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1. Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Mastozytose

Mastozytosen sind eine heterogene Gruppe von Erkrankungen, die durch eine erhohte
Proliferation und Akkumulation von Mastzellen (MC) in einem oder mehreren Organsystemen
gekennzeichnet sind *®.

Die Erkrankung manifestiert sich bei 80-90% der Patienten, die unter einer Form der
Mastozytose leiden, an der Haut und wird daher oft durch den Dermatologen diagnostiziert.
Neben einer als kutane Mastozytose (CM) bezeichneten Form, kdnnen im Rahmen der entweder
benigne oder maligne verlaufenden systemischen Mastozytose (SM) zusétzlich oder

ausschlieRlich extrakutane Organe betroffen sein *>"°,

1.1.1 Geschichte

Im Jahre 1869 berichteten Nettleship und Tay erstmals Uber kutane, braune, makulopapulse
Primareffloreszenzen, die sich bei einem zweijdhrigen Kind manifestierten und nach
mechanischer Provokation eine urtikarielle Verdnderung zeigten. Auf diese Weise wurde das
klinische Bild der Urticaria pigmentosa (UP), eine Form der CM, beschrieben, deren

Bezeichnung 1878 durch Sangster gepragt wurde °*2

. Der Begriff ,,Mastozytose* wurde
dagegen 58 Jahre spater, im Jahre 1936, von Sézary et al. eingefiihrt *. Paul Ehrlich entdeckte
1877 Bindegewebszellen, innerhalb derer er mit Hilfe von histologischen Féarbungen
metachromatische Granula darstellen konnte. Zwei Jahre spéter benannte er diese Zellen als
,Mastzellen“ *. Die erstmalige Verbindung zwischen der Entdeckung von Paul Ehrlich und der
Beschreibung durch Nettleship und Tay stellte Unna 1887 her, als er von einer dermalen MC-
Akkumulation innerhalb der Hautlasionen bei der CM berichtete *°. 1949 konnte Ellis im
Rahmen einer Biopsie bei einem einjéhrigen Kind die Akkumulation von MC nicht nur in der
Haut, sondern auch in Organen wie Milz, Leber, Thymus, Knochenmark, Pankreas und in
Lymphknoten aufzeigen. Entgegen der Annahme, dass die pathologische Anhaufung der MC auf
die Haut beschrankt sei, konnte Ellis auf diese Weise eine systemische Form der Mastozytose

mit Organbeteiligung beschreiben *°.

1.1.2 Epidemiologie

Die Beurteilung der Inzidenz und Préavalenz innerhalb der gegenwértigen Population ist
problematisch. Dies ist auf einen hohen prozentualen Anteil an Patienten zurtickzufiihren, der
von einer reinen kutanen Form der Mastozytose betroffen ist, die mittels klinischer Diagnostik

oder Laborwertuntersuchungen nicht bestatigt und daher nicht prazise diagnostiziert werden
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kann. Es ist daher von einer hohen Dunkelziffer auszugehen. In der Literatur sind
unterschiedliche Angaben zu finden, so dass die tatsédchliche Inzidenz unbekannt ist. Demnach
variiert diese in der gegenwartigen Population von 1/10.000 bis 4/10.000 *”. Unter den Patienten,
welche eine dermatologische Abteilung aufsuchen, liegt sie schatzungsweise zwischen 1/1.000
und 1/8.000 % **°. Juingste britische Studien berichten tber eine geschatzte Inzidenz von
0,0000667%, demnach erkranken jahrlich zwei Personen innerhalb einer Population von 300.000
Menschen an einer Mastozytose ‘* %°. Eine Pravalenz von nicht mehr als 0,3 pro 10.000 wird
angegeben ' Insgesamt zeigen diese Daten, dass die Mastozytose eine eher selten auftretende
Erkrankung darstellt *. Uber 15% aller Patienten, die unter einer Form der Mastozytose leiden,
zeigen eine kongenitale Manifestation. Weitere 30% der Patienten entwickeln die Mastozytose
vor dem sechsten Lebensmonat, 10% vor dem zweiten Lebensjahr und tber 10% zwischen dem
zweiten und 15. Lebensjahr. Demzufolge sind 65% der Patienten Kinder. Bei den restlichen 35%
manifestiert sich die Erkrankung vorrangig zwischen der zweiten und vierten Lebensdekade * *
18 Wahrend eine familiare Haufung maoglich, aber sehr selten ist, bestehen keine Hinweise auf

eine Geschlechtspradisposition 2> %,

1.1.3 Klassifikation und klinisches Bild

Aufgrund der ausgepragten Heterogenitéat des klinischen Bildes der Mastozytose erscheint eine
Klassifikation nutzlich. Das Klassifikationsschema von Metcalfe stellt nur einen von vielen
Ansatzen dar, die in der Vergangenheit erarbeitet wurden ° Die meisten Vorschlage
berticksichtigten dabei vor allem die Unterscheidung der kutanen und systemischen Beteiligung,
der indolenten und aggressiven Form und richten auRerdem ein Augenmerk auf die Assoziation
der SM mit anderen hamatologischen Erkrankungen oder Abnormitaten ’. Im Jahre 2000 trafen
sich Expertengruppen in Wien, um tber den aktuellen Wissensstand und tber eine mdogliche
Klassifikation der Mastozytosen zu diskutieren. Das in diesem Zusammenhang erarbeitete
Klassifikationsschema wurde im Jahre 2001 von der WHO tbernommen und stellt das aktuellste

Schema dar (Tabelle 1) %.
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Tabelle 1:WHO-Klassifikation der Mastozytose %

Kategorie Subvarianten
kutane Mastozytose - MPCM (historisch auch UP)
c - Typische MPCM
S - Plaqueform
a2 - Nodul&re Form/Mastozytom (solitar oder multiple)
- Teleangiectasia macularis eruptiva perstans (TEMP)
- diffuse kutane Mastozytose (DCM)
- Mastozytom der Haut
indolente systemische - smouldering systemische Mastozytose
Mastozytose (ISM) - isolierte Knochenmarksmastozytose
§ SM mit assoziierter - meist myeloproliferative Erkrankung oder myeloische
'E | hamatologischer Erkrankung | Leukamien
£ | (SM-AHNMD)
> aggressive systemische - lymphadenopathische, systemische Mastozytose mit
Mastozytose (ASM) Eosinophilie
Mastzellenleukamie - aleukamische Mastzellenleukamie
Mastzellsarkom
extrakutanes Mastozytom

Laut der WHO-Klassifikation werden zu der CM die UP, die diffuse kutane Mastozytose
(DCM), sowie das kutane Mastozytom gezéhlt. Die Plaqueform und der noduldre Typ mit
Mastozytom-dhnlichen Lasionen, sowie die Teleangiectasia macularis eruptiva perstans
(TEMP) bilden demnach eine Subvariante der UP %. Diese in der WHO-Klassifikation
integrierte Untergliederung wurde von Hartmann et al. kontrovers betrachtet. Die Autoren
schlagen wegen der unterschiedlichen klinischen Préasentation und Prognose, sowie des
abweichenden klinischen Verlaufes dieser Mastozytoseform eine Modifizierung der
Klassifikation vor. Mastozytom- und Plaquetyp treten nur bei Kindern auf und verschwinden fir
gewohnlich bis zur Pubertat. Im Gegensatz dazu manifestiert sich die UP im Kindes- und im
Erwachsenenalter und bildet sich seltener spontan zuriick. Bei der UP konnte aulRerdem eine
Mutation im Rezeptor fir den Stammzellfaktor (SCF), der auch als CD117 bzw. als Kit
bezeichnet wird, nachgewiesen werden, welche beim Mastozytom- und Plaque Typ nicht
aufgezeigt werden konnte. Aufgrund dieser Ausfiihrungen scheint eine kritische Betrachtung der
Subgliederung der CM angebracht °. Dartiber hinaus ist die Bezeichnung makulopapuldse kutane
Mastozytose (MPCM) anstelle des historischen Begriffes UP geeigneter. Bei den
Hautverdnderungen handelt es sich um stabile L&sionen, die vor allem nach mechanischer
Provokation urtikarielle Veranderung zeigen. Es handelt sich nicht um eine transient auftretende
Quaddelbildung, wie der Begriff ,,Urtikaria impliziert °. Im Folgenden wird daher an Stelle des
historischen Begriffes UP die Bezeichnung MPCM verwendet.
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1.1.3.1 Kutane Mastozytose

Die CM als eine Kategorie des WHO-Schemas zeigt ein mannigfaltiges Spektrum an
Hautveranderungen *. Obwohl alle Lasionen der CM auf die gleiche Ursache, namlich auf eine
abnorm gesteigerte Anzahl an MC in der Dermis zurlckzufiihren sind, variiert die Anzahl und
Morphologie der Effloreszenzen betrachtlich *°. So konnen zartbraune Makulae im Hautniveau,
rétlich-braunliche Plagues oder Papeln, Tumore oder diffuse Hautinfiltrationen auftreten *. Die
maogliche Hyperpigmentierung der Ldasionen ist auf ein erhdhtes epidermales Melanin
zuriickzufithren *°. Ein Manifestationszeitpunkt der CM im Kindesalter ist haufig, sie kann
jedoch auch erst im Erwachsenenalter auftreten > ?*. Im Folgenden werden das klinische Bild

und die Charakteristika der einzelnen Formen der CM beschrieben:

1.1.3.1.1 Makulopapuldse kutane Mastozytose

Von allen Patienten, die unter einer Form der Mastozytose leiden, zeigen 65% eine MPCM .
Sie stellt damit die h&ufigste Manifestationsform der Mastozytose beim Erwachsenen dar und
kann entweder als rein kutane Form oder in Kombination mit einer SM auftreten > 8, Die
MPCM kann eine ausgepragte Heterogenitat im Bezug auf das klinische Bild aufweisen 2°.
Neben den typisch pigmentierten L&sionen, die sich als rotliche bis tief-braune Makulae oder als
geringfiigig erhabene Papeln prasentieren, ist auBerdem das Auftreten weiterer
Primareffloreszenzen — wie Plaques oder Nodi — méglich # " 18 1% 2427 Dje disseminiert am
gesamten Integument auftretenden Lasionen zeigen eine ovale oder runde Konfiguration ** #'.
Aufgrund der variablen Anzahl an L&sionen kann das klinische Hautbild entweder nur durch
einzelne Hautl&sionen charakterisiert sein oder bis zu mehrere tausend Effloreszenzen aufweisen
9 Die Lasionen der MPCM manifestieren sich am haufigsten am Rumpf und an den
Oberschenkeln, obwohl alle Hautregionen, auch die Schleimhéute, betroffen sein konnen.
Handflachen, FuBsohlen, Gesicht und Kopfhaut sind haufig ausgespart % * 7 18 19:25.26 '33_4604
der Patienten leiden unter Pruritus. Dieser kann neben weiteren Symptomen wie z.B. der
Quaddelbildung und Erythementwicklung nach einer mechanischen Provokation auftreten — ein
Phanomen, das als Darier-Zeichen bezeichnet wird *. Vor allem bei Kindern kénnen sich
innerhalb der ersten zwei Lebensjahre Bullae oder Vesikulae manifestieren, die zumeist ohne
Narbenbildung abheilen ® '® ?°. Die padiatrischen Lasionen sind im Vergleich zu den adulten
Lasionen meist besser abgegrenzt, zeigen eine starkere Hyperpigmentierung und einen groReren
Durchmesser. Studien zufolge konnte flir den Durchmesser der adulten Léasionen ein Mittelwert

von 3 mm und ein maximaler Durchmesser von 4 mm ermittelt werden. Fir den Durchmesser
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der padiatrischen L&sionen werden Mittelwerte von 5 mm und Maximalwerte von 15 mm

genannt Z.

Abbildung 1: Klinisches Bild der MPCM beim Erwachsenen (links) und beim Kind (rechts) %

Die nodulére Form als Unterform der MPCM ist eine seltene Manifestation der CM %, Es treten
mehrere Lasionen auf, die die gleichen Charakteristika wie das Mastozytom zeigen und daher als
multiple Mastozytome der Haut betrachtet werden konnen %%, Die Nodi sind scharf begrenzt, mit
einem Durchmesser von einigen mm bis anndhernd 2 cm. Die Lésionen kdnnen sich bereits bei
der Geburt prasentieren, haufiger entwickeln sie sich jedoch innerhalb des ersten Lebensjahres
25.

Der Plaquetyp als weitere Unterform der MPCM ist durch flache bis leicht erhabene, diskret und
homogen pigmentierte Lasionen gekennzeichnet, die braunlich gefarbt sind .

Die letzte Unterform der MPCM stellt die TEMP dar, die sich hauptsachlich im
Erwachsenenalter manifestiert > ® *® 2° Sje tritt bei weniger als 1% aller Patienten mit
Mastozytose auf und stellt daher eine eher seltene Form der CM dar > % %> % Das Hautbild
zeigt solitdre oder multiple, unscharf begrenzte, rétlich bis bréunlich kolorierte, zwei bis sechs
mm durchmessende Makulae mit Teleangiektasien > & % 2% 2 % Dag Darier-Zeichen ist

normalerweise negativ ® & %,

1.1.3.1.2 Diffuse kutane Mastozytose
Die DCM st eine klassische, aber mit < 1% der Félle eine selten auftretende Subvariante der
CM, die sich vor dem dritten Lebensjahr manifestiert % > *® % . Dije kutanen Infiltrationen

kénnen das gesamte Integument betreffen > °. Es zeigen sich eine generalisierte ddematdse
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Verdickung, eine teigige Verhartung und eine peau d’orange - artige Textur (Abbildung 2) * **

9 Das Hautkolorit kann ein normales bis rot-gelb-braunes Spektrum annehmen °. Insbesondere
bei der DCM ist innerhalb der ersten beiden Lebensjahre eine spontane Blasenbildung auf den
Lasionen moglich, die fir gewohnlich denen des Pemphigoids &hnelt ™.
Normalerweise kommt es bei der DCM zwischen dem 15. Lebensmonat und dem finften
Lebensjahr zu einer Regression °. Patienten mit DCM haben ein erhohtes Risiko fir eine
systemische Beteiligung *® *°. Wegen der hohen MC-Anzahl und der damit verbundenen
massiven Freisetzung von Histamin, kénnen schwere Komplikationen wie Hypotonie, Schock,

Diarrho und andere Beschwerden des Gastrointestinaltraktes auftreten & % 23,

Abbildung 2: Klinisches Bild der DCM *

1.1.3.1.3 Kutanes Mastozytom

Solitdre Mastozytome prasentieren sich entweder bei der Geburt oder entwickeln sich innerhalb
der ersten drei Lebensmonate > %°. Nur selten wurden sie bei Erwachsenen beschrieben * ¥ 2,
Sie stellen sich als braune, flache oder leicht erhabene, gut begrenzte Plaques, Makulae oder

Nodi dar, die mehrere cm durchmessen kénnen 2 * 81%-2% (Apbildung 3).

Abbildung 3: Klinisches Bild des solitaren Mastozytoms 2
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Auch das zusétzliche Auftreten von Bullae ist moglich # > ** % Mastozytome konnen sich am
gesamten Integument manifestieren, sind jedoch mit Aussparungen der palmaren und plantaren
Hautareale vor allem an den Extremititen lokalisiert > °. In den meisten Fallen bilden sich die

Lasionen spontan zuriick 2

1.1.3.2 Systemische Mastozytose
Im Gegensatz zu den beschriebenen Formen der CM kénnen die MC auch extrakutane Organe

infiltrieren und eine SM bedingen " %

. 15-20% der Patienten, die von einer Form der
Mastozytose betroffen sind, leiden unter der systemischen Manifestation. Neben einer
maoglichen, jedoch nicht zwingenden Hautbeteiligung bei der SM, die etwa bei der Hélfte der
Patienten auftritt, sind Knochenmark, lymphatische Organe, Gastrointestinaltrakt oder die Leber
haufige im Rahmen der SM involvierte Organe »** "% Die SM wird meist erst nach der dritten
Lebensdekade diagnostiziert und stellt damit eine vor allem die Adoleszenz betreffende
Erkrankung dar . Bei iber 90% der Patienten verlauft die SM benigne / indolent, mit einer
guten Prognose '° ?°. Der Verlauf der SM kann Gber Jahre stabil sein. Patienten mit indolenter
systemischer Mastozytose (ISM) weisen jedoch ein erhdhtes Risiko fur andere hamatologische
Erkrankungen auf und in seltenen Fallen kann eine indolente in eine aggressive Form tbergehen.
Neben dem indolenten Verlauf kann sich die SM als aggressive systemische Mastozytose (ASM)
manifestieren, bei der eine progressive Infiltration von unreifen MC vorliegt, die eine
Organdestruktion mit Verlust der Organfunktion bedingen kann . Sie ist sehr selten und tritt in

weniger als 10% der Falle auf 2.

Mogliche Symptome sind Hepatosplenomegalie,
Lymphadenopathie, Leberfunktionsstorungen, Leberfibrose, Aszites, Knochenmarkfibrose oder
beeintrachtigte Funktionen des Knochenmarkes mit Andmie, Leukopenie, Thrombozytopenie,
Leukozytose oder Eosinophilie. Zusatzliche durch die MC-Infiltration bedingte Organstérungen
sind Knochenschmerzen, pathologische Frakturen, Osteosklerose und Osteolyse. Auch
Magenbeschwerden, Ulzera des Gastrointestinaltraktes, Blutungen, Diarrhd und Malabsorption,
die zu Gewichtsverlust oder Kachexie fiihren, kénnen auftreten ’. Bei ungefihr 10% der
Patienten mit SM st diese mit einer klonalen, nicht der MC-Reihe zuzuordnender
h&matologischen Erkrankung (systemic mastocytosis with an associated clonal hematologic non-

mast cell lineage disease; SM-AHNMD) assoziiert 2

. Beispielsweise treten myeloische
Leukamien, in Einzelfallen auch myelodysplastische Syndrome, chronische myeloproliferative
Syndrome und Non-Hodgkin-Lymphome auf 2. Die aggressivste Form der Mastozytose ist die
selten auftretende Mastzellleukamie mit schlechter Prognose " %°. Eine diffuse MC-Infiltration

im Knochenmark von >20% und die Ausschwemmung von MC in das periphere Blut von >10%



1. Einleitung 8

kennzeichnen diese Form, die zu den myeloproliferativen Syndromen gezahlt wird %. In der
Literatur wurden seltene Félle solitdrer MC-Tumore beschrieben, die ebenso wie die drei
bekannten Falle von MC-Sarkomen einen hohen Malignitatsgrad und eine schlechte Prognose

besitzen %> %,

1.1.4 Atiologie

Als genetische Basis der Mastozytose bei Erwachsenen wird eine Mutation des c-Kit-Gens
vermutet, das auf dem Chromosom 4q12 lokalisiert ist . Sowohl bei der SM als auch bei der CM
hat diese Mutation Auswirkungen auf die MC-Proliferation *°. Das c-Kit-Protoonkogen ist fiir
die Kodierung eines transmembranaren Tyrosinrezeptors fiir den SCF zustandig, der auf CD34"
hamatopoetischen Stammzellen, MC-Progenitorzellen und reifen MC exprimiert wird " ® 2. Der
auch als mastcell growth factor bezeichnete SCF induziert Wachstum, Reifung und
Differenzierung der MC und kann zusatzlich durch die Aktivierung der
Melanozytenproliferation die Bildung von Melaninpigment stimulieren " & 1 % Der Kit-
Rezeptor ist ein Transmembranrezeptor, der neben einer extrazelluldiren Region mit
Bindungsdoménen fir SCF auch einen intrazelluldaren Anteil mit enzymatischen Domanen,
bestehend aus Tyrosinkinasen und juxtamembrandren Doménen, besitzt. Verschiedene
Punktmutationen wurden fiir das c-Kit-Protoonkogen beschrieben, die eine ligandenunabhéngige
Aktivierung des Rezeptors bedingen und damit zu einer erhéhten Proliferationsrate der MC und
ihrer Vorlauferzellen, sowie zu einer verlangerten Uberlebenszeit der MC fithren ** ®1°, Bislang
konnten 10 verschiedene Mutationen des c-Kit-Gens nachgewiesen werden *. Der Ersatz der
Aminosdure Aspartat durch Valin im Codon 816 (D816V) stellt jedoch die am h&ufigsten
auftretende genetische Veranderung dar > *. Diese Punktmutation tritt bei adulten Patienten auf
und konnte auch innerhalb der Haut nachgewiesen werden. Sie ist unabhangig von der
Klassifikation und korreliert nicht mit der Prognose * 2. Wahrend die Mutationen in Codon 816
bei Kindern nur selten gefunden wird, konnten kirzlich bei pé&diatrischen Patienten mit
Mastozytose c-Kit-Mutationen im Codon 839 aufgezeigt werden, die eine klonale Ursache der
padiatrischen Form vermuten lassen ® 8. Jedoch konnten auch bei anderen hamatologischen
Erkrankungen, ohne das Vorliegen einer Mastozytose, c-Kit-Mutationen nachgewiesen werden.
Als pathogenetische Ursache kommt eine c-Kit-Mutation in Betracht, die jedoch mit groRer

Wahrscheinlichkeit nicht alleine hinreichend fiir die Entstehung der Mastozytose ist *.
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1.1.5 Die Mastzelle — ihre Aktivierung, Signaltransduktion und Degranulation
MC sind von CD34" multipotenten Knochenmark-Progenitorzellen —abstammende

hamatopoetische Zellen *. Die MC-Differenzierung und -Reifung erfolgt in extramedullaren

Organen ® 7819,
GM-CSF, IL-3, IL-5 o SCF, IL-3, IL-5
CD34" Vorlauferzelle Myeloide Vorlauferzelle _|_ Mastzelle
GM-CSF

+

Abbildung 4: Graphische Darstellung der Differenzierung von myeloiden Zellen aus CD34
Vorlduferzellen durch Granulozyten-Makrophagen koloniestimulierenden Faktor (GM-CSF), IL-
3 und IL-5. Durch Stimulation von SCF, IL-3 und IL-5 differenzieren sich MC aus myeloiden
Vorlauferzellen. GM-CSF zeigt auf diese Differenzierung einen inhibitorischen Effekt **.

Vorzugsweise sind die MC in der Haut und in Schleimhduten des Respirations- und
Gastrointestinaltraktes mit direktem Kontakt zur Umwelt lokalisiert, kdnnen sich aber in

annahernd allen Organen befinden % & %,

MC sind vor allem um periphere Nerven,
Hautanhangsgebilde und benachbart zu Blut- und LymphgefaBen anzutreffen % ® '° Diese
anatomische Verteilung, der als multipotente Effektorzellen des Immunsystems fungierenden
MC erlaubt die Interaktion mit verschiedenen Zelltypen wie Fibroblasten, glatten Muskelzellen,
Epithelien, Endothelien und anderen Zellen des Immunsystems und verdeutlicht deren protektive
und inflammatorische Aufgabe %78 19:2%.33

MC und auch Basophile exprimieren einen hoch affinen, tetrameren Rezeptor fir IgE, den
FceRI, der neben den B- und T- Zellrezeptoren ein Mitglied der multichain immune recognition
receptor family (MIRR) ist. Der FceRI besteht aus je einer a- und p- Kette, sowie aus zwei durch
Disulfidbriicken verbundenen y- Ketten. Die a- Ketten haben die Fahigkeit IgE an den FceRI zu
binden. Die - Ketten bewirken eine Verstarkung der durch IgE induzierten Signalereignisse.
Sowohl die B- als auch die y- Ketten enthalten tyrosinabhdngige Aktivierungsmotive, die als
immunoreceptor tyrosine-based activation motif (ITAM) bezeichnet werden und eine zentrale
Rolle bei der Signaltransduktion spielen *’. Der beschriebene FceRlI ist in der Plasmamembran
der MC lokalisiert, die keine uniforme Lipiddoppelmembran darstellt, sondern ca. 10-200 nm
grol3e, heterogene, dynamische cholesterol- und sphingolipidreiche Mikrodoménen besitzt. Diese

als Lipid Rafts bezeichneten Doménen, die hauptséchlich von Phospholipiden umgeben werden,
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sind in der Plasmamembran aller eukaryotischen Zellen zu finden und in viele biologische
Prozesse involviert * 3 Sje sind reich an verschiedenen Klassen von Proteinen, einschlieBlich
Glycosylphosphatidylinositol-verankerten Proteinen; myristoylierten Proteinen, wie die
Tyrosinkinase der Src-Familie (PTK), zu denen Kinasen wie Lyn, Fyn und Syk gehdren;
Adapterproteinen wie LAT; verschiedenen G-Proteinen und einigen Transmembranproteinen **
' Dariiber hinaus sind sie reich an mitogen-activated protein kinase (MAPK), Proteinkinase C
(PKC), der p85-Untereinheit der Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K), Grb2 und shc *.
Gleichzeitig ist in ruhenden Zellen der Ausschluss von Membranproteinen, wie beispielsweise
den MIRRs, von den Lipid Rafts moglich *. Dieser Zustand verandert sich durch die
Quervernetzung der Oberflachenrezeptoren, die durch eine Interaktion von multivalenten
Antigenen mit an FceRI gebundenem IgE stattfindet. Dadurch wird die binnen Sekunden
erfolgende Verlagerung der ausgeschlossenen MIRRs in die Src-Kinase-haltigen Rafts induziert
und deren Interaktion und folgende Signaltransduktion erméglicht ** > *7_ Entsprechendes gilt
fur den Kit-Rezeptor, der sich infolge Ligandenbindung in die Lipid Rafts verlagert. Es konnte
gezeigt werden, dass erst diese Verlagerungen eine Interaktion mit der Src-Kinase-Familie und
die sich anschlieBenden Kaskaden erméglicht “®. Neuere Publikationen zeigen auBerdem an rat
basophilic leukemia (RBL) MC-Linien, dass die an der Exozytose beteiligten integralen
Membranproteine - die t-SNARE Proteine - mit den Lipid Rafts wéahrend der Exozytose
assoziiert sind. Dies lasst vermuten, dass Lipid Rafts zusétzlich eine wichtige Rolle bei der
Fusion der Granula mit der Plasmamembran von MC und damit direkt bei der Degranulation
spielen. Insgesamt kann festgehalten werden, dass Lipid Rafts eine zentrale Rolle bei
Zellprozessen wie der Signaltransduktion und der anschlieBenden Degranulation spielen .
Neben der beschriebenen Translokation, bewirkt die Quervernetzung auf’erdem eine
Transphosphorylierung der Tyrosinreste der ITAMs innerhalb der B- und y-Ketten, was den
Initiierungsschritt der Signaltransduktion darstellt (Abbildung 5) *°.

