischen und randomisierten Phase 3-Studie ,,Lenalidomide,
Adriamycin,  Dexamethasone  (RAD)  Versus Lenalidomide, Bortezomib,
Dexamethasone (VRD) for Induction in Newly Diagnosed Multiple Myeloma followed
by Response-adapted Consolidation and Lenalidomide Maintenance - A Randomized
Multicenter Phase Ill Trial by Deutsche Studiengruppe Multiples Myelom (DSMM
XIV)*“ erhoben (NCT-Nummer: NCT01685814; EudraCT-Nummer: 2009-016616-21).
Beginn der Rekrutierung war der 20. Juli 2012. Am 09. Juni 2016 wurde die
Rekrutierung abgeschlossen.

Ziel dieser Studie ist es, die Effektivitat der beiden Induktions-Schemata zu vergleichen.
Dazu wurde das Kollektiv der Patient*innen nach ihrem 1SS-Stadium (I vs. 1l und I1)
geschichtet und danach in zwei Gruppen randomisiert, von denen die eine bRAD und
die andere VRd als Induktions-Therapie von jeweils drei Zyklen erhielten. Im
Anschluss erhalten alle Patient*innen eine Chemomobilisation, sowie eine HDT mit
Melphalan und eine ASCT. Alle Patient*innen mit einer schlechteren Response als
VGPR nach dieser Behandlung werden wiederum in zwei Gruppen randomisiert, von
denen die eine erneut eine HDT mit Melphalan und ASCT gefolgt von einer
dreijahrigen Lenalidomid-haltigen Erhaltungstherapie behandelt wird (Arm C), wéhrend
die andere Gruppe eine alloSCT und eine einjahrige Erhaltungstherapie mit
Lenalidomid erhalten (Arm D). Alle Patient*innen, die nach der ersten HDT/ASCT eine
Response von VGPR oder besser erreichen, werden ebenfalls in zwei Gruppen
randomisiert. Von diesen erhalt die eine Gruppe dieselbe Therapie wie die im Arm C
(Arm B) und die zweite Gruppe wird mit einer alleinigen dreijahrigen Lenalidomid-
haltigen Erhaltungstherapie behandelt (Arm A).

Dazu wurden zwei Endpunkte definiert:

Der erste Endpunkt beinhaltet die CR-Rate nach Induktion in den beiden Gruppen im
Vergleich, sowie fur die Patient*innen mit einer Response auf die
Konsolidierungstherapie, die schlechter als VGPR ist, das PFS drei Jahre nach der

ersten ASCT. Fur Patient*innen mit einer besseren Response, soll vor allem die
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Hé&ufigkeit und Dauer von Krankenhausaufenthalten als Mal} fiir die Lebensqualitat
betrachtet werden.

Als zweiter Endpunkt ist unter anderem die ORR (overall response rate) nach
Induktionstherapie, sowie die ORR, die CR-Rate und das OS nach Abschluss der

Konsolidierungstherapie geplant.

Eingeschlossen in die DSM XIV-Studie wurden dem Studienprotokoll folgend 469
Patient*innen zwischen 18 und 65 Jahren, die an einem neu diagnostizierten,
sekretorischen Multiplem Myelom erkrankt sind, das vorher nicht anderweitig
behandelt wurde. Desweiteren miussen sie fiir eine ASCT und/oder alloSCT geeignet
und mit der Durchfuhrung derselben einverstanden sein.

(Einsele & Knop, 2015; Studienprotokoll)

Die vollstandige Auflistung der Ein-und Ausschlusskriterien ist online auf der
Internetseite des Comprehensive Cancer Center Mainfranken einzusehen.

(Einsele & Knop, 2012; Studiendbersicht DSMM X1V)

Alle rekrutierten Patient*innen wurden Uber ihre Teilnahme an der Studie aufgeklart
und haben eine Einverstdndniserklarung unterschrieben, die sie jederzeit widerrufen
konnten. Ein Ethikvotum liegt vor.

Von den teilnehmenden 51 Kliniken in ganz Deutschland haben bis zum Ende unserer
Datenannahme 49 Zentren Proben ihrer Patient*innen fir den Heavy Light Chain-Assay
nach Wirzburg geschickt.

Sponsor der Studie ist das Uniklinikum Wirzburg.

(Einsele & Knop, 2015; Studienprotokoll)

3.2 Angewendete Labormethoden

Entsprechend des Studienprotokolls wurde das Heavy Light Chain Assay im Labor der
Universitdt Wirzburg durchgefuhrt. Die Probengewinnung erfolgte zeitgleich mit der
Gewinnung von Urin- und Blutproben fir die IFE, sowie der Durchfiihrung der KM-
Punktion und der MRD-Analyse. Die sechs Zeitpunkte der Probengewinnung sind flr
alle Patient*innen zur Diagnosestellung, zum ersten Tag des zweiten Induktions-Zyklus,
innerhalb von acht Tagen nach Ende des letzten Zyklus der Induktionstherapie (1.
Restaging), innerhalb von 4-6 Wochen nach Ende der ersten Hochdosis-Melphalan-
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Therapie (2. Restaging) und ein Jahr nach Beginn der Erhaltungstherapie. Zusétzlich
wurde im Arm B, C und D eine weitere Bestimmung der HLC-Ratio vor Beginn der
Erhaltungstherapie durchgefiihrt (3. Restaging), das im Arm A dem zweiten Restaging
entspricht.

Das Material fir die Durchfiihrung des Hevylite® ist Blutserum, das durch
Zentrifugieren aus ventsem Blut gewonnen wird.

Eine Lagerung von maximal 21 Tagen bis zur Weiterverarbeitung erfolgte bei 2-8°C.
Bei langerer Lagerung wurden die Proben bei -20°C eingefroren, wobei mehrmaliges
Auftauen vermieden wurde. Die Proben der externen Zentren wurden in gefrorenem
Zustand in das Labor der Uniklinik Wirzburg transportiert.

Die Bestimmung der HLC-Ratio erfolgte mittels turbidimetrischem Analysegerats
SPApLus® der Firma The Binding Site GmbH entsprechend der Anleitung des
Herstellers. Routinemalig wurden die Proben jeweils als Duplikate gemessen und fiir
die weiteren Analysen der Mittelwert der Messungen berechnet. Bei unplausiblen
Ergebnissen erfolgte gegebenenfalls eine weitere Messung. Die Proben, bei denen ein
gemessener Wert oberhalb des messbaren Bereichs lag, wurden verdiunnt und die
Messungen wiederholt. Bei Proben, bei denen ein gemessener Wert unterhalb des
messbaren Bereichs lag, wurde das untere Ende des Messbereichs als Fixwert
verwendet.

Die Ubrigen Messwerte wurden in der Routine im jeweiligen Studienzentrum mit den
gangigen Labormethoden erhoben. Das Response-Assessment erfolgte nach den
Kriterien der IMWG 2006. Fur die MRD-Analyse wurde eine 8-Farben-
Durchflusszytometrie genutzt.

Die Ergebnisse wurden anonymisiert in einer elektronischen Studienakte abgelegt und
nach einer Plausibilitatspriifung fur die Studienzwecke freigegeben.

(Einsele & Knop, 2015; Studienprotokoll)
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3.3 Ein- und Ausschlusskriterien dieser Arbeit

Fur diese Arbeit haben wir uns drei Beobachtungszeitpunkte ausgesucht, von denen wir
uns aufgrund der Probenzahl und Zeitpunkt in der Therapie die grofite Aussagekraft
versprechen. Dies sind der Zeitpunkt der Diagnose, sowie das erste Restaging nach
Abschluss der Induktionstherapie und das zweite Restaging nach HDT/ASCT.
Ausgeschlossen haben wir den Zeitpunkt zu Beginn des zweiten Induktions-Zyklus, da
wir zu so einem friihen Zeitpunkt der Therapie noch keinen Unterschied zum Zeitpunkt
der Diagnose erwarten. Das dritte Restaging und den Zeitpunkt ein Jahr nach Beginn
der Erhaltungstherapie haben wir ausgeschlossen, da zum Ende unserer Datenannahme
im April 2018 die Anzahl der Patient*innen in diesem Stadium der Therapie noch sehr
Klein war.

Verwendet haben wir in unseren Analysen die HLC-Messungen von IgG und IgA. Die
IgM HLC-Messungen wurden aufgrund ihrer niedrigen Zahl nicht eingeschlossen.
Insgesamt wurden von den 496 Patient*innen der DSMM XIV-Studienpopulation 293
Patient*innen mit eindeutig bestimmtem IgA- oder IgG-Myelom in unsere Analyse
eingeschlossen, von denen zu mindestens einem der drei ausgewahlten Zeitpunkte eine
HLC-Messung vorliegt. Letztere sind gemeint, wenn im Folgenden vom
Patient*innenkollektiv gesprochen wird.

Wurde zu keinem Zeitpunkt ein HLC-Wert gemessen oder war der Myelom-Typ nicht
bekannt, konnten die Patient*innen nicht in die Auswertungen aufgenommen werden.
Desweiteren wurden Patient*innen mit ausschlieBlich Leichtketten-produzierenden
Myelomen ausgeschlossen, da bei diesen eine Messung der vollstandigen
Immunglobuline zum Monitoring nur eine sehr geringe Aussagekraft besitzt. Ebenfalls
ausgeschlossen wurden Patient*innen mit biklonalem Myelom, um Unklarheiten beim
Monitoring mittels HLC-Messungen zu vermeiden und Patient*innen mit IgM- oder
IgD-Myelom aufgrund der niedrigen Fallzahlen.

Zusammenfassend l&sst sich von einer systematischen Stichprobenauswahl aus der
DSMXIV-Studienpopulation sprechen.

Die Auswahlkriterien haben wir zur besseren Nachvollziehbarkeit als Consort
Diagramm (siehe Abbildung 4, S. 45) dargestellt.

Die im Rahmen der Studie erhobenen Daten des Hevylite®-Tests wurden bisher

ausschlieBlich von uns im Rahmen dieser Arbeit ausgewertet.
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Patienten der DSMM XIV-Studie
n=469

RandomisierungsarmA: Randomisierungsarm B:
Induktionstherapie-Schema RAD Induktionstherapieschema VRD
n=232 n=237

Ausgeschlossen von der Analyse: n=176
— HLC nicht gemessen (n=92)
— Myelom-Typ nicht bestimmt (n=45)
— Anderer Myelom-Typ als IgG oder IgA (n=11)
— Leichtketten-Myelom (n=34)

Eingeschlossen in die Analyse: n=142 Eingeschlossen in die Analyse: n=151
-Geschlecht: 9n=50; 3n=92 -Geschlecht: 2n=60; dn=91
-Alter: @55 Jahre (23-65) -Alter: @56 Jahre (32-65)
-Myelom-Typ: IgG n=103; IgA n=39 -Myelom-Typ: IgG n=111; IgA n=40

Involved HLC-Messungen vorhanden:

-IgG-Myelome: zur Diagnose n=166;

nach Induktionn=150;

nach HDT/ASCT n=142;

zu allen drei Zeitpunkten n=94
- IgA-Myelome: zur Diagnose n=60;

nach Induktionn=51;

nach HDT/ASCT n=51;

zu allen Zeitpunkten n=33

Abbildung 4: Ubersicht der ein- und ausgeschlossenen Patient*innen

3.4 Statistische Methoden
Die statistische Analyse erfolgte mit IBM SPSS Statistics 24.

Zunachst erfolgte eine Uberpriifung auf Normalverteilung aller intervallskalierten

Messwerte, die sich als nicht zutreffend herausstelle.

Unterschiede einer intervallskalierten Variablen zwischen zwei Gruppen wurden mit
dem Man-Whitney-U-Test untersucht. Bei einer GroRe der untersuchten Stichprobe von
Uber 30 Patient*innen konnte die asymptotische Signifikanz berechnet werden,

ansonsten wurde die exakte Signifikanz berichtet.
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Unterschiede einer intervallskalierten Variablen zwischen mehr als zwei Gruppen
wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test Uberpruft. Wenn drei Gruppen mit jeweils
mindestens 9 Probanden oder vier Gruppen mit jeweils mindestens 5 Probanden oder
mehr als funf Gruppen vorlagen, konnte die asymptotische Signifikanz berechnet
werden, ansonsten wurde die exakte Signifikanz angegeben.

Hierbei wurden paarweise Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen wurden mit

dem Dun-Bonferroni-Test weiteruntersucht.

Zum Vergleich der Gruppen wurde jeweils der Median der abhé&ngigen Variablen mit
angegeben, sofern sich der Unterschied als signifikant herausstellte.

Fur die Angabe der Effektstarke wurde der Korrelationskoeffizient nach Cohen
errechnet (r = ‘ \/Z—n ‘ ). Dabei entspricht 0,10 <r < 0,3 einem schwachen, 0,3 <r <0,5

einem mittleren und 0,5 < r einem starken Effekt.

Bei der Untersuchung von Zusammenhéngen zwischen kategorialen Variablen wurde
auf den Pearson Chi%-Test zuriickgegriffen. Lag die erwartete Zellhaufigkeiten unter 5
oder die GroRe der Stichprobe unter 20, wurde ein exakter Test nach Fisher
durchgefihrt. Die Starke des Zusammenhangs wurde mit Cramers V bestimmt, wobei

bei Cramers VV>0,3 von einem starken Zusammenhang ausgegangen wurde.

