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Das Multiple Myelom ist die zwelithaufigste hamatologische Neoplasie
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Plasmazellen sind antikorperbildende Zellen des
Immunsystems

Typ laG (65%) Typ oA (15%)

o

Leichtkettenmyelom (15%)

Sonstige <5% (lgD,

IgE, IgM
asekretorisch)
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Das monoklonale Protein wird sichtbar in der
Elektrophorese

M-Gradient
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1 Knochenmarkpunktion zur Diaghosestellung



Knochenmarkpunktion

= - Bone Marrow Aspiration and Biopsy

Bone marrow
needle
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Diagnostik: Mikroskopie I \lﬂ(/

Mehr als 10% monoklonale Plasmazellen = Multiples Myelom
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1 Knochenmarkpunktion mit dem Ziel der Remissionsbeurteilung



Remissionsbeurteilung
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Tabelle 3: Responsekriterien der International Myeloma Working Group (IMWG) [35, 36]

Kriterien

Status

sCR2
(alle Kriterien sind
erfullt)

CR?
(alle Kriterien sind
erfillt)

VGPR*
{alle Kriterien sind
erfiillt)

PR3

sp®

PD’

{mindestens ein
Kriterium ist
erfillt, oder neue

Symptome®)

Refraktaritat
(Erganzung)

M Protein

Elektropho-
rese

= 90% Reduk-
tiom im Serum

und
< 100 mgf24h
im Urin pder
kein M Protain
in Serum und
Urin nachweis-
bar

= 50% Reduk-
tion im Serum

und
= 90% Reduk-
tion im Urin
oder = 200 myg/
24h im Urin

= 25% Anstieg
im Serurm und
absolut = 0,5 gf
dl undfoder
= 25% Anstieg
im Urin oder
absolut = 200
ma/24h

Weichteil-Mani-

M Protein Imm- Freie Leichtketten
unfixation {FLC-Quotient!) festation
nicht nachweisbar normalisiert nicht nachweisbar

in Serum und Urin

nicht nachweisbar nicht nachweisbar

in Serum und Urin

nachweisbar

= 50 % Reduktion
(obligates Krite-
riurm)

> 50 % Reduktion
der Differenz, falls
M-Protein nicht
bestimmbar

weder Kriterien von sCR, CR, VGPR, PR noch PD erfllt

Meuwauftreten oder
Progress

= 25% Anstieg der
Differenz der freien
Leichtketten (dFLC)
im Serum, absolut
um mindestens
100mg

Plasmazellen im
Knochenmark

= 5 %:;
keine klonalen Plas-
mazellen nachweis-
bar (Immunhisto-
chemie)

=5%

= 50 % Reduktion
der Infiltration, falls
Anteil vor Therapie
= 30% und falls M-
Protein und FLC
Cuotient nichit
bestimmbar

> 25 % Anstieg in
Bezug auf den nied-
rigsten emeichten
Infiltraticnsgrad und
absolut = 10%

Fortschreiten der Erkrankung unter Therapie oder innerhalb von 60 Tagen nach Therapieende
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1 Wie beeinflusst die KMP die Wahl der Therapie?
— Bestimmung individueller Risikofaktoren mittels genetischer Diagnostik



Immer mehr Substanzen sind fur die Behandlung des Myeloms
zugelassen

VD
D
=) KRD
gS/RD Dara-Len-dex
MP Dara-Carf-dex
VTD Dara-Vd
Myeloma Drug Timeline ME1 . Dara-Pd
P Alkylators @ Froteasome inhibitors ('mibs”) @) Monoclonal Antibodies (“mAbs”) 2015 Daratumumab VCD- Isa'Pd
9 @ Immunomodulators @ HDAC inhibi 2015 Ixazomib -
@ Anthracycline  (TMIDs” Or “mids™) @ XP01 inhibitor 2015 Elotuzumab I 8) -FI;QB IESIa |\</((jj
~ (- —_— O-
= RAD .
1960 1970 1980 1990 2000 2010 2019 9 —_— VMP ch Elo-Rd
¢ , ‘ ‘ c TCJ VMPT-VT 'S Elo-Pd
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" . ! T ntation G 2013 Pomalidomide = - u
ciprainn @) ranspla | e c CRE Y Selinexor-Vvd
i 6 Thaldomide 012 Carfizomib T¢I PR PVvd
2007 Doxorubicin 2019 Selinexor m MPR Ird
> S>3 - W MPR-R
I:‘\'m.l MOMMTM?OIT,SIII)GBJI. DRUGS @7 DA gov VRd CRd
KRd VCD
CRD vd
VRCD
Y INTERNATIONAL D-VMP Kd
MYELOMA FOUNDATION D-VTD =%
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Uber Jahrzehnte wurden keine Uberlebensvorteile in
der Behandlung des MM erreicht