Die Phosphorylierung erfolgt durch eine mit der B-Untereinheit verbundenen und als Lyn
bezeichneten PTK % #5153 Dijeser Schritt resultiert in einer vermehrten Rekrutierung von Lyn
mit Bindung an die B-Untereinheiten, sowie einer Akkumulation der PTK Syk. Diese ist, mittels
ihrer tandemartigen, als src-Homolog (SH2) bezeichneten Doménen, in der Lage, an die durch
Phosphorylierung neu entstandenen Bindungsstellen an der y-Untereinheit der ITAMs zu binden
40,47, 5153 ' Das Resultat ist eine Konformationsanderung und Aktivierung von Syk, das die
Féhigkeit hat, eine Vielzahl von Proteinen - wie beispielsweise LAT - zu phosphorylieren und zu

aktivieren %%,
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ITAM Aktivierungsmotive

Abbildung 5: (A) Innerhalb ruhender Zellen sind die IgE-Rezeptoren von den Lyn-haltigen
Rafts ausgeschlossen. (B) Interaktion von multivalenten Antigenen mit an FceRI gebundenem
IgE bedingt die Translokation des IgE-Rezeptors in die Src-Kinase-haltigen Rafts. Kaskadenartig
kommt es durch die Tyrosinkinase Lyn der Src-Familie zu einer Phosphorylierung (P),
anschlieBend zu einer vermehrten Rekrutierung von Lyn und Syk und Bildung neuer

Bindungsstellen [nach *°]

Der anschlielende Signaltransduktionsweg und die Degranulation erfolgen tber verschiedene
Kaskaden, die im Folgenden beschrieben werden (Abbildung 6) 3" 5% 5 °¢:

LAT ist ein innerhalb der Lipid Rafts lokalisiertes Protein, das multiple Tyrosinreste enthélt und
eine zentrale Rolle im Phospholipase C (PLC)-Signalweg und im MAPK-Weg spielt >’. Nach der
Phosphorylierung durch Syk bildet LAT ein Molekilkomplex mit Adapterproteinen wie
beispielsweise SLP-76, Grb2, Vavl und PLCy. Durch Syk phosphoryliertes LAT ermdglicht
eine Aktivierung und Rekrutierung der PLCy an die Plasmamembran. PLCy hydrolysiert
membrangebundenes  Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphat ~ (PIP2) zu  Inositol-1,4,5-
trisphosphat  (IP3) und Diacylglycerin (DAG) *®. IP3 bindet in der Membran des
Endoplasmatischen Retikulums an seinen Rezeptor und induziert die Freisetzung von Ca®".
Freigesetztes Ca®* filhrt zu einem Einstrom von extrazellularem Ca®" iiber die Plasmamembran
durch store operated Ca®" channels (SOGs). AuRerdem aktivieren Ca?* und DAG verschiedene
Isoformen der PKC. Ca?* und PKC sind notwendig fiir eine optimale MC-Degranulation, bei der
die intrazelluldaren Vesikel mit der Plasmamembran fusionieren und die Mediatoren per

59

Exozytose freigesetzt werden *°. Integrale Membranproteine der Vesikelmembran, die als

vesikulare SNAP-Rezeptoren (v-SNARE) bezeichnete werden, sowie SNAP-Rezeptoren der
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Akzeptor (Target) - Membran (t-SNARE) sind wichtige, an der Degranulation beteiligte
Komponenten *°.

Die beschriebenen Adapterproteine am LAT spielen auBerdem eine wichtige Rolle bei der
Initilerung des MAPK-Signalweges, der in einer Aktivierung und Regulierung der zytosolischen
Phospholipase A, (CPLA,) gipfelt *®. Die Phosphorylierung von LAT bedingt eine Rekrutierung
des Grb2/Sos-Komplexes und des Proteins Gad. Letzteres bindet an LAT und initiiert dadurch
die Rekrutierung von SLP-76 zum Komplex. An dem durch Syk phosphorylierten SLP-76
werden Bindungsstellen fir das Protein VVav ausgebildet. Vav und Grb2 (iiber Sos) bewirken den
Ubergang von Ras in die aktivierte, GTP-bindende Form. Die nun maégliche Interaktion von Ras-
GTP mit Raf, einer Serin/Threoninkinase, die wegen ihrer sukzessiven Kinaseaktivitat auch als
MAPKKK (Mitogen Aktivierte Protein Kinase Kinase Kinase) bezeichnet wird, flhrt zu dessen
Aktivierung und fungiert selbst als Aktivator einer MAPK-Kinase (MEK). Diese phosphoryliert
und aktiviert eine weitere Kinase, die MAP-Kinase. Dies sind Proteinkinasen, die in die drei
Gruppen extracellular signal-related kinase (ERK) mit den Isoformen ERK1 und ERK2, p38-
mitogenaktivierte Proteinkinase und c-Jun-N-terminalen Kinasen (JNK) eingeteilt werden *%. Im
aktivierten Zustand begibt sich die MAPK in den Zellkern und phosphoryliert und aktiviert dort
Transkriptionsfaktoren, die fur die Zytokinproduktion noétig sind. Zusétzlich kontrolliert die
MAPK ERK1/2 die Aktivierung der cPLA,, die in die Zellmembran transloziert und an der
Synthese von Lipidmediatoren beteiligt ist *°. Die beschriebene Kaskade miindet schlieRlich in
der Aktivierung der cPLA,, die Lipidmediatoren synthetisiert 3 °2 % phosphatidylcholin wird
mittels der cPLA, zu Arachidonsdaure und Lysophosphatidylcholin metabolisiert. Aus
Arachidonsédure entstehen uber die Cyclooxygenase Prostaglandine und tber die Lipoxygenase
Leukotriene .

In einer weiteren Kaskade ist die Fyn-Kinase mit der B-Untereinheit verbunden und wird wie
Lyn - durch die Interaktion von Allergenen mit dem am FceRI1 gebundenen IgE - aktiviert. Fyn
phosphoryliert das Adapterprotein Gab2. Dieses besitzt multiple Bindungsstellen fur die p85-
Untereinheit der Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K) und fungiert als wichtiger Regulator der
PI3K-Aktivierung *%. PI3K beeinflusst einerseits die Transkription, andererseits bindet
phosphoryliertes Gab2 an PI3K und rekrutiert es an die Plasmamembran. Hier katalysiert es die
Umwandlung von PIP2 in Phosphatidylinositol-(3,4,5)-triphosphat (PIP3) und ermdglicht
letztendlich die Rekrutierung verschiedener Proteine, wie Bruton’s tyrosin kinase (Btk). Diese
Kinase phosphoryliert PLCy, ermoglicht so die Hydrolyse von PIP2 zu IP3 und gipfelt in der

Ca”*-Freisetzung und Degranulation 3752535


http://de.wikipedia.org/wiki/P38-mitogenaktivierte_Proteinkinase
http://de.wikipedia.org/wiki/P38-mitogenaktivierte_Proteinkinase
http://de.wikipedia.org/wiki/JNK
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Durch Bindung des SCF an den Kit-Rezeptor wird die intrinsische Tyrosinkinase aktiviert und
eine Autophosphorylierung von Tyrosinresten bedingt. Diese stellen Bindungsstellen fur die Src-
kinase, Shc, PI3K und PLCy zur Verfiigung. Uber die Aktivierung der MAPK, PI3K, PLCy und
der JAK2 kommt es zu einer Erhohung der intrazellularen Calciumkonzentration, zu einer
Transkriptionssteigerung und zur Aktivierung von Uberlebenssignalwegen, die fiir das MC-
Wachstum, -Uberleben und -Differenzierung verantwortlich sind.

Zusatzlich besteht eine Verbindung zwischen den Signalkaskaden, die durch die Aktivierung von
Kit und FceRI ausgeldst werden. Die Bindung von SCF an den Kit-Rezeptor potenziert durch die

Phosphorylierung von NTAL die Antigen-vermittelte Antwort %6

.

Kit NTAL | FeceRI LAT Lipid Raft

S o S o o S S Sul M S LS SO SIS DS LIPS AS SO S DS SCUCS O ey W W I [l SISt e St io S St s R e A S8 S S SOS DS SISTISDIS DS SN

PKC

MAPKKK /RAF MAPKKK /RAF

—

| MAPK (ERK1/2/INK/p38) |

Transkriptionsfaktoren Transkriptionsfaktoren ]

| MAPK(ERK1/2/JNK/p38) ) |

MC-Wachstum / Deg ranulatlon
-Differenzierung / Zytokine

-U berleben Eikosanoide
Zytokine

| Transkriptionsfaktoren

Abbildung 6: Signaltransduktionswege im Inneren der Zelle nach der Stimulierung. Dargestellt
sind die Signaltransduktionswege infolge der Interaktion von multivalenten Antigenen mit an
FceRI gebundenem IgE. Der iiber LAT vermittelte PLCy-Signalweg, sowie der MAPK/ERK-
Signalweg miinden neben dem durch Fyn induzierten PI3K-Signalweg in der Degranulation und

Freisetzung von  Zytokinen und Eikosanoiden. Dargestellt ist aullerdem der
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Signaltransduktionsweg Uber den Kit-Rezeptor, der in der Zytokinfreisetzung mindet und MC-

Wachstum, -Differenzierung und -Uberleben kontrolliert. P = Phosphorylierung [nach 3% >%]

Neben der beschriebenen IgE-abhéngigen Mediatorfreisetzung kann die MC-Degranulation auch

uber IgE-unabhéngige Signalwege — z.B. pharmakologisch oder physikalisch — erfolgen, deren

Einzelheiten jedoch noch nicht vollstandig beschrieben sind (Tabelle 2) %+ ©°,

Tabelle 2: Initiierende Faktoren der MC-Degranulation [nach *®*°]

Initiierende Faktoren

Immunologische Stimuli (IgE)

lonophore (z.B. Calcium lonophore A 23187)

Polymere (Compound 48/80; Dextran)

Anaphylatoxine (C3A und C5A)

ATP

Emotionale Faktoren: Stress, Angst

Insekten- oder Schlangengift

Biologische Polypeptide von Quallen, Hummer, Flusskrebse
Bakterientoxine

Arzneimittel: ASS, Alkohol, Codein, Morphin, Amphotericin B,
Reserpin, Scopolamine, Polymyxin B, Thiamine, D-tubocurarine,
Quinine, Gallamine, Decamethonium, jodhaltige Kontrastmittel
Physikalische Stimuli: Hitze, Kalte, UV-Strahlung, mechanische
Reizung

Beispielsweise kdnnen basische Verbindungen, wie Substanz P oder Compound 48/80 eine IgE-
unabhangige MC-Degranulation bedingen. Sie aktivieren in MC pertussis toxin-sensitive G-
Proteine, Gi2 und Gi3. Einerseits fiihrt dies zu einer Stimulierung der PLCP und miindet unter
Beteiligung von PKC und Ca®* in der Exozytose mit Histaminfreisetzung. Andererseits kommt
es Uber die Aktivierung der PI3K zur Synthese und Freisetzung von Arachidonsaure ®. Die IgE-
unabhangige Mediatorfreisetzung kann darliber hinaus durch Calcium lonophore A 23187
induziert werden. Dabei handelt es sich um einen transmembranen Ca®*-Transporter, der tber
einen Einstrom von extrazellularem Ca* zu einer Stimulation der Mediatorfreisetzung fiihrt .
Der Mechanismus der IgE-unabhangigen Mediatorfreisetzung, vermittelt durch physikalische
Stimuli, speziell der mechanischen Irritation, ist weiterhin unklar. Es wurden jedoch
verschiedene Hypothesen postuliert. Demnach ist eine Mikrotraumatisierung des Gewebes,
wahrscheinlich vermittelt durch lokales Komplement oder Aktivierung von Plasminogen, ein
maoglicher, zur Degranulation fihrender Mechanismus. Eine weitere Hypothese ist die Irritation

neuronaler Strukturen infolge mechanischer Reizung, die in der Degranulation anliegender MC
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mundet. Diese mechanische Nervenstimulation kann entweder spezifisch durch die Aktivierung
von Mechanorezeptoren erfolgen oder unspezifisch durch die lokale Aktivierung von
nozizeptiven Nervenendigungen. Nozizeptorenreizung kann in dem innervierten Gewebe zu
einer lokalen Anderung der Durchblutung und GefiBpermeabilitat filhren. Dies wird durch
verschiedene Verbindungen bewirkt, die aus den peripheren Endigungen freigesetzt werden.
Unter anderen gehért Substanz P dazu, die wiederum auf MC wirken kann. Eine dritte
Hypothese postuliert die Wirkung Uber Mechanorezeptoren direkt auf den MC. Demnach
konnten auch auf MC mechanosensitive lonenkanale nachgewiesen werden ®. In Studien wurde
gezeigt, dass Kationenkandle der transient receptor potential vanilloid family (TRPV)
vermutlich an der MC-Aktivierung durch physikalische Stimuli beteiligt sind. Speziell TRPV4
wurde mit der mechanischen Stimulation in Zusammenhang gebracht .

In ithrem Zytoplasma enthalten die MC elektronendichte Granula, die 40% des gesamten
Zellvolumens ausmachen. Dies verdeutlicht, dass MC eine wichtige Quelle fur biologisch aktive
Mediatoren sind, die entweder innerhalb der sekretorischen Granula préaformiert gespeichert sein
kénnen oder neu synthetisiert werden  ®. Wichtigste Vertreter der ersten Gruppe sind Histamin,
Heparin, neutrale Proteasen, wie Tryptase und Chymase, Serotonin, Heparin, Peroxidasen und
Phospholipasen  *°. Membranabgeleitete Lipidmetabolite wie LTB,4, LTC4, PGE,, PGD, oder
PAF und inflammatorische Zytokine wie TNF-a, IL-5, IL-6, IL-13 kdnnen nach der MC-
Aktivierung synthetisiert werden > ** % Im Gegensatz zu den neu synthetisierten Metaboliten
werden die praformierten unmittelbar freigesetzt und wirken schnell ®. Die Freisetzung von
Histamin tritt beispielsweise 30-45 Sekunden nach der Stimulation auf, seine Effekte kdnnen
innerhalb der ersten bis fiinften Minute beobachtet werden *.

Die freigesetzten Mediatoren bewirken ein heterogenes Spektrum an Symptomen (Abbildung 7)
%28 Dije spontane oder induzierte Freisetzung von Mediatoren aus den akkumulierten MC in
der Haut fihrt zum Auftreten von Flush, erythematdsen, diffusen Hautverédnderung mit
Warmegefiihl, sowie Pruritus, Quaddelbildung und einem positiven Darier-Zeichen * & % ¢,
Blasenbildung, vor allem bei Patienten <2 Jahre, wurde neben selten auftretender peau d’orange,
die sich bei Lasionen mit tiefer dermaler Ausdehnung prasentieren kann, als weiteres kutanes
Symptom beschrieben %°. Die angefiihrten kutanen Manifestationen kénnen sowohl im Rahmen
der systemischen, als auch der kutanen Mastozytose auftreten *" ®*. Der Juckreiz beschrankt sich
oft auf die Stellen der MC-Infiltration und tritt paroxysmal auf °. Er entsteht durch die Erregung
von polymodalen, marklosen C-Nervenfasern durch die freigesetzten Mediatoren, wie Histamin
oder auch Tryptase. Dabei dienen die freien Endigungen in der Epidermis und oberen Dermis als

Nozizeptoren. Die Entstehung der Erytheme und urtikariellen Hautveranderungen basiert auf
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dem Mechanismus der sog. Lewis Trias, oder auch Triple response of Lewis: durch eine
Aktivierung der Histamin H1-Rezeptoren kommt es zu einer Vasodilatation, die in der
Ausbildung eines unmittelbar auftretenden Erythems miindet. Neben dieser Senkung des
GefaRtonus, wird zusétzlich die GefaBpermeabilitat gesteigert, wodurch sich dermale Odeme
ausbilden, die in einer urtikariellen Veranderung gipfeln. SchlieBlich bildet sich ebenfalls in

Folge der Vasodilatation ein durch den Axonreflex vermittelter Erythemhof aus ** .

Bronchokonstriktion (H1) ,gesteigerte Mukusproduktion der Lunge
(H2), Kontraktion der glatten Muskulatur, vermehrte
Magensaureproduktiondurch die Parietalzellen (H2), Tachykardie,
Reduktion des Blutdruckes, Vasodilatation (H1), Lewis-Trias, Odem

(H1), Juckreiz, Flush, Kopfschmerzen, Nausea . o .
Bronchokonstriktion, gesteigerte

. Mukusproduktion, Wirkung auf die
\é\_l_aghstumdderll\:/llgroblasten, extrazellulare Matrix, Odeme, Urtikaria,
orderung der M- ; ; esteigerte GefaRpermeabilitat
Mediatorfreisetzung H'Sltam'” / gestelg P

TNF-a ° Bronchokonstriktion, Antikoagulation,
0o oe% 08.9 . Chymase, / Wirkung auf die extrazellulare Matrix

P Y Cathepsin G
IL-4,1L-6, IL-13 <y okine 0 > $ ° Tryptase Bronchokonstriktion,
Chemokine © §¢ 3 6 ° Z Carboxypeptidase A Wirkungaufdieextrazellulre
O \ Protease Matrix

IgE Produktion

Proteoglykane . ) )
. . = S
Chemotaktische Wirkung auf Heparin——> Antikoagulation
Neutrophile, Eosinophile,

-
mehrkernige Leukozyten. Adenosin  Bronchokonstriktion, Stimulation der antigen-

~~ vermittelten Ausschiittung préformierter
| Mediatoren, antiinflammatorisch, Hemmung
LTB, Lipidmediatoren der Phagozytose, Hemmung der Adhésion der
K Neutrophilen, Vasodilatation (vor allem der
Koronarien)

PAF
PGD, \ Bronchokonstriktion, Vasokonstriktion,
Steigerung der Vasopermeabilitét,

Rekrutierung und Aktivierungvon
Immunzellen (Eosinophile, Neutrophile,
Lymphozyten)

LTC,, LTD, <— Leukotriene

Histamineffekte, Bronchokonstriktion, Vasokonstriktion der
Bronchokonstriktion, pulmonalen GefaRe, Akkumulation von
Mukussekretioninder  Neutrophilen in der Haut durch chemotaktische
Lunge Effekte

Abbildung 7: Biologische Effekte von MC-Mediatoren; rot= praformierte Mediatoren, blau:
64
]

neusynthetisierte Mediatoren [nach
Ferner konnen bei der CM systemische Symptome beobachtet werden °. Symptome des
Gastrointestinaltraktes sind nach Pruritus und Flush die am héufigsten auftretenden
Manifestationen, die oft schwere Auspragungen und einen chronischen Verlauf zeigen. Uber
Histamin H2-Rezeptoren wird eine erhthte Magensaureproduktion durch die Parietalzellen
vermittelt . Patienten mit SM klagen dabei haufig tiber Schmerzen und Diarrhd, seltener auch
Uber Nausea und Vomitus. Bei Patienten mit ISM, ASM oder MC-Leukémie werden Mudigkeit,

Gewichtsverlust, Schwitzen und Fieber als auftretende Symptomatik berichtet ®°. Dariiber hinaus
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kann bei allen Formen der Mastozytose die Freisetzung von biologisch aktiven Mediatoren aus
den MC neuropsychiatrische Symptome wie Kopfschmerzen und Krdmpfe oder kardiovaskulare
Beschwerden wie Hypotonie bedingen und bis hin zum Schock reichen * ® 7 % pylmonale
Symptome treten eher selten auf, auch Gerinnungsstérungen werden beschrieben 2 ®. Das
Auftreten von Osteoporose und Knochenschmerzen, vor allem in den langen Rohrenknochen

lokalisiert, wird berichtet %,

1.1.6 Diagnostik

Die Diagnosestellung der CM basiert auf den typischen klinischen und histologischen Befunden
der Haut in Abwesenheit von Kriterien, welche die Diagnosestellung einer SM erlauben #. Bei
dem Vorliegen typischer Hautveranderungen kann der Verdacht auf eine CM erhoben werden,
welcher durch typische Symptome, wie beispielsweise einem positiven Darier-Zeichen,
untermauert werden kann 2 Das nach dem franzésischen Dermatologen Ferdinand-Jean Darier
benannte Zeichen kann bei allen kutanen Formen der Mastozytose, mit Ausnahme der TEMP,

ausgeldst werden 2%,

Abbildung 8: Behandlungsareale eines Beispielpatienten vor (links) und nach (rechts)
Provokation des Darier-Zeichens mit Entwicklung urtikarieller und erythematdser

Veranderungen infolge mechanischer Reizung.

Beim Kklassischen Darier-Zeichen wird die provozierte Quaddel von einem umgebenden
Erythem, sowie von lokalem Pruritus begleitet ®®. Reibung bewirkt dabei eine Degranulation der
sich innerhalb der Haut vermehrt befindenden MC. Die auf diese Weise ausgeldste

Mediatorfreisetzung bedingt den Symptomkomplex. Klassischerweise zeigt sich die
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Quaddelbildung im Bereich der L&sionen, kann aber auch die klinisch unaufféallige Haut bei
Patienten mit Mastozytose betreffen. Die genannten Symptome kdnnen bereits nach zwei bis
funf Minuten einsetzten und 30 Minuten bis mehrere Stunden persistieren °. Eine ausbleibende
oder geringfugige Quaddelbildung nach der Provokation ist moglich, da nicht bei allen Patienten
mit CM ein positives Darier-Zeichen vorliegen muss. Ausbleibende Symptome nach der
Provokation schliefen daher die Diagnose einer Mastozytose nicht aus. In Studien konnte bei
{iber 90% der Patienten mit MPCM das Darier-Zeichen ausgelést werden ®® ®”. Das Darier-
Zeichen ist fur die Mastozytose jedoch nicht 100% spezifisch, sondern kann in seltenen Féllen
auch bei anderen dermatologischen Erkrankungen, wie der Leukemia cutis, Xanthogranuloma
juvenile, Histiocytosis X und Lymphomen nachgewiesen werden °. Die Wahrscheinlichkeit fiir
das Vorliegen einer Mastozytose ist bei einem typischen Hautbefund und positiven Darier-
Zeichens sehr hoch und kann mittels Hautbiopsie und anschlieBender histologischer
Untersuchung bestatigt werden ?’. Diese zeigen MC als runde oder ovale bis spindelformige
Zellen mit einem Durchmesser von 15 bis 30 um und zahlreichen zytoplasmatischen Granula *.
Neben der Giemsa-, Tryptase- oder Toluidinblaufarbung kénnen enzymatische Farbemethoden
wie Chloracetatesterase oder konjugiertes Avidin zur Darstellung der MC genutzt werden % 7 2.
In jingeren Studien wurde eine Anzahl von 75 MC/mm? als normal und 250 MC/mm? als
pathologisch definiert **. Die héchste Dichte der MC-Akkumulation zeigt sich in der Nahe der

. Hohe MC-Konzentrationen finden sich auch um die

dermo-epidermalen-Junktionszone
BlutgefaBe *. Die Anzahl der MC nimmt mit zunehmender Tiefe progredient ab °. Das
subkutane Fettgewebe enthalt im Vergleich sehr wenig, die Epidermis normalerweise keine MC.
Bei starker infiltrierten Lasionen, wie z.B. dem Mastozytom oder dem noduléren Typ der CM,
konnen sich die Infiltrate bis in die gesamte Dermis und sogar bis in das subkutane Fettgewebe
erstrecken > %. Die DCM zeigt bandartige Infiltrate °.

Die Diagnosestellung einer SM erfordert das Vorliegen eines Haupt- und Nebenkriteriums oder

den Nachweis von drei Nebenkriterien (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Diagnosekriterien flr die kutane und systemische Mastozytose. Fur die Bezeichnung

miissen ein Haupt- und ein Nebenkriterium oder drei Nebenkriterien erfiillt sein [nach %]

Kutane Mastozytose

Typische Hautlésionen = typische klinische Zeichen der CM und ein positiver
histologischer Befund mit typischen MC-Infiltraten: multiple / fokal oder diffus

Systemische Mastozytose

Hauptkriterien:
- Multifokale dichte MC-Infiltrate (>15 zusammenliegende MC) im Knochenmark
oder anderen extrakutanen Organen

Nebenkriterien:

- Atypische Morphologie der Mastzellen (25% spindelférmige Zellen) innerhalb der
MC-Infiltrate

- Detektion von c-Kit-Mutationen in extrakutanen Organen

- MC im Knochenmark exprimieren CD2 oder CD25

- Serumtryptase > 20 pg/l, gilt nicht bei assoziierter klonaler h&matopoetischer
Erkrankung

1.1.7 Therapie und Prognose der Mastozytose

Gegenwartig stehen, trotz wachsender wissenschaftlicher Erkenntnisse, keine Kkurativen
Therapieoptionen zur Behandlung der Mastozytose zur Verfugung * * 2> %. Die momentan zum
Einsatz kommende medikamentdse Therapie basiert auf einer Reduktion der
Mediatorfreisetzung, deren Antagonisierung oder auf einer Reduktion der MC-Anzahl % * *°,
Klinische Studien zur medikamentdsen Behandlung an einem groRen Patientenkollektiv fehlen,
weil einerseits nicht jede CM einer Therapie bedarf, andererseits die Mastozytose eine geringe
Pravalenz zeigt. Aufgrund dessen beruhen die Therapieempfehlungen oftmals auf
Einzelfallberichten. Im Kontrast dazu offenbart eine kirzlich publizierte Studie, dass Patienten
mit Mastozytose unter starkeren Symptomen und unter gréRerer Einschrankung leiden, als bisher
vermutet **. Dies unterstreicht die Dringlichkeit und Notwendigkeit fiir die Suche nach neuen
Medikamenten zur Behandlung der Mastozytose. Im Folgenden wird die gegenwaértige Therapie
der CM aufgezeigt:

Eine wichtige MalRnahme ist die ausfuhrliche Aufklarung des Patienten Uber die Diagnose,
Prognose, mdgliche Auslésefaktoren und deren Vermeidung * * % . Die medikamentdse
Intervention erfolgt zumeist symptomatisch und richtet sich nach den jeweiligen subjektiven

Beschwerden des Patienten 3

. Im Mittelpunkt stehen Kortikosteroide, Antihistaminika und
Psoralen-UVA-Phototherapie (PUVA), die im Folgenden naher beleuchtet werden *®:
Topisch applizierte oder intralasional injizierte Kortikosteroide kdnnen eine Verbesserung der

kutanen Symptomatik und eine partielle Regression der Lasionen mit verminderter
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Hyperpigmentierung bewirken % ® % Die Effekte sind jedoch temporar limitiert ®*°. Aufgrund
zahlreicher Nebenwirkungen werden Steroide nur zeitlich begrenzt angewandt. VVor Beginn einer
Therapie muss daher eine Nutzen-Risiko-Abwagung erfolgen °. Parallel zur Wirkstarke der
Steroide steigt die Anzahl und Intensitdt unerwiinschter Nebenwirkungen. Steroide zeigen
insbesondere auf die kollagenproduzierenden Fibroblasten des Coriums und auf die
Keratinozyten der Epidermis einen antiproliferativen Effekt, der Wachstum und Migration der
Zellen inhibiert. Eine direkte Folge ist eine eingeschrankte Barrierefunktion der Hornschicht
durch Degeneration der Lipidlamellen des Stratum corneum, wodurch sie eine signifikante
Erhohung des transepidermalen Fliissigkeitsverlustes bedingen . Gelegentlich, bei mehr als
1/100 aber weniger als 1/1.000 Patienten, kénnen beispielsweise nach der Therapie mit dem
Steroid Dermoxinale® (Clobetasol-17-propionat) lokale atrophische Veranderungen auftreten .
Die atrophischen Hautverdnderungen manifestieren sich klinisch mit Ausdiinnung und Glanz der
Haut, Verlust der Hautlinien, sowie erhéhter Transparenz *. Auch Teleangiektasien treten nach
mehr als zweiwochiger Behandlung oder bei gro3flachiger Applikation auf mehr als 10% der

Korperoberflache und vor allem bei Verwendung von Okklusivverbanden auf

. Morphologisch
sind die atrophischen Hautveranderungen durch eine ausgediinnte Epidermis gekennzeichnet, die
oft auf weniger als die Hélfte der urspriinglichen Dicke reduziert sein kann. Eine begleitende
abgeflachte dermo-epidermale-Junktionszone ist ein zusitzliches morphologisches Merkmal ™.
Die epidermale Atrophie ist meist reversibel und kann sich mit pergamentartiger Fragilitat der
Haut, verzdgerter Wundheilung und Hypopigmentierung manifestieren. Die dermale Atrophie ist
nur partiell reversibel und durch das Auftreten von Striae rubrae, weillicher Follikelprominenz,
sternformigen, weien Pseudonarben und Hypertrichose gekennzeichnet "2. Klinische Studien
berichten Uber atrophische Hautverédnderungen, induziert durch dermale, potente Steroide, die
nach 6 Wochen Behandlung auftraten, jedoch reversibel waren und sich zwei bis sechs Wochen
nach der Beendigung der Therapie zuriickbildeten "> ™. Bei langfristiger Anwendung werden
aullerdem entzundliche Hautphdnomene beschrieben. Das Auftreten von Steroidakne,
Follikulitis, Ekchymosen, Milienbildung und perioraler Rosazea-&hnlicher Dermatitis ist
moglich ®. Sehr selten (<1/10.000) kénnen Uberempfindlichkeitsreaktionen auftreten, die sich
als ortlich begrenze Erytheme, Pruritus, Urtikaria, Brennen oder allergische Kontaktdermatitis
manifestieren. Ein weiterer Nachteil der lokalen Applikation von potenten Steroiden ist der
Reboundeffekt, der vor allem bei chronischen Dermatosen nach dem abrupten Absetzen der
Steroide auftreten kann. Klinisch fassbare systemische Nebenwirkungen treten infolge der
dermalen Applikation nur sehr selten, bei weniger als 1/10.000, auf ** "® 2. \Vor allem eine

langfristige Anwendung von mehr als zwei Wochen, eine groR3flachige Auftragung von mehr als
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10% der Korperoberfliche oder Therapie unter okklusiven Bedingungen kann (ber die
Kapillaren der Haut zu einer systemischen Aufnahme des Wirkstoffes fuhren. Anzeichen des

0 Bei maximaler

Hypercortisolismus oder der Nebenniereninsuffizienz kdnnen auftreten
Auspragung konnen sie vergleichbar mit denen sein, die bei systemischer Applikation auftreten.
Unerwiinschte systemische Nebenwirkungen der topischen Steroide konnen daher Cushing-
Syndrom, arterielle Hypertonie, Osteoporose, Dekompensation eines Diabetes mellitus,
Glaukom oder Steroidakne sein "2. Die Lokaltherapie zeigt jedoch gegeniber der oralen Gabe
eine deutlich bessere Vertraglichkeit ™. Eine Risikominimierung wird durch die einmal tagliche
Applikation des jeweils schwachsten noch wirksamen Steroids Uber den kirzestmdoglichen
Zeitraum ohne OKklusion erreicht ®.