Zur Analyse des PFS wurde eine Kaplan-Meier-Analyse durchgefiihrt. Ein Vergleich
der progressionsfreien Uberlebenszeiten mehrerer Gruppen erfolgte mit dem Log-rank-
Test. Zur Veranschaulichung wurde das mediane PFS der Gruppen angegeben. Eine
Gruppe wurde als zu klein fiir eine verwertbare statistische Aussage eingestuft, wenn

die Fallzahl weniger als zwanzig Patient*innen umfasste.

Der Einfluss mehrerer Variablen auf das PFS wurde mithilfe der Cox-
Regressionsanalyse Uberprift. Die Proportionalitat der Hazards wurde orientierend

visuell anhand von Kaplan-Meier-Kurven uberprift.

Es wurde fir alle statistischen Tests ein funfprozentiges Signifikanzniveau angenommen
(p<0,05).
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4. ERGEBNISSE
4.1 Charakteristika der erhobenen Daten

4.1.1 Beschreibung der Studienpopulation

Es befinden sich 48,5% der Patient*innen (142/293) zu Beginn der Behandlung im
Behandlungsarm A und 51,5% (142/293) im Behandlungsarm B der Induktionstherapie.
Desweiteren sind 37,5% (110/293) weiblichen und 62,5% (183/293) mannlichen
Geschlechts. Insgesamt lag das Alter des Patient*innenkollektivs zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose im Mittel bei 54,72 Jahren (Bereich: 23-65 Jahre; SD: 6,99).

Von den 293 Patient*innen haben 73,0% (214/293) ein IgG-Myelom und 27,0%
(79/293) ein IgA-Myelom. Unter den Patient*innen mit IgG-Myelom sind 68,2%
(146/214) als 1gGk und 31,8% (68/214) als IgGA klassifiziert. Ein IgAkx-Myelom
kommt bei 62,0% (49/79) Patient*innen mit IgA-Myelom vor, wéhrend 38,0% (30/79)
ein IgAL-Myelom aufweisen.

Die h&ufigsten zytogenetischen Anomalien, die im betroffenen Kollektiv vorkommen,
sind gain(9g34) mit 59,2% (155/262), gefolgt von tigH mit 53,5% (130/243) und
del(13p4) mit 45,1% (120/164). Ein gain(1g21) weisen 34,8% (93/267) Myelome auf.
Deutlich seltener ist del(17p13) mit 10,1% (27/268). Nur 7,8% (15/193) zeigen eine
del(1923).

Unter den IgH-Tranlokationen ist die t(11;14) mit 17,7% (46/260) die h&ufigste, dicht
gefolgt von t(4;14) mit 15,8% (42/266). Bei 12,0% (29/241) der Myelome ist das
involvierte Partnergen unbekannt. Nur 4,6% (12/259) der Myelome weisen eine
t(14;16) auf.

Bezliglich der Hochrisiko-Genetik haben 23,6% (61/259) Patient*innen eine der
Anomalien del(17p13), t(4;14) und t(14;16). 3,5% (9/259) der Patient*innen weisen
del(17p13) und t(4;14) gleichzeitig auf, wahrend del(17pl13) und t(14;16) nie
gleichzeitig vorkommt.

Eine Information Uber das ISS-Stadium zu Beginn der Behandlung ist fir alle
Patient*innen verflgbar: 41,6% Patient*innen (122/293) befinden sich im Stadium I,
42,3% (124/293) im Stadium Il und 16,1% (47/293) im Stadium II1.
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Von den Patient*innen, deren rISS-Stadium verflgbar ist, befinden sich 31,3% (78/249)
im Stadium 1, 59,8% (149/249) im Stadium Il und 8,8% (22/249) im Stadium I11.

Fur 4 Patient*innen fehlt die Information ber das Durie-Salmon-Stadium. Die tbrigen
289 Patient*innen sind folgendermalen auf die DS-Stadien aufgeteilt: 1 5,2% (15/289),
1A 11,1% (32/289), 11B 0,3% (1/289), I11A 79,6% (230/289), I11B 3,8% (11/289).

Tabelle 9: Ubersicht iber die Charakteristika des Studienkollektivs

293 Patient*innen
Behandlungsarm 1: Arm A 142 (48%); Arm B 151 (51,5%)
Geschlecht:  Weiblich 110 (37,5%); Mannlich 182 (62,5%)
Alter: Median 56 Jahre (23-65 Jahre)
Myelom-Typ: 1gGk 146 (49,8%); IgGA 68 (21,5%); 1gG insgesamt 214 (73,0%)
IgAK 49 (16,7%); IgAX 30 (10,2%); IgA ingesamt 79 (27,0%)
Follow up:  Median 19,75 Monate (0-65,35 Monate)
Progress: 209 (71,3%); medianes PFS 46 Monate
Zytogen. Hochrisiko-Anomalien:
weder del(17p13), noch t(4/14) oder t(14/16) 189 (73,0%)
del(17p13) oder t(4/14) oder t(14/16) 61 (23,6%)
del(17p13) und t(4/14) 9 (3,5%)
del(17p13) und t(14/16) 0 (0,0%)

ISS-Stadium: | 122 (41,6%); 11 124 (42,3%); 111 47 (16,1%)
Revised I1SS-Stadium: I 78 (31,3%); 149 (59,8%); 22 (8,8%)
DS-Stadium: 1 7 (5,2%); 1A 32 (11,1%); 11B 1 (0,3%);

1A 230 79,6%; 11IB 11 (3,8%)

Bis zum letzten Kontakt nach 19,75 Monaten im Median (Bereich: 0,00-65,53; SD:
15,91) erlitten 26,6% (78/287) der Patient*innen einen Progress oder verstarben.

Die 5-Jahres-Uberlebensrate ohne Progress betragt 41% und die mittlere Uberlebenszeit
ohne Progress liegt bei 46 Monaten (3,8 Jahren) ab Zeitpunkt der ersten
Randomisierung. (siehe Abbildung 5, S. 49)
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Abbildung 5: Kumulative progressionsfreie Uberlebensrate des Studienkollektivs

4.1.2 Haufigkeit der Datenerhebung mittels Heavy Light Chain Assay

Eine Messung der IgG HLCs zum Zeitpunkt der Diagnose liegt bei 77,6% (166/214) der
Patient*innen mit IgG-Myelom vor. Nach Induktionstherapie wurde die IgG HLC bei
70,1% (150/214) und nach HDT/ASCT bei 66,4% (142/214) der Patient*innen mit 1gG-
Myelom gemessen. Die Bestimmung der IgA HLC erfolgte bei Patient*innen mit 19gG-
Myelom zum Zeitpunkt der Diagnose bei 21,5% (46/214), nach Induktionstherapie bei
13,6% (29/214) und nach HDT/ASCT bei 12,6% (27/214). Die IgM HLC wurde zum
Zeitpunkt der Diagnose bei 14,5% (31/214), nach Induktionstherapie und HDT/ASCT
bei jeweils 7,5% (16/214) der Patient*innen mit IgG-Myelom gemessen.

Bei den Patient*innen mit IgA-Myelom wurde zum Zeitpunkt der Diagnose bei 75,9%
(60/79) und nach Induktionstherapie, sowie HDT/ASCT bei 64,6% (51/79) die IgA
HLCs bestimmt. Unter den Patient*innen mit IgA-Myelom wurde die IgG HLC zum
Zeitpunkt der Diagnose bei 21,5% (17/79) bestimmt, nach Induktionstherapie bei 17,7%
(14/79) und nach HDT/ASCT bei 16,5% (13/79).

Bei Patient*innen mit IgA-Myelom wurde zum Zeitpunkt der Diagnose die IgM HLC
bei 12,7% (10/79), nach Induktionstherapie bei 6,3% (5/79) und nach HDT/ASCT bei
7,6 % (6/79) bestimmt.
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Dabei erfolgte eine Messung der HLCs des involvierten Immunglobulins zu allen drei
Zeitpunkten bei 43,9% (94/214) der Patient*innen mit IgG-Myelom und bei 41,8%
(33/79) der Patient*innen mit IgA-Myelom.

4.2 Statistische Auswertung

4.2.1 Klassifikation der HLC-Ratio im Verlauf der Therapie

Von den Patient*innen mit IgG-Myelom, deren IgG «/A HLC-Ratio verfligbar ist,
zeigen zum Zeitpunkt der Diagnose 96,4% (160/166) eine abnormale oder hoch
abnormale HLC-Ratio. In 3,6% (6/166) ist diese dagegen zur Diagnosestellung im
Normbereich. Der Anteil der Patient*innen mit IgG-Myelom, die eine normale 1gG /A
HLC-Ratio aufweisen, erhéht sich im Verlauf der Therapie und betrdgt nach Ende der
Induktionstherapie 27,3% (41/150) und nach Ende der HDT/ASCT 42,3% (60/142).

Im Verlauf der Therapie sinkt der Anteil der Patient*innen mit einer hoch abnormalen
1gG «/A HLC-Ratio von 56,6% (94/166) zur Diagnosestellung auf 18,0% (27/150) nach
Induktionstherapie und weiter auf 5,6% (8/142) nach HDT/ASCT. Der Anteil der
Patient*innen mit abnormaler IgG /A HLC-Ratio steigt von 39,8% (66/166) zum
Zeitpunkt der Diagnose zunachst auf 54,7% (82/150) nach Induktionstherapie und sinkt
dann leicht auf 52,1% (74/142) nach HDT/ASCT. (siehe Abbildung 6, S. 51)
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Klassifikation
derlgG
kappallambda
HLC-Ratio
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Eabnormal
M hoch abnormal

100,0%
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20,0%

0,0% ) ) :
Diagnose 1. Restaging 2. Restaging

Zeitpunkt der Probenentnahme

Abbildung 6: Haufigkeit der Klassifikation der 1gG kappa/lambda-Ratio im Verlauf der
Therapie bei 1IgG-Myelomen

Unter den Patient*innen mit IgA-Myelom, deren IgA «/A HLC-Ratio verfiigbar war,
haben 98,3% (59/60) Patient*innen eine abnormale oder hoch abnormale deren IgA «/A
HLC-Ratio zum Zeitpunkt der Diagnose. Nur ein(e) Patient*in weist zu diesem
Zeitpunkt eine IgA k/A HLC-Ratio im Normbereich auf.

Im Verlauf der Therapie steigt der Anteil der Patient*innen mit normaler IgA «/A HLC-
Ratio auf 35,3% (18/51) nach Induktionstherapie und weiter auf 58,8% (30/51) nach
HDT/ASCT.

Der Anteil der Patient*innen mit IgA-Myelom, die eine hoch abnormale IgA «/A HLC-
Ratio aufweisen, sinkt im Verlauf der Therapie von anfanglichen 68,3% (41/60) auf
17,6% (9/51) nach Induktionstherapie und 2,0% (1/51) nach Ende der HDT/ASCT.
Dagegen zeigt der Anteil der Patient*innen mit abnormaler IgA «/A HLC-Ratio
dieselben Schwankungen wie bei den IgA-Myelomen und der 19G «/A HLC-Ratio:
Zunéchst steigt der Anteil von 30,0% (18/60) zum Zeitpunkt der Diagnose auf 47,1%
(24/51) nach Induktionstherapie und sinkt dann leicht auf 39,2% (20/51) nach
Abschluss der HDT/ASCT. (siehe Abbildung 7, S. 52)
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Betrachtet man die HLC-Ratio der nicht involvierten Immunglobuline bei den IgG- und
IgA-Myelomen féllt auf, dass diese nur in zwei Féllen zu einem der drei Zeitpunkt hoch
abnormal ist. Allerdings die Aussagekraft im Verlauf angesichts der niedrigen

Fallzahlen eingeschrénkt.
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Abbildung 7: Haufigkeit der Klassifikation der IgA kappa/lambda-Ratio im Verlauf der
Therapie bei IgA-Myelomen

4.2.2 Vergleich von SPE und HLC-Ratio zum Zeitpunkt der Diagnose

Zum Zeitpunkt der Diagnose findet sich trotz sekretorischem Myelom bei 1,9% (4/203)
der Patient*innen mit 1gG-Myelom und 10,3% (9/87) der Patient*innen mit IgA-
Myelom ein negatives M-Protein in der SPE.

Nicht bei allen dieser Patient*innen wurde zeitgleich die iHLC bestimmt. Unter den
Patient*innen, deren iHLC bestimmt wurden finden sich 1,9% (3/157) mit 1gG-
Myelom und 15,6% (9/59) mit IgA-Myelom, deren SPE zum Zeitpunkt der Diagnose
negativ ist. Hiervon weisen 66,6% (2/3) mit IgG-Myelom und 11,1% (1/9) mit IgA-
Myelom eine normale iHLC auf. Umgekehrt gibt es 10,2% (16/157) Patient*innen mit
IgG-Myelom und 3,4% (2/59) mit IgA-Myelom, deren iHLC trotz positiver SPE
normwertig ist.
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Von den Patient*innen mit IgG-Myelom und negativer SPE bei normaler iHLC hat nur
eine*r auch eine normale 1gG «/A-Ratio. Der*die Patient*in mit IgA-Myelom und
negativer SPE bei normaler iHLC hat dagegen eine abnormale IgA «/A HLC-Ratio.