M
Trends in Overall Survival of MM

Overall survival 1971-2006

1.0
Diagnosis period Median OS
1996-2006 45 months
0.8- 1971-1996 30 months
(P<0.001)
0.64 +— 20012006 OS, overall survival.
§ Zielgerichtete Therapien
&
w 0.4
Autologe Stammzelltransplantation
— 1971-1976 __ 1989-1994
0.2- — 1977-1982 __ 1995-2000
— 1983-1988 2001-2006
0

T T T T T T i
0 20 40 60 80 100 120 140
Time from diagnosis (Months)

2 Kumar SK, 1 al. Bood. 2008111 :2516-2520.

Modifiziert nach Kumar et al. Blood 2008.
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Kontinuierliche Verbesserungen im Uberleben durch neue
Substanzen

Figure 2: Survival Estimates of Matched MM Patients and Controls, by Year of Diagnosis

1.0

0.8+

0.6 1
Survival
Probability

MM cohort* 2007-2008

0.4+
2006-2007

0.2+

0.0°

0 2 4 6 8 10
Survival Years

Note: By linking to the SSA Master Death File, survival was measured as time from diagnosis date to the date of
death obtained from the SSA, time from diagnosis date to the date of inpatient death, or time from diagnosis date to
September 30, 2015; Survival estimates were presented for multiple myeloma patients diagnosed and treated during
2006-2012 (n=9,521).

Nach Fonseca et al. Abstract 3558, ASH 2016
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Prognosestellung: ISS und r-ISS Score

R-ISS-Klassifikation

I ISS-Stadium |; Keine Hochrisiko-Zyto-
genetik; normwertige LDH

] Weder R-ISS | noch Il

1] ISS Stadium IlI; Hochrisiko-Zytogene-
tik oder erhdhte LDH

Ursprungliche ISS-Klassifikation

l Serum-f3,-Mikroglobulin < 3,5 mg/l;
Albumin = 35 g/l

" Weder ISS | noch Il
I Serum-B,-Mikroglobulin 2 5,5 mg/|
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Der Mensch hat 46 Chromosomen
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Chromosomale Aberrrationen beim MM

Deletion

Dell7p — prognostisch ungtinstig
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Chromosomale Translokationen

Reciprocal translocation

1

Ca 50 % der MM Patienten
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Nachwels mittels Fluoreszenz in situ hybridisation
(FISH)

1p32 (CDKN2C) 1p32 (COKN2C)

Als Hochrisiko-Zytogenetik
werden hier das Vorhandensein
einer Deletion 17p13,
Translokation (4;14) oder
Translokation (14;16) gewertet

del(17p) del(13q)/monosomy 13

Atlas of Hematological Cytology. Masaryk University, Faculty of Medicine / University Hospital Brno. Available from: http://www.leukemia-cell.org/atlas
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1 Zusatzliche, experimentelle Diagnostik
— Experimentelles Mutationsscreening zum Erkennen von

Medikamentenresistenz und zur Ermoglichung zusatzlicher Therapieoptionen

21



Der genetische Code

ATGACGGATCAGCCGUAAGCGGAA

TACTG TAGTCGG.GTTLG TT
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Resistenzvermittelnde Mutationen