Neben kutanen Symptomen wie Pruritus, Flush oder Quaddelbildung kdénnen auRerdem
Tachykardie, = Hypotension  oder  Dyspnoe  durch  den  Einsatz von  H1-
Histaminrezeptorantagonisten behandelt werden * * & 2* " Hohe Dosen von H1-Antagonisten
konnen jedoch kardiotoxisch wirken und Herzrhythmusstérungen in Form von Torsade de
pointes bedingen 3. H2-Histaminrezeptorantagonisten wie Ranitidin, Famotidin und Cimetidin
konnen durch bessere Kontrolle der gastralen Sekretion insgesamt eine Verbesserung der

gastrointestinalen Symptomatik bewirken * % 18 24 30

Bei einigen Patienten kann die
Kombination aus H1- und H2- Antagonisten zu einer Linderung der Symptomatik fihren *°.

Der Wirkmechanismus der Phototherapie ist weiterhin ungeklart, die Literatur ist in Bezug auf
die Auswirkungen auf die MC-Anzahl und den Histamingehalt der Haut widerspriichlich *°. Eine

reduzierte MC-Anzahl und verminderte Histaminfreisetzung aus den MC wird vermutet  *°.

Tierexperimentelle Studien zeigten eine temporare Suppression der MC-Degranulation 2.
Verbesserungen insbesondere der kutanen Symptomatik wurden in Studien infolge PUVA-
Phototherapie und nach UVAZL-Therapie beschrieben * *# ¥ % Dije orale PUVA-Phototherapie
kann neben einer Linderung des Juckreizes und einer Verminderung der Quaddelbildung
auflerdem eine Remission der kutanen L&sionen bewirken. Auch hier herrschen die Ergebnisse
von Studien mit kleineren Fallzahlen vor und die Ergebnisse sind lediglich temporarer Natur & *®
2 \erbesserungen von wenigen Wochen bis zu 10 Jahren wurden beschrieben ** %, Neben der
rezidivierenden Symptomatik stellt das Langzeitrisiko fur maligne Hautverdnderungen eine
weitere Limitation der Phototherapie dar. Eine Nutzen-Risiko-Abwagung muss daher einer
Phototherapie stets vorausgehen % & 181923,

Neben diesen drei beschriebenen medikamentdsen Interventionen existiert eine Vielzahl an
klinischen Einzelfallstudien zur Uberpriifung weiterer Therapiemdglichkeiten. Beispiele dafir

sind Disodium Cromoglycat, Calciumkanal-Blocker wie Nifedipin, Laserbehandlung, ASS und
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andere nichtsteroidale, antiinflammatorische Medikamente oder die Therapie mit Interferon-o, *
5-7, 18, 19, 24-26, 76.

Fir die prognostische Beurteilung der Mastozytose spielen das Alter des Patienten bei
Manifestationsbeginn und die Art der Mastozytose eine Rolle *. Eine CM oder ISM, sowie eine
Mastozytose mit frilhem Krankheitsbeginn in der Kindheit kénnen als prognostisch gunstig
eingestuft werden **. CM bei Kindern bilden sich fast ausnahmslos zuriick, die padiatrische UP

zeigt in ca. 50% der Falle bis zur Pubertat eine Remission *

. Im Gegensatz dazu kann bei
Patienten mit einer sich im Erwachsenenalter manifestierenden kutanen Form nur selten eine
Remission der Lasionen festgestellt werden " 2°. 90% der Patienten, bei denen die Mastozytose
nach dem 10. Lebensjahr aufgetreten ist, zeigen persistierende MC-Infiltrate ®. SM verlaufen in
der Regel langsam progredient oder bleiben stabil, ohne Einfluss auf die Lebenserwartung % * %.
Nur in seltenen Fallen kann eine ISM in eine aggressive Form (ibergehen. Bei Mastozytosen mit
einer zusatzlichen hédmatologischen Erkrankung bestimmt diese die Prognose der Erkrankung.
Mastzellleuk&mien und MC-Sarkome weisen wie die ASM eine schlechte Prognose mit

verminderter Lebenserwartung auf .

1.2 Studienmedikamente

1.2.1 Dermoxinale® und dessen Wirkstoff Clobetasol-17-propionat

Die topischen Glukokortikoide fanden nach ihrer erstmaligen Einfiihrung von Hydrokortison
durch Silzberger und Witten im Jahre 1952 zunehmende Verbreitung und stellen heute eine der
am haufigsten verordneten Untergruppen der topischen Dermatika dar "> 7. Kortikosteroide
besitzen ein Grundgerust aus 17 Kohlenstoffatomen, die in Form von vier Ringen, drei Sechser-
und einem Funferring, angeordnet sind. Durch Abwandlungen des Steroidgrundgeristes
entstehen verschiedene Wirkstoffstarkeklassen 2. Clobetasol-17-propionat (im Folgenden als
Clobetasol bezeichnet), ein fluoriertes, sehr potentes Glukokortikosteroid der Klasse 1V, besitzt
an der Position 17 des Grundgerdstes eine veresterte Hydroxylgruppe. Die Veresterung erhoht

die Lipophilie und bedingt gleichzeitig eine verbesserte antiphlogistische Wirkung ¢ 7.

Abbildung 9: Strukturformel von Clobetasol
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Die atopische Dermatitis, Lichen sclerosus und die moderate bis schwere Psoriasis sind
Hauterkrankungen, bei denen Clobetasol bereits mit guter Wirksamkeit topisch appliziert wird.
Auch andere ekzematdse Hautveranderungen wie die allergische Kontaktdermatitis, der diskoide
Lupus erythematodes, Alopecia areata totalis und universalis wurden erfolgreich mit Clobetasol
behandelt. Die Therapie mit Steroiden ist hauptsachlich symptomatisch ausgerichtet. Es wirkt
uber immunsuppressive, antiinflammatorische und antimitotische Effekte, die das Wachstum, die
Differenzierung und die Funktion der verschiedenen Zellen beeinflussen und die Produktion von
Zytokinen inhibieren kénnen .

Die meisten Effekte der Glukokortikoide werden tber den zytosolischen Glukokortikoidrezeptor
(GR) vermittelt, Gber den die Genexpression entweder positiv oder negativ reguliert werden kann
"8 Im zytoplasma liegt der GR in einer inaktiven, nicht-steroidhormongebundenen Form vor und
bildet mit anderen Proteinen, wie dem Hitzeschockprotein 70, einen Komplex. Glukokortikoide
diffundieren durch die Zellmembran, binden an den GR und bedingen eine
Konformationsdnderung. Dadurch l6st sich der GR aus dem Komplex und wandert in den
Nukleus, bindet an Elemente der DNA und beeinflusst liber verschiedene Wege die Expression
von Genen ®°. Es werden drei verschiedenen Mechanismen fiir die Regulation der Genexpression
beschrieben. Einerseits kann die Transkription durch Bindung an Bereiche innerhalb der
Promotorstruktur bestimmter Gene, den glucocorticoid response elements (GRE) und negativen
GRE (nGRE), aktiviert oder reprimiert werden. Auf diese Weise konnen Glukokortikoide die
Expression von verschiedenen antiinflammatorischen Proteinen induzieren, wie z.B. IL-1-
Rezeptorantagonist, Prostaglandinsynthese inhibierendes Lipocortin-1 oder IkBa, der zu einer
Inhibition des Transkriptionsfaktors nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-
cells (NFkB) fiihrt '®. Demgegeniiber konnen Glukokortikoide eine Repression der
Genexpression beispielsweise von Zytokinen wie IL-1bis IL-6, IL-9, IL-11 bis IL-13, IL-16 bis
IL-18, TNF, GM-CSF, SCF und auch von Chemokinen, bedingen ". Das zweite Wirkprinzip ist
der DNA-bindungsunabhé&ngige Mechanismus, bei dem der ligandengebundene GR (ber
Protein-Protein-Wechselwirkungen mit anderen Transkriptionsfaktoren interagiert. In diesem
Zusammenhang kommt es zu einer GR-vermittelten Inhibition von beispielsweise Activating
Protein-1 oder NFkB, die beide normalerweise die Aktivitit verschiedener Zytokine stimulieren.
Der dritte Mechanismus erfolgt durch die Interferenz mit Signaltransduktionswegen. Einen
zentralen Stellenwert nimmt dabei der MAP-Kinase-Signalweg ein. Glukokortikoide induzieren
die Expression eines Inhibitors des MAP-Kinase-Signalweges, die MAP-Kinase Phosphatase-1.
Diese bewirkt eine Hemmung von JNK, ERK und p38 MAP-Signaltransduktionswege, die auch
an der Degranulation der MC beteiligt sind "°. Als weiterer Mechanismus der Wirkung von
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Glukokortikoiden wird eine reduzierte Expression der MC-Oberflachenrezeptoren FceRI
vermutet, die wahrscheinlich auf einer posttranskriptionalen Modifikation beruht und mit einer
verminderten Degranulation einhergeht ™. Zusatzlich wird in der Literatur eine Verminderung
der MC-Anzahl im Gewebe nach Therapie mit Glukokortikoiden berichtet. Diese MC-
Reduktion beruht auf einer erhOhten Apoptoserate, die vermutlich durch eine
Herunterregulierung der lokalen SCF-Produktion aus Stromazellen, wie Fibroblasten, induziert

wird "8,

1.2.2 Miltex® und dessen Wirkstoff Miltefosin

Die Substanzgruppe der Etherlipide gliedert sich in die Klasse der Alkylphosphocholine (APC),
zu denen das synthetische Derivat Hexadecylphosphocholin (HePC) Miltefosin (Miltex®) zéhlt
und in die Alkyllysophospholipide (ALP) %5,
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Abbildung 10: Strukturformel von HePC, Miltefosin. Es besitzt eine Phosphocholingruppe, die
direkt uber eine Etherverbindung mit einer C16 Kette verkniipft ist.

Miltefosin ist das erste, auf einer Phospholipid-ahnlichen Struktur basierende Medikament, das
antineoplastische Aktivitat besitzt . ALP und APC sind zytostatisch und zytotoxisch wirksam
und kénnen eine Differenzierung von Tumorzellen, die Inhibition von Tumorzellinvasion und
Tumorneoangiogenese bedingen. Nebenwirkungen wie die Myelotoxizitat, die sonst bei DNA-
schadigenden Chemotherapeutika auftreten, werden durch ALP und APC nicht hervorgerufen.
Sie stimulieren das Wachstum hadmatopoetischer Vorlauferzellen und fihren bei systemischer
Gabe zu Leukozytose und Thrombozytose *. Miltefosin tibt neben der zytotoxischen Aktivitat
ebenfalls eine geringe Toxizitat auf normale Zellen aus ®’. Neben dem Einsatz von Miltefosin bei
der Behandlung von Tumorerkrankungen zeigt oral appliziertes Miltefosin aulRerdem eine hohe
Wirksamkeit bei parasitaren Erkrankungen wie der viszeralen und kutanen Leishmaniose 8% 8
8 Um Nebenwirkungen wie die gastrointestinale Toxizitat und die hamolytische Aktivitat von
Miltefosin zu minimieren, wurde HePC fiir die topische Applikation entwickelt *°. Im Jahre 1980

erfolgte die Einfiihrung von Miltefosin in klinische Studien, in denen seine topische Applikation
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bei Patienten mit Hautmetastasen des Mammakarzinoms gute Wirksamkeit zeigte .

Gegenwartig wird es bei der Behandlung von kutanen Metastasen des Mammakarzinoms und
anderer maligner Lasionen dermal eingesetzt *.

Der genaue Wirkmechanismus von Miltefosin ist derzeit noch nicht vollstandig verstanden. Die
Etherlipide wirken im Gegensatz zu anderen konventionellen Chemotherapeutika nicht an der
DNA, sondern an der Zellmembran. Multiple Angriffspunkte, wie eine Stérung des
Phospholipidmetabolismus, des Membranaufbaues und der Signaltransduktionswege, die unter
anderem die Zellproliferation, das Zelliiberleben und Apoptose beeinflussen, wurden postuliert
und werden im Folgenden beschrieben ®:

Phosphatidylcholin (PC) ist ein wichtiger, struktureller Bestandteil biologischer Membranen und
an der Bildung von Membranphospholipiden, wie Phosphatidylethanolamin und Sphingomyelin,
beteiligt. Studien zeigen, dass APC und ALP die PC-Biosynthese durch Hemmung der
phosphocholine cytidylyltransferase (CTP) inhibieren. Eine Folge ist die Hemmung der
Sphingomyelinsynthese. Diese spielt jedoch eine wichtige Rolle fir die beschriebenen
cholesterol- und sphingolipidreichen Mikrodomanen, den Lipid Rafts. AuBerdem akkumulieren
Ceramide als Vorstufen des Sphingomyelins und koénnen dadurch Zytostase und Apoptose
bedingen %% 9194,

Die Wirksamkeit bei Tumorerkrankungen ergibt sich unter anderem aus der Aktivierung des
Jun-N-terminal-Kinase (JNK/SAPK)-Signalweges, welcher Zelltodmechanismen fordert, sowie
durch eine Inhibition von proliferationsférdernden Signalwegen, wie dem MAPK/ERK-Weg.
Ferner konnte gezeigt werden, dass ALP und APC den PI3K/PKB-Weg inhibieren. Dieser
Signalweg wies in zahlreichen Tumorzellen eine erhohte Expressivitat auf. Eine Inhibition stellt
daher einen vielversprechenden Ansatz zur Hemmung des Tumorwachstums dar. PI3K
phosphoryliert normalerweise Phosphoinositide und katalysiert die Umwandlung von PIP; in
PIP; Dabei gebildete second messenger, wie die Phosphatidylinositoltriphosphate, binden an die
nachgeschalteten Phosphatidylinositol- abhéngigen Kinasen PKB; und PKB,. Diese Bindung
induziert die Verlagerung der Kinasen an die Plasmamembran und bewirkt eine Aktivierung der
Proteinkinase B (PKB/Akt) als Effektorkinase. PKB/Akt hat die Fahigkeit zahlreiche
Zellantworten, die das Wachstum und Uberleben der Zelle betreffen, zu regulieren und
modulieren. Daher ist der PKB/Akt-Signalweg essentiell fur das Uberleben der Zellen,
beispielsweise indem mammalian target Rapamycin aktiviert wird, was die Translation von
Proteinen, die flr die Zellzyklusprogression von Bedeutung sind, beeinflusst. Im Gegensatz dazu
werden Apoptosesignale gehemmt, indem proapoptotische Proteine, wie die Caspase 9, inhibiert

werden. Ferner kommt es tiber den PKB/Akt-Signalweg zu einer gesteigerten Expression von
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angiogenetischen Signalproteinen, wie beispielsweise dem vascular endothelial growth factor
(VEGF), welcher die Tumorangiogenese stimuliert 2 %%,

Experimentell konnte gezeigt werden, dass Miltefosin au3erdem eine inhibitorische Wirkung auf
die PKC ausubt. PKC ist eine Serin/Threonin-Kinase, deren Aktivierung unter Beteiligung der
PLCy durch plasmamembranassoziierte Signalkaskaden erfolgt. Wie oben beschrieben, setzt die
PLCy aus PIP2 DAG und IP3 frei. IP3 bewirkt die Freisetzung von Ca”*, welches zusammen mit
DAG zu einer Aktivierung der PKC fiuihrt. Auch der oben beschriebene Weg der PI3K kann eine
Aktivierung der PKC ausldsen. Aktivierte PKC kann in die Regulation der Transkription, der
Zellproliferation, des Zellzyklus und der Invasion eingreifen und bewirkt dartiber hinaus eine
Aktivierung der MAPK/ERK-Signalkaskade. Diese Kaskade mundet durch Translokation der
aktivierten MAPK in den Zellkern, in einer Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren und
folglich in einer Erhdhung der Transkription bestimmter Gene, die fur das Zellwachstum, die
Differenzierung und die Proliferation von Bedeutung sind. In zahlreichen Tumoren, wie z.B.
Brust-, Lungen- und Magenkarzinomen, sowie malignen Hirntumoren, konnte eine gesteigerte
Expression und Aktivitat der PKC nachgewiesen werden. Durch Inhibition der PKC konnte in
Studien eine Reduktion der Zellproliferation und eine verminderte Invasion von Tumorzellen
aufgezeigt werden %92 997

Aulerdem konnte eine ALP-bedingte Inhibition der phosphoinositide-spezifischen PLC (PI-
PLC), zu denen auch die PLCy gehért, gezeigt werden. Sie sind fir die Mobilisierung von Ca**
und Aktivierung der PKC verantwortlich *.

Neben den bereits beschriebenen ALP-vermittelten Effekten, wurde auch eine Wirkung auf Fas
und auf Oberflachenrezeptoren wie dem epidermal growth factor receptor (EGF-Rezeptor) und
dem GM-CSF-Rezeptor beschrieben und dariiber hinaus eine erhohte Etherlipid-bedingte
Aktivierung von Makrophagen postuliert &% 919395

Diese Ausfiihrungen zeigen, dass Miltefosin und seine Analoga nicht nur eine wichtige Rolle bei
der Induktion der Apoptose und infolgedessen bei der Tumortherapie spielen, sondern auch
Effekte auf zelluldre Prozesse austiben, die flr die IgE-abhangige und -unabhé&ngige MC-
Aktivierung essentiell sind. Dazu gehort z.B. die beschriebene Inhibition der PI-PLC, PLCy,
PKC und PI3K. Zusétzlich werden proliferationsférdernde Signalwege, wie der MAPK/ERK-
Weg inhibiert.

Neuere Publikationen beschreiben neben den erwéhnten Wirkmechanismen aul3erdem eine
Wechselwirkung von Miltefosin und seinen Analoga mit den Lipid Rafts. In diesem
Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass die amphiphilen APC in die Lipid Rafts gelangen

und anschlieBend durch Raft-abhangige Endozytose internalisiert werden 8 8% % % pije
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Akkumulation in der Zellmembran wird durch die Etherverbindungen ermdglicht, welche sie vor

8. 9 Dariiber hinaus konnten

dem schnellen Umsatz durch Phospholipasen schitzen
Wechselwirkungen von Miltefosin mit Lipiddomé&nen in Modellmembranen beschrieben werden.
Rakotomanga et al. untersuchten experimentell die Wirkung von HePC auf ein aus
Palmityloleylphosphatidylcholin (POPC) oder Sterol bestehendes Membranmodell. Es konnte
gezeigt werden, dass sich HePC-Molekiile als Monomere in die Molekularschicht des Modells
einfligen und sich als Gruppen von Monomeren in der POPC- oder Sterolschicht verteilen. Diese
Ergebnisse lassen vermuten, dass sich HePC in Membranen integrieren und mit Sterol, zu dem

8  Zzusatzlich konnten Heczkova et al.

es eine grolRe Affinitat hat, interagieren kann
experimentell zeigen, dass HePC palmitoyl-sphingomyelin- / cholesterolreiche Domanen gegen
temperaturinduzierte Schmelzung stabilisieren und wahrscheinlich die Bestandteile der Lipid
Rafts beeinflussen oder verandern kann . An humanen leukdmischen Zellen wurde gezeigt,
dass Etherlipide die Fahigkeit haben, die Struktur von Rafts zu modifizieren *. Ausili et al.
zeigten, dass Edelfosin, der Prototyp der APC, in hohen Konzentrationen in Rafts von
leukédmischen Zellen akkumuliert. Bei solch hohen Konzentrationen ist Edelfosin féhig eine
Vielzahl von Bestandteilen der Lipidmembranen zu beeinflussen und eine Reorganisation der
Rafts zu bewirken '®. Nach der Zugabe von Edelfosin kam es neben der Translokation von
Sterol aus der Plasmamembran in das Innere der Zelle zusatzlich zu einem Verlust der PmalP,
einer essentiellen H'-ATPase der Rafts. Es bewirkt dadurch eine Verinderung der Bestandteile
der Mikrodomanen .

Schlussfolgernd l&sst sich festhalten, dass Lipid Rafts durch die oben beschriebene Interaktion
mit FceRI, dem Kit-Rezeptor, sowie den t-SNARE Proteinen, essentieller Bestandteil der
Signaltransduktion und Degranulation sind “* '°*. Der Einsatz von Miltefosin kann
Wechselwirkung mit den Lipid Rafts bedingen und diese modifizieren. Viele Komponenten, die
eine wichtige Rolle bei der IgE-abhdngigen und auch IgE-unabhdangigen MC-Degranulation
spielen - wie PKC, PI3K, Grb2, LAT oder G-Proteine - sind innerhalb der Lipid Rafts lokalisiert.
Es ist zu vermuten, dass durch eine Miltefosin-bedingte Modifizierung der Lipid Rafts nicht nur
die beschriebenen Signalwege, sondern auch die in den Lipid Rafts enthaltenen Komponenten
beeinflusst werden und auf diese Weise die MC-Signaltransduktion und -Degranulation
beeintrachtigt wird. Zusétzlich inhibiert Miltefosin direkt Enzyme wie die PKC oder PI-PLC und
folglich Signaltransduktionswege, die an der MC-Degranulation beteiligt sind. Auch
Signalwege, die das Uberleben und die Differenzierung der MC fordern, werden gehemmt. Es ist

daher zu vermuten, dass Miltefosin mindestens tber einen dieser multiplen Ansatzpunkte in MC
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Raft-kontrollierte Signaltransduktionswege beeinflussen und auf diese Weise die MC-

Degranulation inhibieren kann.

1.2.3 Hametum® Extrakt und dessen Wirkstoff Hamamelis

Hametum® Extrakt enthdlt die rein pflanzlichen Wirkstoffe der Hamamelis virginiana und
kommt bei der Behandlung kleinflachiger Hautverletzungen und Entziindungen zur Anwendung.
Es soll antiphlogistisch, adstringierend und lokal hdmostyptisch wirken. Eine Wirksamkeit von

Hametum® Extrakt auf die Symptomatik der CM ist nicht bekannt.

1.3 Herleitung der Fragestellung

Die Beobachtungen, dass Miltefosin und andere Etherlipide Signaltransduktionsprozesse
inhibieren kdnnen und mit Rafts, die eine wichtige Rolle bei der Signaltransduktion spielen,
interagieren, dienten flr das biopharmazeutische Unternehmen JADO als Arbeitsgrundlage zur
Entwicklung des Raft-Interventionstherapeutikums Miltefosin und dessen Anwendung bei MC-
vermittelten Erkrankungen, wie der Mastozytose. Es ist zu vermuten, dass die Hemmung der
Raft-kontrollierten  Signaltransduktionsprozesse einen mdglichen Wirkmechanismus von
Miltefosin an MC darstellt. Diese multiplen Angriffspunkte machen Miltefosin als
Therapeutikum bei der Behandlung von MC-vermittelten Erkrankungen, wie der Mastozytose,
attraktiv.

Die Wirkung von Miltefosin auf die MC-Aktivierung und -Degranulation konnte bereits in
experimentellen Studien aufgezeigt werden. Grosman konnte nachweisen, dass Miltefosin die
Freisetzung von Histamin aus isolierten Ratten-MC, getriggert durch Calcium lonophore
A23187 und Compound 48/80, inhibieren kann %% 1%,

Die Effekte von Miltefosin auf humane MC wurden aulerdem im Rahmen der
vorausgegangenen Studie Miltefosine effects on human skin mast cell activation (MIMACT)
untersucht. Die Hypothese, dass Miltefosin eine Inhibition der MC Aktivierung und eine
Hemmung der Mediatorfreisetzung bedingen kann, wurde zunéchst in vitro Gberprift. Dazu
erfolgte bei vorausgegangener Inkubation mit Miltefosin und nach Stimulation mit anti-IgE,
Substanz P, C5a und Calcium lonophore die Messung der bewirkten Mediatorfreisetzung aus
C57-Zellen, einem Modell aus murinen Zellen mit humanem IgE-Rezeptor, sowie aus humanen
Hautmastzellen und basophilen Granulozyten. Die freigesetzten Metabolite wie Histamin,
Prostaglandin D, (PGD,) als Arachidonséurederivat, sowie TNF und andere Zytokine wurden

gemessen.
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Mit Hilfe dieser experimentellen Untersuchungen konnte eine inhibitorische Wirkung auf die
IgE-abhéngige oder -unabhdngige Histaminfreisetzung in allen untersuchten Zelltypen
aufgezeigt werden. Im Einzelnen konnte gezeigt werden, dass Miltefosin die IgE-induzierte
Histaminfreisetzung aus humanen MC dosisabhangig, mit einem maximalen Effekt bei 25 pM
und zeitunabhéngig inhibiert. Selbst kurze Préinkubationszeiten fuhrten zu einem maximalen
inhibitorischen Effekt, vergleichbare Ergebnisse waren auch nach 30 und 60 Minuten zu
verzeichnen. Zusétzlich konnte die Substanz P-vermittelte Histaminfreisetzung durch Miltefosin
dosisabhangig und zeitunabhéngig inhibiert werden. Bei humanen MC, nicht aber bei Basophilen
konnte ein inhibitorischer Effekt auf die anti-IgE induzierte Zytokinfreisetzung beschrieben
werden. Auch die anti-IgE induzierte Histaminfreisetzung aus Basophilen konnte statistisch
signifikant dosis-, aber nicht zeitabhédngig gehemmt werden. Nur in basophilen Zellen, nicht aber
in  humanen MC konnte eine Inhibition der IgE-vermittelten Freisetzung von
Arachidonsédurederivaten nachgewiesen werden. Die durch C5a induzierte Histaminfreisetzung
aus Basophilen wurde statistisch signifikant zeit- und dosisabhé&ngig inhibiert. Bei der Zelllinie
C57 wurde ein dosis- und zeitabhéngiger, statistisch signifikanter, inhibitorischer Effekt von
Miltefosin auf die Histaminfreisetzung, ausgeldst durch IgE und Calcium lonophore A23187,
dargestellt.