Im Gegensatz dazu ist die Serum-IFE bei allen der Patient*innen positiv.

Unter den Patient*innen mit 1gG-Myelom bedeutet dies eine Sensitivitdt von 0,98
(199/203) fur die SPE, 0,89 (139/157) fur die iHLC und 0,97 (152/157) fir die 19G /A
HLC-Ratio. Unter denen mit IgA-Myelomen errechnet sich eine Sensitivitat 0,77
(67/87) fur die SPE, 0,94 (54/57) fur die iHLC und 0,98 (58/59) fur die IgA «/A HLC-
Ratio. Eine Spezifitat zu errechnen ist nicht mdglich, da wir nicht wissen, wie viele

Patient*innen falsch positiv gemessen wurden.

4.2.3 Vergleich von HLC-Ratio und Diagnose-Stadien

4.2.3.1 HLC-Ratio zum Zeitpunkt der Diagnose je nach I1SS-Stadium

Unter den IgG-Myelomen ist die Hohe der *HLC-Ratio zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung signifikant unterschiedlich in den ISS-Stadien verteilt (Kruskal-
Wallis-Test: Chi-Quadrat(2)=19,658; p=0,000). Vergleicht man die 1SS-Stadien
untereinander mithilfe eines Post-Hoc Tests, ist ein signifikanter Unterschied in der
Hohe der *HLC-Ratio nur zwischen 1SS-Stadium | im Vergleich zu Stadium Il und 111
zu sehen (Median: 1 30,03 vs. 11 175,25, bzw. 111 206,54; Dun-Bonferroni-Test: I vs. 1l
p=0,000; I vs. Il p=0,022), wobei die Effektstarke schwach bis mittelhoch ist
(Effektstarke nach Cohen: I vs. 1l r=0,28; | vs. 11l r=0,35).

Auch unter den Patient*innen mit IgA-Myelom ist die Hohe der *HLC-Ratio je nach
ISS-Stadium  signifikant  unterschiedlich  verteilt  (Kruskal-Wallis-Test:  Chi-
Quadrat(2)=19,658; p=0,000). Im Vergleich der 1SS-Stadien untereinander zeigt sich
dieser Unterschied ebenfalls nur zwischen Stadium | und den beiden anderen Stadien
(Median: 1 21,06 vs. 11 679,89, bzw. 111 2767,21; | vs. 11 p=0,003; I vs. 11l p=0,002) mit
einer mittleren bis starken Effektstarke (Effektstarke nach Cohen: I vs. Il r=0,46; | vs.
111 r=0,59).

(siehe Tabelle 10, S. 54)
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Tabelle 10: Unterschiede der involved/uninvolved HLC-Ratio nach ISS Stadium

p SD d ISS N Median SF

19G I-11 0,022 11,57 | 0,28 | | 69 30,03 23,83
I-111 0,000 8,044 | 035 | Il 74 175,25 49,11
H-111 1,00 11,47 - | I 23 206,54 108,12
insg. 0,000 insg. 166

IgA I-11 0,003 499 | 046 | I 23 21,06 151,92
I-111 0,002 6,40 | 0,59 | Il 26 679,89 238,11
H-111 1,00 6,28 - | I 11 2767,2 697,14
insg. 0,000 insg. 60

Unter den Patient*innen mit IgG-Myelom hat die Mehrheit im ISS-Stadium | mit 52,2%
(36/69) eine abnormale 1gG k/A HLC-Ratio, aber immerhin 43,5% (30/69) zeigen eine
hoch abnormale Ratio. Der Grofteil der Patient*innen im Stadium Il weisen mit 67,6%
(50/74) und im Stadium Il mit 60,9% (14/23) eine hoch abnormale IgG «/A Ratio auf.
Dennoch gibt es im Stadium 1l einen Fall und im Stadium 111 zwei Falle mit normaler
IgG x/A HLC-Ratio. (siehe Abbildung 8, S. 54)
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Abbildung 8: Prozentuale Verteilung der Klassifikation der 1gG kappa/lambda HLC-
Ratio auf die 1SS-Stadien bei IgG-Myelomen
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Unter den Patient*innen mit IgA-Myelom hat nur eine*r eine normale IgA /A HLC-
Ratio und diese*r befindet sich im ISS-Stadium I. Mit 65,2% (15/23) hat die Mehrzahl
der Patient*innen in diesem Stadium eine abnormale IgA /A HLC-Ratio. Dennoch
weisen 30,4% (7/23) eine hoch abnormale Ratio auf. Im ISS-Stadium Il haben mit
92,3% (24/26) und im Stadium 11 mit 90,9% (10/11) die meisten Patient*innen eine
hoch abnormale Ratio. (siehe Abbildung 9, S. 55)
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Abbildung 9: Prozentuale Verteilung der Klassifikation der IgA kappa/lambda HLC-
Ratio auf die 1SS-Stadien bei IgA-Myelomen

4.2.3.2 HLC-Ratio zum Zeitpunkt der Diagnose je nach DS-Stadium

Die Verteilung der "HLC-Ratio bei Patient*innen mit IgG- oder IgA-Myelom zeigt tiber
die DS-Stadien keinen statistisch signifikanten Unterschied (Kruskal-Wallis-Test: Chi-
Quadrat(3)=5.088; p=0,165).
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4.3.3.3 HLC-Ratio zum Zeitpunkt der Diagnose je nach r-1SS-Stadium

Unter den Patient*innen mit IgG-Myelom zeigt sich ein signifikanter Unterschied in der
Hohe der *HLC-Ratio je nach r-1SS-Stadium (Kruskal-Wallis-Test: Chi-Quadrat(2) =
12,62; p = 0,002). Im anschliefend durchgefuhrten Post-hoc-Test zeigt sich dieser
Unterschied ausschliel3lich signifikant zwischen r-ISS-Stadium | und 11l mit einer
mittleren Effektstarke (Median: | 26,89 vs. 11 176,30 bzw. 11l 203,88; Dun-Bonferroni-
Test: 1 vs. 111 p=0,001; z=-3,51; p=0,001; r=0,47). (siehe Tabelle 11, S. 56)

Auch bei Patient*innen mit IgA-Myelom zeigen sich ein signifikanter Unterschied in
der Hohe der *HLC-Ratio je nach r-1SS-Stadium (Kruskal-Wallis-Test: Chi-Quadrat(2)
= 9,78; p=0,008). Im anschlieBend durchgefiuihrten Post-hoc-Test zeigt sich dieser
Unterschied ebenfalls ausschlieBlich zwischen rISS-Stadium 1 und Il signifikant,
allerdingt mit einer hohen Effektstarke (Median: | 23,40 vs. 11 218,76 bzw. 111 4163,53;
Dun-Bonferroni-Test: | vs. 1l z=-3,13; p=0,005; r=0,74).

(siehe Tabelle 11, S.56)

Tabelle 11: Unterschiede der involved/uninvolved HLC-Ratio nach r-1SS Stadium

p SD d r-1SS N Median SF

1gG I-11 0,311 14,02 - 47 26,89 218,7
I-111 0,001 713 | 047 | 1l 77 176,30 407,7
H-111 1,00 13,58 - | 9 203,88 725,6
insg. 0,002 insg. 133

IgA I-11 0,32 5,40 - 12 23,40 764,2
I-111 0,005 8,16 | 0,74 | Il 38 218,76 1173,6
-1 0,058 7,17 - | I 6 | 4163,53 2497,0
insg. 0,008 insg. 56
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Im ISS-Stadium | zeigen 48,9% (23/47) der Patient*innen mit IgG-Myelom eine
abnormale und 44,7% (21/47) eine hoch abnormale 1gG x/AL HLC-Ratio. Mit 64,9%
(50/77) im Stadium Il und 66,7% (6/9) im Stadium Il weist der Grofteil der
Patient*innen eine hoch abnormale 1gG «/A Ratio auf. Dennoch gibt es im Stadium I

und I11 jeweils einen Fall mit normaler 1gG /A HLC-Ratio (siehe Abbildung 10, S. 57).
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Abbildung 10: Prozentuale Verteilung der Klassifikation der IgG kappa/lambda HLC-
Ratio auf die r-1SS-Stadien bei 1IgG-Myelomen

Es gibt nur eine*n Patient*in mit IgA-Myelom und normaler IgA «/A HLC-Ratio zum
Zeitpunkt der Diagnose, welche*r sich im r-1SS-Stadium 11 befindet. Mit 66,7% (8/12)
hat die Mehrheit der Patient*innen im ISS-Stadium | eine abnormale IgA /A HLC-
Ratio und 33,3% (4/12) eine hoch abnormale Ratio. Mit 73,7% (28/38) im Stadium Il
weist der GroBteil der Patient*innen eine hoch abnormale IgA /A Ratio auf. Im
Stadium 111 zeigen 100% (6/6) eine hoch abnormale IgA «/A Ratio. (siehe Abbildung
11, S. 58)
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Abbildung 11: Prozentuale Verteilung der Klassifikation der IgA kappa/lambda HLC-
Ratio auf die r-1SS-Stadien bei IgA-Myelomen

4.2.4 Vergleich von HLC-Ratio und FLC-Ratio im Verlauf der Therapie

Von den 214 Patient*innen mit IgG-Myelom sind FLC und 1gG HLC zum Zeitpunkt
der Diagnose bei 161, nach Ende der Induktionstherapie bei 143 und nach Ende der
HDT/ASCT bei 114 Patient*innen verfugbar.

Insgesamt weisen 93,8% (151/161) der Patient*innen mit 1IgG-Myelom zum Zeitpunkt
der Diagnose, 51,7% (74/143) nach Induktionstherapie und 38,6% (44/114) nach
HDT/ASCT eine abnormale FLC-Ratio auf.

Unter den Patient*innen mit normaler FLC-Ratio zeigt zum Zeitpunkt der Diagnose nur
ein*e Patient*in eine normale 1gG /A HLC-Ratio (1/10). Nach Ende der
Induktionstherapie haben 34,8% der Patient*innen (24/69) sowohl eine normale FLC-
Ratio als auch eine normale 19G /A HLC-Ratio. Dieser Anteil steigt bis zum Ende der
HDT/ASCT auf 52,9% (37/70).

In 3,3% (5/151) der Falle liegt die 19G /A HLC-Ratio trotz abnormaler FLC zum
Zeitpunkt der Diagnose innerhalb des Normbereichs. Dieser Anteil steigt im Verlauf
leicht an. Er liegt nach Induktionstherapie bei 21,6% (16/74) und nach Ende der
HDT/ASCT bei 20,5% (9/44).
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Umgekehrt liegt in 90% der Falle (9/10) zum Zeitpunkt der Diagnose die FLC-Ratio
trotz abnormaler oder hoch abnormaler IgG /A HLC-Ratio innerhalb des
Normbereichs. Nach Ende der Induktionstherapie trifft dies auf 65,2% der Falle (45/69)
zu und nach HDT/ASCT auf 47,1% (33/70).

Untersucht man die Verteilung der IgG *HLC-Ratio zum Zeitpunkt der Diagnose unter
den Patient*innen mit 1gG-Myelom, je nachdem ob die FLC-Ratio im Normalbereich
liegt oder nicht (definiert als Bereich zwischen 0,26 und 3,1), so findet sich in der ersten
Gruppe eine signifikant niedrigere *HLC-Ratio (Mann-Whitney-U-Test: Z=-2,774;
p=0,006; Median: normal 121,31 vs. abnormal 71,80). Der Effekt ist allerdings schwach
(Effektstarke nach Cohen: r=0,22).

Dieser Unterschied wird nach Induktionstherapie signifikanter (Mann-Whitney-U-Test:
Z=-4,812; p=0,000; Median: normal 2,34 vs. abnormal 13,76) und besteht auch nach
HDT/ASCT (Mann-Whitney-U-Test: Z=-5,530; p=0,000; Median: normal 1,91 vs.
abnormal 8,56). Der Effekt nimmt im Verlauf zu (Effektstarke nach Cohen r=0,40; bzw.
r=0,52). (siehe Tabelle 12, S. 59)

Tabelle 12: Unterschiede der involved/uninvolved HLC-Ratio nach FLC-Ratio bei

IgG-Myelomen
. ) FLC- )
Zeitpunkt Sign. U d Ratio N Median SF
. normal 10 21,31 5,98
zu 0,006 | 3590 | 022 | abnormal | 151 | 71,80 | 32,02
Diagnose .
insg. 161
h normal 69 2,78 7,87
nach 0,000 | 13620 | 040 | abnormal | 74 | 1376 | 1963
Induktion )
INsg. 143
nach normal 70 1,91 8,22
HDT/ASCT 0,000 590,0 0,52 fabnormal 44 8,56 5,09
insg. 114

Von den 79 Patient*innen mit IgA-Myelom sind FLC und IgA HLC bei 59 zum
Zeitpunkt der Diagnose, bei 49 nach Ende der Induktionstherapie und bei 38 nach Ende
der HDT/ASCT verfiigbar.