Kortiim et al,Blood 2016 Barrio and KortimllLeukemia 2018 Yniklinikum  yi¢



Actionable Mutations in MM

,Circos Plot' einer Ganzgenom Sequenzierung

Patients

Gene Tumor Fraction (%) No. % Example Phase (cancer)
KRAS 323 98 2117 MEK inhibitor ]
NRAS 33.6 90 19.44 MEK inhibitor L1
BRAF 252 31 6.70 Vemurafenib 1]
CCND1 a41.7 10 2,16 Pablociclib |
FGFR3 371 10 2.16 Masitinib ]
MLL 29.1 8 1.73 EPZ-5676 |
ROS1 413 B8 1.73 Foretinib ]
RET 334 6 1.30 Cabozantinib ]
ERBB4 423 5 1.08 Lapatinib I
FLT3 440 5 1.08 Sunitinib ]
ERBB2 119 3 0.65 Herceptin ]
FGFR2 66.7 3 0.65 Masitinib ]
KiT 409 3 0.65 Ponatinib ]
MAP2K1 149 3 0.65 MEK inhibitor m
ABL1 533 2 043 Gleevec 1]
BRCAZ 52.2 2 0.43 PARP inhibitor (BMNE73) |
DNMT3A 39.2 2 043 5-Azacytidin 1]
EGFR 21.7 2 043 Erlotinib [}
EPHB2 378 2 043 Herceptin ]
PDGFRA 174 2 043 Pazopanib |
BRCA1 6.4 1 0.22 PARP inhibitor (BMNG73) |
DDR2 58.3 1 0.22 Dasatinib ]
FGFR4 286 1 0.22 Masitinib I
HIF1A 135 1 0.22 PX-478 |
IDH2 179 1 0.22 AG-221 |
KIF58 59 1 0.22 Cabozantinib ]
MET 398 1 0.22 MSC2156119J |
MPL 51.9 1 0.22 Eltrombopag n
PIK3CA 45.1 1 0.22 GDC-0841 |
RARA 10.2 1 0.22 ATRA [}
NOTE. Average tumor fractions and percentage of mutations are presented in this table, with an example of agent and the phase of development that may be used.
Abbreviations: ATRA, all-trans-retinoic acid; PARP, poly (ADP-ribose) polymerase.

(experimentelle Diagnostik)

Translokation (11;14)
z.B. CANOVA Studie

BRAFV600E Mutation
z.B. BIRMA Studie

Walker B et al JCO 20

drulis M et al, Cancer Discov. 2013



Phase lll ,Canova" Studie: In Wurzburg jetzt offen zur
Rekrutierung fur Patienten mit t(11;14)

©Q Fr. lambda-L eichtc (BN prospec)

1 Translokation (11;14) 133000 o

VGPR nach 1. Zxklus !
- mindestens 2 Therapielinien

~ Progredient unter Lenalidomid

aber noch kein Pomalidomid

.1 Aktive Erkrankung

44 2

29.04 2020 2 Monate 28.06.2020

Orale Therapie !

Kontakt Frau Scheder: Scheder A@ukw.de
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Remission zerebraler Myelommanifestation durch experimentelle BRAF
gerichtete Therapie mit Dabrafenib und Trametinib

Uniklinikum
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Inter-Patienten Heterogenitat vs. Intra-Tumor Heterogenitat

Inter-patient Intra-patient Intra-tumour
variation variation variation

Fox et al., Nature 2014
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Die klonale Evolution wird ganz wesentlich durch die Therapie

neelinflusst

‘ Lcn’)u

Remission
~2N
Relapse 1
~2N
Bl Clone 1.1
B Clone 1.2 Relapse2
Diagnosis B Clone 2.1 ~2N
= BN Clone22
B Misc
Relapse 3
~2N
clg-high
66%
clg-high
37%

Plasma Cell Leukemia y
~3N s Relapse 4
~3N

clg-low
34%

clg-low
ﬁ.‘ln o

v

0t-N

Qltuo,

l\ OS
ZJuog

Keats JJ et al. Blood 2012

Disease recurrence

v

o

Treatment
Oo—

Disease progression following initiation event

Complete response creating a genetic
bottleneck with evidence of branching
evolution at relapse

Q=9 Branching evolution
© Mutations
XK Clone loss

Clusters of mutations

) > . W corresponding

to clonal proportion

Disease recurrence

v

O
Treatment
o——.

Disease progression following initiation event

Partial response and persistence
of the phylogenetic structure

Cornelius C. Miething Haematologica 2019;104:1292-1293




Multiple Myelome

RS

RIBAAIDR] ONCOLOGY

Review Article | Published: 23 April 2018

The multiple myelomas — current
concepts in cytogenetic classification and
therapy

Shaji K. Kumar B4 & S. Vincent Rajkumar

Nature Reviews Clinical Oncology 15,409-421(2018) = Download Citation +
2037 Accesses 22 Citations 139 Altmetric = Metrics »
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Erstbeschreibung von resistenzvermittelnden Mutationen

Bortezomib

Chr  hgl9 position SNV Gene SIFT Polyphen2 Effect '» [ 2
3 3195747 T | rEN Tolerated Benign Nonsynonymous coding 1 /