Neben den experimentellen Untersuchungen erfolgte zusatzlich eine klinische Pilotstudie. In
diesem Rahmen wurden mdogliche inhibitorische Effekte auf IgE- und MC-abhangige
Hautreaktionen nach der Vorbehandlung mit topisch appliziertem Miltefosin tUberprift. Auf den
Unterarmen von funf Probanden wurden Skin Prick Tests (SPT) mit Positivkontrollen
(Histamin), Negativkontrollen (NaCl-Ldsung) und Allergenen durchgefuhrt. Zwei Stunden vor
dem SPT erfolgte eine doppelblinde Auftragung von 6%iger Miltefosinlésung auf einem
Unterarm (2 Tropfen auf 16 cm?), sowie die doppelblinde Applikation eines Plazebos in Form
von NaCl auf dem anderen Unterarm. Zur Beurteilung der Wirksamkeit von Miltefosin wurden
die Durchmesser der beim SPT entstandenen Quaddeln und der Erytheme gemessen und
volumetrische, sowie thermographische Messungen durchgefiihrt. Die Durchmesser der
Quaddeln und Erytheme, die durch Allergene induziert wurden, waren innerhalb der mit
Miltefosin vorbehandelten Areale im Vergleich zum Plazebo signifikant kleiner (p=0,023). Im
Gegensatz dazu konnte der Durchmesser der durch Histamin induzierten Quaddel innerhalb des
mit Miltefosin vorbehandelten Areals im Vergleich zum Plazebo nicht statistisch signifikant
reduziert werden. Gleiches gilt fir den Durchmesser des durch Histamin induzierten Erythems.
Die volumetrischen Messungen bestatigten die makroskopische Evaluation der Quaddeln. Mit

Hilfe der objektiven thermographischen Messungen konnte tendenziell, jedoch ohne statistische
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Signifikanz, eine abgesunkene Maximaltemperatur in den durch Allergene induzierten Quaddeln
nach der Vorbehandlung mit Miltefosin aufgezeigt werden. Mit Hilfe von MIMACT konnte
gezeigt werden, dass Raft-Interventionstherapeutika wie Miltefosin das Potential besitzen, die
Aktivierung und Degranulation der MC in vitro zu hemmen. Zusétzlich kann die dermale
Vorbehandlung mit 6%iger Miltefosinlésung die IgE-abhdngige MC-Stimulierung in vivo

inhibieren 14,

1.4 Fragestellung

Aufgrund jlngster wissenschaftlicher Erkenntnisse, dass Rafts essentielle Bestandteile bei der
Signaltransduktion der MC-Degranulation sind, wurde die Wirkung des Raft-
Interventionstherapeutikums Miltefosin auf die MC experimentell im Rahmen einer Phase |
Studie und innerhalb einer in vivo Pilotstudie untersucht. Neben einer hohen Wirksamkeit von
Miltefosin bei der Behandlung parasitarer Erkrankungen, Hautmetastasen des Mammakarzinoms
oder kutanen Veranderungen des T-Zell-Lymphoms, bestarkten uns vor allem die im Rahmen
der Phase | Studie und Pilotuntersuchung gewonnenen, vielversprechenden Ergebnisse in der
Hypothese, dass Miltefosin eine Wirkung auf MC im Rahmen MC-vermittelter Erkrankungen
wie der Mastozytose austbt. Zwar zeigen die innerhalb der MIMACT-Studie gewonnenen
Ergebnisse keine vollstandige Inhibition, doch bedingt Miltefosin eine Reduktion der anti-IgE-
abhangigen und -unabhdngigen Histaminfreisetzung bei humanen MC in vitro. Auch die
Beobachtung, dass Miltefosin keinen Einfluss auf die PGD,-Freisetzung ausubt, I4sst vermuten,
dass Miltefosin keine vollstdéndige Regression von MC-Mediator-bedingten Symptomen, jedoch
eine Reduktion bewirken kann. Uber die beschriebenen Wirkmechanismen vermuten wir daher
eine Miltefosin-vermittelte Reduktion der Mediatorfreisetzung, die am Beispiel von MC-
Mediator-bedingten Symptomen, wie sie bei der CM auftreten, beleuchtet werden soll. Zur
Uberpriifung der Hypothese wird Miltefosin im Rahmen der Miltefosine in Cutaneous
Mastocytosis (MICUMA) - Studie bei Patienten mit CM oder ISM mit Hautmanifestation in
einer Dosierung, wie sie bereits bei der Therapie von Hautmetastasen des Mammakarzinoms
zum Einsatz kommt, 14-tagig dermal appliziert. Ziel dieser Phase Il Studie ist es, einen Effekt
von Miltefosin in Form einer Reduktion der subjektiv beurteilten Parameter Quaddelbildung,
Erythementwicklung und Juckreiz nach mechanischer Reizung aufzuzeigen. Ferner werden an
einer Subpopulation objektive Verfahren in Form der dreidimensionalen Oberflachenmessung,
der Volumetrie, sowie der Thermografie durchgefiihrt. Hautprobeentnahmen am Ende der Studie
werden durchgefuhrt, um die Wirkung von Miltefosin auf die MC-Anzahl aufzeigen.

Ophthalmologische und korperliche Untersuchungen, sowie sonographische Messungen dienen
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neben Blutentnahmen als Sicherheitsparameter moglicher Nebenwirkungen. Die Wirksamkeit
von Miltex®, das den Wirkstoff Miltefosin enthalt, wird mit der Positivkontrolle Dermoxinale®,
ein bereits bei der Therapie der Mastozytose eingesetztes Steroid und dem Hautpflegeprodukt
Hametum® Extrakt als Negativkontrolle verglichen.
Ziele der Studie sind:
1. Erfassung der Wirksamkeit von Miltex® im Vergleich zum Hametum® Extrakt
2. Erfassung der Wirksamkeit von Miltex® im Vergleich zu Dermoxinale®
3. Erfassung der Vertrdglichkeit und Sicherheit von Miltex® im Vergleich zu

Dermoxinale®
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2. Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Zur Evaluation der Wirksamkeit und Sicherheit von lokal appliziertem, liqguidem Miltefosin bei
der Behandlung der CM bzw. der indolenten systemischen Form mit Hautmanifestation wurde
eine multizentrische Phase Il Studie durchgefihrt. Insgesamt waren funf nationale Zentren in die
Studie involviert. Investigatoren waren der Studienkoordinator Herr Prof. Dr. med. Maurer der
Charité — Universitatsmedizin Berlin, sowie Priférzte an den Zentren der Universitéts-Hautklinik
Mainz, Koln, der Ludwig-Maximilians Universitdt Minchen und der Technischen Universitat
Minchen. An allen benannten Zentren wurde eine randomisierte, doppelblinde, plazebo- und
aktivkontrollierte Studie mit intraindividuellem Vergleich durchgefihrt. Sponsor der MICUMA.-
Studie war das auf die Entwicklung und Implementierung von Raft-Interventionstherapeutika
spezialisierte Unternehmen JADO Technologies GmbH mit Firmenhauptsitz in Dresden. Die
vom Sponsor urspringlich vorgegebene Studienzeit begann am 20. April 2007 und sollte bis Juli
2007 reichen. Da es sich um eine explorative Studie handelt, wurde keine formelle
Stichprobenplanung vorgenommen. Mit der geplanten StichprobengréRe von 28 Patienten kann
ein mittelgroRer Effekt von 0,5 Standardabweichungen auf einem einseitigen Signifikanzniveau
von 5% mit einer Power von 80% (gepaarter T-Test) nachgewiesen werden. Unter
Bertcksichtigung einer Ausfallrate von 5% wurde mit einem Einschluss von 30 Patienten
geplant, entsprechend sechs Patienten pro Zentrum. Ausfélle wurden nicht ersetzt. Die gesamte
Studie wurde gemidl dem ethischen Prinzip ,,Good Clinical Practice” mit Ursprung in der
Deklaration von Helsinki durchgefuhrt. Die Genehmigung der Studie erfolgte durch die Ethik-
Kommissionen der jeweiligen Zentren. Zustdndige Institution der Berliner Charité war das
Landesamt fir Gesundheit und Soziales, Geschéftsstelle der Ethik-Kommission des Landes
Berlin (EudraCT Studiennummer:2006-006704-10). Die ordnungsgemafRe Durchfiihrung der
Studie und die fehlerfreie Dokumentation der Daten wurden vor, wéhrend und nach der Studie
durch Monitoring-Besuche tberpruft.

2.2 Studienpatienten

Patienten, die in den Datenbanken der jeweiligen Zentren mit einer positiven Diagnose
hinsichtlich der Mastozytose registriert waren und keine offensichtlichen Ausschlusskriterien
aufwiesen, wurden Uber die Durchfiihrung der Studie mittels Informationsschreiben

benachrichtigt. Diese Patienteninformation beinhaltete eine umfassende Erklarung des
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Studienablaufes, sowie der Studienziele und klarte Gber mogliche Risiken der Behandlung auf.
Ferner erfolgte eine Woche spater der telefonische Kontakt. Zeitgleich wurden Informationen

zur Studie im Internet veroffentlicht.

2.2.1 Einschlusskriterien

Voraussetzung fur die Teilnahme an der MICUMA-Studie war das Vorliegen einer chronischen,
stabilen, symptomatischen, makulopapulésen CM oder einer indolenten systemischen Form mit
Hautbeteiligung. Bedingung war zudem das Vorliegen eines positiven Darier-Zeichens. Das
genannte klinische Bild musste auf mindestens drei Feldern mit einer Grélze von jeweils 50 cm?
existieren, wobei intertrigindse Areale und das Gesicht als mdgliche Behandlungsfelder
ausgeschlossen wurden. Die drei Hautareale sollten dariiber hinaus einen annahernd gleich stark
ausgepragten  Hautbefund  aufweisen.  Ein  ansonsten  unauffalliger  korperlicher
Untersuchungsbefund, sowie ein Alter Uber 18 Jahre stellten weitere zu erfiillende
Einschlusskriterien dar. Zudem musste bei gebarfahigen Frauen eine zuverlassige kontrazeptive
MaRnahme wéhrend und mindestens 6 Monate nach Beendigung der Studie nachgewiesen
werden. Eine Einverstandniserklarung zur freiwilligen Teilnahme an der Studie musste von allen

Probanden unterschrieben werden.

2.2.2 Ausschlusskriterien

Allgemeine Ausschlusskriterien waren das Vorliegen einer Schwangerschaft, das Stillen
wahrend der Studienzeit, die Teilnahme an anderen Studien innerhalb der zuriickliegenden 30
Tage, die Unterbringung in psychiatrischen Einrichtungen, sowie die Inhaftierung im Gefangnis
wahrend der Studienzeit. Patienten mit Bilirubinwerten > 1,5 mg/dl, Serumkreatininwerten > 1,5
mg/dl, Alanin- (ALT) und Aspartataminotransferasewerten (AST), die das 1,5-fache der
Referenzwerte (berstiegen oder Patienten mit klinisch signifikanten Abnormitéten hinsichtlich
des Blutbildes, waren ebenfalls zu keiner Teilnahme an der Studie berechtigt. Weitere Kriterien,
die eine Teilnahme ausschlossen, waren die Erkrankung an einer ASM, das Vorliegen anderer
dermatologischer Erkrankungen im Bereich der wéhrend der Studienzeit behandelten Areale,
implantierte Fremdkdrper (z.B. Brustprothesen) im Bereich der Behandlungsfelder, sowie
maligne Hauterkrankungen. Bekannte Allergien gegen Inhaltsstoffe der angewandten
Medikamente, pathologische Befunde der Retina in der vergangenen oder gegenwartigen
Krankengeschichte, psychiatrische Erkrankungen, Alkohol- oder Drogenabusus, sowie
Strahlentherapie in den vorangegangenen vier Wochen stellten weitere Ausschlusskriterien dar.

Patienten mit Erkrankungen, die das Immunsystem betreffen - wie z.B. HIV- und Patienten, die
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in den letzten vier Wochen vor Studienbeginn an einer chronischen oder akuten Erkrankung
litten, welche eine systemische, die Studienergebnisse beeinflussende Medikamenteneinnahme
erforderte, waren ebenfalls zu keiner Teilnahme berechtigt. AuRerdem war eine Anwendung
bestimmter Medikamente vor bzw. wahrend der Studie untersagt:

e Drei Tage vor Beginn der Applikation der Studienmedikation und wéhrend der Studie:
Lokale Medikamente zur Behandlung der Testareale, Leukotrienantagonisten, wie z.B.
Montelukast, H1- und H2-Antihistaminika. Pflegeprodukte waren gestattet.

e Zwei Wochen vor Beginn der Studienmedikationsapplikation und wéhrend der Studie:
Ketotifen, Doxepin

e Vier Wochen vor Beginn der Applikation der Studienmedikation und wahrend der Studie:
Topische Kortikosteroide im Bereich der Testareale, UV-Therapie einschlie3lich PUVA,
systemische Immunsuppressiva

e ZwoOIf Wochen vor Beginn der Applikation der Studienmedikation und wahrend der
Studie: Medikamente, die das ZNS aktivieren, Astemizol, Tranquilizer, Antidepressiva,
Sedativa, Hypnotika, Antiepileptika, nichtsteroidale antiinflammatorische Medikamente,
Medikamente, die beispielsweise durch Wirkung auf MC die Studienergebnisse

beeinflussen konnen.

2.2.3 Abbruchkriterien

Das Auftreten von allergischen Reaktionen gegen Inhaltstoffe der applizierten Medikamente,
eine klinisch relevante Verschlechterung in den behandelten Arealen, Hinweise auf Drogen- oder
Alkoholabusus, eine Schwangerschaft oder Non-Compliance wurden als Kriterien bestimmt, die
zum sofortigen Absetzen der Studienmedikation, sowie zum Ausschluss des Patienten von der
Studie fihren. Entsprechendes galt fur Patienten, die wahrend der Behandlung Kklinisch
signifikante Veranderungen des Blutbildes zeigten (Erythrozyten < 2x10%%/I, Thrombozyten <
50x10%/1, Leukozyten < 2x10%/1).

2.3 Studienmedikation

2.3.1 Applikation

Die Studienmedikamente Miltex®, Dermoxinale® und Hametum® Extrakt wurden tber einen
Zeitraum von zwei Wochen, jeweils morgens und abends, auf je eines der drei 50 cm? grol3en
Testareale aufgetragen. Die Applikation erfolgte epikutan, nicht-okklusiv. Nach dem Auftragen

der farblosen, leicht viskdsen Flussigkeiten wurden diese mit Hilfe von Einweghandschuhen,
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von denen flr jede Flasche und Anwendung neue verwendet werden sollten, unter leichtem
Druck in die Haut einmassiert. Die Patienten wurden dazu angehalten die behandelten Areale
mehrere Stunden nach dem Auftragen nicht zu waschen. Pro 10 cm? wurden 2 Tropfen der
jeweiligen Studienmedikation appliziert, entsprechend 10 Tropfen pro Testareal und
Applikation. Diese verabreichte Tropfenmenge fir Miltex® orientiert sich an den Empfehlungen
der ,,summary of product characteristics“ bei der Behandlung von Hautmetastasen im Rahmen
des Mammakarzinoms, jedoch in einem deutlich kiirzeren Zeitraum. Entsprechend wurden die

Applikationsmengen von Dermoxinale® und Hametum® Extrakt angepasst.

2.3.2 Medikamente

Alle verwendeten Medikamente wurden bei der Firma OUTPUT Pharma Services GmbH
(Aachen, Germany) erworben.

Miltex® (Genehmigungsnummer: 24202.00.00, 24204.00.00) ist ein Produkt der Firma Baxter
Oncology GmbH. Neben dem Wirkstoff Miltefosin enthalt Miltex® aullerdem 3-Propoxypropan-
1,2-diol, 3-Hexyloxypropan-1,2-diol, 3-Nonyloxypropan-1,2-diol, Zitronensaure,
Natriumhydroxid, sowie gereinigtes Wasser. Miltex® enthalt pro 1 ml, entsprechend 40 Tropfen,
60 mg Miltefosin. Die wahrend der Studie taglich applizierten 20 Tropfen entsprechen somit 0,5
ml Miltex® oder 30 mg Miltefosin 1%

Dermoxinale® Losung (Genehmigungsnummer: 6080252.00.00) ist ein Produkt der Firma
GlaxoSmithKline GmbH & Co KG und Effipharm GmbH. Als aktiven Wirkstoff enthalt
Dermoxinale® Clobetasol (0,05 w-% Clobetasol). 1g Dermoxinale entspricht ungeféhr 40
Tropfen und enthdlt 0,5 mg Clobetasol. Carbomer 980, Propan-2-ol, Natriumhydroxid und
gereinigtes Wasser sind weitere Bestandteile .

Hametum® Extrakt (Genehmigungsnummer: 6402945.00.01) ist ein Produkt der Firma Dr.
Willmar Schwabe Arzneimittel GmbH&Co KG. 100g Flissigkeit entsprechen 102 ml und

enthalten: 25 g Destillat aus frischen Hamamelisblattern, -zweigen und Destillationsmittel in
Form von 6%igem Ethanol.

Meaverin ist ein Produkt der Firma DeltaSelect GmbH. Als Wirkstoff enthalt Meaverin
Mepivacainhydrochlorid und findet im Rahmen der Hautprobenentnahme als Andsthetikum

Anwendung.

2.3.3 Verblindung
Die Verblindung der Studienmedikamente erfolgte durch die Firma OUTPUT Pharma Services
GmbH (Aachen, Germany), sodass weder der Patient, noch der Prifarzt davon in Kenntnis
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gesetzt waren, welche Therapie auf welchem der drei Areale angewandt wurde. Die drei
Studienpréaparate wurden jeweils zufallig den Buchstaben A bis C zugeordnet und der Inhalt der
Medikationsflaschchen mittels versiegelter Verpackung unkenntlich gemacht. Lediglich die
Aufschriften A, B und C lielen eine Unterscheidung der ansonsten in ihrer Erscheinung
identischen Prdparate zu. Die Behandlungsareale wurden zuvor mit den Buchstaben A bis C
bezeichnet, sodass die einzelnen Studienmedikamente diesen entsprechend zugeordnet werden
konnten. Die Flaschchen A, B und C besallen eine Kitnummer, mit Hilfe derer die Zuordnung zu

den Probanden fiir die spatere Entblindung ermdglicht werden konnte.

2.4 Geréte und Messverfahren

2.4.1 Darier Testgerat 1.0

Im Rahmen der Einschlusskriterien sollte durch mechanische Provokation das Vorliegen eines
positiven Darier-Zeichens Uberprift werden. Die Provokation erfolgte mit Hilfe eines eigens fir
die Studie vom Allergie-Centrum-Charité entwickelten und in Kooperation mit den medizinisch-

technischen Laboratorien der Charité hergestellten Gerates (Abbildung 11).

Edelstahlstifte

Abbildung 11: Darier Testgerat 1.0 mit Detailansicht der Edelstahlstifte

Das Darier Testgerat 1.0 kam erstmals im Rahmen dieser Arbeit in einer Studie zum Einsatz,
wurde aber bereits zuvor in Sprechstunden an Patienten mit Mastozytose angewandt. Es besteht
aus einem Kunststoffgestell, in welches ein beweglicher Kunststoffschlitten integriert ist. Dieser
Schlitten besitzt 25 Edelstahlstifte, die zweireihig angeordnet sind. Zur Provokation wird das
Geréat auf die Haut aufgesetzt und durch Druck auf den Haltegriff fixiert. Die Bewegung des

Schlittens bei fixiertem Kunststoffgestell erfolgt durch Betdtigung des transparenten
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Fuhrungshebels. Die auf diese Weise aus ihrer Ausgangsposition gefiihrten Edelstahlstifte
bewirken auf einem 50 x 50 mm grofRen Areal eine mechanische Reizung. Um im Rahmen der
Studie eine urtikarielle Schwellung zu erzeugen, wurde der Schlitten dreimal aus seiner
Ausgangsposition gebracht und zurtickgefiihrt. Im Vergleich zu der Gblichen Provokation des
Darier-Zeichens mittels eines Holzspatels oder dhnlichen Gegenstdnden, ermdglicht dieses
standardisierte Gerat an allen Zentren und zu den unterschiedlichen Studienterminen eine

mechanische Provokation, die hinsichtlich der Intensitat vom Untersucher unabhéngig ist.

2.4.2 Ultraschall

Topisch applizierte Glukokortikoide koénnen atrophische Hautverdnderungen bedingen.
Sonographische, nichtinvasive Messungen wurden durchgefihrt, um als Sicherheitsparameter
eine mogliche Atrophie verursacht durch Dermoxinale®, vergleichsweise aber auch durch
Miltefosin, zu Uberprifen. Die Grundlage des Sonographieverfahrens beruht auf dem Impuls-
Echo-Prinzip 1%, piezoelektrische Kristalle, die als Sender und zugleich als Empfanger
fungieren, erzeugen Schallwellen, die sich longitudinal ausbreiten *** *°. Auf dem Weg durch
das Gewebe unterliegen sie Phanomenen wie Reflektion, Streuung, Absorption oder Brechung.
Neben diesen Erscheinungen tragt auRerdem die Impedanz zur Entstehung des Ultraschallbildes
bei. GroRere Impedanzunterschiede fuhren dazu, dass ein groRerer Teil der Schallwellen
abgelenkt wird. Eine Transmission tritt bei geringerem Impedanzunterschied auf *°* %", Die
reflektierten Schallsignale werden detektiert und konnen in verschiedenen Modi angezeigt
werden. Im A-Mode (Amplitudenmodulationsmodus) wird ein einzelnes reflektiertes Echosignal
direkt graphisch auf einem Oszilloskop dargestellt. Dem A-Mode als alleiniges Verfahren wird
heutzutage nur noch eine geringfligige Bedeutung beigemessen. Beim B-Mode (Brightness
mode) werden die Amplituden des A-Mode Signals helligkeitsmoduliert und multiple A-Scans

zu einem zweidimensionalen Bild zusammengesetzt 07 1%

. In der Dermatologie ist die
hochfrequente 20 MHz Sonographie ein fest integriertes, diagnostisches Mittel. Dieses
Verfahren ermoglicht eine zuverléssige Darstellung kutaner und subkutaner Strukturen. Es findet
daher vor allem in der Tumordiagnostik, bei der Verlaufskontrolle von Dermatosen, der
Elastizitats-, Dicke- und Dichtebestimmung Anwendung. Ferner kdnnen im Rahmen von
verschiedenen Dermatosen Entziindungsprozesse nachgewiesen werden, die sich durch

echoarme Banden darstellen '°1%%

. Auch die Ausbreitungsdiagnostik von bdésartigen
Erkrankungen im Hinblick auf eine Lymphknotenmetastasierung hat mittlerweile seinen festen
Bestandteil in der Routineversorgung von z.B. Melanompatienten. Ein Vorteil der Methode des

Ultraschalls ist dabei stets die vollig ungeféhrliche und gunstige Applikation von Schallwellen
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im Rahmen einer Bildgebung, die dadurch auch h&ufig wiederholbar ist. Der Vorteil wird v. a.
gegeniber anderen teils sehr teuren und invasiven bzw. schadlichen bildgebenden Verfahren wie

z.B. PET-CT oder MRT deutlich. Ein Nachteil der Sonographie besteht in der

112

Untersucherabhdngigkeit des Verfahrens ~=. Innerhalb der Studie wurde das zur real-time

Aufzeichnung von 2D Bildern fahige Ultraschallgerdat Dermascan C der Firma Cortex
106, 107

Technology (Hadsund, Déanemark) verwendet (Abbildung 12)

Abbildung 12: Ultraschallgerat Dermascan C mit Transducer und Bildgebung. Detailausschnitt
(rechts) vom Messfenster des Transducers mit Plastikfolienmembran, die als Kopplungsmedium
fungiert.

Das Geréat besitzt einen 20 MHz Keramik-Transducer, welcher durch Steppermotoren im
Applikator durch eine Wasservorlaufstrecke bewegt werden kann '*°. Das in den Schallkopf
zuvor eingefullte destillierte Wasser, sowie eine sich am Messfenster befindende
Plastikfolienmembran dienen als Kopplungsmedium. Zur Durchfihrung der Messungen wurde
der Schallkopf mit dem Messfenster und der abnehmbaren Abschlussmembran direkt auf die
Haut aufgesetzt (Abbildung 12). Am Ubergang von Luft zu Weichteilgewebe kommt es
aufgrund des sehr groBen Impedanzunterschiedes praktisch zu einer Totalreflexion. Dies kann
vermieden werden, indem zusétzlich Ultraschallgel als Kopplungsmedium auf die Haut
aufgebracht wird . Jedes empfangene Echosignal wird seiner Stirke entsprechend in einer

Falschfarbkodierung mit 256 Farben wiedergegeben. Schwarz reprasentiert Echoleere, Weil3
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hingegen Echoreichtum. Dazwischen liegen nach zunehmender Echodichte geordnet die Farben
Grin, Blau, Rot und Gelb %1% Bej einem axialen Aufldsungsvermdgen von ca. 80 pm in
Richtung der Schallausbreitung und einer lateralen Aufldsung von 200 pum senkrecht zur
Schallausbreitung koénnen auf diese Weise Strukturen mit einer Tiefe von max. 12 mm
dargestellt werden *°" 1% 111 Bej der Beurteilung der Sonogramme (Abbildung 13) zeigt sich
zundchst ein Eintrittssignal, welches durch die gespannte Plastikmembran hervorgerufen wird
(Abbildung 13; Nr.1). Darunter stellt sich das Ultraschallkontaktgel als echoarme oder echoleere
Zone dar (Abbildung 13; Nr.2). Das echoreiche Eintrittsecho entsteht durch die hohe
Impedanzdifferenz zwischen der Gel-Vorlaufstrecke ,2° und dem dichten Stratum corneum
(Abbildung 13; Nr.3) bzw. der gesamten Epidermis. Hierbei ist zu beachten, dass das
Eindringecho nicht direkt der Dicke der Epidermis entspricht, sondern dicker ausféllt. Die
darauffolgende Dermis ist im Ultraschallbild durch einen mifig echoreichen Abschnitt ,4’
gekennzeichnet. Die Hauptquelle dieser Echogenitét ist die Art der Anordnung, die Struktur und
die Dichte des Kollagens innerhalb der Dermis (Abbildung 13; Nr.4). Das subkutane Fettgewebe

stellt sich aufgrund der geringeren Kollagendichte und des weiteren Abstandes vom Echo-
107, 108, 110, 111

Transducer echodrmer dar (Abbildung 13; Nr.5)

Abbildung 13: Sonogramm der Epidermis bis zur Subkutis eines gesunden Probanden.
Dargestellt ist 1’ Plastikmembran, 2’ echoarmer/echoleerer Bereich des Ultraschallkontaktgels,

3’ Stratum corneum, 4’ Dermis, 5’ subkutanes Fettgewebe.

Mit Hilfe des Sonogrammes konnen neben den benannten Anwendungsmoglichkeiten ferner
atrophische Hautveranderungen detektiert werden (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Sonogramm mit Darstellung atrophischer Hautverinderungen. 1’Eintrittsignal
der gespannten Folie, 2’ Gelvorlaufstrecke, 3’ Eintrittsecho, 4” Echoreiche Dermis, 5° echoarme
Subkautis.

Zur Uberpriifung atrophischer Hautveranderungen im Rahmen der MICUMA-Studie wurde die
Hautdicke in Millimeter vor und nach medikamenttser Therapie mit Hilfe der Sonogramme
ausgemessen. Als oberer Messpunkt wurde die untere Grenze des echoreichen Eintrittsechos
definiert. Als unterer Messpunkt diente die Grenze zwischen der echoarmen, das subkutane
Fettgewebe darstellenden Zone und der echoreichen Dermis. Innerhalb der zuvor
eingezeichneten kreisrunden Areale fir die Ultraschallmessungen wurde je eine Messung l&dngs
und quer durchgefiihrt. Der Mittelwert dieser beiden Messungen ergab die Hautdicke in mm des
jeweiligen Behandlungsareals. Ziel war es, eine mogliche Veranderung infolge der Therapie

sonographisch darzustellen.