59



Es haben 89,8% (53/59) der Patient*innen mit IgA-Myelom eine abnormale FLC-Ratio
zum Zeitpunkt der Diagnose, 36,7% (18/49) nach Induktionstherapie und 13,8% (8/38)
nach HDT/ASCT.

Zum Zeitpunkt der Diagnose zeigt keine*r der Patient*innen mit normaler FLC-Ratio
eine normale IgA x/A HLC-Ratio (0/6). Nach Induktionstherapie haben 51,6% (16/31)
und nach HDT/ASCT 70,0% (21/30) der Patient*innen eine normale FLC-Ratio und
eine normale IgA «/A HLC-Ratio.

Bei 1,9% (1/53) liegt die IgA /A HLC-Ratio trotz abnormaler FLC-Ratio im
Normbereich. Nach Induktionstherapie und nach HDT/ASCT gibt es ebenfalls jeweils
einen Fall mit 5,6% (1/18), respektive 12,5% (1/8), auf den das zutrifft.

Umgekehrt ist die FLC-Ratio zum Zeitpunkt der Diagnose bei 50,0% (3/6) normal
wahrend die IgA k/A HLC-Ratio abnormal oder hoch abnormal ist.

Sowohl nach Ende der HDT/ASCT als auch schon nach Ende der Induktionstherapie
zeigt keine*r der Patient*innen, bei denen die FLC-Ratio im Normbereich liegt, noch
eine hoch abnormale IgA x/A HLC-Ratio. Allerdings ist die IgA «/A HLC-Ratio trotz
normaler FLC-Ratio in 48,4% der Félle (15/31) nach Ende der Induktionstherapie und
in 30,0% der Falle (9/30) nach Ende der HDT/ASCT im abnormalen Bereich.

Unter den Patient*innen mit IgA-Myelom unterschiedet sich die Verteilung der IgA
*HLC-Ratio je nach FLC-Ratio im Normbereich erst nach Induktionstherapie
signifikant (Man-Whitney-U-Test: Z=-3,982; p=0,000; Median: normal 1,82 vs.
abnormal 31,54). Dieser Unterschied lasst sich auch nach HDT/ASCT wiederfinden
(Exakter Man-Whitney-U-Test: U=43; p=0,004; Median: normal 1,27 vs. abnormal
3,90). Der Effekt ist nach Induktionstherapie stark, nach HDT/ASCT mittel ausgepréagt
(Effektstark nach Cohen: r=0,57, bzw. r=0,45).

(siehe Tabelle 13, S. 61)
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Tabelle 13: Unterschiede der involved/uninvolved HLC-Ratio nach FLC-Ratio bei

IgA-Myelomen
i : FLC- .
Zeitpunkt Sign. u d Ratio N | Median SE
zur normal 6| 28568| 44246
1 1 -
Diagnose 0,616 38,0 falbnormal 53 162,48 204,47
insg. 59
nach normal 31 1,82 0,61
Induktion 0,000 87,0 0,57 felbnormal 18| 31,54 73.95
Insg. 49
nach normal 30 1,27 0,28
upT/AscT | 2004 43,0 | 045 gbnormal 8 3,90 41,23
insg. 38

4.2.5 HLC-Ratio im Verlauf der Therapie je nach Responsekategorie

Unter den Patient*innen mit IgG-Myelom zeigt etwas Uber die Halfte in den
Responsekategorien VGPR und <VGPR nach Induktionstherapie eine abnormale 1gG
k/\ HLC-Ratio (VGPR: 56,9% (29/51); <VGPR 53,3% (48/90)).

Zu dem Zeitpunkt haben 60,0% (3/5) in der Responsekategorie SCR/CR eine normale
IgG /A HLC-Ratio. Es haben weniger Patient*innen mit einer Response <VGPR nach
Induktionstherapie eine normale Ratio als in den beiden anderen Stadien (VGPR: 39,1%
(20/51); <VGPR: 18,9% (1790). In den Responsekategorien sCR/CR nach
Induktionstherapie weist kein*e Patient*in eine hoch abnormale Ratio auf.

Nach HDT/ASCT weisen weder Patient*innen mit SCR/CR noch mit VGPR hoch
abnormale 1gG «/A HLC-Ratio auf. Dagegen zeigt die Mehrheit in beiden
Responsekategorien eine normale Ratio (SCR/CR: 61,5% (8/13); VGPR: 55,8% (24/43).
Patient*innen mit einer schlechteren Response als VGPR weisen dagegen mit 68,6%
(35/51) mehrheitlich weiterhin eine abnormale Ratio auf. Dennoch haben 17,6% (9/51)

trotz niedriger Response eine normale 1gG x/A HLC-Ratio.

Unter den Patient*innen mit IgA-Myelom sind die Ergebnisse sehr ahnlich: Etwas tber
die Halfte der Patient*innen in den Responsekategorien VGPR und schlechter als
VGPR nach Induktionstherapie weisen eine abnormale 1gG «/A HLC-Ratio auf (VGPR:
57,9% (11/19); <VGPR 52,6% (10/19)).
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Zu dem Zeitpunkt haben 81,8% (9/11) der Patient*innen in den Responsekategorien
SCR/CR eine normale IgA «/A HLC-Ratio. Es haben weniger Patient*innen mit einer
Response <VGPR nach Induktionstherapie eine normale Ratio als in den beiden
anderen Stadien (VGPR: 5,3% (1/19); <VGPR: 36,8% (7/19).

In den Responsekategorien SCR/CR nach Induktionstherapie weist kein*e Patient*in
eine hoch abnormale Ratio auf.

Nach HDT/ASCT weisen ebenfalls weder Patient*innen mit SCR/CR noch mit VGPR
hoch abnormale IgA k/AL HLC-Ratio auf. Auch zeigt mit 85,7% (18/21) die Mehrheit
der Patient*innen mit SCR/CR eine normale Ratio. Dagegen haben 61,1% (11/18) der
Patient*innen mit VGPR und 50,0% (1/2) der Patient*innen mit einer Response
<VGPR weiterhin eine abnormale IgA «/A HLC-Ratio. Kein*e Patient*in mit einer
Response <VGPR nach HDT/ASCT zeigt hingegen eine normale IgA k/A HLC-Ratio.
Unter den Patient*innen mit VGPR nach HDT/ASCT sind dies hingegen 38,9% (7/18).

Unter den IgG-Myelomen unterscheidet sich die Hohe der *HLC-Ratio signifikant nach
Responsekategorien nach Induktionstherapie (Kruskal-Wallis-Test: Chi-
Quadrat(2)=31,65; p=0,000; Median sCR/CR 1,27 vs. VGPR 2,55 vs. <VGPR 10,50).
Im anschlieend durchgefiihrten Post-hoc-Test zeigt sich dieser Unterschied
ausschlie3lich signifikant zwischen den Patient*innen mit einer SCR/CR im Vergleich
zu denen mit einer Response <VGPR (Dun-Bonferroni-Test: z=-3,29; p=0,003; r=0,33),
sowie zwischen den Patient*innen mit einer VGPR im Vergleich zu denen mit einer
Response <VGPR (Dun-Bonferroni-Test: z=-4,97; p=0,000; r=0,42). Der Effekt ist
jeweils mittelstark.

Dasselbe lasst sich unter den IgG-Myelomen auch nach HDT/ASCT beobachten
(Kruskal-Wallis-Test: Chi-Quadrat(2)=35,87; p=0,000; Median sCR/CR 1,40 vs. VGPR
2,36 vs. <VGPR 7,13). Auch hier zeigt sich im anschlieRend durchgefiihrten Post-hoc-
Test sich dieser Unterschied ausschlief3lich signifikant zwischen den Patient*innen mit
einer sSCR/CR im Vergleich zu denen mit einer Response <VGPR (Dun-Bonferroni-
Test: z=-4,91; p=0,000; r=0,67), sowie zwischen den Patient*innen mit einer VGPR im
Vergleich zu denen mit einer schlechteren Response (Dun-Bonferroni-Test: z=-4,77,;
p=0,000; r=0,49). Der beobachtete Effekt ist stark. (siehe Tabelle 14, S. 63)
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Tabelle 14: Unterschiede der involved/uninvolved HLC-Ratio nach Response fiir 1gG-

Myelome

p SF | d |Response | N [Median| SD
nach Induktionstherapie
SCR/CR vs.
VGPR 0,514 19,82 - | sCR/ICR 5 1,27 1,58
SCR/CR vs.
<VGPR 0,003 19,43 | 0,33 | VGPR 51 2,55 9,82
VGPR vs.
<VGPR 0,000 741 | 042 | <VGPR 90 10,50 163,50
insg. 0,000 insg. 146
nach HDT/ASCT
SCR/CR vs.
VGPR 0,270 9,82 - | sCR/ICR 13 1,40 0,88
SCR/CR vs.
<VGPR 0,000 9,64 | 0,67 | VGPR 43 2,36 3,58
VGPR vs.
<VGPR 0,000 6,42 | 049 | <VGPR 51 7,13 83,42
insg. 0,000 Insg. 107

Auch unter den Patient*innen mit IgA-Myelom unterscheidet sich die Hohe der *HLC-
Ratio signifikant nach Responsekategorien nach Induktionstherapie (Kruskal-Wallis-
Test: Chi-Quadrat(2)=25,44; p=0,00; Median sCR/CR 0,97 vs. VGPR 1,91 vs. <VGPR
10,06). Im anschlieBend durchgefiihrten Post-hoc-Test zeigt sich dieser Unterschied
ausschlieBlich signifikant zwischen den Patient*innen mit einer SCR/CR im Vergleich
zu denen mit einer Response <VGPR (Dun-Bonferroni-Test: z=-4,72; p=0,000; r=0,86),
sowie zwischen den Patient*innen mit einer VGPR im Vergleich zu denen mit einer
schlechteren Response (Dun-Bonferroni-Test: z=-3,63; p=0,001; r=0,59). Der Effekt ist
jeweils stark.

Nach HDT/ASCT unterscheidet sich die Hohe der *HLC-Ratio weiterhin signifikant
nach Responsekategorien (Kruskal-Wallis-Test: Chi-Quadrat(2)=8,57; p=0,014; Median
SCR/CR 1,16 vs. VGPR 2,12 vs. <VGPR 171,20). Jedoch zeigt sich im anschliel3end
durchgefiihrten Post-hoc-Test dieser Unterschied ausschlieBlich signifikant zwischen

den Patient*innen mit einer SCR/CR im Vergleich zu denen mit einer Response <VGPR
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(Dun-Bonferroni-Test: z=-2,62; p=0,027; r=0,55). Der hier beobachtete Effekt ist
ebenfalls stark. (siehe Tabelle 15, S. 64)

Tabelle 15: Unterschiede der involved/uninvolved HLC-Ratio nach Response fur IgA-

Myelome

p SF | d |Response | N | Median SD
nach Induktionstherapie
SCR/CR vs.
VGPR 0,325 5,41 - | SCR/ICR 11 0,97 0,58
SCR/CR vs.
<VGPR 0,000 541 | 0,86 | VGPR 19 1,91 75,93
VGPR vs.
<VGPR 0,001 464 | 059 |<VGPR 19 10,06 311,8
insg. 0,000 insg. 49
nach HDT/ASCT
SCR/CR vs.
VGPR 0,210 3,85 - | sSCR/ICR 21 1,16 0,57
SCR/CR vs.
<VGPR 0,027 8,87 0,55 | VGPR 18 2,12 4,81
VGPR vs.
<VGPR 0,208 8,93 - | <VGPR 2 171,20 231,8
insg. 0,014 insg. 41

4.2.6 Vergleich von HLC-Ratio und MRD-Status nach Induktionstherapie
Der MRD-Status ist zum Zeitpunkt unserer Datenerhebung nur nach Induktionstherapie
und nicht nach HDT/ASCT verfugbar.