3 31582 GA | CRBN | Notpredicted  Not predicted _

3 178936082 G>A PIK3CA  Tolerawed Damaging Nonsynonymous coding

5 142779299 G NR3CI Tolerated Damaging Nonsynonymous coding

10 104160420 T NFKB2 Damaging Damaging Nonsynonymous coding

1 108183173 T ATM Tolerated Damaging Nonsynonymous coding

12 25398285 CA KRAS Damaging Damaging Nonsynonymous coding

17 29588752 G>A NFI Tolerated Damaging Nonsynonymous coding

18 12720612 G>A PSMG2 Tolerated Benign Nonsynonymous coding

Kortuem at al BJH 2013,  Kortiim et al,Blood 2016 Barrio and KortimllLeukemia 2018 Yniklinikum  yi¢




Funktioneller Mutationstest in vitro - der clonal competition assay

100
Q0% 12%
80 TP53WT
8 (0) s
E TP53 del/mut RFP/GFP £ .
@ Ul F R -
CRISP/CASY stagble X sg{)elzptr:?\g:;g\) Clone1+RFP 8 60
) TPS3 transfection Co diltiie
(O » (@ > (@ > (': 1 (n days) 77%
AMO1  TP53 del/del \ TP53 wt/mut / ol 40 TP53biallelic

®
TP53 wt/wt

TP53monoallelic 11«

6%
0 10 20 30 40 50 60

Days in co-culture
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Munawar U and Kortiim KM, Blood 2019
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Zuséatzliche, experimentelle Diagnostik
— Gene expression profiling um Hochrisikoerkrankungen zu erkennen

33



Neu: Prognosestellung mittels GEP

- Individuelle Prognosestellung auf # Skylineox
Basis des Tumor —

Genexpressionsprofils

MOD2840KF1_20130529-024022263_002-2013053014125066 CEL

o iy 1
[ “ran N

o el

-
.

------

AG Kortiim
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Genauere Bestimmung des Therapieerfolgs
-experimentelle minimale Resterkrankungsdiagnostik

35



Experimentelle Resterkrankungsdiagnostik

0 t (Operational cure) - - - NS - - — —

Therapieziel
| Presentation .:l . - - - » .
10¥ ¢ PR E l'”
10+ VGPR : ’
sord . s e
2 Stnngent CR : O —————————— ) 'II
© 106 1 : ’
o = ' ;
e : T —
S 105 1 ¢ i
5 | -y
5 '] Lwmro ; g
E  10°; W - -Too.------—--- TV
= : Stringent CR .
2 402t : : K : - lapse on patients
2 [ E B .My"el'oﬁﬁutden' tectable MRD
10"t - : ' S . GecccceEEe =
10 + [ Undetectable MRD : ase control in
- : etectable MRD

End of
therapy

©
Bruno Paiva et al. Blood 2015;125:3059-3068 ‘9 b 1 O O d

Diagnosis

Time to progression
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Sensitivitat von 10° bedeutet
1 Krebszelle unter 1 Millionen Knochenmarkzellen zu finden

)

i)

TE 0201 38 20 : ,' 3 s k) | gpuddd il d i

R T s
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Wurzburg

Experimentelle MRD Bestimmung Uniiiniur. UK

B-CELL TRACKING (MRD) REPORT clonoSECQ
Fior b Vitro Dnagresdbic Use. B Gndy
PATHNT MM DArE OF miETH MEDICAL RICDED GINDL R REPORT DATT DRDiA & - - e . = .
Jane Doe o104 29643218 Female  W0ZMI0NE | 0529327 Universitatsklinikum Wirzburg U ‘ (
T T T . Klinikum der Bayerischen Jubus -Maxamilans-Universitét
Bone Marrow Asgirate Slides cuschenun | oataann e Medizinische Kiinik und Polikinik \/l/
D EEDE
€900 Aguite berp o LasTie b o rot s in g achilraid Farmian Medizinische Kiink & Polklinik 1
ORI FING PRSI BETITUTION Univarsitdtsklinik Wirzburg
Adexander Smith Universiy Cancer Hospital Direkior: Prof. Dr. Harmann Einsele
Analyso: Dr. Paula Tabares
The cionaSE0® Aiiay i an in it disgroitic that uies muliple: polymtine chain reaction (PO and nexgenenslion sequencing (NG5 1 N D'B'.‘ nch :9 PTAAB
ity b quarsfy racranged iH VO [EHIDN WK and 1L Fetaplar pane dequendet, 35 will 51 rrasiiecatng BOLTAGHID and BOLEAEH(D i
RS i DA, PRt B ek Furnie (18 BElents Witk B-cil 50Ut hrnphablisne bk (ALL) oF miltiphe myslem (MM) Gemessone Zelien: 1 x 107
o vkl iy o GD128°CO28°
*! e Knochanmarkszellen
Mo Residual Sequences Detected 3| 2 Plasmazellen: 0,0095
ESTIMATED: MRD WALLIE: -4 !,
O residual clonal cells (Range: 0 - 2) * o
Sequence determining MAD result (GH Sequence A CD:;; -
Trat MARD rafge pelenid st e W (o v or e & i chorul i Pailon raciesed oHit. Detals o sadh ¢
dennfud Jaminart

AN [T P TR B provied £7 WA DN of D fp

AESULTS SUMMARY ai Ba ” a,‘ # *

»  Genomic DA was extracted from a bone marrow aspirate sde sarmple.