2.4.3 Volumetrie

An dem Zentrum der Berliner Charité erfolgte im Rahmen der MICUMA-Studie erganzend zur
subjektiven Bewertung der urtikariellen VVerdnderungen eine objektive Beurteilung in Form der
Volumetriemessung. Diese dreidimensionale Aufnahme der Hautoberflache wurde mit Hilfe des
PRIMOS contact (Phaseshift Rapid In Vivo Measurement Of Skin) Gerates der GF Messtechnik
GmbH (Teltow, Germany) durchgefiihrt. Fir einen fehlerfreien Produktionsprozess in der
industriellen Fertigung spielt die Profilometrie, die dreidimensionale Erfassung von Oberflachen,
eine zentrale Rolle. Nicht minder ist deren Bedeutung in der Medizin. Mit Hilfe dieser
nichtinvasiven Darstellung eines 3D-Profils der Hautoberflache kénnen in der Dermatologie
Parameter wie Rauheit, Wundheilungsprozesse oder die Effektivitit von Laserbehandlungen bei

z.B. Aknenarben beurteilt werden. Hautveranderungen wie Melanome, Néavi und Falten kdnnen
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dargestellt und die Wirksamkeit von medikamentdsen Behandlungen tiberpriift werden ¥,

Um Oberflachen dreidimensional zu erfassen, kdnnen Hautabdriicke (Replika) hergestellt
werden. Verschiedene Instrumente und Systeme wurden entwickelt, um die Oberflache dieser
Replika zu vermessen. Seit 1973 wurden fur diesen Zweck mechanisch tastende
Oberflachenmesssysteme eingesetzt. Die Berechnung mittels digitaler Messverfahren erfolgt seit
1980, Ende der 80er Jahre kam aufRerdem die Laserprofilometrie zum Einsatz. Bei der Erstellung
von Replika zur Messung von Oberflachen kommt es jedoch zu einem direkten Kontakt mit den
zu analysierenden Hautarealen. Aufgrund dessen ist einerseits die Beurteilung von geschédigten
Hautbereichen und folglich von Wundheilungsprozessen problematisch. Andererseits kann der
direkte Hautkontakt zu Abweichungen in der Oberflichenform der Haut flihren und die
Messergebnisse beeinflussen *** & 17 \erfalschungen der Ergebnisse kénnen auch entstehen,
wenn bei der Anfertigung der Replika Luftblasen eingeschlossen werden 2. Diese Nachteile
kénnen durch den Einsatz von optischen 3D in vivo Hautmesstechniken mit digitaler
Streifenprojektion vermieden werden *’. PRIMOS bietet die Mdglichkeit eines solchen
Hautmesssystems, welches eine schnelle (<70ms), kontaktfreie 3D-Darstellung der
Hautoberflache erlaubt (Abbildung 15). Messergebnisse mit einer Hohenauflésung von > 4um,
einer lateralen Auflosung von 63um und einer Messgenauigkeit von >5um werden durch

PRIMOS contact ermdglicht 144 116117,

Abbildung 15: PRIMOS contact Messgerdt mit Abstandshalter zur dreidimensionalen
Darstellung der Hautoberflache
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Bei dem Prinzip der digitalen Streifenprojektion werden parallele Streifenmuster auf die
Hautoberflache projiziert (Abbildung 16). Das Licht stammt aus einer Weillichtquelle und wird
nach dem Prinzip der digital ansteuerbaren Mikrospiegel-Projektionseinheiten (DMD) der Firma
Texas Instruments USA (Dallas, Texas) auf die Haut gelenkt. Feinste Hohenunterschiede auf der
Hautoberflache lenken die parallelen Projektionsstreifen aus. Derart entstehende
Verschneidefiguren werden von einer CCD- Kamera aufgenommen, digitalisiert und mit Hilfe

mathematischer Algorithmen ausgewertet **311> 117,

Abbildung 16: Projektionsstreifen ohne Auslenkung (links). Verschneidefiguren (rechts) durch
Auslenkung der Projektionsstreifen, veranschaulicht mit Hilfe einer Holzhalbkugel.
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Abbildung 17: Prinzip der Streifenprojektionstechnik mit dem Triangulationswinkel o zur

Berechnung der Position des zu vermessenen Objektes.
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Die Projektion der Streifenmuster auf die Oberflache und die Aufnahme Uber die CCD Kamera
erfolgt unter einem bestimmten Winkel. Mit Hilfe dieses Triangulationwinkels kann die Position
des zu vermessenen Objektes bestimmt werden (Abbildung 17) .

Die volumetrischen Messungen im Rahmen der MICUMA-Studie zur Beschreibung der
Volumina der L&sionen erfolgten fur alle drei Areale vor mechanischer Reizung. Zur Beurteilung
der Quaddelvolumina wurden nach Auslésung des Darier-Zeichens Messungen im Abstand von
je funf Minuten Uber einen Zeitraum von einer halben Stunde durchgefihrt. Das Gerat wurde
uber einen Abstandshalter direkt auf die Haut aufgesetzt und auf diese Weise die Oberflache
eines 40 x 30 mm? groBen Hautareals dreidimensional dargestellt (Abbildung 18). Alle

durchgefuhrten Messungen wurden gespeichert und die Volumina berechnet.

Abbildung 18: 40 x 30 mm? groRes Messfenster, innerhalb dessen die dreidimensionale

Oberflachenmessung erfolgt.

2.4.3.1 Berechnungen der Volumina

Mit Hilfe der PRIMOS Software (PRIMOS 5 4 Rev 2 200707 Release SIT) wurden die
Volumina aller Lasionen und Quaddeln auf den Behandlungsarealen Uber zwei verschiedene
Verfahren berechnet. Im Folgenden wird das strukturierte Vorgehen zur Nutzung der PRIMOS

Software graphisch dargestellt.

2.4.3.1.1 Berechnung der Volumina mittels Matchingverfahren

Das folgende Berechnungsverfahren ermdglicht, dass in allen Bildern vor und nach
medikamentdser Therapie an derselben Stelle und auf derselben Flache das Lasions- und
Quaddelvolumen berechnet werden konnte. Eine Beurteilung der Verénderung der Volumina

vom Entry visit zum End of study visit wurde auf diese Weise ermdglicht.
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Abbildung 19: Schrittl: Die Hohenbilder des Entry visit und End of study visit fir jeden

einzelnen Patienten wurden in die Datenbank eingefugt.

| Komponente | Bearbeiten  Filtern

Filtern | Berechne

Einzelnen Eintrag markieren

Ausricht
Alle Eintridge markieren - @

Abbildung 20: Schritt 2: Nach der Markierung aller Hohenbilder wurden diese ausgerichtet und

gespeichert.
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Abbildung 21: Schritt 3: Die Funktion ,,3D-Matching fiir elastische Oberflichen (1’) wurde
aufgerufen. Eines der zuvor ausgerichteten, gespeicherten Hohenbilder des Patienten wurde als

Referenzdatei bestimmt und diese eingefiigt (2”). Ein ausgerichtetes H6henbild des Entry visit
oder End of study visit wurde der Referenzdatei gegentiber gestellt (3”). Die Matchingfunktion
wurde gestartet (4”), wodurch das Hohenbild entsprechend der Bildpunkte der Referenzdatei
ausgerichtet und ein direkter Vergleich der Dateien ermdglicht wurde. Alle Hohenbilder des
Entry visit und End of study visit wurden auf diese Weise gematcht, gespeichert und

anschlieBend in eine neue Datenbank (siehe Schritt 1) aufgenommen.
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Abbildung 22: Schritt 4: Nach dem Doppelklicken auf ein Hohenbild innerhalb der Datenbank
der gematchten Bilder, wurde Uber den Meniipunkt ,,Filter die ,,Polynom Filter* - Funktion

aktiviert. Durch die Betdtigung der Schaltflichen ,,Berechnen und ,,Abweichung* wurde eine
Trennung der Mikro- und Makrostruktur bewirkt.

£-5kala
Ansicht | Einstellungen Makro EiﬂStE”Uﬂg

v Gesarntes Bild zeigen
Z-Min (zq ) j
Markierte Flichen zeigen - ;J

©  Automastische z-Skalierung Z-Max |23E,ﬂﬂﬂﬂ |- o

Ok Abbrechen ‘

Abbildung 23: Schritt 5: Um eine genauere Abgrenzung der Quaddeln zu gewahrleisten, wurde

die Skalierung geédndert. Bei allen Patientenaufnahmen wurde einheitlich die Einstellung ,,Z-
Min“ auf 20 pm gesetzt.

i Hereichsmarkierungen

Abbildung 24: Schritt 6: Um die Quaddeln von Hand zu umzeichnen, wurde die Schaltflache
,,Bereichsmarkierung® betatigt und die ,,Freihandzeichnung“ gewahlt. Nach der Einzeichnung
der Bereichsmarkierung um die Quaddel wurde dieser Parameter gespeichert.
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Polygon zeichnen
H '
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Abbildung 25: Schritt 7: Die zuvor geoOffnete Datenbank der gematchten Bilder wurde
aufgerufen. Der Meniipunkt ,, Komponente* ,,alle Eintrige markieren* wurde gewihlt. Uber den
Meniipunkt ,,Komponente* ,,Parameter 6ffnen* wurde die zuvor gespeicherte Markierung in alle
Hohenbilder eingefugt und durch Aktivierung der Schaltfliche ,,Polygon zeichnen“ sichtbar

gemacht.

Filtern | Berechnen Gruppenausw F!ltem] .

Ausrichten Ausrichten
- Filter von invert. Ma
Polynom-Fier.>
Abbildung 26: Schritt 8: Eine Filterung aller Strukturen des Hohenbildes mit Ausnahme der

markierten Bereiche wurde ermdglicht, indem die Funktion ,,Filter von invertierter Markierung*

und anschlieBend der ,,Polynom-Filter* (Polynomgrad 5) aktiviert wurden.
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Abbildung 27: Schritt 9: Die Berechnung erfolgte mit Hilfe der Schaltfliche ,,Volumen der
Erhéhungen®.

2.4.3.1.2 Berechnung mittels individueller Bereichsmarkierung
Nicht bei allen Patienten war das Matchen aller Bilder des Entry visit und End of study visit

mdoglich. Unter anderem konnte aufgrund verénderter Hautstrukturen eine Zuordnung der
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Bildpunkte der einzelnen Aufnahmen zur Referenzdatei nicht erfolgen. Um jedoch auch diese
Messungen auswerten zu kénnen, wurden zunéchst die unter 1, 2, 4, 5 und 6 beschriebenen
Schritte durchgefihrt. Anschliefend wurde innerhalb der Datenbank nur das Hohenbild markiert,
fur welches zuvor der Parameter gespeichert wurde. Gemald Arbeitsschritt 7 wurde nun die
Markierung in dieses einzelne Hohenbild eingefugt. Anschlieend wurde wie in Schritt 8 und 9
das Volumen der Quaddel fiir dieses einzelne Hohenbild berechnet. Dieses VVorgehen wurde nun
mit allen Hohenbildern und allen L&sionen und Quaddeln eines Patienten einzeln durchgefihrt.
Diese Methodik ermdglicht zwar die Berechnung der VVolumina, jedoch bietet die beschriebene
Matchingfunktion eine genauere Mdoglichkeit zum Vergleich der Volumina wéhrend und
zwischen dem Entry visit und End of study visit. Die gespeicherten Daten wurden hinsichtlich
einer Veranderung der Lé&sions- und Quaddelvolumina vor und nach medikamentdser Therapie
ausgewertet. Flr die Betrachtung der Quaddelvolumina im zeitlichen Verlauf wurde die Area
under the curve (AUC) flr den Zeitraum vor bis dreil3ig Minuten nach Provokation mit Hilfe des
Programms GraphPad Prism 4, Version 4.00 berechnet. Die prozentuale Verdnderung der AUC

vom Entry visit zum End of study visit wurde ermittelt.

2.4.4 Thermografie

Das Verfahren der Thermografie ermoglicht die Messung und Aufzeichnung von Temperaturen
im Korper und die Beurteilung der Temperaturverteilung auf der Korperoberflache 8. Uber den
Einsatz der Thermografie innerhalb der klinischen Dermatologie wurde erstmals 1964 durch
Brasfield berichtet, welcher hyperthermische Veranderungen bei kutanen Melanomen betrachtete
119 Angewandt wird die Thermografie unter anderem in der Dermatochirurgie zur Diagnostik,
Operationsplanung, Therapie- und Rezidivkontrolle. Mit Hilfe des Verfahrens kdnnen Aussagen
uber die AbstoBung oder Einheilung eines Vollhaut- oder Spalthauttransplantates getroffen
werden. Neben der Beurteilung von Pigmenttumoren, Hautkarzinomen, Prékanzerosen,
Hautmetastasen oder anderen Dermatosen, kann die Thermografie zur Uberpriifung von
Blutverteilungsanderungen, Lokalreaktionen der HautgefdRe, antiphlogistischen und weiteren
pharmakologischen Wirkungen eingesetzt werden. Nicht minder ist deren Bedeutung in der
Phlebologie und Andrologie, wo es u.a. bei der Varikozelendiagnostik als ein wertvolles
Zusatzverfahren genutzt wird "'*'?°. Die Messung kann zum einen als Kontaktmessung, bei
welcher kalte Detektoren auf die warme Hautoberflache direkt aufgelegt werden, oder kontaktlos
als Fernmessmethode erfolgen. Bei Letzterer wird die im langwelligen, infraroten Bereich
liegende Warmestrahlung der Hautoberflache gemessen. Die emittierte Temperaturstrahlung

liegt im nicht sichtbaren Wellenlangenbereich von 2-20 um % 2% 121 Dje Menge der durch
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Strahlung abgegebenen Wérme ist gemaR dem Stefan-Bolzmann-Gesetz ein direktes MaR fir die
Temperatur der Hautoberflache. Die Warmestrahlung entsteht durch Wéarmetransport vom
Korperinneren zur Korperoberflache durch Konduktion und Konvektion. Uber ein Linsen- oder
Spiegeldetektorsystem wird die Warmestrahlung erfasst und entsprechend dem
Temperaturniveau in einem farbkodierten Thermogramm dargestellt **® *?2, Die im Rahmen der
Urtikaria auftretende Dilatation der Gefélle und die Extravasation bedingen Veranderungen der
Hauttemperatur. An der Berliner Charité wurde die Temperatur der behandelten Hautareale als
ein weiterer Parameter mit Hilfe der FLIR ThermaCAM S60, FLIR Systems GmbH
(Frankfurt/Main, Germany) gemessen (Abbildung 28). Die Messungen erfolgten vor und uber
einen Zeitraum von einer halben Stunde alle finf Minuten nach Provokation. Die

Temperaturentwicklung der Quaddeln vor und nach medikamentdser Therapie wurde verglichen.

Abbildung 28: FLIR ThermaCAM S60 fir die Temperaturmessung auf der Hautoberflache.

2.4.5 Ophthalmologische Untersuchung

Da Miltex® eine Beeintrachtigung der Hell-Dunkeladaptation bewirken kann, wurden vor und
nach medikamentdser Therapie als Sicherheitsparameter ophthalmologische Untersuchungen
durchgefiihrt '*. Adaptometer, die fir diese Messung genutzt werden kénnen, sind selten
verfugbar. Aufgrund dessen wurde mittels eines Nyktometers die Blendempfindlichkeit
bestimmt, welche indirekt Rickschliusse auf die Hell-Dunkeladaptation zulédsst. Eine erhohte

Blendempfindlichkeit im Vergleich zu den Messwerten vor medikamentéser Behandlung ist
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somit ein Hinweis fir eine Verschlechterung der Hell-Dunkeladaptation. Zudem wurde neben
der Blendempfindlichkeit die Dammerungssehschérfe beurteilt. Flr diese Untersuchungen von
der DOG (Deutsche Ophthalmologische Gesellschaft e.V. zur Qualitatssicherung bei
sinnesphysiologischen Untersuchungen und Geréten) als verwendbar beurteilte Gerate sind zum
einen das Kontrastometer der Firma BKG Medizin Technik GmbH (Bayreuth, Germany),
Mesotest Il der Firma Oculus (Wetzlar, Germany) und das Nyktometer 500 der Firma

Rodenstock (Miinchen, Germany).

2.5 Studienablauf
Im Rahmen der MICUMA-Studie mussten alle an der Studie teilnehmenden Probanden zu
folgenden fiinf Terminen erscheinen: Screening visit, Entry visit, End of study visit, sowie zwei

ophthalmologische Untersuchungstermine.

2.5.1 Screening visit

An der Studie interessierte Patienten mit der Diagnose einer Mastozytose ohne offensichtliche
Ausschlusskriterien erschienen zu einem Screening visit. In diesem Rahmen wurden die
Patienten erganzend zu den bereits erhaltenen Informationsschreiben ausfihrlich Gber die
Erfordernisse, Rechte und Pflichten aufgeklart. Den Patienten wurde die Nutzen/Risiko-
Bewertung aufgezeigt und die erwarteten Nebenwirkungen im Rahmen des é&rztlichen
Aufklarungsgespraches beschrieben. Nach einer Bedenkzeit und der Mdglichkeit Fragen an den
Prifarzt zu richten, musste eine Einverstdndniserklarung zur freiwilligen Teilnahme an der
Studie von allen Probanden unterschrieben werden. Im Screening visit erfolgte die Erfassung der
zurlckliegenden und gegenwartigen Krankengeschichte. Zentraler Punkt hierbei war die
Beurteilung des Hautbefundes hinsichtlich Anzahl, GroRe und Verteilung der Lasionen. Das Jahr
in dem die Patienten die Diagnose Mastozytose erhielten, der zuletzt gemessene Tryptasewert im
Serum, die bisherigen Therapieversuche, sowie die Klassifikationszuordnung wurden zusatzlich
eruiert. Im Rahmen einer allgemeinen klinischen korperlichen Untersuchung wurden neben dem
Hautbild nicht nur Organsysteme wie Lunge, Herz und Abdomen beurteilt, sondern auch auf
maogliche pathologische Befunde hinsichtlich Kopf, Hals und Extremitaten geachtet. Eine
Messung der Vitalparameter Blutdruck, Puls, Temperatur, sowie Gewicht und Groi3e erfolgte.
Die benannten Ein- und Ausschlusskriterien wurden Uberprift und nach Begleiterkrankungen
und -medikamenten gefragt. Alle Daten wurden pseudonymisiert, schriftlich protokolliert und
elektronisch mittels electronic Case Report Form (eCRF) dokumentiert. Erfillte der Patient alle

Kriterien, wurden 10 ml venéses Blut entnommen und folgende Parameter durch das Labor Dr.
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Spranger & Partner (Ingoldstadt) bestimmt: Blutbild, Differentialblutbild, AST, ALT, Bilirubin,
alkalische Phosphatase, Kreatinin, Calcium, Natrium, Kalium. Bei gebérfahigen Frauen musste
zusétzlich mittels Urinschnelltest eine Schwangerschaft ausgeschlossen werden. AnschlielRend

an den Screening Visit erfolgte die nyktometrische Untersuchung.

2.5.2 Entry visit

Wurden alle Voraussetzungen fiir die Teilnahme an der Studie erftllt, erschienen die Patienten
spatestens 28 Tage nach dem Screening visit zum Entry visit. Erneut wurden Ein- und
Ausschlusskriterien Gberprift und mdgliche Veranderungen hinsichtlich der Begleitmedikation
erfragt. Mittels einer Schablone und einem sterilen, wasserfesten Hautmarker wurden nun die
drei 50 cm? groBen Areale, mit einem Mindestabstand von 5 cm, auf die Haut gezeichnet
(Abbildung 29).

Abbildung 29: Drei 50cm? groRRe Behandlungsareale bei einer Probandin.

Diese Markierungen mussten wahrend der gesamten zweiwochigen Therapie durch den
Patienten nachgezeichnet werden, um eine Behandlung ausschlief3lich in den dafiir vorgesehenen
Arealen zu gewahrleisten. Auferdem wurden kreisrunde Markierungen in alle Areale
eingezeichnet, sodass die im End of study visit erfolgende sonographische Untersuchung an
derselben Stelle wie im Entry visit durchgefihrt werden konnte. Nach der sonographischen
Hautdickebestimmung wurden die drei Testareale vor und finf Minuten nach Provokation
fotographisch dokumentiert. Finf Minuten nach mechanischer Irritation wurde jedes Testareal
zusétzlich durch den Prifarzt hinsichtlich des Parameters Erythementwicklung beurteilt
(Erythema Subscore). Palpatorisch wurde aulRerdem die urtikarielle Veranderung bewertet
(Wheal Subscore). Diese subjektiven Beschreibungen erfolgten mit Hilfe einer Analogskala,

welche die Beurteilungswerte 0 bis 3 aufwies (0= keine Symptome, 1= milde Symptome, 2=



2. Material und Methoden 51

mittelstark ausgepragte Symptome, 3= starke Symptome). Eine entsprechende Bewertung wurde
auflerdem durch den Probanden fiir den Parameter Juckreiz abgegeben (Itching Subscore). Die
Addition der Werte fiir alle drei Parameter miindete in den Composite Score, der maximal neun
Scorepunkte annehmen kann. Nachdem die volumetrischen und thermographischen Messungen
vor und alle fiinf Minuten nach mechanischer Provokation iber eine halbe Stunde aufgezeichnet
wurden, erfolgte die Ausgabe der Studienmedikation. An die Aufklarung 0ber die
ordnungsgemélRe Anwendung der Medikamente schloss sich das erstmalige Auftragen unter
Anleitung des Prifarztes an. Die Patienten erhielten ein Tagebuch, mit welchem die téglich
durchgefuihrte Applikation der Medikamente durch den Patienten dokumentiert werden musste.

Auf diese Weise wurde die Compliance des Patienten Uberprift.

2.5.3 Telefonische Kontaktierung

Nachdem die Applikation zweimal taglich tber einen Zeitraum von 7 + 1 Tagen erfolgte, wurden
die Patienten telefonisch kontaktiert. Mdogliche Verédnderungen der Hautareale oder
Nebenwirkungen, bedingt durch die Studienmedikation, wurden erfragt. Dabei wurden Beginn,
Dauer und Starke der Nebenwirkungen erfasst. Eine mdégliche Einnahme von Medikamenten
aufgrund der unerwiinschten Wirkung wurde dokumentiert, ebenso die Einschatzung, ob die
Nebenwirkungen durch die Studienmedikation aufgetreten sind. Erneut wurden Verénderungen
hinsichtlich der Begleitmedikation eruiert. Alle Informationen wurden entsprechend zum

Screening visit und zum Entry visit mittels eCRF dokumentiert.

2.5.4 End of study visit

Nach 14 + 1 Tagen Anwendung der Praparate erschienen die Patienten zum End of study visit.
Neben einer allgemeinen korperlichen Untersuchung wurden erneut die Vitalparameter erfasst.
AuBer der Entnahme von 10 ml vendsen Blutes und anschlieBender Labordiagnostik wurde eine
mogliche Schwangerschaft erneut mittels Urinschnelltest ausgeschlossen. Die Einnahme neuer
Begleitmedikamente, sowie neu aufgetretene Nebenwirkungen, bedingt durch die
Studienmedikamente, wurden erfragt. Die Durchfiihrung sonographischer Messungen erfolgte an
denselben Hautstellen wie im Entry visit. Analog wurden die Behandlungsareale fotographisch
dokumentiert, das Darier Zeichen provoziert und anschlieBend die einzelnen Parameter des
Composite Scores beurteilt. Ergdnzend wurde mit Hilfe eines weiteren Scores - jeweils
unabhéngig von einander - durch den Priifarzt und durch den Patienten eine mdgliche
Veranderung eingeschatzt. Bei dieser als Investigator / Patient global assessment bezeichneten

subjektiven Analogskala konnten den einzelnen Behandlungsarealen Werte von 0 bis 6
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zugeordnet  werden (0=  vollkommenes  Fehlen von  Mastozytose-spezifischen
Hautverdnderungen, 1= deutliche Verbesserung, 2= mittel stark ausgeprégte Verbesserung, 3=
leichte Verbesserung, 4= keine Verdanderung, 5= leichte Verschlechterung, 6= starke
Verschlechterung). Entsprechend der Vorgehensweise im Entry visit wurden volumetrische und
thermographische Messungen aufgezeichnet und das eCRF durch die gesammelten Daten
erganzt. AbschlieRend erfolge die Entnahme von Hautprobebiopsien. 1%iges Meaverin, das als
Lokalanasthetikum nicht direkt in, sondern neben die in der quantitativen Histomorphometrie zu
analysierenden Hautbereiche injiziert wurde, ermoglichte eine schmerzlose Entnahme der
Gewebeproben. Aus jedem der drei Behandlungsareale wurde unter Verwendung einer 4 mm
Biopsiestanze ein Gewebeblock der zu befundenden Hautveranderungen exzidiert. Das direkte
Einlegen des Exzidates in 5% gepuffertes Formalin ermdglichte eine chemische Fixierung. Die
Gewebeproben wurden an das Zentrum Mainz gesendet, wo durch die unabhangige Arztin Frau
Dr. med. Staubach die verblindete Auswertung erfolgte. Um Praparate aus den Gewebebiopsien
anzufertigen, wurden diese zun&chst entwassert und anschliefend in Paraffin eingebettet. Von
dem so entstandenen Gewebeblock wurden 2-3um dicke Schnitte hergestellt, welche nach dem
Aufbringen auf Glasobjekttrager mit Toluidinblau gefarbt wurden. Die Bestimmung der MC-
Anzahl erfolgte durch quantitative Histomorphometrie, wobei die MC aufgrund der Prasenz von
multiplen metachromatischen zytoplasmatischen Granula identifiziert werden konnten. In der
subepidermalen Dermis, retikuldaren Dermis und in der Subkutis wurden bei 400facher
VergrofRerung im Lichtmikroskop die MC pro Mikroskopierfeld gezéhlt. Die MC-Zahl pro
Mikroskopierfeld wurde auf die Anzahl pro mm? umgerechnet. Nach dem End of study visit

erfolgte abschliel3end eine erneute nyktometrische Untersuchung.

2.6 Statistik

Die statistische Analyse wurde durch die Assign Data Management Biostatistics GmbH unter der
Verwendung des Statistical Analysis System (SAS) Version 9.1.3 durchgefuhrt. Die statistische
Analyse erfolgte an der Intention-to-treat-Population (ITT), welche alle randomisierten
Probanden einschlie3t, bei denen mindestens einmal die Studienmedikation appliziert wurde. Die
Darstellung aller Ergebnisse erfolgte durch Angabe der Mittelwerte £ SEM, bzw. flr die
volumetrischen Ergebnisse durch Angabe der Mediane = SEM. Zur Auswertung der
volumetrischen Daten wurde die SPSS Version 13.0 verwendet. Um die statistische
Signifikanzen der Verénderungen von der baseline zum Ende der Studie beurteilen zu kénnen,
wurde der paarige (two-sided) Wilcoxon-Test eingesetzt. Es wurde definiert, dass ein p-Wert <

0,05 als statistisch signifikant bezeichnet werden kann. Um die Ergebnisse der individuellen
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Bereichsmarkierung der Patienten, bei denen kein Matchingverfahren moglich war, verwenden
zu konnen, wurde die Korrelation dieser beiden Verfahren mit Hilfe des Spearman Rank Testes
betrachtet.

Tabelle 4: Tabellarische Ubersicht des Studienablaufes

Screening | Entry Telefon- End of
visit visit kontakt | study visit
Zeitlicher Verlauf in Tagen -28 bis 0 0 7+l 14+1
Patientenaufklarung °
Randomisierung °
Erhebung der medizinischen °
Krankengeschichte
Kdrperliche und ophthalmologische ° °
Untersuchung
Uberpriifung der Einschluss- ° ° °
/Ausschlusskriterien
Uberpriifung der Begleitmedikation ° o ° .
Ausgabe der Studienmedikation °
Riickgabe der Studienmedikation °
Tagliche Applikation der Medikamente ) ° °
Composite Score ° °
Investigator/Patient Global Assessment ]
Fotographische Dokumentation VVolumetrie, ° °
Thermografie, Sonographie
Hautbiopsie °
Blutentnahme, Schwangerschaftstest °
Uberpriifung der Nebenwirkungen ° ° .
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3. Ergebnisse

3.1 Randomisierte Studienpatienten

Im Studienverlauf konnten an den funf teilnehmenden Zentren insgesamt mehr als die
urspriinglich vorgegebenen 30 Patienten parallel eingeschlossen werden. Daher erfolgte am 22.
Juni 2007 eine diesen Mehreinschluss bewilligende Anderung des Studienprotokolls. Die letzten
Studienteilnehmer durften bis einschlielich zum 21. Juni 2007 gescreent und bis spatestens zum
4. Juli randomisiert werden. An den flinf teilnehmenden Zentren konnten insgesamt 43 Patienten
in die Studie aufgenommen werden. Die Anzahl eingeschlossener Studienteilnehmer reduzierte
sich jedoch auf 39 randomisierte Patienten, da ein Studienteilnehmer bereits vor Beginn des
Entry visit von der Teilnahme zurlcktrat und drei der Patienten teilweise gegen die Ein- und
Ausschlusskriterien verstieRen, weil sie Antihistaminika drei Tage vor Beginn der Studie
einnahmen, ein positives Darier-Zeichen fehlte oder ein pathologischer Befund im Rahmen der
allgemeinen, korperlichen Untersuchung vorlag. Die 39 randomisierten Patienten, von denen 26
(66,67%) dem weiblichen und 13 (33,33%) dem mannlichen Geschlecht angehérten, wiesen ein
durchschnittliches Alter von 45,1 Jahren auf, wobei der jiingste Proband 20 Jahre und der alteste
Proband 75 Jahre alt war. Die 39 randomisierten Patienten teilten sich wie folgt auf die funf
Zentren auf: Universitat Koln: 13 Patienten; Charité - Universitatsmedizin Berlin: 11 Patienten;
Technische Universitdt Minchen: 6 Patienten, Universitdt Mainz: 5 Patienten; sowie die
Ludwig-Maximilians Universitat Mlnchen: 4 Patienten. Der Screening visit, Entry visit, sowie
End of study visit und damit auch die Studienphase der zweiwtchigen Medikamentenapplikation
wurde von allen 39 randomisierten Patienten absolviert. Die durchschnittliche Studiendauer der
Probanden betrug 32,6 + 1,51 Tage; die Medikamente wurden Uber einen Zeitraum von
durchschnittlich 15,6 £ 0,45 Tagen aufgetragen.