Unter den Patient*innen mit negativem MRD-Status nach Induktionstherapie weisen
58,1% (18/31) eine abnormale 1gG /A HLC-Ratio und niemand eine hoch abnormale
Ratio auf. Die MRD-positiven Patient*innen haben zu 22,1% (27/122) eine hoch
abnormale und zu 51,6% (63/122) eine abnormale 1gG /A HLC-Ratio. Die
Klassifikation der lg x/A HLC-Ratio steht in signifikantem und aber schwachem
Zusammenhang mit dem MRD-Status nach Induktionstherapie (Pearson Chi% Chi
Quadrat(2)=9,127; p=0,01; Cramers V=0,244 mit p=0,01).
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Nach Response zum selben Zeitpunkt analysiert, finden sich zwei Patient*innen in
VGPR oder besser, die eine hoch abnormale HLC-Ratio haben. Diese sind beide in der
Response-Kategorie VGPR und MRD-positiv (52/35). Die Ubrigen MRD-positiven
Patient*innen mit hoch abnormaler HLC-Ratio sind in einer schlechteren Response-
Kategorie als VGPR (25/78). (siehe Abbildung 12, S. 65)

Response nach Induktionstherapie (CRIsCR vs. VGPR vs. <VGPR) Klassifikation

derlg
sCR/CR VGPR < VGPR kappallambda

HLC-Ratio des
involvierten
12 Immunglobulins

15,38% (1. Restaging)

M normal
E abnormal
M hoch abnormal

100,0%

80,0%

60,0% 41
52,56%

Anzahl

40,0%

20,0%

0,0% : » ) ) ”
negativ positiv negativ positiv negativ positiv

MRD-Status (1. Restaging)

Abbildung 12: Anzahl der Félle mit positivem und negativem MRD-Status je nach
Klassifikation der Ig kappa/lambda HLC-Ratio des involvierten Immunglobulins und
Response-Status

Gruppiert nach dem MRD-Status nach Induktionstherapie findet sich unter den
Patient*innen mit 1gG-Myelom ein signifikanter Unterschied in der Verteilung *HLC-
Ratio zum selben Zeitpunkt (Man-Whitney-U-Test: Z= -4,41; p=0,000; Median 1,82 vs.
8,20). Unter den Patient*innen mit IgA-Myelom gruppiert nach dem MRD-Status nach
Induktionstherapie findet sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied in der Verteilung
der *HLC-Ratio zum selben Zeitpunkt (Man-Whitney-U-Test: Z= -2,61; p=0,009;
Median 1,46 vs. 4,72). (siehe Tabelle 16, S. 66)
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Tabelle 16: Unterschiede der involved/uninvolved HLC-Ratio nach MRD-Status nach

Induktionstherapie

p U d MRD N Median SF
19G negativ 22 1,89 0,35
0,000 | 393,0 0,41 | positiv 91 8,20 17,06
insg. 113
IgA negativ 9 1,46 0,19
0,009 59,00 0,41 | positiv 31 4,72 32,76
insg. 40

4.2.7 Isotypensuppression in der HLC-Messung
Entsprechend der Normwerte von The Binding Site™ und der Definition der
Isotypensuppression von Ludwig et al. (siehe Kapitel 2.3.4.2) haben wir die Myelom-

Typen auf die Suppression nicht involvierter HLC untersucht.

Unter den IgGk-Myelomen weisen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung 72,0% (85/118)
mehrheitlich eine stark supprimierte IgGA HLC auf. Dieser Anteil verringert sich nach
HDT/ASCT auf 22,7% (22/47). Dagegen steigt der Anteil mit leicht supprimierter IgGA
HLC mit 11,9% (14/118) auf 23,7% (23/47) nach HDT/ASCT. Der Anteil an
Patient*innen mit normaler IgGA steigt von 12,7% (15/118) und auf 48,5% (47/97) nach
HDT/ASCT.

Unter den IgGA-Myelomen ist die IgGk HLC ist zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
mit 87,0% (40/46) mehrheitlich stark supprimiert. Dieser Anteil verringert sich nach
HDT/ASCT auf 25,0% (11/44). Dagegen steigt der Anteil mit leicht supprimierter IgGk
HLC von 10,9% (5/46) auf 31,8% (14/44) nach HDT/ASCT. Normal ist die IgGkx HLC
bei 2,2% (1/46) zum Zeitpunkt der Diagnose und 43,2% (19/44) nach HDT/ASCT.

Die Hohe der 1gGk und I1gGA HLC fir 1gG-Myelome Il&sst sich in den
Punktediagrammen nachvollziehen. Die zunéchst erhohte involvierte HLC bei
supprimierter nicht-involvierter HLC normalisieren sich zusehends im Verlauf der
Therapie, sodass aus zwei recht strikt getrennten, anndhernden Geraden zwei sich

uberlagernde Punktwolken entstehen. (siehe Abbildung 13a-c, S. 67f)
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Abbildung 13: Hohe der IgG kappa HLC und IgG lambda HLC der IgG-Myelome
(@) zum Zeitpunkt der Diagnose (b) nach Induktionstherapie (c) nach HDT/ASCT

Unter den IgAk-Myelomen ist die IgAA HLC zum Zeitpunkt der Diagnosestellung mit
62,8% (21/34) mehrheitlich stark supprimiert. Dieser Anteil verringert sich nach
HDT/ASCT auf 25,0% (7/28). Dagegen steigt der Anteil mit leicht supprimierter IgAL
HLC von 11,8% (4/34) auf 28,6% (8/28) nach HDT/ASCT. Normal ist die IgAA HLC
bei 26,5% (9/34) zum Zeitpunkt der Diagnose und 46,4% (13/28) nach HDT/ASCT.
Unter den IgAL-Myelomen ist die IgAk HLC ist zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
bei 47,8% (11/23) stark und bei 17,4% (4/23) leicht supprimiert. Dieser Anteil
verringert sich nach HDT/ASCT auf 31,8% (7/22), respektive 13,6% (3/22). Normal ist
die IgAx HLC bei 30,4% (7/23) zum Zeitpunkt der Diagnose und 50,0% (11/22) nach
HDT/ASCT.

Die Hohe der IgAk und IgAA HLC fir IgA-Myelome Il&sst sich in den
Punktediagrammen nachvollziehen (siehe Abbildung 14a-c, S. 69f). Die zun&chst
erhohte involvierte HLC bei supprimierter nicht-involvierter HLC normalisieren sich
zusehends und starker als bei den IgG-Myelomen die IgG HLC im Verlauf der
Therapie, sodass aus zwei strikt getrennten Geraden eine sich (berlagernde

Punktwolken mit ein paar Ausreil3ern entsteht.
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Abbildung 14: Hohe der IgA kappa HLC und IgA lambda HLC der IgA-Myelome
(@) zum Zeitpunkt der Diagnose (b) nach Induktionstherapie (c) nach HDT/ASCT

4.2.8 Uberlebenszeitanalysen

4.2.8.1 PFS je nach Klassifikation der HLC-Ratio

Fur die Unterschiede im PFS zwischen Patient*innen mit normaler, abnormaler und
hoch abnormaler HLC-Ratio des involvierten Immunglobulins zu den drei Zeitpunkten
mit einer Kaplan-Meier-Analyse haben wir die Patient*innen mit IgG- und IgA-
Myelom gemeinsam betrachtet

Es findet sich zum Zeitpunkt der Diagnose ein signifikanter Unterschied, wobei die
Gruppe mit normaler HLC-Ratio des involvierten Immunglobulins aufgrund der
niedrigen Fallzahl (n=7) nicht verwertbar ist (Log Rank-Test: Chi(2)=10,42; p=0,005).
Damit hat die Gruppe mit abnormaler HLC-Ratio ein signifikant langeres Uberleben als
jene mit hoch abnormaler HLC-Ratio (Medianes PFS 61,0 Monate vs. 54,6 Monate vs.
25,0 Monate). (siehe Abbildung 15a, S.71)

Nach Induktionstherapie ist der Unterschied im PFS zwischen den drei Gruppen
ebenfalls signifikant (Log Rank-Test: Chi(2)=8,64; p=0,013; Medianes PFS 60,95 vs.
54,44 vs. 46,0 Monate). (siehe Abbildung 15b, S.71)
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Dasselbe gilt fir das mediane PFS der drei Gruppen nach HDT/ASCT, wobei hier die
Gruppe mit hoch abnormaler 1gG HLC-Ratio aufgrund der niedrigen Fallzahl (n=9)
nicht verwertbar ist (Log Rank-Test: Chi(2)=10,27; p=0,006; Medianes PFS nicht
erreicht vs. 46,1 Monate). (siehe Abbildung 15c, S. 72)
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Uberlebensfunktionen
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C.
Abbildung 15: Uberlebensverteilungen fir die Klassifikation der lg kappa/lambda

HLC-Ratio des involvierten Immunglobulins

(@) zum Zeitpunkt der Diagnose (Medianes PFS 61,0 Monate vs. 38,6 Monate; Log
Rank-Test: Chi(2)=10,42; p=0,005)

(b) nach Induktionstherapie (Medianes PFS 61,0 Monate vs. 54,6 Monate vs. 25,0
Monate; Log Rank-Test: Chi(2)=8,64; p=0,013)

(c) nach HDT/ASCT (Medianes PFS nicht erreicht vs. 46,1 Monate; Log Rank-Test:
Chi(2)=10,27; p=0,006)

4.2.8.2 PFS je nach *HLC-Ratio Uber/ unter dem Median

Zuné&chst bestimmen wir den Median der involved/uninvolved HLC-Ratio jeweils fur
die Patient*innen mit 1gG- und IgA-Myelom zu den drei Zeitpunkten und teilen die
Patient*innen in je zwei Gruppen mit der involved/uninvolved HLC-Ratio kleiner,

beziehungsweise groRer/gleich dem errechneten Median.

Anschlieend untersuchen wir die Unterschiede im PFS dieser Gruppen fir
Patient*innen mit 19G- und IgA-Myelom gemeinsam mit einer Kaplan-Meier-Analyse.
Zum Zeitpunkt der Diagnose ein signifikanter Unterschied im PFS zwischen beiden
Gruppen (Log Rank-Test: Chi(1)=8,32; p=0,004). So zeigen Patient*innen mit *HLC-
Ratio unter dem Median ein signifikant langeres medianes PFS als solche mit einer
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*HLC-Ratio groRer oder gleich dem Median (Medianes PFS 61,0 Monate vs. 38,5
Monate).

Dieser signifikante Unterschied besteht auch noch nach Induktionstherapie (Log Rank-
Test: Chi(1)=4,95; p=0,032). Auch hier zeigt die Gruppe mit *"HLC-Ratio unter dem
Median ein signifikant l&ngeres medianes PFS (Medianes PFS 61,0 Monate vs. 37,6
Monate).

Auch nach HDT/ASCT zeigt die Gruppe mit *HLC-Ratio unter dem Median ein
signifikant langeres medianes PFS (Log Rank-Test: Chi(1)=5,20; p=0,023; Medianes
PFS 54,6 Monate vs. 46,1 Monate).

4.2.8.3 PFS je nach Isotypensuppression der nicht involvierten HLC
Wir untersuchen die Unterschiede im PFS zwischen den Patient*innen, eingeteilt nach
supprimierter oder normaler nicht involvierter HLC des involvierten Immunglobulins

mit einer Kaplan-Meier-Analyse.

Nach Induktionstherapie zeigt die Gruppe mit normaler uHLC ein langeres medianes
PFS als die Gruppe mit supprimierter uHLC (Medianes PFS 61,0 Monate vs. 46,1
Monate), wobei der Unterschied nicht signifikant ist (Log Rank-Test: Chi(1)=3,26;
p=0,071). (siehe Abbildung 16a, S. 74)

Nach HDT/ASCT ist der Unterschied im PFS signifikant (Log Rank-Test: Chi(1)=6,15;
p=0,013) Auch hier zeigt die Gruppe mit normaler uHLC ein langeres medianes PFS als
die Gruppe mit supprimierter uHLC (Medianes PFS 54,6 Monate vs. 46,1 Monate).
(siehe Abbildung 16b, S. 74)
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Uberlebensfunktionen
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Abbildung 16: Uberlebensverteilungen nach Isotypensuppression der nicht involvierten
HLC

(@) nach Induktionstherapie (Medianes PFS 61,0 Monate vs. 46,1 Monate; Log Rank-
Test: Chi(1)=3,26; p=0,071)

(b) nach HDT/ASCT (Medianes PFS 54,6 Monate vs. 46,1 Monate; Log Rank-Test:
Chi(1)=6,15; p=0,013)
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4.2.17 Uberlebenszeitanalysen nach Klassifikation der HLC-Ratio je nach MRD-
Status

Unter den MRD-positiven Patient*innen mit 1gG- und IgA-Myelom zeigt sich nach
Induktionstherapie ein nicht signifikanter Trend hin zu einem langeren PFS bei
normaler Klassifikation der kappa/lambda HLC-Ratio des involvierten Immunglobulins
im Vergleich zur abnormalen und hoch abnormalen Klassifikation (Log Rank-Test:
Chi(2)=4,81; p=0,090; Medianes PFS 61 Monate vs. nicht erreicht vs. nicht erreicht).
Unter den MRD-negativen Patient*innen mit I1gG- und IgA-Myelom nach
Induktionstherapie ist ein solcher Trend bei sehr niedrigen Fallzahlen nicht zu sehen
(n=13/18/0; Log Rank-Test: Chi(1)=1,82; p=0,178).
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4.2.8.4 Uberlebenszeitanalysen verschiedener Risikofaktoren im Vergleich

In der beobachteten Studienpopulation zeigen unter den Patient*innen mit IgG-Myelom
und IgA-Myelom bei der univariaten Cox-Regressionsanalyse folgende Risikofaktoren
einen Einfluss auf das PFS:

Zum Zeitpunkt der Diagnose hat mit einem 3,34-fach erhohtem Risiko fur einen
Progress ein r-1SS-Stadium Il oder Il im Vergleich zum Stadium | die groBte
Auswirkung (Cox-Regression: HR 3,34; 95%KI 1,74-6,36; p=0,000), gefolgt von einer
erhdhten LDH zum Zeitpunkt der Diagnose (Cox-Regression: HR 3,10; 95%KI 1,81-
5,27; p=0,000). Das Vorliegen einer Hoch-Risiko-Zytogenetik erhoht das Risiko fur
einen Progress um das 2,90-fache (Cox-Regression: HR 2,90; 95%KI 1,77-4,77,
p=0,000). Mit einer Erhéhung des Progressionsrisikos um das 2,34-fache schlie3t sich
ein 1SS-Stadium 11 oder 1l im Vergleich zum Stadium | an (Cox-Regression: HR 2,34;
95%KI1 1,43-3,83; p=0,001). Patient*innen mit normaler und abnormaler FLC «/A-Ratio

zum Zeitpunkt der Diagnose weisen keine Differenz im PFS auf.