# Tha 3 dominant sequencis idertified in 3 diagnosses sarrgds from this packnt vetne notl detecied in this curment samphe. '! ! o ‘i
* The sermEiity of this asiay s dinectly related to the bofal number of cells jor cellular equivalents of gencmic DNA) anakrzed. There || 8.{ 1
were 1,931 826 total nucheated cells evaluated from this sample. 81 81 4
= The results obtained from this seey should slways be used in combination with the clinical exsmination, patient medical ) = 0 ac "R R 3 O T )
mistary, amd other findimgs. CD45 CD45 Lambda
SAMPLE-LEVEL MRD TRACKING [shows ol e seguranma detarmaniny the MRD feict for sach e paing) li l}' li .
' y . e
LY H ; -
't L ! & L 'l
El B 1 LS e~
25w = S'L W = ® B
= L =) R a o
e .. o* o | st 238 L —
g i cO19 co27 cD1s
2y ot S
s 3 L Befund:
wt T Die durchflusszytometrische Analyse von Knochenmarksplasmazellen zeigt eine CD138,
T e CD38-Expression von 0,0095% aller mononukledren Knochenmarkszellen. Die
" . P L L T S B e i F—— Analyse der CD138°'CD38" Plasmazelien ergibt einen CD56°CD45'CD19™'CD27'CD81*
ERLBCTION T CD117-Phénotyp.
I Clorabicy Vst 161 - Sequsnce © A Tracking Tess- iGH - Saquence & Minimale Resterkrankung (MRD): Negativ, kein Nachweis einer aberranten/Leichtketten-
restringlerten Plasmazelipopulation ‘
Detektionsgrenze (LOD): 0,0002 — U !( o
Die Feststellung einer minimalen Resterkrankung (MRD) basiert auf einer experimentelien Diagnostik,
CIonoseq com * pnpnEn TSR s s s———" retd Da bislang der Stellenwert fur kinische Entscheidungen aufgrund von MRD-Befunden nicht definiert

wurde, liegt die Bewertung im Ermessensspickaum des behandeinden Arzles.



Konnen wir uns auf die Blutwerte verlassen? Die Rolle
funktioneller Bildgebung in der Remissionsbeurteilung

Fitter 81 Jahre it s o auf Therapie

usya

1600

690

D4.201
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1 Zuklnftig / Gegenstand aktueller Forschung:
— Sind genauere Vorhersagen uber die Effektivitat von Behandlung moglich?



Zukunftig: Oberflachenanalysen um das Arsenal der
Immuntherapie wirkungsvoll einzusetzen

Antibody constructs T and NK cell based

bispecifics

immunotoxins \g\ CARs TILs
\\J R

-

Elotuzumab

Monoclonal antibodies

Daratumumab
Isatuximab

19S 2nsiodojeway s1euaboly

Enhancers

IMiDs, checkpoint inhibitors, ATRA, INFa, auto SCT

Leo Rasche
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Experimentell: “dSTORM?” - Single Cell Super High
Resolution Mikroskopie (Beispiel CD38 oder BCMA)

« Zur sensitiven Erfassung von Antigenmodulation (Rezeptordichte, Glycocalyx,...)
« Zur Erfassung maoglicher Mechanismus der Immunevasion

Kortim und Sauer, unpubliziert

Kortim KM und Sauer M, unpubliziert



Zusammenfassung Uniidinikum ¢

Die Knochenmarkpunktion wird genutzt:

~ Zur Diagnosestellung

~ Zur genaueren Remissionsbeurteilung

~ Zur Ermittlung des genetischen Risikoprofils

~ Zur besseren Verstandnis von Resistenzentwicklung

~ Zur Ermaoglichung neuer Therapien /Einschluss in Studien

~ UND: zur Unterstutzung von Forschung mit dem Ziel die Behandlung

des MM weilter zu verbessern
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Vielen Dank fur Ihre Aufmerksamkeit!