3.2 Abweichungen vom Studienprotokoll

25 Patienten verstiel3en gegen 35 Vorschriften des Studienprotokolls, wobei sich diese VerstoRe
in 28 kleine und 7 groRe aufteilten (Tabelle 5 und 6). Die 28 kleineren Abweichungen vom
Studienprotokoll wurden als die Studienergebnisse nicht beeinflussend beurteilt. Da weniger als
20% - namlich 17,95% (entsprechend 7 grofRen Abweichungen) - der randomisierten Patienten
gegen Vorschriften des Studienprotokolls verstiel3en, musste keine zusétzliche Analyse mit der
pre-protocol-population durchgefuhrt werden. Die statistische Auswertung erfolgte daher an der

ITT-Population von 39 Patienten.
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Tabelle 5: Detaillierte Beschreibung der kleineren Abweichungen vom Studienprotokoll

Anzahl

Art der Deviation

3

VerstoR gegen die ordnungsgemafle Anwendung der Studienmedikamente:

Ein Patient fuhrte die Behandlung auf allen drei Arealen zu drei verschiedenen
Zeitpunkten nicht durch

Ein Patient flihrte zwei Tage vor dem Ende der 14-tdgigen Applikation die
Behandlung auf einem Areal nicht durch

Die Anwendung der Medikamente erfolgte 16 anstatt 14 Tage

VerstoR gegen die zeitliche Vorgaben:

Entry visit erfolgte spater als 28 Tage nach dem Screening Visit (N=3)

End of study visit erfolgte nicht 14 Tage nach dem Entry visit

Telefonkontakt erfolgte friiher als 6 Tage nach dem Entry visit
Ophthalmologische Untersuchung erfolgte spater als 2 Wochen nach dem End
of study visit

Einnahme eines nichtsteroidalen Antirheumatikums an einem Tag

Bilirubinwerte > 1,5 mg/dI

Biopsie wurde nicht durchgefiihrt

Studienmedikation wurde nicht zurtickgegeben

Randomisierung erfolgte nicht entsprechend der VVorschriften

I EEI SIS N

Die Markierungen der Areale wurden durch den Patienten nicht
nachgezeichnet. Es erfolgte jedoch eine korrekte Auftragung und Biopsie.

Schwangerschaftstest wurde nicht durchgefihrt

Tabelle 6: Detaillierte Beschreibung der groRen Abweichungen vom Studienprotokoll

Anzahl | Art der Deviation

4 e Entblindung der Studienmedikamente durch den Patienten

1 e Einnahme von Colimune® mit dem Wirkstoff Cromoglicinsaure wahrend
der gesamten Studie

1 e Der End of study visit wurde nicht 14 Tage nach dem Entry visit
durchgefuhrt, ohne Hinweis, dass der Patient die Medikamente weiter
auftrug

1 e Die markierten Areale wurden durch den Patienten leicht versetzt

eingezeichnet

3.3 Das klinische Bild der Mastozytose

Den 39 randomisierten Patienten wurde die Diagnose der Mastozytose durchschnittlich 106,1 +

14,06 Monate, mit einer Spannweite von 9 - 330 Monaten, vor der Teilnahme an der MICUMA-

Studie gestellt. Die zuletzt durchgefuhrte Bestimmung der Tryptasekonzentration im Serum

zeigte einen durchschnittlichen Wert von 42,8 £ 7,97ug/l, mit einer Spannweite von 2,9 — 189,0
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po/l. 28 (71,79%) der 39 Patienten wiesen eine kutane Form der Mastozytose mit
makulopapulésen Hautverdnderungen (MPCM) auf, wohingegen die restlichen 11 (28,21%)
Patienten von einer ISM mit Hautmanifestation betroffen waren. 38 (97,44%) der 39
randomisierten Patienten zeigten am gesamten Integument mehr als 50 L&sionen. Nur bei einem
(2,56%) Patienten konnten weniger L&sionen, ndmlich zwischen 11 bis 50, gez&hlt werden.
92,31% (N=36) der Patienten zeigten bis zu 1 cm durchmessene Hautldsionen. Die restlichen
7,69% (N=3) der teilnehmenden Patienten zeigten Lasionen mit einem Durchmesser zwischen 1-
3 cm. Die von den Ldasionen am h&ufigsten betroffenen Hautregionen waren bei 66,67% der
Patienten (N=26) die Kombination von Rumpf, Beine und Arme (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Prozentuale Darstellung der Manifestationsorte der Lasionen fiir 39 Probanden.
R= Rumpf, B= Beine, A= Arme, W= weitere, G= Gesicht, H= Hals, K= Kopf, Ha= Haaransatz

Die Applikation der Studienmedikamente erfolgte bei der Mehrheit der Patienten an den
Oberschenkeln. Auch Abdomen, Ricken, Schultern oder Beine dienten als Auftragungsort.
64,10% (N=25) der Patienten erhielten bereits vor Beginn der MICUMA-Studie ein weites
Spektrum an verschiedenen Therapien zur Behandlung der Mastozytose. 21 der 25 Patienten
wurden bereits kontinuierlich oder bei Bedarf mit verschiedenen Antihistaminika behandelt.
Dazu z&hlen Antihistaminika wie Zyrtec® (Cetirizin), Tavegil® (Clemastin), Fenistil®
(Dimetinden), Telfast® (Fexofenadin), Ebastel® (Ebastin), Antihistaminika mit dem Wirkstoff
Loratadin und mit dem Wirkstoff Levocetirizin, wie Xusal®. Zwei Patienten fiihrten bereits eine
lokale Therapie mit dem Glukokortikoid Betamethason durch. Ein ureahaltiges, topisch
aufzutragendes Medikament wurde bei einem der Patienten vor der MICUMA-Studie
angewandt. 11 Patienten erhielten ferner eine Bestrahlung in Form von UVA-1, UVB, PUVA
oder einer Bade-PUVA. Die restlichen 14 Patienten (35,9%) gaben an, bisher keine
Therapieoptionen genutzt zu haben.
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3.4 Begleitmedikation und -erkrankungen

17 Patienten (43,6%) nahmen wahrend der Studie regelméRig mindestens ein Begleitmedikament
ein. Die haufigste Indikation war das Vorliegen einer Hypertonie. Die insgesamt 40
verschiedenen Préparate setzten sich vor allem aus Medikamenten, die das Renin-Angiotensin-
System beeinflussten (12,8%), Calcium-Kanal Blockern (10,3%) und Schilddrisenpréparaten
(10,3%) zusammen. Ferner wurde mit je 7,7% die Einnahme von Anasthetika und
Sexualhormonen und  Modulatoren des  Genitalsystems  dokumentiert.  Diuretika,
antiinflammatorische und antirheumatische Medikamente, Antihypertensiva, Vitamine, sowie
Medikamente flr die Behandlung von Atemwegserkrankungen, Knochenerkrankungen und des
Diabetes mellitus wurden studienbegleitend von je 2,6% eingenommen. Alle benannten
Begleitmedikamente wurden vor der Studie als die Studienergebnisse nicht beeinflussend
eingeschétzt. 24 (61,5%) der 39 randomisierten Studienpatienten litten unter insgesamt 57
Begleiterkrankungen. Allergien (23,1%, N=9), Hypertonie (15,4%, N=6), Erkrankungen des
muskuloskelettalen Systems und Bindegewebes (10,3% N=4) wie z.B. Osteosklerose oder
Osteoporose stellten neben metabolischen Stérungen (12,8%, N=5) wie Diabetes mellitus oder
Gicht haufig auftretende Begleiterkrankungen dar. Ferner wurden endokrine Stérungen (10,3%,
N=4) wie Hypothyreose und Beeintrachtigungen des Gastrointestinaltraktes (10,3%, N=4)

dokumentiert.

3.5 Uberpriifung der Wirksamkeit

3.5.1 Subjektive Analogskalen

3.5.1.1 Composite Score

Nach zweiwdchiger Therapie zeigte der Composite Score auf den Arealen, die mit Miltefosin,
Plazebo und Clobetasol therapiert wurden, tendenziell eine Reduktion, fur welche jedoch keine
statistische Signifikanz aufgezeigt werden konnte. Miltefosin bedingte im Vergleich zu
Clobetasol und Plazebo die schwéchste Reduktion um 0,28 + 0,18 Scorepunkte von 3,77 + 0,27
auf 3,49 + 0,31. Die stérkste Abnahme des Composite Scores vom Entry visit zum End of study
visit wurde durch Clobetasol bewirkt. Er sank nach zweiwdéchiger Behandlung um 0,62 + 0,19
Scorepunkte von 3,67 + 0,28 auf 3,05 + 0,29. Plazebo bedingte eine Reduktion um 0,31 £ 0,05
Scorepunkte (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Verénderung des Composite Scores vom Entry visit zum End of study visit fur

Miltefosin, Clobetasol und Plazebo. MW + SEM, N=39.

3.5.1.1.1 Urtikarielle Veranderung (Wheal Subscore)

Der Parameter der subjektiv beurteilten urtikariellen Veranderung nach mechanischer
Provokation zeigte kongruent zum Composite Score eine Abnahme nach medikamentdser
Therapie fur alle drei Medikamente. Allerdings konnten auch bei der Beurteilung der
urtikariellen Veranderung und damit des Darier-Zeichens keine statistischen Signifikanzen,
sondern nur tendenzielle Ergebnisse ermittelt werden. Miltefosin und Clobetasol bewirkten
hinsichtlich der Auspragung eine vergleichbar starke Reduktion des Scores um jeweils 0,26 +
0,11 Wertepunkte. Fir Plazebo konnte lediglich eine Reduktion um 0,08 + 0,09 gezeigt werden
(Abbildung 32).
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Abbildung 32: Veranderung des Wheal Subscores vom Entry visit zum End of study visit fir
Miltefosin, Clobetasol, Plazebo. MW £+ SEM, N=39.
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3.5.1.1.2 Erythematdse Veranderung (Erythema Subscore)

Fir den Erythema Subscore konnten keine statistischen Unterschiede fiir Miltefosin, Clobetasol
oder Plazebo ermittelt werden. Die starkste tendenzielle Reduktion um 0,05 + 0,07 Scorepunkte
konnte nach medikamentdser Therapie mit Miltefosin von 1,49 + 0,90 auf 1,44 + 0,12 gezeigt
werden. Clobetasol bedingte eine tendenzielle Reduktion um 0,03 + 0,07 Scorepunkte. Auf den
mit Plazebo behandelten Arealen konnte bezogen auf die erythematdse Entwicklung infolge
mechanischer Reizung keine Verdnderung im Vergleich zum Entry visit gezeigt werden
(Abbildung 33).
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Abbildung 33: Veranderung des Erythema Subscores vom Entry visit zum End of study visit fur
Miltefosin, Clobetasol und Plazebo. MW £+ SEM, N=39.

3.5.1.1.3 Veranderung des Juckreizes (ltching Subscore)

Nach zweiwochiger Therapie mit Miltefosin konnte ein statistisch signifikanter Anstieg um 0,03
+ 0,09 Scorepunkte von 0,87 + 0,14 auf 0,90 = 0,16 Wertepunkte fur den Parameter Juckreiz
gezeigt werden. Statistisch signifikante Unterschiede konnten zwischen Miltefosin und Plazebo
von p=0,04 und zwischen Miltefosin und Clobetasol von p=0,01 aufgezeigt werden. Die
tendenziell starkste Reduktion des subjektiv durch den Patienten beschriebenen Juckreizes
betrug 0,33 = 0,09 Scorepunkte und trat nach Behandlung mit Clobetasol auf. Die zweiwdchige
Behandlung mit Plazebo bedingte eine Abnahme um 0,23 + 0,09 Wertepunkte (Abbildung 34).



3. Ergebnisse 60

1.1
Q [:I:g ------------------------- *
E e Niltefosin
: \H - —— (lobetasol
= 0.7 1 ~_ 1 — Clobesa
[l Hh
=II -
E 0.5
=

0.3

Vor Behandlung Nach Behandlung

Abbildung 34: Veranderung des Itching Subscores vom Entry visit zum End of study visit fiir
Miltefosin, Clobetasol und Plazebo. MW + SEM, N=39, *statistische Signifikanz zwischen
Miltefosin und Plazebo: p=0,04, sowie zwischen Miltefosin und Clobetasol: p=0,01.

3.5.1.2 Global efficacy assessment — Investigator and Patient

Nach der Therapie mit Clobetasol konnte im Vergleich zu der Behandlung mit Miltefosin eine
statistisch signifikante Verbesserung (p=0,05) des durch den Prifarzt subjektiv beurteilten
klinischen Bildes der Mastozytose nachgewiesen werden. Die mit Clobetasol behandelten Areale
wurden mit 3,74 £ 0,13 Scorepunkten beurteilt und zeigen damit im Vergleich zu den mit
Miltefosin therapierten Behandlungsfeldern, die mit 4,23 + 0,21 Punkten bewertet wurden, eine
starkere allgemeine Verbesserungen des klinischen Bildes. Areale die mit Plazebo behandelt
wurden, erhielten 3,95 + 0,06 Scorepunkte und zeigten damit keine Verénderung im Vergleich
zu der Zeit vor Studienbeginn. Vergleichbar beurteilten die Patienten die Wirksamkeit der
Medikamente, wobei der Patient Global efficacy assessment eine statistisch signifikante
Verbesserung (p=0,02) des Hautbefundes durch Clobetasol im Vergleich zu Miltefosin aufzeigte.
Die mit Clobetasol behandelten Areale erhielten eine Bewertung mit 3,77 = 0,13 Scorepunkten,
im Vergleich zu Miltefosin, die mit 4,36 = 0,19 beurteilt wurden (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Beurteilung mdoglicher Veranderungen nach der Therapie mit Miltefosin,
Clobetasol und Plazebo mit Hilfe des Global efficacy assessment, jeweils unabhangig durch den
Patienten und Priifarzt eingeschéatzt. 3,0= leichte Verbesserung, 4,0= keine Verénderung und
5,0= leichte Verschlechterung. MW £ SEM, N=39, *statistisch signifikante Unterschiede zeigten
sich zwischen Miltefosin und Clobetasol fir die Beurteilung durch den Patienten: p=0,02
(Prufarzt: p=0,05).

3.5.2 Objektive Beurteilung

3.5.2.1 Biopsien

Zur objektiven Beurteilung der Wirksamkeit von Miltefosin im Vergleich zu Clobetasol und zum
Plazebo wurde bei 38 der 39 randomisierten Patienten innerhalb jedes Behandlungsareals eine
Stanzbiopsie durchgefiihrt. Anschliellend erfolgte mit Hilfe der quantitativen Histomorphometrie
eine Z&hlung der MC pro mm? (Abbildung 36). Dabei wurde die MC-Zahl von der oberen
papillaren Dermis bis hin zur Subkutis bei 28 bis 38 Patienten bestimmt, da nicht in allen
Exzidaten alle Schichten aufgezeigt werden konnten. Die Biopsien, welche aus den mit
Clobetasol behandelten Testarealen exzidiert wurden, wiesen innerhalb der oberen papillaren
Dermis im Vergleich zu Miltefosin (p=0,02) und auch zu Plazebo (p=0,00) statistisch signifikant
weniger MC/mm? auf. Eine mittlere MC-Anzahl/mm?2 von 219,57 + 29,70 innerhalb der oberen
papillaren Dermis konnte in den Biopsien ermittelt werden, welche aus den mit Clobetasol
behandelten Arealen stammten. Fir die aus den mit Miltefosin behandelten Testfeldern
entnommenen Gewebeproben, konnte eine mittlere MC-Anzahl/mm? von 272,10 + 41,33
aufgezeigt werden. Tendenziell, jedoch ohne statistisch signifikanten Nachweis, wurden nach



3. Ergebnisse 62

Applikation von Miltefosin im Vergleich zu Plazebo weniger MC innerhalb der oberen
papillaren Dermis gezéhlt (p=0,30). Demnach konnten innerhalb der oberen papillaren Dermis
mit 302,73 £ 39,27 die meisten MC/mm?2 in den Gewebeproben detektiert werden, die zuvor eine

zweiwochige Behandlung mit Plazebo erfuhren.
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Abbildung 36: Anzahl der MC pro mm? nach 14-tagiger Behandlung mit Miltefosin, Clobetasol
und Plazebo. MW £ SEM, N=28-38. *statistisch signifikante Unterschiede zwischen Clobetasol
und Plazebo: p=0,00; sowie zwischen Clobetasol und Miltefosin: p=0,02.

Die Ergebnisse der quantitativen Histomorphometrie zeigten fur die Probebiopsien aller drei
Behandlungsareale eine von der oberen papillaren Dermis bis zur Subkutis hin abnehmende
Anzahl der MC pro mm2 Die innerhalb der oberen papillairen Dermis aufgezeigten
medikamentenabhéngigen Unterschiede hinsichtlich der MC-Anzahl konnten in den darunter
liegenden Schichten nicht derartig ausgepragt dargestellt werden. Statistisch signifikante
Unterschiede der drei angewandten Medikamente hinsichtlich der MC-Anzahl innerhalb der
unteren papillaren Dermis bis zur Subkutis konnten nicht berechnet werden. Der Mittelwert der
MC-Anzahl aller Hautschichten von der oberen papillaren Dermis bis hin zur Subkutis zeigte,
dass die Biopsien, welche aus den mit Clobetasol behandelten Testarealen stammten, mit 74,78 +
10,48 MC/mm? die wenigsten Zellen aufwiesen. Innerhalb der Biopsien, die aus den mit
Miltefosin behandelten Arealen entnommen wurden, konnten 90,17 + 11,88 MC/mm? gezéhlt

werden und enthielten daher im Vergleich zu den Gewebeproben aus den mit Plazebo



3. Ergebnisse 63

behandelten Arealen, in denen 100,39 + 11,77 MC/mm?2 ermittelt wurden, tendenziell weniger

MC pro mm?2.

3.5.2.2 Volumetrie

Da die Berechnung der Quaddelvolumina nicht bei allen Patienten mit Hilfe der
Matchingmethode erfolgen konnte, wurde als zusatzliches Verfahren die oben beschriebene
individuelle Bereichsmarkierung durchgefuhrt. Die Ergebnisse konnten nur verwendet werden,
wenn eine Korrelation zwischen diesen beiden Verfahren nachgewiesen wurde. Mit Hilfe des
Spearman Rank Testes wurde ein Korrelationswert von 0,9767 ermittelt, der eine Korrelation der
beiden Verfahren bestétigte und demzufolge die Erganzung der fehlenden gematchten Daten
durch die Ergebnisse der individuellen Bereichsmarkierung erlaubte. Die volumetrischen
Aufnahmen wurden an einer Untergruppe von insgesamt neun Patienten der Berliner Charité
durchgefiihrt. Nur bei 7 bis 9 Patienten konnten die Aufnahmen ausgewertet werden, da
einerseits technische Probleme auftraten und andererseits die Patienten zum Teil die Testareale
abweichend vom Entry visit nachzeichneten und dementsprechend ein Auffinden der
ursprunglich gemessenen Quaddeln nicht mdglich war. Aufgrund der geringen Anzahl an
Patienten wurde nicht der Mittelwert, sondern der Median betrachtet. Die von der Zeit vor
mechanischer Reizung bis 30 Minuten nach Provokation berechnete AUC der Quaddelvolumina,
auf den mit Clobetasol behandelten Arealen, zeigte vom Entry visit zum End of study visit eine
Reduktion von 29,17 + 11,96% (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Prozentuale Verénderung der AUC vom Entry visit zum End of study visit.
Median + SEM; Miltefosin: N=7, Plazebo: N=8, Clobetasol: N=9. *Statistisch signifikante

Unterschiede konnten fur Clobetasol und Plazebo gezeigt werden: p=0,03.
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Im Vergleich zum Plazebo konnte eine um 19,68% statistisch signifikante, starkere Reduktion
der AUC ermittelt werden (p=0,03). Eine vergleichbar starke Reduktion der AUC von 33,12 +
15,94% wurde nach Behandlung mit Miltefosin gemessen. Statistisch signifikante Unterschiede
zwischen Miltefosin und Plazebo (p=0,09), sowie zwischen Miltefosin und Clobetasol (p=0,74)

konnten jedoch nicht aufgezeigt werden.
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Abbildung 38: Volumetrische Aufnahmen eines Beispielpatienten nach der mechanischen
Provokation, aufgenommen mit Hilfe der PRIMOS Messtechnik. Die Farben repréasentieren
unterschiedliche Hohen, wobei gelb hohen Werten und blau niedrigen Werten zugeordnet ist.
Verglichen werden Quaddeln auf den drei verschiedenen Arealen, jeweils vor und nach
medikamentdser Therapie mit Miltefosin, Clobetasol und Plazebo. Die Aufnahmen des
Beispielpatienten untermauern die prozentuale Verédnderung der AUC, indem sie eine deutliche
Abnahme der Quaddelvolumina nach der Therapie mit Miltefosin zeigen, welche der geringer
ausgepragten Reduktion nach Therapie mit Clobetasol tberlegen ist. Die Aufnahmen der

Quaddelvolumina nach Behandlung mit Plazebo zeigen keine relevanten Verdnderungen.

Fir Clobetasol konnte eine maximale Reduktion der AUC von 70,37% ermittelt werden. Fir
Plazebo betragt diese 23% und fir Miltefosin 67,98% (Abbildung 39). In Einzelféllen konnte
nach der medikamentdsen Therapie eine Zunahme der AUC beobachtet werden. In diesem
Zusammenhang ist dem Histogramm eine maximale Zunahme der AUC nach Therapie mit
Plazebo von 127,14% zu entnehmen, sowie eine maximale Zunahme um 41,54% nach

Behandlung mit Miltefosin und 37,91% nach Behandlung mit Clobetasol.
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Abbildung 39: Histogramm zur graphischen H&ufigkeitsverteilung der prozentualen
Veranderung der AUC und daher der Quaddelvolumina fiir Miltefosin (N=7), Clobetasol (N=9)
und Plazebo (N=8). Die Haufigkeit entspricht der Anzahl der Patienten.

Ahnliche Tendenzen der AUC sind fiir die Veranderung der Volumina der L&sionen vor
mechanischer Reizung festzustellen, jedoch konnten keine statistisch signifikanten Werte
aufgezeigt werden. Die Uber einen Zeitraum von 14 Tagen mit Miltefosin behandelten L&sionen
zeigten eine Volumenreduktion von 46,52 + 18,19%. Die Betrachtung der Volumina nach
Therapie mit Clobetasol liel eine Reduktion um 31,09 + 15,32% erkennen (Abbildung 40).

Miltefosin Clobetasol Plazebo

—
=
"

b
=

Volumenveriinderung (%)
U
Lo

Abbildung 40: Prozentuale Verénderung der VVolumina der Lasionen vom Entry visit zum End
of study visit. Median £ SEM; Miltefosin: N=8, Plazebo: N=9, Clobetasol: N=9.
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Abbildung 41: Volumetrische Aufnahmen der Lé&sionen eines Beispielpatienten vor der

mechanischen Provokation, aufgenommen mit Hilfe der PRIMOS Messtechnik. Die Farben
reprasentieren unterschiedliche H6hen, wobei gelb hohen Werten und blau niedrigen Werten
zugeordnet ist. Verglichen werden Lasionen auf den drei verschiedenen Arealen, jeweils vor und
nach medikamentoser Therapie mit Miltefosin, Clobetasol und Plazebo. Die Aufnahmen des
Beispielpatienten untermauern die prozentuale Verdnderung der VVolumina der L&sionen, indem
sie eine deutliche Abnahme der Volumina der L&sionen nach der Therapie mit Miltefosin zeigen,
welche der geringer ausgepragten Reduktion nach Therapie mit Clobetasol Uberlegen ist. Die
Aufnahmen der Quaddelvolumina nach Behandlung mit Plazebo zeigen keine relevanten

Veranderungen.

Die maximale Reduktion der Volumina der Lasionen zeigte fiir Clobetasol die starkste
Auspragung mit 64,10%, im Vergleich zu Plazebo mit 23,68% und Miltefosin mit 57,62%
(Abbildung 42). In Einzelféallen konnte auch nach der medikamentdsen Therapie eine Zunahme
beobachtet werden. Fiur Clobetasol konnte ein maximaler Anstieg der VVolumina von 89,87%, fur

Miltefosin von 84,40% und fir Plazebo von 17,59% bestimmt werden.
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Abbildung 42: Histogramm zur graphischen Haufigkeitsverteilung der prozentualen
Veranderung der Volumina der L&sionen fur Plazebo (N=9), Clobetasol (N=9) und Miltefosin
(N=8). Die Haufigkeit entspricht der Anzahl der Patienten.

Mit Hilfe der volumetrischen Daten der prozentualen Veranderung der AUC wurde aul’erdem
eine Fallzahlschatzung zur Analyse der Unterschiede zwischen Miltefosin und Plazebo
kalkuliert. Ausgehend von einem Signifikanzniveau von o= 0,05, zweiseitigem Test und einer
Power von 80% missten bei 43 Personen die volumetrischen Messungen durchgefuhrt werden,
um einen signifikanten Unterschied zwischen Miltefosin und Plazebo mittels Wilcoxon-Test

zeigen zu konnen.

3.5.2.3 Thermografie

Die Ergebnisse der Thermografie sind nur eingeschrankt verwertbar und wurden als nicht
aussagekraftig eingeschétzt. Die Beurteilung der Temperaturveranderungen war aufgrund
multipler und sehr kleiner L&sionen und Quaddeln und der damit verbundenen schweren oder gar
nicht mdglichen Abgrenzung, nicht durchfiihrbar. Ein Matchen der Thermografiebilder, wie es
im Rahmen der volumetrischen Messungen erfolgte, war nicht mdglich, sodass die
Temperaturverdnderungen innerhalb der Areale im Zeitverlauf nur fehlerbehaftet berechnet

werden konnten.

3.6 Uberprufung der Sicherheit

3.6.1 Sonographie — Detektion mdglicher Veranderungen der Hautdicke

Weder fur Clobetasol, noch fiir Miltefosin oder die Negativkontrolle konnten statistisch
signifikante Veranderungen der Hautdicke nach zweiwo6chiger Therapie ermittelt werden. Die
tendenziell starkste Reduktion von 0,10 £ 0,06 mm wurde nach Behandlung mit Plazebo

gemessen. Fir Clobetasol konnten Reduktionen um 0,09 + 0,06 mm und fir Miltefosin um 0,02
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+ 0,06 mm dokumentiert werden. Keine der Messwerte wurde als klinisch relevant im Sinne

einer atrophischen Hautveranderung beurteilt (Abbildung 43 und 44).