Eine hoch abnormale 1g x/A HLC-Ratio zum Zeitpunkt der Diagnose erhéht das Risiko
flir einen Progress um das 2,16-fache im Vergleich zu einer normaler oder abnormalen
Ratio (Cox-Regression: HR 2,16; 95%KI 1,23-3,80; p=0,007). Dasselbe gilt fur eine
involved/uninvolved Ratio grof3er oder gleich dem Median (Cox-Regression: HR 2,16;
95%KI 1,26-3,70; p=0,005).

Nach Induktionstherapie hat der MRD-Status keinen Einfluss auf das
Progressionsrisiko. Eine abnormale FLC «/A-Ratio nach Induktionstherapie erhéht das
Progressionsrisiko an starksten um das 2,40-fache (Cox-Regression: HR 2,40; 95%KI
2,47-3,94; p=0,001). Mit einem 2,26-fach erhdhten Progressionsrisiko folgt eine hoch
abnormale Ig x/A HLC-Ratio im Vergleich zur normalen oder abnormalen Ratio (Cox-
Regression: HR 2,26; 95%KI 1,27-4,02; p=0,005), wahrend eine PR oder schlechter
zum selben Zeitpunkt das Risiko fur einen Progress um das 1,86-fache erhoht (Cox-
Regression: HR 1,86; 95%KI 1,15-2,99; p=0,011). Die Risikoerhdhung durch eine
involved/uninvolved Ratio groRer oder gleich dem Median liegt zu diesem Zeitpunkt
bei 1,81 (Cox-Regression: HR 1,81; 95%KI 1,06-3,11; p=0,031). Eine abnormale
uninvolved HLC =zeigt keine signifikante Risikoerh6hung im Vergleich zu einer

normalen uHLC.
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Nach HDT/ASCT zeigt sich unter Patient*innen mit PR oder schlechter im Vergleich
zu denjenigen mit VGPR oder besser keine signifikante Erhéhung des
Progressionsrisikos. Ebenso weisen zu diesem Zeitpunkt Patient*innen mit normaler
und abnormaler FLC «/A-Ratio keine Differenz im PFS auf. Eine hoch abnormale oder
abnormale Ig /A HLC-Ratio weist im Vergleich zur normalen Ratio das hdchste Risiko
flr einen Progress auf (Cox-Regression: HR 2,32; 95%KI 1,24-4,34; p=0,008). Eine
abnormale uHLC nach HDT/ASCT erhoht das Risiko fiir einen Progress um das 2,13-
fache (Cox-Regression: HR 2,13; 95%KI 1,15-3,93; p=0,016). Die Risikoerh6hung
durch eine involved/uninvolved Ratio grolier oder gleich dem Median liegt zu diesem
Zeitpunkt bei 1,94 (Cox-Regression: HR 1,94; 95%KI 1,08-3,48; p=0,027).
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5. DISKUSSION

5.1 Ubertragbarkeit der Ergebnisse

Die Héaufigkeit der 1gG- und IgA-Myelome und ihrer Subtypen im hier beobachteten
Kollektiv stimmt sehr gut mit der typischen Verteilung berein, die beispielsweise von
Bradwell et al. in ihrer Studie aus dem Jahr 2013 beschrieben wird.

(Bradwell et al., 2013; Tabelle 1)

Andere Myelom-Typen wurden nicht eingeschlossen.

Das beobachtete Kollektiv besteht zu gleichen Teilen aus Patient*innen beider
Behandlungsarme, sodass wir davon ausgehen, dass der Einfluss der unterschiedlichen
Induktionstherapie-Schemata auf das Outcome ausgeglichen wird und die Therapie in
den folgenden Analysen nicht weiter beachtet wird.

Das mittlere Alter bei Erstdiagnose liegt bei dem beobachteten Patient*innenkollektiv
aufgrund der Einschlusskriterien der DSMM XIV-Studie mit etwa 55 Jahren fast 20
Jahre niedriger als in der Gesamtpopulation der Erkrankten, die das Robert-Koch-
Institut beschreibt. Zudem besteht eine leichte Unausgewogenheit zu Gunsten der
mannlichen Patienten im Vergleich mit den Daten des Robert-Koch-Institutes.
(Robert-Koch-Institut, 2017; S. 124)

Letzteres ist vermutlich auf eine zuféllige Stichprobenverzerrung zurlickzufiihren oder
aber es gab in der Studienpopulation bereits urspriinglich mehr méannliche Patienten. Da
es sich allerdings nur um eine Abweichung von 8% handelt, sehen wir keine
Einschrankung der Ubertragbarkeit.

In einer vergleichbaren Studie von Ludwig et al. aus dem Jahr 2013 liegt die Verteilung
der Patient*innen auf die ISS-Stadien in einem d&hnlichen Bereich wie im hier
beobachteten Kollektiv, wobei sich in ihrer Studie etwas mehr Patient*innen im ISS-
Stadium 111 befinden.

(Ludwig et al., 2013; Tabelle 1)

Die Verteilung der rISS-Stadien laut der Publikation von Palumbo et al. aus dem Jahr
2015 stimmt gut mit der bei unserem Kollektiv beobachteten Verteilung tiberein.
(Palumbo et al., 2015; S.2865)

Die prozentuale Verteilung der Patient*innen auf die verschiedenen Diagnosestadien ist

in der Literatur sehr variabel, was sich vorrangig mit den unterschiedlichen
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Einschlusskriterien der Studien erkldren lasst. Daher sehen wir hierdurch keine
zusatzliche Einschrankung der Ubertragbarkeit gegeben.

Die Héufigkeit von zytogenetischen Anomalien im untersuchten Kollektiv entspricht in
etwa der, die auch Sonneveld et al. in ihrer Studienpopulation beobachten. Besonders
die Haufigkeit von Hochrisiko-Zytogenetik stimmt gut tberein (t(14/16) 4,6 vs. 4%);
t(14/20) 15,8% vs. 15%; del(17p) 10,1% vs. 7%). Allerdings ist die Haufigkeit einer
IgH-Translokation ist in unserem Kollektiv mit 53,5% hoher als die 40% aus der
vergleichbaren Studie.

(Sonneveld et al., 2016; Tabelle 1)

Auch hierfir kommt erklarend sowohl eine zuféllige Stichprobenverzerrung als auch
eine bereits vorbestehender hoéhere Anteil von Patient*innen mit zytogenetischen
Anomalien in der Studienpopulation in Frage. Hierfir mochten wir auf die
ausstehenden Ergebnisse der DSMM XIV-Studie verweisen.

Ein hoherer Anteil an Hochrisiko-Zytogenetik konnte sich in einer verkirzten
Lebenserwartung der Patient*innen wiederspiegeln, was aber nicht der Fall ist:

In einer vergleichbaren Studie von Attal et al. aus dem Jahr 2017 zeigten Patient*innen
nach drei Zyklen RVD und HDT/ASCT und Erhaltungstherapie mit 50 Monaten ein
ganz &hnliches medianes PFS wie unser Studienkollektiv (Attal et al., 2017; S.6).

Fur aussagekraftigere Uberlebenszeitanalysen insbesondere bezogen auf die Therapie
mdchten wir auf die ausstehenden Ergebnisse der DSMM XIV-Studie verweisen, da
dies nicht Teil unserer Fragestellung ist. An dieser Stelle soll die Kaplan-Meier-Analyse
der Beschreibung der Kohorte und der Plausibilitatskontrolle der Daten dienen, die wir
unter Beachtung der oben genannten Einschrénkungen als gegeben ansehen.
Zusammenfassend lassen sich unsere Ergebnisse auf jingere, transplantations-geeignete

Patient*innen mit 1gG- oder IgA-Myelom Ubertragen.

5.2 Zuverlassigkeit der Datenerhebung

Die Bestimmung der HLC des jeweils involvierten Immunglobulins erfolgte bei einem
sehr guten Anteil von Uber 60% der eingeschlossenen Patient*innen zu mindestens
einem Zeitpunkt und bei knapp tUber 40% sogar zu allen drei Zeitpunkten.

Unter den eingeschlossenen Patient*innen mit 1gG-Myelomen wurde die IgA HLC und
denen mit IgA-Myelomen die IgG HLC bei einem niedrigen, aber tolerablen Anteil von
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jeweils circa 12-22% gemessen. Die IgM HLC wurde mit circa 6-12% noch seltener
bestimmt und daher nicht verwendet. Mit zunehmender Zeit nimmt der Anteil der
gemessenen HLCs jeweils ab.

Die Grinde, warum bei einigen Patient*innen keine Probenentnahme erfolgte oder nicht
alle HLCs bestimmt wurden, sind nicht dokumentiert und somit fiir uns nicht
nachvollziehbar. Die fehlenden Messungen lassen sich durch die zusétzliche Arbeit der
Probenentnahme, Versendung und Weiterverarbeitung in der zeitlich knapp
bemessenen, klinischen Routine ohne damaligen zuséatzlichen Nutzen erklaren. Méglich
waére jedoch auch eine Verzerrung der Stichprobe, wenn beispielsweise nur besonders
Gesunde oder Kranke die zusatzliche Blutabnahme erhielten. Wir gehen jedoch davon

aus, dass die Testung rein zufallig erfolgte.

5.3 Abbildung des klonalen Immunglobulins durch das Heavy Light Chain Assay
Zum Zeitpunkt der Diagnose weisen 3,6% (6/166) der Patient*innen mit IgG-Myelom
und 0,6% (1/60) der Patient*innen mit IgA-Myelom eine normale Ig k/A HLC-Ratio des
involvierten Immunglobulins auf. Dies stimmt mit den Ergebnissen von Scudla et al.
Uberein, bei denen sogar bei bis zu 8% der Patient*innen eine normale HLC-Ratio bei
Diagnosestellung vorlag (Scudla et al., 2016; S. 86ff).

Damit ist eine Diagnosestellung aufgrund der Ergebnisse des Heavy Light Chain Assays
allein nicht moglich.

Es gibt jedoch Studien, die gegenteilige Beobachtungen gemacht haben, die wir in
Kapitel 2.3.4.1 vorstellen.

Im Verlauf der Therapie nimmt entsprechend unserer Erwartungen der Anteil der
Patient*innen mit hoch abnormaler «/A HLC-Ratio stark ab, wéhrend sich der Anteil
mit normaler und abnormaler k/A HLC-Ratio des involvierten Immunglobulins erhéht.
Unter den Patient*innen mit IgA-Myelom haben mehr eine hoch abnormale IgA HLC-
Ratio zum Zeitpunkt der Diagnose und mehr eine normale IgA HLC-Ratio nach
HDT/ASCT als Patient*innen mit IgG-Myelom zu denselben Zeitpunkten.

Es kann als Zeichen des Therapieansprechens gedeutet werden, wenn weniger klonale
Immunglobuline oder vermehrt polyklonale Immunglobuline gebildet werden. Das
sollte jedoch anhand der Response und des PFS (berprift werden, was wir im

Folgenden tun.
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5.4 Heavy Light Chain Assay im Vergleich zu konventionellen Methoden

5.4.1 Heavy Light Chain Assay und SPE im Vergleich

Es gibt Patient*innen mit sekretorischem Myelom, das sich in der Serum-IFE darstellt,
aber in der SPE unentdeckt bleibt. Dies kommt unter den IgA-Myelomen haufiger vor
als unter den 1gG-Myelomen, was sich auch in unserer Kohorte bestatigt (10,3% vs.
1,9%).

Ein Vergleich mit der IFE ist in unserer Kohorte leider nicht mdglich. Die IFE ist zum
Zeitpunkt der Diagnose bei allen unsere Patient*innen positiv, was daran liegt, dass wir
nur sekretorische Myelome mit eindeutig bestimmtem IgA- oder lgG-Myelom
eingeschlossen haben. Daher unterliegen unsere Ergebnisse diesbeziliglich einer
Einschrankung der Ubertragbarkeit.

Vor dem Hintergrund dieser Einschrankungen kdnnen wir die Annahme von Boyle et
al. unterstitzen.

(Boyle et al., 2014; S. 3953-3956)

Laut unseren Ergebnissen ist das Heavy Light Chain Assay mit einer Sensitivitat von
0,98 die sensitivere Methode ist ein IgA-Myelom zu diagnostizieren als die SPE mit
einer Sensitivitat von 0,77. Die Bestimmung der x/A HLC-Ratio des involvierten
Immunglobulins ist der alleinigen Bestimmung der iHLC in der Sensitivitat bei der

Diagnostik tberlegen.

5.4.2 Heavy Light Chain Assay und Diagnose-Stadien im Vergleich

In unserer Studie haben Patient*innen mit IgA-Myelom oder IgG-Myelom im ISS-
Stadium I eine signifikant niedrigere *HLC-Ratio als solche im Stadium Il und I1I.