Miltefosin Clobetasol

Vor Behandlung

Nach Behandlung

Abbildung 43: Sonogramme eines Beispielpatienten vor und nach der medikamentdsen
Therapie mit Miltefosin, Clobetasol und Plazebo. Keine Therapie bedingte klinisch relevante

Hautveranderungen in Form von Atrophie.
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Vor Behandlung Nach Behandlung
Abbildung 44: Veranderung der Hautdicke vom Entry visit zum End of study visit fir

Miltefosin, Clobetasol, Plazebo. MW + SEM, N= 39.
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3.6.2 Nebenwirkungen

Nebenwirkungen, die in der Zeit ab der ersten Applikation der Studienmedikamente auftraten -
treatment-emergent adverse events (TEAEs) - wurden von insgesamt 20 Patienten (51,3%)
berichtet. Keine der bei den 20 Probanden aufgetretenen 27 TEAEs wurde durch die Priférzte
auf einer Skala mit den Auswahlmdglichkeiten ,stark®, ,mittel“ oder ,mild*“ als ,stark*
eingestuft. Nach der Beurteilung der Priférzte wurden 24 der aufgetretenen 27 Nebenwirkungen
durch die applizierte Studienmedikation ausgeldst. 22 dieser TEAEs traten auf den mit
Miltefosin behandelten Arealen auf. Dabei handelte es sich um trockene Hautverdnderungen,
Ekzem- und Erythementwicklung, sowie in einem Fall um eine vom Priifarzt als Irritation der
Haut beschriebene Verdnderung. Nach der Therapie mit Plazebo beschrieb ein Patient
Schmerzen innerhalb dieses Behandlungsareals. Auf den mit Clobetasol behandelten Arealen
zeigten sich keine Nebenwirkungen. Bei einer Patientin zeigte der Mesotest flr das rechte Auge
eine veranderte Hell-Dunkeladaptation, die vom Investigator als durch die Medikamente
ausgelost beurteilt wurde. Der Grofteil der Nebenwirkungen bildete sich zuriick, bei sechs

Patienten wurde eine Weiterbeobachtung der Nebenwirkungen versaumt (Tabelle 7).

Tabelle 7: Auflistung der durch die Medikamente und nicht durch die Medikamente (non-
TEAES) bedingten TEAEs. Bei einer Patientin traten zwei Ekzeme zu unterschiedlichen
Zeitpunkten und Auspragungen auf den mit Miltefosin behandelten Arealen auf. Dieses multiple

Auftreten derselben Nebenwirkung wird in der Tabelle nur einmal aufgeftihrt.
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Durch Medikamente bedingte TEAES
Exsikkose 16 | 41 14 2 Miltefosin
Ekzem 2 | 51 0 2 Miltefosin
Erythem 2 | 51 2 0 Miltefosin
Irritation 1 2,6 1 0 Miltefosin
Schmerzen 1| 26 0 1 Plazebo
Ophthalmologische Abnormitdten | 1 | 2,6 0 1
Nicht durch Medikamente bedingte TEAES
Abszess 1|26 1 0
Kopfschmerzen 1|26 1 0
Hautbrennen 1| 26 1 0
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Die h&ufigsten durch die Studienmedikation ausgelGsten Nebenwirkungen waren trockene
Hautverdnderungen (41%), die bei allen Patienten durch die Behandlung mit Miltefosin

hervorgerufen wurden (Abbildung 45).

Abbildung 45: Fotographische Dokumentation der Behandlungsareale eines Beispielpatienten
vor (links) und nach (rechts) medikamenttser Therapie mit Miltefosin. Die Aufnahmen zeigen

trockene Hautverdanderungen infolge der 14-tdgigen Behandlung.

Die Ergebnisse der ophthalmologischen Untersuchungen vor und nach medikamentdser Therapie
wurden mit einander verglichen und auf mdgliche Erhdhungen der Blendempfindlichkeit und
somit auf eine Verschlechterung der Hell-Dunkel-Adaptation geachtet. Nur eine Patientin zeigte
nach der zweiwochigen Therapie Abweichungen von den Untersuchungen vor der Behandlung.
Der Aufforderung sich einer weiteren ophthalmologischen Untersuchung zu unterziehen, ist die
Patienten nicht nachgegangen. Bei einem Patienten trat eine non-TEAE in Form einer Bronchitis
auf, die sich ebenfalls zurlickbildete. Die aufgetretenen unerwiinschten Arzneimittelwirkungen
fihrten bei keinem der Patienten zu einer Unterbrechung oder zu einem Absetzen der
Studienmedikation, eine therapeutische Intervention war nicht notwendig. Ferner ist kein
Todesfall eingetreten.

Die Laborparameter zeigten nach der medikamentdsen Therapie nur diskrete Verénderungen
(Tabelle 8). Keine der aufgetretenen Abweichungen von den Normalwerten wurde von den

Prifarzten als durch die Studienmedikation verursacht beurteilt. Der Hauptteil der
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Abweichungen von den Normalwerten wurde als Kklinisch nicht relevant bewertet oder auf die

Begleitmedikation, sowie technische Fehler zuriickgefthrt.

Tabelle 8: Veranderung der Laborparameter vom Entry visit zum End of study visit mit

Abweichungen von den Normalwerten
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Laborparameter Mittelwert + SEM [N % N %
Hamatologie
Erythrozyten [T/I] -0,08 + 0,04 6 154 |5 12,8
Thrombozyten [G/I] -13,72 + 5,52 1 2,6 1 2,6
Leukozyten [G/I] 0,07+£0,3 8 205 |7 17,9
Klinische Chemie
AST [U/] 0,23+1,16 0 0 1 2,6
ALT [U/1] 152 +1,63 5 128 |6 15,4
Bilirubin [umol/l] -1,14 £ 0,63 5 12,8 |3 7,7
Alk. Phosphatase [U/I] |-0,88 + 1,44 2 5,1 2 5,1
Kreatinin [umol/I] 0,82 +1,39 1 2,6 2 51
Kalium [mmol/l] 0,25+0,16 1 2,6 3 1,7
Calcium [mmol/l] -0,03 £ 0,02 3 7,7 0 0
Natrium [mmol/l] 0,26 £ 0,41 0 0 1 2,6

Die Vitalparameter systolischer und diastolischer Blutdruck, sowie die Herzfrequenz zeigten
nach der Behandlung keine auf die medikamentGse Therapie zurtickzufuhrenden Verénderungen.
Nach der zweiwéchigen Therapie mit Miltefosin, Clobetasol und Plazebo wurden im Rahmen
der allgemeinen korperlichen Untersuchung keine neu aufgetretenen Abnormitaten der
untersuchten Organsysteme diagnostiziert. Eine verminderte Anzahl der Abnormitaten am End
of study visit ist nicht auf die Studienmedikation zuriickzufiihren. Auch die gemessenen
Parameter Temperatur in °C und Gewicht in kg zeigten nach medikamenttser Therapie keine
Veranderungen. Bei keiner der teilnehmenden Patientinnen konnte im Screening visit oder End

of study visit eine Schwangerschaft mittels Urinschnelltest nachgewiesen werden.
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Tabelle 9: Auflistung der Abnormitaten im Rahmen der allgemeinen korperlichen Untersuchung
fir den Screening Visit und End of study visit. Im End of study visit konnten keine neu
aufgetretenen Veranderungen der untersuchten Organsysteme beobachtet werden. Eine
Verminderung der Anzahl der Abnormitdten am End of study visit ist nicht auf die

Studienmedikation zurlickzufihren.

Screening visit | End of study visit

Betroffenes Organsystem Abnormitaten
N % N %

Abdomen 4 10,3 4 10,3
Allergien 11 28,2 8 20,51
Ricken 0 0 0 0
Ohren, Nase, Rachen 1 2,56 1 2,56
Extremitaten 0 0 0 0
Augen 4 10,3 £ 7,69
Allgemeine Erscheinung |0 0 0 0
Herz 0 0 0 0
Lunge 0 0 0 0
Hals, Schilddriise 2 5,13 2 5,13
Nervensystem 0 0 0 0
andere 7 18 3 7,69
Haut 39 100 39 100




4. Diskussion 73

4. Diskussion

Zahlreiche Arbeiten und Studien der vergangenen Jahre zur Therapie der Mastozytose weisen
daraufhin, dass gegenwartig keine optimale Behandlungsoption zur Verfiigung steht. Dies
spiegelt sich auch am Patientenkollektiv der vorliegenden Arbeit wieder, von denen Uber die
Hélfte der Probanden vor der Studie mindestens eine Form der Therapie erhielten, ohne jedoch
von einer langfristigen, kurativen Wirkung zu profitieren. MICUMA stellt die erste klinische
Studie dar, in der die Anwendung von Miltefosin zur Behandlung der CM beleuchtet wird, um
eine mogliche Alternative zur bisherigen Therapie zu finden. Die Wirksamkeit und
Vertréaglichkeit von Miltefosin wurde bereits mit guten Ergebnissen in zahlreichen klinischen
Studien erforscht und findet bei parasitaren Erkrankungen wie der viszeralen und kutanen
Leishmaniose, bei der Behandlung des T-Zell-Lymphoms der Haut und bei kutanen Metastasen
des Brustkarzinoms Anwendung, sofern eine Operation, Bestrahlung, Hormon- oder
Chemotherapie erfolglos sind . Die vorliegende Arbeit zeigt, dass Miltefosin im Vergleich zu
Plazebo tendenziell eine Verbesserung der betrachteten Parameter bewirkt und dariber hinaus in
seiner hier angewendeten Zusammensetzung im Vergleich zu Dermoxinale®, einem Praparat das
bereits bei der symptomatischen Behandlung der CM zum Einsatz kommt, eine vergleichbare
Wirksamkeit ausiibt, jedoch zusétzliche Nebenwirkungen verursacht. Es zeigt sich auflerdem ein
Zusammenhang zwischen der Therapie mit Miltefosin und der statistisch signifikanten Zunahme
des subjektiv beschriebenen Juckreizes, sowie reversiblen, trockenen Hautveranderungen.

Im Einzelnen zeigen wir flr Miltefosin, dass der zur Beschreibung der Wirksamkeit betrachtete
und mittels Analogskala subjektiv beurteilte Composite Score nach 14-tagiger Therapie
tendenziell, ohne statistische Signifikanz im Vergleich zu den anderen betrachten
Medikamenten, die schwéchste Reduktion aufweist. Insbesondere zeigen wir fur den Wheal- und
Erythema Subscore nach der Therapie mit Miltefosin eine tendenzielle, jedoch nicht statistisch
signifikante, Abnahme und damit eine Reduktion des Darier-Zeichens. Die schwécher
ausgepragte Reduktion des Composite Scores nach der Therapie mit Miltefosin im Vergleich
zum Plazebo, ist durch einen statistisch signifikanten Anstieg des subjektiv beurteilten
Juckreizes infolge mechanischer Reizung nach Behandlung mit Miltefosin zu erklaren. Dabei ist
zu berticksichtigen, dass der Scorepunkt lediglich auf einen Mittelwert von 0,90 + 0,14 ansteigt,
wobei ein Wert von 1 als milder Ausprédgungsgrad definiert ist. Juckreiz infolge dermaler
Applikation von Miltefosin trat parallel zu der vorliegenden Arbeit im Rahmen Klinischer

Studien auf, zeigte jedoch eine grofRe prozentuale Spannweite. Demnach berichten Clive et al.
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nach lokaler Therapie von Hautmetastasen des Mammakarzinoms lediglich bei 12% der
Probanden (ber das Auftreten von lokalem Juckreiz. Die Behandlung des kutanen T-Zell-
Lymphoms mit Miltefosin in der gleichen Dosierung und vergleichbaren Anwendungsdauer,
fuhrte laut Dumontet et al. bei 58% der Patienten zum Auftreten von lokalem Pruritus. Diese
Studien verdeutlichen, dass der Juckreiz eine Miltefosin-bedingte Nebenwirkung darstellt, der
auch bei der Behandlung von Erkrankungen auftritt, die im Vergleich zur CM normalerweise
nicht mit Juckreiz assoziiert sind. Analog zu unseren Beobachtungen wurde der Juckreiz jedoch
lediglich als mild und reversibel beurteilt. Demzufolge bedurften die Symptome nur in
Einzelfallen mit starker Ausprédgung des Einsatzes von Medikamenten, welcher innerhalb der
MICUMA-Studie nicht von Noten ist ****%”. Die innerhalb der vorliegenden Arbeit erfolgten, zur
objektiven Beurteilung der Quaddelvolumina an einer Subpopulation durchgefiihrten
volumetrischen Messungen veranschaulichen, dass Miltefosin tendenziell, jedoch nicht
statistisch signifikant im Vergleich zu Plazebo eine Reduktion der Quaddelvolumina nach
mechanischer Reizung bewirkt. Diese Reduktion ist Korrelat fir eine verminderte
Mediatorfreisetzung, als Resultat einer méglichen inhibitorischen Wirkung von Miltefosin auf
die MC-Degranulation oder einer verminderten, mittels histomorphometrischen Untersuchungen
dargestellten MC-Anzahl. Zusétzlich zeigen wir eine tendenzielle Abnahme der Volumina der
Lasionen nach der Therapie mit Miltefosin im Vergleich zum Plazebo. Fehlende statistische
Signifikanzen sind mit einer geringen Fallzahl von maximal 9 Patienten zu erklaren. Trotzdem
kdnnen wir zeigen, dass die volumetrischen Messungen hinsichtlich der Quaddelvolumina die
gleichen Tendenzen aufweisen, wie sie bereits durch die subjektive Beurteilung beschrieben
werden. In der Literatur wird tber keine klinische Studie berichtet, bei der eine dreidimensionale
Oberflachenmessung in Form der PRIMOS-Messtechnik zur Volumenbestimmung von
Quaddeln bei Patienten mit CM zum Einsatz kommt. Die MICUMA-Studie zeigt, dass diese
Messtechnik bei Patienten mit Mastozytose objektive und differenzierte Aussagen (ber die
Volumina der Ld&sionen und Quaddeln liefert. Auch fiir die zukilnftige Beurteilung der
Wirksamkeit von Medikamenten bei Patienten mit Mastozytose oder anderen, mit dem Auftreten
von Quaddeln assoziierten Erkrankungen, wie der Urtikaria, scheint die Methodik der
Volumenbestimmung vielversprechend. Demzufolge ist der Einsatz an einem groReren
Probandenkollektiv im Rahmen folgender Studien indiziert.

Die Anordnung der MC innerhalb der Exzidate, die zur Beurteilung der Wirkung auf die MC
entnommen wurden, entspricht der in der Literatur beschriebenen typischen Verteilung bei
Patienten mit Mastozytose. Der Grofteil der MC wird in der oberen papillaren Dermis,

unmittelbar unter der Basalmembran, gez&hlt. In den folgenden Schichten nimmt die MC-Anzahl
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ab und erreicht in der Subkutis das Minimum *. Die Exzidate der vorliegenden Arbeit weisen
insbesondere in der oberen papillaren Dermis nach der Therapie mit Miltefosin im Vergleich
zum Plazebo eine geringere MC-Anzahl auf. Diese Reduktion lasst vermuten, dass Miltefosin
maoglicherweise nicht nur tber eine Beeinflussung der Rafts und der Signaltransduktion oder
uber die Inhibition von Enzymsystemen, wie z.B. der Proteinkinase C wirkt, sondern
wahrscheinlich eine Apoptose, wie sie fur Tumorzellen beschrieben wird, induziert. Auffallig ist,
dass der therapiebedingte Effekt der MC-Reduktion in den Schichten unterhalb der oberen
papillaren Dermis nur geringfugig bis gar nicht ausgepragt ist. Eine unzureichende Penetration
der topisch applizierten Medikamente ist als Ursache fiir dieses Phd&nomen anzunehmen. Die
Penetrationsfahigkeit wird von einer Vielzahl von Faktoren, wie beispielsweise der chemischen
Struktur, bestimmt. Voraussetzung fir einen schnellen Transfer durch die Haut ist eine gute
Lipidloslichkeit, eine ausreichende Wasserloslichkeit und ein geringes Molekulargewicht. HePC
zeigt ein solch amphiphiles Verhalten in Kombination mit einem geringen Molekulargewicht
von 407 Dalton und l&sst daher bereits eine gute Penetration vermuten. Um diese zu steigern,
kann Miltefosin, wie in der vorliegenden Arbeit verwirklicht, in einer Mixtur aus drei 3-
alkyloxypropylenglycol, n&mlich propyl-, hexyl- und nonyloxypropylenglycol, mit je
unterschiedlicher Kettenldnge, geltst werden. Vor allem die kurzkettigen Alkylglycole sind
amphiphile Molekile, die gute Loslichkeitseigenschaften fur lipophile Molekile bieten. Wie
bereits an der Blut-Hirn-Schranke von Ratten gezeigt, ermdglichen sie die Penetration durch

biologische Membranen und fungieren auf diese Weise als Penetrationsenhancer 2" 2. |

n
Folgestudien soll zur Forderung der Wirksamkeit die kutane Penetration erhoht werden. Eine
Mdglichkeit besteht in der Steigerung der Lipophilie der Molekile und Salbengrundlage. Auch
eine Erhohung der Hydratation des Stratum corneum, wie z.B. durch Okklusivverbénde oder
Harnstoff als Zusatzstoff, bedingt eine Verbesserung der Diffusion und kann die Penetration
optimieren %, Es muss jedoch zwischen der Steigerung der Penetration und einer moglichen
Irritation der Haut, herbeigefiihrt durch Zusatzstoffe und Okklusivverbénde, abgewogen werden.
Darlber hinaus kann eine Wirksamkeitssteigerung neben der Forderung der Penetration und
damit verbundener erhéhter Wirkstoffkonzentration in der Haut durch weitere Modifikation, wie
z.B. der Behandlungsdauer, erreicht werden. Als Grundlage fur diese Hypothese dienen die

128 Indem sie Patienten mit Hautmetastasen des

Beobachtungen von Unger et al.
Mammakarzinoms behandelten und die ersten Miltefosin-induzierten Verdnderungen der
Lasionen nicht vor der vierten Behandlungswoche auftraten, zeigten sie, dass eine
Behandlungsdauer langer als zwei Wochen zur Beurteilung der Wirksamkeit nétig ist. Bedenken,

dass durch eine verlangerte Behandlungsdauer Nebenwirkungen geh&uft auftreten, konnten
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durch Burk et al. widerlegt werden **. Dementsprechend sank die Risikorate fiir unerwiinschte
Nebenwirkungen signifikant, je langer die Therapie fortgefuhrt wurde. Weil das
antineoplastische Therapeutikum zuvor noch nie bei Patienten mit CM/ISM zur Anwendung
kam, wéhlten wir in der vorliegenden Arbeit zunéchst einen kurzen Behandlungszeitraum von
zwei Wochen. In mdoglichen Folgestudien zur CM soll Miltefosin Uber einen l&ngeren
Behandlungszeitraum topisch aufgetragen werden, weil die durchgefuhrte Phase Il Studie keinen
Hinweis auf klinisch relevante, irreversible Nebenwirkungen erbringt, die gegen eine langere
Behandlungsperiode sprechen. Im Unterschied zu der vorliegenden Arbeit wurde in weiteren
Studien, wie bei Leonard et al., Clive et al. oder Terwogt et al., Miltefosin tber einen Zeitraum
von mindestens 8 Wochen appliziert. Trat eine Remission der Lasionen auf, wurde Miltefosin
weitere vier Wochen aufgetragen 22" 13 Entsprechend der Fachinformation wird dieses
Prozedere ebenfalls fiir die Behandlung von Hautmetastasen des Mammakarzinoms empfohlen,
um bei hinreichender Sicherheit ein Ansprechen der Therapie beurteilen zu kdénnen. Grischke et
al. fanden dabei nach achtwéchiger Behandlung eine 26%ige Ansprechrate **°. Dagegen zeigte
Dumontet et al. beim kutanen T-Zell-Lymphom und vergleichbarer Anwendung eine
Ansprechrate von 58% *%. Es ist zu vermuten, dass durch eine verlangerte Anwendungsdauer
vergleichbare Ergebnisse in Bezug auf Wirksamkeit und Ansprechrate auch bei der CM erzielt
werden konnen.

Des Weiteren erscheint der Einsatz einer anderen Applikationsform als der dermalen zur
Steigerung der hier beobachteten Wirksamkeit vielversprechend. Die orale Verabreichung von
Miltefosin erfolgt bereits bei der kutanen und viszeralen Leishmaniose ****, Es konnte eine
groBe Spannweite der Ansprechraten aufgezeigt werden, die bei einer jeweils 28-tagigen
Therapie mit 150 mg/d nach Soto et al. von 53% bis 97% reichte ® **. Nebenwirkungen im
Gastrointestinaltrakt, wie Nausea, Erbrechen und Diarrhé sind typische, durch die orale Gabe
von Miltefosin induzierte Symptome. Einmalig wurde das Auftreten des Steven-Johnson-
Syndroms beschrieben. AuBerdem wurden Veranderungen des Blutbildes berichtet, die sich als
leichte Erhéhung der Leberenzyme, speziell der AST und ALT im Serum manifestierten. Ein
Anstieg von Kreatinin, der Leukozyten, der Thrombozyten und des Hamoglobins wurde
zusatzlich beschrieben 3 3133 Diese durch Miltefosin induzierten Nebenwirkungen konnten
zusatzlich tierexperimentell nachgewiesen werden, wobei insbesondere bei hohen Dosen von 6-
10 mg/lkg KG marginale Kreatininanstiege im Serum, Erhohungen des Harnstoff- und
Stickstoffspiegels im Serum, Elektrolytverschiebungen, Protein- und Hamoglobinurie neben
chronischen Nephropathien beschrieben wurden. Bei mannlichen Ratten traten infolge hoher

oraler Dosen Atrophien der Geschlechtsorgane auf, ebenso wurden embryotoxische



4. Diskussion 77

Nebenwirkungen berichtet. Die orale Anwendung bedingt hohe mittlere Wirkstoffspiegel im
Serum, die beim Menschen nach der Einnahme von 150 mg Miltefosin/d ca. 67 nmol/ml
betragen. Im Gegensatz dazu bedingen selbst mehrmonatige dermale Anwendungen von téglich
bis zu 450 mg Miltefosin beim Menschen keine tber der Nachweisgrenze von 1 nmol/ml
liegenden Wirkstoffspiegel *®. Es ist zu vermuten, dass ein durch orale Gabe bedingter, erhohter
Wirkstoffspiegel im Serum im Vergleich zur dermalen Applikation eine gesteigerte
Wirksamkeitsrate ermdglicht. Die orale Verabreichung und damit verbundener erhéhter Nutzen
bedarf jedoch im Hinblick auf die beschriebenen Nebenwirkungen einer gewissenhaften
Abwégung. Gemal der berichteten hohen Wirksamkeitsraten und der vorwiegend als mild bis
moderat, sowie reversibel beschrieben Nebenwirkungen, stellt die orale Gabe bei grindlicher
und engmaschiger Kontrolle der Nieren-, Leber-, sowie Blutwerte und bei Gewéhrleistung der
Kontrazeption, eine mégliche Applikationsform fiir die Behandlung der CM dar *** ***. Analog
den bereits erfolgten klinischen Studien zur Behandlung der kutanen Leishmaniose kdnnen
taglich orale Dosen von 2,5 mg/kg KG Uber einen Zeitraum von 28 Tagen verabreicht werden
31 Die intravenose Injektion als weitere alternative Applikationsform stellt keine Option dar,
weil diese in einer Hamolyse gipfelt. Neben der groRen Anzahl an L&sionen, die sich innerhalb
der vorliegenden Arbeit bei 97% der Patienten auf (iber 50 belaufen, ist die intrakutane Injektion
aufgrund von beobachteten extensiven Ulzera und Hautverdnderungen um die Einstrichstelle
kontraindiziert ***. Auch eine Modifikation der Konzentration in Folgestudien zur
Wirksamkeitssteigerung stellt keine Alternative dar. Burk et al. untersuchten im Rahmen einer
Phase I Studie mit Tumorpatienten die maximal tolerierte Dosis von Miltefosin. Sie verglichen
die Effekte von lokal applizierter 2, 4, 6 und 8%iger Miltefosinldsung, die sie innerhalb der
ersten Woche einmal und anschliefend zweimal téglich auftrugen. Nach Therapie mit 8%iger
Miltefosinlésung traten statistisch signifikante Hautirritationen auf, weshalb die lokale
Anwendung von 6%iger Losung empfohlen wird **. Aufgrund der vermehrt auftretenden
Nebenwirkungen ist eine Erhohung der Konzentration von der in der vorliegenden Arbeit
verwendeten 6%igen LOsung auf eine 8%ige zur Steigerung der Wirksamkeit in Folgestudien
kontraindiziert.

Eine weitere Mdglichkeit zur Wirkungssteigerung in Folgestudien stellt die Erhdhung der
applizierten Dosis dar. Grundlage fir diese Hypothese bilden die Ergebnisse der MIMACT -
Studie, die zeigten, dass die anti-IgE vermittelte Histaminfreisetzung bei humanen MC in vitro
durch Miltefosin dosisabhangig, mit einer maximalen Hemmung bei 25 pM, inhibiert wird .
Es gilt zu Uberprifen, ob analog zu den experimentellen Ergebnissen die Inhibition der

Mediatoren in vivo und folglich die Symptome der CM dosisabhéngig sind. Trotz moéglicher
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Wirkungssteigerungen muss einer Dosiserh6hung der hier eingesetzten 0,5 ml Miltex®/ d im
Rahmen klinischer Studien eine gewissenhafte Risiko-Nutzen Abwagung voraus gehen. Burk et
al. untersuchten innerhalb einer Phase | Studie die maximal tolerierte Dosis von Miltex® pro
Applikation. Bei Lasionen mit einer begrenzten GréRRe von 100 cm? betrug diese 6 Tropfen pro
10 cm? (entsprechend 15 ml Miltex®). Auf nicht ulzerierten Lasionen mit einer Flache bis zu
500 cm2 wurden 4 Tropfen pro 10 cm? toleriert (entsprechend 10 ml Miltex®). Das Auftreten
von Ulzerationen limitiert die tégliche Applikation auf 5 ml. Laut Fachinformation flr die
Behandlung des Mammakarzinoms soll eine Anwendung von mehr als 5 ml Miltex®/ d nur
unter arztlicher Kontrolle erfolgen, da die tagliche Auftragung von 10 ml auf einer Flache von
ca. 2.000 cm2 in einem Fall zu Ubelkeit und Erbrechen fiihrte **°. Ob die beschriebene Erhéhung
der Tropfenanzahl pro 10 cmz2 ebenfalls auf die Behandlung von Patienten mit CM Ubertragbar
ist und eine Wirksamkeitssteigerung bedingen kann, muss in Folgestudien tberprift werden.
Dabei soll die tagliche Applikation von 5 ml Miltex®/ d nicht Gberschritten werden.