Im erweiterten r-ISS Staging-System, das die Hohe der LDH und die Zytogenetik mit
einschlieBt, lasst sich fiir beide Myelom-Typen eine signifikant niedrigere *"HLC-Ratio
im Stadium | im Vergleich zum Stadium I1I finden. Die Stérke dieses Effektes ist bei
Patient*innen mit 1IgA-Myelomen mittel bis stark und solchen mit 1gG-Myelomen eher
schwach bis mittel stark ausgeprégt.

Dieser Unterschied zeigt sich auch in der Anzahl an Patient*innen mit normalen,
abnormalen und hoch abnormalen «/A HLC-Ratios des jeweils involvierten

Immunglobulins. Hier ist mindestens die Halfte der Patient*innen mit normaler *HLC-
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Ratio im (r-)ISS-Stadium |. Zudem haben die Patient*innen im (r-)ISS-Stadium |
mehrheitlich eine normale oder abnormale Ig x/A HLC-Ratio des involvierten
Immunglobulins, wahrend solche im Stadium Il oder Il mehrheitlich eine hoch
abnormale Ratio aufweisen. Diesen Effekt sieht man, wie entsprechend der
beobachteten Unterschiede beziiglich der *HLC-Ratio erwartet, bei IgA-Myelomen
stérker als bei 1IgG-Myelomen.

Eine Erklarung hierfur wére, dass fortgeschrittene oder besonders aggressive Myelome
vermehrt klonales Immunglobulin sezernieren. Andere Aspekte der Erkrankung, die
zusatzlich zur Bestimmung des M-Proteins als GroRen wie Albumin, B2-Mikroglobulin
und LDH in die Diagnose-Stadien einflieRenden, sind durch die genauere Bestimmung
des klonalen Immunglobulins mittels Heavy Light Chain Assay und die Einberechnung
des polyklonalen Anteils als Ratio wie zu erwarten nicht erfasst. Daher ist die
Trennschérfe der HLC-Ratio fur sich genommen nicht ausreichend, um eine eindeutige
Zuordnung zum den Diagnose-Stadien vorzunehmen.

Wir beobachten zudem wie erwartet, dass das Risiko flr einen Progress bei einem (r-)
ISS-Stadium 11 oder 111 im Vergleich zum Stadium I deutlich héher ist als zwischen den
durch den Heavy Light Chain Assay gebildeten Risikogruppen zu demselben Zeitpunkt.
Hier ware es interessant zu Uberprifen, ob in unserer Kohorte die HLC-Ratio die (r-)
ISS beziglich ihrer prognostischen Aussagekraft bezuglich PFS Ubertrifft, worauf wir

aufgrund der niedrigen Fallzahlen in den einzelnen Gruppen verzichtet haben.

5.4.3 Heavy Light Chain Assay und Free Light Chain Assay im Vergleich

Die Haufigkeit einer normalen FLC-Ratio zum Zeitpunkt der Diagnose bei unserem
Kollektiv stimmt mit der in der Literatur beschriebenen Haufigkeit fur Myelome mit
intaktem M-Protein Uberein.

Zugleich zeigt nicht jede*r Patient*in mit abnormaler x/A HLC-Ratio des jeweils
involvierten Immunglobulins auch eine abnormale /A FLC-Ratio oder umgekehrt, auch
wenn sich eine dhnliche Tendenz zeigt:

Zum Zeitpunkt der Diagnose zeigt der Grofteil der Patient*innen sowohl eine
abnormale FLC Ratio als auch eine (hoch) abnormale x/A HLC-Ratio. Im Laufe der

Therapie erhoht sich der Anteil der Patient*innen mit normaler k/A FLC-Ratio, wobei
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nach HDT/ASCT davon Uber die Halfte der Patient*innen ebenfalls eine normale «/A
HLC-Ratio aufweisen.

Es besteht eine signifikant niedrigere *HLC-Ratio bei Patient*innen mit normaler FLC-
Ratio als bei solchen mit abnormaler FLC-Ratio. Dies gilt fir Patient*innen mit 1gG-
Myelom zu allen Zeitpunkten und bei solchen mit IgA-Myelom nach
Induktionstherapie, sowie nach HDT/ASCT.

Auch Scudla et al. beschreiben einen statistisch signifikanten, wenn auch schwachen
Zusammenhang zwischen erhohter *HLC- und abnormaler /A FLC-Ratio zum
Zeitpunkt der Diagnose nur unter den 1gG-Myelomen (Scudla et al., 2016; S.86ff).

Als Erkléarung fiir den signifikanten Unterschied, den wir in unserer Kohorte auch unter
IgA-Myelomen feststellen, kommt erneut die hohere Patient*innenzahl in Frage.

Der Zusammenhang zwischen FLC und HLC l&sst sich - wie im Kapitel 2.2.2 diskutiert
— mit der erhohten Produktion von Leichtketten durch Myelome mit einer hohen
Sekretion des klonalen Immunglobulins erklaren (Willrich & Katzmann, 2016; S. 912f).
Dennoch bestétigen unsere Ergebnisse, dass das Free Light Chain Assay und das Heavy
Light Chain Assay nicht denselben Aspekt abbilden und legen nahe, dass die HLC-
Ratio als Prognosefaktor eine sinnvolle Ergdnzung nicht anstelle, sondern zusétzlich zur
FLC-Ratio bei der Response-Analyse sein kdnnte.

Nach Induktionstherapie erhoht eine abnormale FLC «/A HLC-Ratio das Risiko fir
einen Progress starker als eine hoch abnormale Ig /A HLC-Ratio, insofern ist zu
diesem Zeitpunkt eine Uberlegenheit der Free-Light-Chain-Messung moglich.

Nach HDT/ASCT zeigt nur die Heavy-Light-Chain-Messung einen Einfluss auf das
Progressionsrisiko, das Free Light Chain Assay nicht mehr. Dies sollte unbedingt in der
Diskussion, ob das Heavy Light Chain Assay die Response-Kategorien erganzen kann,
Eingang finden.

Eine gewisse Limitation ist die fehlende Information Uber die Nierenfunktion zum
jeweiligen Zeitpunkt, weswegen wir einen etwas grofleren Bereich als normale «/A
FLC-Ratio verwendet haben (0,26-3,10 statt 0,36-1,66). Dies fiihrt zu ungenauen
Ergebnissen gefiihrt haben, da Patient*innen ohne Niereninsuffizienz mit einer FLC-
Ratio zwischen 0,26 und 0,36 und Patient*innen ohne Niereninsuffizienz mit einer
FLC-Ratio zwischen 1,66 und 3,10 als félschlicherweise als normal Kklassifiziert

wurden.
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5.4.4 Heavy Light Chain Assay und Responsekategorien im Vergleich

Die Haufigkeiten von normaler, abnormaler und hoch abnormaler x/A HLC-Ratio des
involvierten Immunglobulins je nach Response nach Induktionstherapie und
HDT/ASCT entspricht unseren Erwartungen unter der Annahme, dass das Heavy Light
Chain Assay die Tumorlast abbildet. So ist deutlich zu sehen, dass schlechtere
Response-Kategorien einen niedrigeren Anteil an Patient*innen mit normaler HLC-
Ratio aufweisen und sich der Anteil an Patient*innen mit normaler HLC-Ratio unter
denen mit VGPR oder besser im Verlauf der Therapie erhoht.

Insbesondere mdchten wir darauf hinweisen, dass unter den 1gG- und IgA-Myelomen
keine*r der Patient*innen mit SCR/CR nach Induktionstherapie, sowie mit SCR/CR oder
VGPR nach HDT/ASCT noch eine hoch abnormale HLC-Ratio zeigen.

Dennoch zeigt auch ein nicht zu vernachléassigender Anteil an Patient*innen mit VGPR
oder schlechter ebenfalls eine normale HLC-Ratio des involvierten Immunglobulins.
Der Median der *HLC-Ratio des involvierten Immunglobulins ist unter den
Patient*innen mit VGPR oder besser signifikant niedriger als bei Patient*innen mit
einer schlechteren Response. Dies trifft fiir IgG-Myelome nach Induktionstherapie und
nach HDT/ASCT zu, wobei der Effekt im Verlauf stérker wird.

Fur IgA-Myelome trifft dies nur nach Induktionstherapie zu. Nach HDT/ASCT ist der
Unterschied zwischen VGPR und niedrigerer Response bei Patient*innen mit IgA-
Myelom nicht mehr signifikant, was vermutlich an der kleinen Fallzahl an
Patient*innen mit einer Response <VGPR liegt.

Passend zu unseren Ergebnissen beschreiben Harutyunyan et al. signifikante
Unterschiede in der Hohe der *HLC-Ratio zum Zeitpunkt des Response-Assessment,
jedoch zwischen den Patient*innen mit PD, PR und CR jeweils im Vergleich.
(Harutyunyan et al., 2016; S. 84f)

Ludwig et al. finden einen signifikanten Unterschied der Hohe der *HLC-Ratio sortiert
nach bester Responsekategorie, der sich zum Zeitpunkt der Diagnose noch nicht
manifestiert. (Ludwig et al., 2013; S. 214f)

Die Betrachtung von Ludwig et al. sind wichtig, aber in der klinischen Praxis wenig
praktikabel, da in der Therapie von Patient*innen der Zeitpunkt der besten Response

erst im Nachhinein bestimmt werden kann.
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Auf Basis unserer Beobachtungen stellt sich uns die Frage, ob das Heavy Light Chain
Assay innerhalb der Response-Kategorien eine prognostische Aussagekraft beztglich
des PFS hat. Auf diese Untersuchung haben wir aufgrund der niedrigen Fallzahlen in
den jeweiligen Gruppen verzichtet. Michallet et al. haben fir Patient*innen mit VGPR
bereits gezeigt, dass das Heavy Light Chain Assay das bisher Ubliche Response-
Assessment prognostisch erganzen kann (Michallet et al., 2018; S. 377ff).

Eine hoch abnormale Ig «/A HLC-Ratio nach Induktionstherapie erhoht das Risiko fur
einen Progress im Vergleich zur normalen oder abnormalen Ratio stérker als eine PR
oder schlechter im Vergleich zur VGPR oder besser zum selben Zeitpunkt. Dies sollte
ebenfalls AnstoR zu einer Ergadnzung der Responsekategorien um das Heavy Light
Chain Assay als Prognosefaktor geben. Wir empfehlen, dieser Fragestellung weiter
nachzugehen.

Dass die Response nach HDT/ASCT keinen Einfluss auf das Progressionsrisiko zu
haben scheint, flhren wir auf eine zu grobe Zusammenfassung der Gruppen zurtick, ein
Vergleich (S)CR versus VGPR versus PR oder schlechter wére zu diesem Zeitpunkt

vermutlich zielfuhrender gewesen.

5.5 Heavy Light Chain Assay und Flow-MRD im Vergleich

Entsprechend unserer Annahme, dass eine Resterkrankung auch vermehrt klonale
Immunglobuline produziert und die Produktion polyklonaler Immunglobuline
unterdriickt, ist der Anteil an Patient*innen mit (hoch) abnormaler HLC «/A-Ratio unter
den MRD-positiven Patient*innen mit IgG- und IgA-Myelom nach Induktionstherapie
deutlich hoher als der Anteil mit normaler HLC x/A-Ratio zum selben Zeitpunkt.

Der Zusammenhang zwischen k/A HLC-Ratio des involvierten Immunglobulins und
MRD-Status nach Induktionstherapie ist jedoch in unserer Studienpopulation nur bei
IlgG-Myelomen signifikant, aber auch dort schwach. Zudem weisen nach
Induktionstherapie MRD-positive Patient*innen mit 1gG- und IgA-Myelom eine
signifikant hohere *HLC-Ratio des involvierten Immunglobulins bei MRD-Positivitat
nach Induktionstherapie als MRD-Negative.

Dies passt zu den Ergebnissen der Studie von Suehara et al. (2014), dass unter den
Patient*innen mit VGPR oder besser nach Induktionstherapie diejenigen mit normaler

HLC-Ratio eine geringere Anzahl an klonalen Plasmazellen in der
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Durchflusszytometrie zeigen als bei diejenigen mit abnormaler HLC-Ratio, auch wenn
der Trend nicht signifikant ist (Suehara et al., 2014).

Schliel3t man die Response-Stadien in die Betrachtungen mit ein, so haben wie erwartet
der grofite Teil der MRD-positiven Patient*innen eine schlechtere Response als VGPR
und hatten somit in der klinischen Routine keine MRD-Bestimmung erhalten.

Campbell et al. (2016) beschrieben in ihrer Studie, dass eine Normalisierung der FLC-
Ratio und der HLC-Ratio mit einer Sensitivitdt von 100% und einer Spezifitdt von 82%
fur eine MRD-Negativitat sprechen (Campbell et al., 2016).

Bemerkenswert finden wir, dass in unserer Kohorte sowohl unter den Patient*innen mit
IgG-, als auch denen mit IgA-Myelom, kein*e Patient*in mit negativem MRD-Status
nach Induktionstherapie noch eine hoch abnormale HLC «/A-Ratio aufweist. Im
Umkehrschluss kann dies fir die klinische Routine bedeuten, dass man sich bei
Patient*innen mit hoch abnormale HLC «/A-Ratio mdglicherweise eine zeit-, personal-
und kostenaufwendige MRD-Diagnostik sparen kann. Im Stadium VGPR sind dies
immerhin zwei Patient*innen.

Dies sollte unbedingt in weiteren Studien und zu anderen Zeitpunkten, wie nach
HDT/ASCT uberpriift werden.

Wie im Kapitel 2.2.6 besprochen, beschreiben sowohl Lahuerta et al. (2017) und Paiva
et al. (2008) den MRD-Status in ihren Studien als unabhdngigen prognostischen
Risikofaktor fur das PFS und OS.

Einschrankend ist zu nennen, dass in unserer Kohorte eine solche Risikoerhohung durch
einen positiven MRD-Status nach Induktionstherapie nicht zu beobachten ist. Dies
fihren wir auf die relativ kleine Zahl von innen MRD-negativen Patient* innen zurtick.
Zudem lag uns fur unsere Untersuchungen der MRD-Status nur nach Induktionstherapie
und nicht zusétzlich zu einem anderen Zeitpunkt vor. Dieser Zeitpunkt befindet sich
relativ. nah am Ende der Induktionstherapie, sodass die Erfolge derselben
gegebenenfalls noch nicht vollstandig eingetreten sind.

Ob eine (hoch) abnormale «/A HLC-Ratio des involvierten Immunglobulins, sich im

PFS je nach MRD-Status niederschlagt, untersuchen wir im Folgenden.
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5.6 Haufigkeit der Isotypensuppression im Heavy Light Chain Assay

Die Hohe der HLCs im Verlauf der Therapie entspricht unseren Erwartungen unter der
Annahme, dass das Heavy Light Chain Assay mit einer Supprimierung der nicht
involvierten HLC des involvierten Immunglobulins die Tumorlast abbildet.

Die nicht involvierte HLC ist bei der Mehrheit der Patient*innen, beziehungsweise dem
grolRten Anteil der Patient*innen mit IgAA-Myelom zum Zeitpunkt der Diagnose stark
supprimiert. Dieser Anteil sinkt im Verlauf der Therapie unterschiedlich stark, bis circa
die Halfte jeweils eine normale HLC aufweist. Insgesamt ist der Anteil mit
supprimierter HLC unter den Patient*innen mit IgG-Myelom hdher als unter denen mit
IgA-Myelom. Dies stimmt mit den Beobachtungen der in Kapitel 2.3.4.2 besprochenen
Studie von Ludwig et al. Uberein, wobei dort beschriebene Héaufigkeit von starker
Isotypensuppression (1IgG 56% vs. IgA 48%) unter der von uns gefundenen liegt.
(Ludwig et al., 2016; S. 296-300)

Ob die hier beschriebenen Beobachtungen eine prognostische Relevanz haben, werden
wir weitergehend untersuchen.

Maogliche Ursachen fur die Isotypensuppression haben wir im Kapitel 2.3.4.3 diskutiert.
Eine interessante Frage ist, was in der Tumorbiologie der IgG-Myelome zu einer
stérkeren Isotypensuppression fihrt.

Wir empfehlen, den kausalen Zusammenhang zwischen PFS und Isotypensuppression
weitergehend zu untersuchen. Denkbar waére beispielsweise ein erhohtes Risiko von

Infektionen und Hospitalisierungen.

5.7 Uberlebenszeitanalysen verschiedener Aspekte des Heavy Light Chain Assays

5.7.1 Uberlebenszeitanalyse gruppiert nach HLC-Ratio

Zu allen drei untersuchten Zeitpunkten, zeigt sich bei solchen Patient*innen mit
niedrigerer Klassifikation der x/A HLC-Ratio des involvierten Immunglobulins ein
langeres PFS. Unterteilt nach Hohe *HLC-Ratio findet sich bei den Patient*innen mit
*HLC-Ratio unter dem Median zu allen drei Zeitpunkten ein signifikant langeres PFS
als bei denen mit *HLC-Ratio groRer oder gleich dem Median.

Unsere Beobachtungen passen zu den Ergebnissen der in Kapitel 2.3.4 vorgestellten
Studien von Bradwell et al. (2013), Ludwig et al. (2013) und Koulieris et al. (2012),
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dass das Heavy Light Chain Assay alleine eine Aussage Uber die Wahrscheinlichkeit
eines Progress ermoglicht. Durch die Erhebung der Daten zu festgelegten Zeitpunkten
innerhalb der Therapie bestatigen aber auch die die Kklinische Relevanz dieser
Beobachtungen. Ob dies sich auch zu spéteren Zeitpunkten in der Therapie noch
darstellt, ist weitergehend zu prifen.

Eine Uberlegenheit einer der beiden Berechnungsmoglichkeiten der HLC-Ratio fiir
diese Fragestellung l&sst sich aus den Ergebnissen nicht ableiten.

Jedoch ist das Risiko flr einen Progress einer abnormalen /A HLC-Ratio im Vergleich
zur (ab)normalen Ratio stets hoher, als bei einer *HLC-Ratio gréRer oder gleich dem
Median im Vergleich zur *HLC-Ratio unter dem Median, was auf eine leichte

Uberlegenheit der /A Klassifikation hindeutet.

5.7.2 1 Uberlebenszeitanalyse gruppiert nach Isotypensuppression

Eingeteilt nach Vorhandensein von Isotypensuppression der nicht involvierten HLC
findet sich nach Induktionstherapie ein nicht signifikanter Unterschied und nach
HDT/ASCT ein signifikanter Unterschied im PFS zwischen Patient*innen mit normaler
und solchen mit supprimierter nicht involvierter HLC des involvierten Immunglobulins.
Passend hierzu erhoht eine abnormale uHLC nach HDT/ASCT, aber nicht nach
Induktionstherapie, das Risiko flr einen Progress signifikant.

Wie in Kapitel 2.3.4 besprochen, fanden Ludwig et al. (2016) und Harutyunyan et al.
(2016) bereits signifikante Unterschiede im PFS, bzw. OS je nach Isotypensuppression.
Unsere Beobachtung legt jedoch nahe, dass sich die Relevanz der Isotypensuppression
des nicht involvierten HLC zu verschiedenen Zeitpunkten unterscheidet. Als Erklarung
fur die fehlende Signifikanz nach Induktionstherapie kommt erneut die Nahe zum Ende
der letzten Therapie in Frage, innerhalb derer sich das Immunsystem noch nicht
reaktiviert hat. Wie sich der Unterschied im PFS je nach Vorhandensein von
Isotypensuppression zu spéteren Zeitpunkten der Therapie verhalt, sollte weitergehend

gepruft werden.
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5.7.3 Uberlebenszeitanalyse je nach MRD-Status

Unter den MRD-positiven Patient*innen nach Induktionstherapie besteht ein langeres
PFS je niedrigerer die «/A HLC-Ratio des involvierten Immunglobulins zum selben
Zeitpunkt ist. Dieser Unterschied ist jedoch nicht signifikant.

Unter den MRD-positiven Patient*innen stellen wir keinen Unterschied im PFS
zwischen den Gruppen fest, wobei hier die geringe Fallzahl der Gruppen als Erklarung
in Frage kommt.

Die oben gestellte Frage, ob das Heavy Light Chain Assay den MRD-Status
prognostisch erganzen kann, ist also eher negativ zu beantworten. Dies sollte

weitergehend zu anderen Zeitpunkten wie nach HDT/ASCT gepruft werden.

5.8 Vorteile und Limitationen der Arbeit

Folgende Limitationen unserer Studie sind zu nennen:

1. Durch die Einschluss- und Ausschlusskriterien der DSM XIV-Studie sind die
Ergebnisse nur auf ASCT-geeignete Patient*innen aller Geschlechter zwischen 18
und 65 Jahren mit sekretorischen IgG- oder IgA-Myelom in First-Line-Therapie
Ubertragbar.

2. Die Auswahl der untersuchten Patient*innen erfolgte im Sinne einer systematischen
Stichprobenwahl nach Vorhandensein der HLC-Messung zu mindestens einem
Zeitpunkt, was zu einer Stichprobenverzerrung fiihren kann. Dennoch reprasentiert
unser Kollektiv die Gesamtheit der Erkrankten beziglich der verglichenen
Eigenschaften. Einschrankend sei allenfalls die leichte Uberreprasentation von
Mannern und Patient*innen mit zytogenetischen Anomalien genannt.

3. Weiterhin ist eine Ergebnisverzerrung innerhalb unseres Kollektivs mdglich, da
aufgrund klinischer Limitationen nicht von allen Patient*innen zu allen Zeitpunkten
eine HLC-Messung durchgefiihrt wurde. Es waére also denkbar, dass die Testung nur
bei besonders gesunden oder kranken Patient*innen durchgefiihrt wurde, was die
Ubertragbarkeit einschranken wiirde. Da jedoch von circa zwei Drittel der
Patient*innen eine Messung zu mindestens einem Zeitpunkt vorliegt, sehen wir die

Daten dennoch als représentativ an. Dennoch liegt die wahre Anzahl der
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untersuchten Patient*innen zu den einzelnen Zeitpunkten unter der Gesamtzahl im
untersuchten Kollektiv, was bei der Auswertung Beachtung fand.

4. Die klinische Limitation macht sich auch in der Verlaufsbeobachtung bemerkbar, da
besonders gegen Ende des Beobachtungszeitraums die Kohorte sehr klein wird, da
gegen Ende zunehmend mehr Zensierungen durch ausgeschiedene Patient*innen

vorlagen, was die Aussagekraft einschrénkt.
Als Vorteile unserer Arbeit sind zu nennen:

1. Als Teil einer prospektiven, multizentrischen, randomisierten DSMM XIV-Studie
erfolgte die Datenerhebung innerhalb eines sehr grolien Kollektivs, das entsprechend
aktuellster Therapie-Schemata behandelt und ber einen langen Zeitraum hinweg
beobachtet wurde.

2. Die Anzahl der beobachteten Patient*innen ist deutlich groRer als in
vorangegangenen, vergleichbaren Studien. Insbesondere die hohe Zahl der
beobachteten Patient*innen mit IgA-Myelom ermdglichte, dass wir auch getrennte
Untersuchungen fur IgG- und IgA-Myelome durchfiihren konnten.

3. Die definierten Ein- und Ausschlusskriterien geben klar vor, auf welches Kollektiv
die Ergebnisse unserer Arbeit Uibertragbar sind.

4. Die Induktionstherapie der Patient*innen erfolgte in zwei vergleichbaren
Therapiearmen, auf die bei allen Patient*innen eine HDT/ASCT folgte. Dies schliel3t
eine Verzerrung durch unterschiedliche Therapieschemata weitgehend aus.

5. In diesem Rahmen der DSM XIV-Studie wurden weitere Parameter wie
beispielsweise der MRD-Status mittels aktueller Messtechniken bestimmt, die wir in

unsere Arbeit einflieBen lassen konnten.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Anhand unserer Ergebnisse empfehlen wir, dass der Hevylite®-Test einen Platz in der
klinischen Routine erhalt und als prognostischer Faktor zusatzlich zum Free Light
Chain Assay in die Response-Kriterien integriert wird. Dabei scheint der Zeitpunkt des
Response-Assessments fur den zu verwendenden Test entscheidend zu sein. Dieser
Vorschlag stltzt sich darauf, dass in unserer Kohorte das Risiko flr einen Progress nach
HDT/ASCT nur bei einer (hoch) abnormalen HLC-Ratio des involvierten
Immunglobulins, nicht aber bei einer abnormalen FLC-Ratio signifikant erhéht wird.
Fur eine Ergénzung der bisherigen Kriterien spricht auch, dass das Heavy Light Chain
Assay nach Induktionstherapie ein hoheres Risiko flir einen Progress vorhersagt, als das
Response-Stadium zum selben Zeitpunkt.

Falls es sich in weiteren Studien und zu weiteren Zeitpunkten der Therapie bestatigt,
dass alle Patient*innen mit hoch abnormaler /A HLC-Ratio des involvierten
Immunglobulins einen positiven Status in der Flow-MRD-Analyse haben, kénnte man
durch den Hevylite®-Test bei einigen Patient*innen auf die meist schmerzhafte
Knochenmarkaspiration und die aufwendige MRD-Diagnostik verzichten.

Eine ergédnzende Diagnostik mit dem Heavy Light Chain Assay im Fall, dass die SPE
zur Diagnosestellung negativ ist, erscheint uns vor dem Hintergrund unserer
Beobachtungen im klinischen Kontext sinnvoll. Entgegen anderer Studien lassen unsere
Ergebnisse jedoch keine Diagnosestellung mithilfe des Heavy Light Chain Assays allein
zu, da einige Patient*innen zum Zeitpunkt der Diagnose eine normale HLC «/A-Ratio
des involvierten Immunglobulins aufweisen.

Desweiteren konnten wir den Unterschied im PFS je nach Hohe der «/A HLC-Ratio des
involvierten Immunglobulins, sowie nach Suppression der nicht involvierten HLC in
unserer Kohorte bestétigen. Die Relevanz der Isotypensuppression legt nahe, dass die
Tumorlast und die Schwere der Erkrankung im Heavy Light Chain Assay weniger
durch die Hohe des monoklonalen Immunglobulin dargestellt wird, als vielmehr durch
das Zusammenspiel aus diesem und der Wirkung des Myeloms auf das gesamte

Immunsystem.
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