Bezlglich der Vertraglichkeit kénnen wir zeigen, dass Miltefosin nach 14-tagiger Therapie keine
atrophischen Hautverénderungen verursacht, wie beispielsweise durch Burk et al. beschrieben
129 Demnach traten diese bei 5,6% der Patienten auf, deren Hautmetastasen taglich mit zwei
Tropfen 6%iger Miltefosinlosung pro cm? Uber eine mediane Behandlungszeit von 14 Wochen
behandelt wurden. In der vorliegenden Arbeit treten unter Therapie mit Miltefosin andere lokale
Nebenwirkungen auf, die sich in Form von Ekzem- und Erythembildung und bei weniger als der
Halfte der Probanden als trockene Hautverdnderungen manifestieren. Diese werden lediglich als
mild bis moderat eingeschétzt, fihren bei keinem Patienten zu einem Abbruch der Behandlung
und bedurfen keiner medikamentdsen Intervention. AulRerdem konnen wir bei allen weiter
beobachteten Probanden eine Reversibilitdt der trockenen Verénderungen beschreiben. Die
benannten Nebenwirkungen sind bereits aus praklinischen Studien bekannt, innerhalb derer die
dermale, vierwodchige Applikation bei Schweinen eine dosisabhangige Entstehung von
Erythemen, Hyper- und Parakeratosen, Dermatitis und epidermaler Hyperplasie hervorrief. Die
dermale Applikation auf skarifizierter Haut bei Kaninchen flihrte zu einer geringen bis méRigen
Irritation. Erst hohe dermale Dosen von 5 g Miltex®/kg KG verursachten bei Ratten infolge
einer 24-stindigen okklusiven Verabreichung vereinzelt Degenerationen und Nekrosen % Im
Rahmen klinischer Studien traten ebenfalls trockene, durch Miltefosin induzierte
Hautveranderungen auf, die hinsichtlich ihrer Haufigkeit eine unterschiedlich starke Auspréagung
zeigten. Dementsprechend berichteten Grischke et al. bei 10%, Clive et al. bei 28% und Namer

et al. bei 80,8% der Patienten, die sich einer Therapie der kutanen Metastasen des
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Mammakarzinoms unterzogen, tber trockene Hautveranderungen ** % 137 zusitzlich wird in
der Literatur parallel zu der vorliegenden Arbeit (ber subjektive Hautverdnderungen wie
Brennen, Pruritus, Spannungsgefihl und Schmerz, sowie Uber objektive Verédnderungen in Form
von Desquamation und Erythementwicklung berichtet, die ebenfalls bezogen auf die prozentuale
Auspragung Schwankungen zeigten 4% 3% Um zu zeigen welcher Bestandteil von Miltex®
die Hautveranderungen bedingt, applizierten Hilgard und Klenner bei Ratten lokal eine Mixtur
bestehend aus 3-Alkyloxypropylenglycol und Wasser und induzierten damit Kkeine
Hautverdnderungen. Im Gegensatz dazu bedingte die lokale Applikation von Miltex® bei Ratten
reversible Hautverdnderungen in Form von Hautrétung, gefolgt von Desquamation nach der
Beendigung der Therapie. Hilgard und Klemmer konnten auf diese Weise zeigen, dass die durch
Miltex® bedingten Hautveranderungen dem aktiven Wirkstoff Miltefosin und nicht den
Bestandteilen in denen HePC geldst ist, zuzuschreiben sind ®. Um eine Reduktion der
aufgetretenen unerwiinschten Nebenwirkungen innerhalb moglicher Folgestudien zu realisieren,
sollen pflegende Cremes, wie wasserhaltige Paraffinemulsionen oder Vaseline, aufgetragen
werden. Diese sollen friihzeitig das Auftreten von trockenen Hautveranderungen, die mdgliche
therapeutische Effekte von Miltefosin innerhalb der Studie zusétzlich maskiert haben koénnen,
verhindern oder diese therapieren. Derartige Modifikationen der Externagrundlage konnen
zusétzlich die Penetrationseigenschaften beeinflussen. Speziell ein hoher Anteil an
Paraffinkomponenten behindert den transepidermalen Wasserverlust und fuhrt vergleichbar mit
der Okklusion zu einer Hydratation der Epidermis ®. Die riickfettenden Cremes konnen laut
Fachinformation 2-3 Stunden nach der Auftragung von Miltefosin appliziert werden *®. Terwogt
et al. beschreiben eine gleichzeitige Auftragung von 10% Vaseline zusammen mit Miltefosin um
lokalen Nebenwirkungen friihzeitig vorzubeugen oder diese zu minimieren **. Erst bei
fortbestehenden Symptomen, denen mit Hilfe pflegender Cremes nicht entgegen gewirkt werden
kann, soll eine Reduktion des Behandlungszeitraumes oder der Standarddosis in Erwéagung
gezogen werden 124 12> 127130 pjese Modifikation kann jedoch eine eingeschrankte Wirksamkeit
zur Folge haben. GeméalR den Empfehlungen der Fachinformation und bereits in klinischen
Studien beispielsweise bei Grischke et al. realisiert, soll Miltefosin in der ersten
Behandlungswoche einmal téglich dermal appliziert und nur bei Vertraglichkeit in den
darauffolgenden Wochen zweimal taglich aufgetragen werden '?. Diese einwdchige tagliche
Anwendung ist hilfreich um die Entstehung von mdglichen Nebenwirkungen frihzeitig zu
erkennen und diesen entgegen wirken zu koénnen. Aufgrund der kurzen Studiendauer der
vorliegenden Phase Il Studie von nur zwei Wochen, verspricht eine einwdchige Therapie mit

einmal téglicher und anschlieBender einwdchiger Therapie mit zweimal taglicher Applikation,
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wenig Erfolge. Folgestudien mit einem langeren Behandlungszeitraum sollen daher das von
Grischke et al. beschriebene Prozedere Gibernehmen.

Zur Beurteilung maoglicher systemischer Nebenwirkungen tberpriifen wir in der vorliegenden
Arbeit Labor- sowie Vitalparameter und fiihren korperliche Untersuchungen vor und nach
Therapie durch. Es gibt keinen Hinweis auf klinisch relevante Veranderungen der benannten
Parameter. Diese Ergebnisse sind parallel zu Beobachtungen in praklinischen Studien, in denen
weder nach einer Einzeldosisapplikation, noch nach vierwdchiger téglicher Applikation von
Miltefosin systemische Nebenwirkungen auftraten. Beim Menschen konnte infolge dermaler
Applikation lediglich eine niedrige systemische Verfugbarkeit gemessen werden. Demzufolge
bedingt die dermale Applikation von Miltefosin keine Wirkstoffspiegel, die zu systemischen
Nebenwirkungen flhren. In klinischen Studien zur Behandlung von Hautmetastasen oder T-Zell-
Lymphomen mit Miltefosin berichten auller Leonard et al. oder Dumontet et al. weitere Autoren
uber das Ausbleiben systemischer Toxizitat, selbst wenn das Préparat bei gleicher Dosierung
tiber einen langeren Zeitraum als in der vorliegenden Studie eingesetzt wurde *2**?’. Es sind
jedoch Einzelfélle bekannt, bei denen nach lokaler Applikation Veranderungen der Laborwerte
in Form von leicht erh6htem Serumkreatinin, Transaminasen, Leukozyten und Thrombozyten
auftraten. Deren Kausalitdt wurde nicht vollstandig geklart und ein Zusammenhang mit

Miltefosin nicht sicher ausgeschlossen *®.

Zusétzlich konnen sich Kklinisch relevante,
okulotoxische Veranderungen durch die orale Gabe von HePC prasentieren. In einem 27-tagigen
Tierexperiment trat bei Ratten, die tdglich mit 34,8 mg/kg KG HePC systemisch behandelt
wurden, eine Degeneration des retinalen Pigmentepithels, sowie der Photorezeptoren auf.
Theischen et al. fihrten anldsslich der tierexperimentellen Ergebnisse bei insgesamt 23
Patienten, die im Rahmen einer Phase Il Studie eine Behandlung mit Miltefosin aufgrund ihrer
metastasierenden, kolorektalen und bronchialen Karzinome erfuhren, Untersuchungen zur
Beurteilung des Visus, des intraokularen Druckes, des Farbsehens und des Gesichtfeldes durch.
Zusétzlich  kam die Elektrookulographie (EOG) und Elektroretinographie (ERG),
Spaltlampenuntersuchung und Ophthalmoskopie mit Fotodokumentation zum Einsatz. Die
Patienten erhielten innerhalb der ersten Woche 100 mg/d per os, in den folgenden Wochen 150
mg/d und somit eine ungefédhr 16-fach geringere Dosis als im Tierexperiment. Der mediane
Behandlungszeitraum betrug 8 Wochen. 71% der Patienten zeigten im EOG eine groRere
Blendempfindlichkeit unter der Therapie mit Miltefosin, die bei den meisten Patienten nach
Beendigung der Therapie reversibel war. Bei einigen Patienten begann die Rickbildung bereits
vor Therapieende. Theischen et al. konnten zeigen, dass Miltefosin analog zu den

tierexperimentellen Studien beim Menschen eine reversible Funktionsstérung des retinalen
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Pigmentepithels herbeifiihrte, jedoch keine weiteren funktionellen oder morphologischen
Veranderungen bedingte *%. Tierexperimentell konnte infolge dermaler Applikation, die zu
einem Plasmaspiegel von 5 nmol Miltefosin/ml fuhrte, keine Beeintrdchtigung der Funktionalitét
der Retina beobachtet werden. Aufgrund dessen ist bei Menschen das Risiko von sogar
reversiblen Beeintrdchtigungen der Retina gering. Eine regelmél3ige Kontrolle der Hell-
Dunkeladaptation wird laut Fachinformation zu Beginn der Behandlung und im halbjahrigen
Abstand empfohlen *®. Dementsprechend fiihren wir in der vorliegenden Arbeit vor und nach
medikamenttdser Therapie ophthalmologische Untersuchungen durch. Mit Ausnahme einer
Patientin zeigt keiner der Probanden am Ende der Studie eine Veranderung der Hell-
Dunkeladaptation. Weil die Patientin der Aufforderung, sich einer weiteren ophthalmologischen
Untersuchung zu unterziehen, jedoch nicht folgte, konnte eine mégliche Kausalitét zwischen den

aufgetretenen Veranderungen und der medikamentsen Therapie nicht eindeutig geklart werden.

Um die Wirksamkeit von Miltefosin mit bereits bei der CM zum Einsatz kommenden topischen
Medikamenten zu vergleichen und damit den Stellenwert von Miltefosin als eine mdogliche
therapeutische Alternative beurteilen zu konnen, wird als Positivkontrolle das symptomatisch
wirkende Clobetasol eingesetzt. Im Einzelnen zeigen wir, dass die 14-tgige Therapie mit
Clobetasol eine tendenzielle Abnahme des Composite Scores bewirkt, die im Vergleich zu
Miltefosin und Plazebo am stérksten ausgepragt ist. Dies beinhaltet eine Abnahme des Erythema
Scores, der fur Clobetasol im Vergleich zu Miltefosin eine schwécher ausgeprégte Abnahme
aufweist. Dartiber hinaus bedingen Clobetasol und Miltefosin eine vergleichbare Reduktion des
Darier-Zeichens. Im Gegensatz zu Miltefosin nimmt der Juckreiz nach der Behandlung mit
Clobetasol tendenziell ab. Die subjektive Einschatzung durch den Patienten und Prifarzt in Form
des Global efficacy assessment weist im Vergleich zu Clobetasol eine statistisch signifikante,
diskrete Verschlechterung nach der Therapie mit Miltefosin auf. Mit Hilfe der volumetrischen
Aufnahmen konnen wir fur Miltefosin und Clobetasol anndhernd gleich stark ausgeprégte
Reduktionen der AUC und der Volumina der L&sionen nachweisen. Die Wirksamkeit von 0,05%
Clobetasol bei der Behandlung der kutanen Manifestationen im Rahmen der Mastozytose wurde
bereits innerhalb zahlreicher Klinischer Studien Uberpruft. Obwohl ein Hauptteil der Studien
unter andern Bedingungen, wie z.B. ladngerer Behandlungsdauer oder dem Einsatz von
Okklusivverbénden durchgefihrt wurde und trotz der haufig geringen Anzahl an Probanden, die
eine kritische Betrachtung der Studien notwendig machen, zeigen sich zu der vorliegenden
Arbeit analoge Ergebnisse. Beispielsweise behandelten Higgins et al. einen unter CM leidenden

Patienten Uber einen Zeitraum von 4 Wochen mit 0,05% Clobetasol und konnten auf diese Weise
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eine deutliche kosmetische Verbesserung der Makulae nachweisen *®. Auch die Behandlung mit
Clobetasol Uber einen Zeitraum von 6 Wochen unter okklusiven Bedingungen fiihrte zu einer
Verbesserung des klinischen Bild mit einer Abflachung der L&sionen und einer Reduktion des

Darier-Zeichens %14

. Die sechswochige, okklusive Behandlung mit einem anderen stark
wirksamen Steroid der Klasse IV, wie z.B. Betamethasondipropionat, bedingte ebenfalls eine
Reduktion des Pruritus, des Darier-Zeichens und der Hyperpigmentierung **2. Die lediglich
temporédre Wirkung der Steroide als limitierender Faktor, die aufgrund fehlender follow-ups in
der vorliegenden Arbeit nicht betrachtet wird, konnte in klinischen Studien wie beispielsweise
durch Higgins et al. aufgezeigt werden *®. Im Gegensatz dazu existieren jedoch auch Fille, bei
denen eine partielle Besserung des klinischen Erscheinungsbildes in Folge der lokalen Therapie
mit Clobetasol mehrere Jahre anhielt .

Innerhalb der vorliegenden Arbeit konnen wir mit Hilfe der histomorphometrischen
Untersuchungen zeigen, dass Exzidate der mit Clobetasol behandelten Areale weniger MC im
Vergleich zu Miltefosin aufweisen. Die Studien von Higgins et al. und Barton et al. zeigten
vergleichbare Ergebnisse, da eine Reduktion des Histamingehaltes im Gewebe, sowie eine
Reduktion der MC-Anzahl, die bis zu 24 Wochen nach Beendigung der Therapie anhielt,
beschrieben wurde *** '3, Ferner demonstrieren Lavker et al., Lehmann et al. und Pipkorn et al.
bei gesunden Probanden nach vier- bzw. sechswdchiger Applikation von Clobetasol - mit oder
ohne Okklusion - innerhalb der dritten Woche eine Reduktion des Histamingehaltes im Gewebe,
die jedoch reversibel war. Ab der dritten Woche der Behandlung konnten aulRerdem MC-
Populationen im Elektronenmikroskop gezeigt werden, die typische Zeichen von degenerativen
und apoptotischen Zellen zeigten. Nach sechswochiger Therapie konnten keine MC mehr gezéhlt
werden. Zwei Wochen nach dem Absetzen der Therapie konnten mittels Elektronenmikroskop
Zellen dargestellt werden, die charakteristische Eigenschaften der MC aufwiesen und als neue, in
der Haut reifende MC interpretiert wurden *444.

Im Rahmen der MICUMA-Studie werden nach der zweiwdchigen, taglichen Anwendung von
Dermoxinale® die steroidtypischen lokalen oder systemischen Nebenwirkungen, vor allem
atrophische Hautveranderungen, nicht beobachtet. Die Patienten erhalten eine totale Dosis von
3,5 g pro Woche und damit eine um das 14-fache geringere Menge als die maximal erlaubte
totale Dosis. Das innerhalb der Studie ausbleibende Auftreten der beschriebenen
Nebenwirkungen, die hauptsachlich infolge einer ldnger als zwei Wochen dauernden,
grol3flachigen Therapie auftreten, ist mit dieser geringen Dosis und der kurzen Applikationszeit

zu begriinden.
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Mit Hilfe der MICUMA-Studie weisen wir flr Miltefosin im Vergleich zu Clobetasol tendenziell
eine anndhernd gleich stark ausgeprégte Reduktion der Parameter nach, die zur Beurteilung der
Wirksamkeit untersucht werden. Obwohl wir innerhalb der Studie fiir Miltefosin im Vergleich zu
Clobetasol starker ausgepréagte unerwinschte Nebenwirkungen beobachten, muss berticksichtig
werden, dass diese einerseits durch die beschriebenen Modifikationen reduziert oder verhindert
werden kdnnen und anderseits in Folgestudien und voraussichtlich in der klinischen Anwendung
zur Wirkungssteigerung eine deutlich langere Behandlungszeit als zwei Wochen gewahlt werden
muss. Vergleicht man die Nebenwirkungen von Clobetasol und Miltefosin, die infolge einer
langeren Anwendungsdauer auftreten, zeigt sich jedoch ein erhohtes Risiko fir Steroid-
spezifische Nebenwirkungen und ein reduziertes Risiko fir unerwinschte Miltefosin-bedingte
Nebenwirkungen *#. Es muss jedoch kritisch betrachtet werden, dass beide Therapieformen
Limitationen bei der Behandlung der Mastozytose zeigen. So ist die dermale, flachenhafte
Auftragung der Medikamente begrenzt. Fur Dermoxinale® wird nach einer flachenhaften
Applikation von mehr als 10% der Korperoberfliche ein vermehrtes Auftreten von
Nebenwirkungen beschrieben und bei Therapie mit mehr als 5 ml Miltex®/d die éarztliche
Beobachtung aufgrund maoglicher systemischer Nebenwirkungen empfohlen. Weiterer
Limitationsfaktor ist die lediglich tempordre Wirksamkeit, die fur Dermoxinale® bei der
Behandlung von Patienten mit Mastozytose beschrieben wurde. Auch bei der lokalen
Behandlung der Hautmetastasen des Mammakarzinoms oder dem kutanen T-Zell-Lymphom mit
Miltefosin trat die Symptomatik nach Beendigung der Therapie erneut auf. In diesem
Zusammenhang werden in der Literatur von unterschiedlich langen medianen Ansprechdauern
berichtet, die sich nach Terwogt et al. auf 18 Wochen, nach Leonard et al. auf 26 Wochen oder
nach Dumontet et al. auf 12 Monate beliefen. Auch ein Widerauftreten der kutanen
Leishmaniose nach Beendigung der Therapie wurde beschrieben **. In Folgestudien soll deshalb
mit Hilfe langerer follow-up Zeitrdume Uberprifen werden, ob ein erneutes Auftreten der
Symptomatik nach Beendigung der Therapie auch auf die Mastozytose Ubertragen werden kann.
Neben den benannten Modifikationen innerhalb klinischer Studien zur Wirksamkeitssteigerung
von Miltefosin, sollen darliber hinaus weitere experimentelle Grundlagenforschungen in
Erwagung gezogen werden. Obwohl die MIMACT - und MICUMA-Studie eine Wirkung auf die
IgE-abhédngige und -unabhéngige Mediatorfreisetzung aus den humanen MC und ein Effekt auf
das Kklinische Erscheinungsbild MC-bedingter Erkrankungen zeigt, bleiben einige Fragen zum
grundsatzlichen Wirkmechanismus offen. Experimentelle Studien sollen helfen, den
Wirkmechanismus von Miltefosin auf MC detailliert zu verstehen und die Effekte auf der

zelluldren Ebene am Rezeptor, auf die Transkription, Translation und die Signaltransduktion
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néher zu beleuchten. Diese Erkenntnisse konnen einen verbesserten Einsatz von Miltefosin bei
der klinischen Anwendung ermdglichen. Daruber hinaus gestatten experimentelle Studien eine
Beurteilung und Beschreibung mdglicher Apoptosemechanismen als vermutliche Ursache flr
eine reduzierte MC-Anzahl. Histologische Untersuchungen, die bereits im Rahmen der
MICUMA-Studie erfolgten, kénnen ebenfalls dazu dienen, charakteristische Apoptosezeichen
der MC darzustellen. Biopsien, die im Rahmen langerer follow-ups mehrere Wochen nach
Beendigung der Therapie entnommen werden, kdnnen zusétzlich zeigen, ob Miltefosin auch
nach dem Absetzen inhibitorische Wirkung auf die Mediatorfreisetzung und MC-Anzahl ausubt
oder ob nach Ausbleiben der Therapie die Wirkung wegféllt.

Da Miltefosin und Clobetasol in der vorliegenden Arbeit eine Wirkung auf die Symptomatik der
Mastozytose ausiiben, bietet die Kombination beider Therapieformen einen weiteren
Ansatzpunkt bei der Behandlung der Mastozytose, den es zu untersuchen gilt. Eine Kombination
der beiden Medikamente mit unterschiedlichem Wirkmechanismus l&sst einen synergistischen
Effekt vermuten. Zusatzlich konnen Miltefosin-bedingte Nebenwirkungen mit Hilfe der
topischen Steroidtherapie reduziert werden **. Durch Kombination beider Medikamente kénnen
diese bei Aufrechterhaltung der Wirkstérke in ihrer Konzentration reduziert werden und dadurch
weniger Nebenwirkungen bedingen.

Innerhalb  mdoglicher Folgestudien zur Behandlung der Mastozytose sollen aulRerdem
Veranderungen des Studiendesigns vorgenommen werden, die zu einer besseren Erfassung der
Wirksamkeit beitragen konnen. Um Veranderungen des klinischen Bildes besser beurteilen zu
konnen, soll anstelle der Analogskala mit den drei Bewertungspunkten ,,Erythem®, ,,Quaddel*
und ,Juckreiz”, eine differenziertere Skala verwendet werden. Eine Maoglichkeit bietet der
scoring index of mastocytosis (SCORMA), der in Anlehnung an die Bewertungsskala der
atopischen Dermatitis, den scoring index of atopic dermatitis (SCORAD), entwickelt wurde. Der
SCORMA, bestehend aus drei Teilen, beschreibt mit Hilfe einer quantitativen Skala die
Ausdehnung der Hautbeteiligung (A), die Aktivitat der L&sionen (B) und die subjektive
Symptomatik (C). Im Rahmen des Teilscores A wird die Beteiligung der Haut prozentual, mit
einem maximalen Ergebnis von 100, angegeben. Teilscore B beschreibt die vier Parameter
Pigmentierung/Erythem, Blaschenbildung, Elevation und die Ausprédgung des Darier-Zeichens
mit Hilfe einer Analogskala mit den Werten 0= keine, 1= milde, 2= moderate und 3= starke
Auspragung und kann damit eine maximale Punktzahl von 12 erreichen. Der Teilscore C
beschreibt subjektive Symptome wie provozierende Faktoren, Auspragung des Flush, Diarrhd,
Pruritus und Knochenschmerz. Weil die Einschatzung mit Hilfe der visuellen Analogskala mit

den Werten von 0 bis 10 erfolgt, betrdgt die maximal erreichbare Punktzahl 50. Wahrend dem
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Verlauf und der Behandlung der Mastozytose ist die Zu- oder Abnahme der Aktivitat der
Lasionen der erste objektiv messhare Aspekt, der sich andert. Bei der Berechnung des SCORMA
wird deshalb, in Anlehnung an den SCORAD, die Aktivitat der Lasionen mit drei multipliziert:
A+3B+C. Zur Gesamtberechnung des SCORMA werden aul’erdem die Scores A, B und C auf
20 gleichgesetzt. Dies erfolgte durch Division von A mit 5 (maximales Ergebnis: 100/5=20),
durch Multiplikation von B mit 5/3 (maximales Ergebnis: 12x 5/3=20) und durch Multiplikation
von C mit 2/5 (maximales Ergebnis: 50x 2/5=20). Daraus ergibt sich die Berechnungsformel
A/5+ 5B +2/5C %8 Der SCORMA bietet eine differenzierte Mdglichkeit Veranderungen des
Krankheitsbildes, die im Laufe der Erkrankung auftreten, zu erfassen. Im Rahmen der
MICUMA-Studie kommen bereits Teile des Scores B zur Beurteilung der Ausprédgung der
Mastozytose zum Einsatz. In Folgestudien kann der SCORMA zur Einschédtzung der
Ausprégung genutzt werden, um auf diese Weise zusétzliche Aussagen uber die prozentuale
Ausdehnung und die Elevation der Lasionen zu gewinnen und um neben dem Juckreiz auch eine
Beurteilung der subjektiven Beschwerden, wie Flush oder Diarrhg, zu treffen. Die drei Scores im
Einzelnen und in ihrer Addition sollen in Folgestudien beurteilt werden, um eine umfassendere
Beschreibung der Veranderungen und damit eine differenzierte Darstellung der Wirksamkeit zu
ermoglichen.

Neben den beschriebenen Modifikationen der Anwendung von Miltefosin in Folgestudien muss
ebenfalls ein Augenmerk auf andere Mdglichkeiten der Therapie gelegt werden. Ansatzpunkt flr
die zukunftige Therapie der Mastozytose konnte daher die Konzentration auf die Ursache der
Mastozytose, eine Punktmutation des kodierenden Genes fur den Kit-Rezeptor, sein. Neue
Ansatze berlcksichtigen sich daher, &hnlich wie in der vorliegenden Arbeit, die Hemmung von
Signaltransduktionswegen. Diese erfolgt mittels selektiver Inhibition der
Rezeptortyrosinkinaseaktivitat, wobei die Aufmerksamkeit auf der Funktion des Kit-Rezeptors
liegt. Durch selektive Inhibition soll dem proliferativen und antiapoptotischen Effekt des SCF
entgegen gewirkt werden. Zum Einsatz kam bereits STI571 (Imatinibmesylat), ein 2-
Phenylaminopyrimidin-Derivat, das Hemmungen des Wildtyp Kit-Rezeptors und der mutierten
juxtamembrandren Domaéanen des Kit-Rezeptors (Austausch von Valin gegen Glycin im Codon
560) bewirkte. Resistenzen bestehen jedoch fir die c-Kit-Mutation Asp816Val 3. Kirzlich
wurden Verbindungen wie Dasatinib, Midostaurin oder Hypothemycin gefunden, die c-KIT mit
D816V-Mutationen hemmen. Diese Multikinaseinhibitoren, die weniger spezifisch als Imatinib
sind, kamen bereits bei Patienten mit schwerer SM zum Einsatz. Aufgrund von Bedenken

maoglicher Mutagenitat, Teratogenitdit und wegen fehlendem Wissen (ber mdgliche
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Langzeitschadigungen muss der mogliche Einsatz bei der CM in der Zukunft erforscht werden
149-

In Bezug auf unsere Studienziele zeigen wir mit der vorliegenden Arbeit, dass Miltefosin und
Clobetasol im Vergleich zum Plazebo tendenziell eine Verbesserung der Symptome der CM
bewirken konnen. Die subjektiv und objektiv beurteilten Quaddelvolumina und damit das
Darier-Zeichen, die subjektiv beurteilte erythemattse Veranderung und die MC-Anzahl zeigen
fir Clobetasol und Miltefosin tendenzielle Reduktionen, die beziiglich der Auspragung
anndhernd vergleichbar sind. Trockene, lokale Hautverdnderungen und vermehrtes Auftreten von
Juckreiz, bedingt durch die angewendete Zusammensetzung, werden als Nachteile fur die
Therapie mit Miltefosin im Vergleich zu Clobetasol aufgezeigt. Dies erklart eine schlechtere
Beurteilung des Global Efficacy Assessment am Ende der Behandlung durch den Patienten und
den Prifarzt im Vergleich zu Clobetasol.

An die vorliegende Phase Il Studie, eine therapeutische Pilotuntersuchung zur Uberpriifung der
Wirksamkeit nach Kurzzeitanwendung, soll sich eine Phase 11l Studie anschlieRen. Diese soll an
einem groReren Patientenkollektiv mit einer langerfristigen Behandlungsdauer und benannten
Modifikationen durchgefiihrt werden. Uberdies soll Miltefosin zur Uberpriifung der Wirkung auf
die MC auch bei allergischen oder anderen MC-vermittelten Erkrankungen, wie beispielsweise
der Urtikaria, zum Einsatz kommen. Zukinftig mussen weitere experimentelle und klinische
Studien durchgefiihrt werden, um die hier gewonnenen vielversprechenden Ansatze zum Einsatz
von Miltefosin, speziell bei der CM, aber auch anderen MC-vermittelten Erkrankungen zu
vertiefen und die Wirksamkeit weiter zu steigern. Auf diese Weise konnte Miltefosin auch als
Alternative bei Patienten zum Einsatz kommen, bei denen eine Behandlung mit Steroiden keine
therapeutische Wirkung zeigt. Die mit der vorliegenden Arbeit gesammelten Erkenntnisse, sowie
die Aufdeckung von Schwéchen der verwendeten Formulierung kénnen daher den Weg fir eine
optimale Anwendung von Miltefosin bei der Behandlung MC-vermittelter Erkrankungen

bereiten.
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5. Zusammenfassung

Die Mastozytose ist auf eine abnorm gesteigerte Proliferation und Akkumulation von Mastzellen
in einem oder mehreren Organsystemen zuriickzufihren. Die hdufigste Form der kutanen
Mastozytose ist die makulopapulose kutane Mastozytose, die sich mit ovalen bis runden,
rotlichen bis tief-braunen Makulae oder Papeln prasentiert, die am gesamten Integument, mit
Préferenz des Rumpfes und der Oberschenkel, auftreten. Die Freisetzung von Mediatoren aus
den akkumulierten Mastzellen bedingt ein heterogenes Spektrum an Symptomen, zu denen unter
anderem das Darier-Zeichen zahlt. Die Freisetzung der Mediatoren kann IgE-unabhangig,
beispielsweise durch Substanz P, Calcium lonophore oder physikalische Stimuli oder IgE-
abhéangig erfolgen. Letztere wird durch die Interaktion von multivalenten Antigenen mit IgE, das
an dem Oberflichenrezeptor FceRI gebunden vorliegt und der damit einhergehenden
Quervernetzung der Oberflachenrezeptoren ermdglicht. Erst dadurch transloziert der im
inaktiven Zustand ausgeschlossene Oberflachenrezeptor in die als Lipid Rafts bezeichneten
cholesterol- und sphingolipidreichen Mikrodomanen der Mastzellplasmamembran. Diese Rafts
enthalten Tyrosinkinasen, deren Interaktion mit dem FceRl fur die Initiierung der
darauffolgenden Signaltransduktion unabdingbar ist. Die in der Degranulation mindenden
Kaskaden erfolgen tber verschiedene Signalwege, an denen unter anderem Phospholipase Cy,
PI3K und MAPK/ERK beteiligt sind. Die gegenwartig zum Einsatz kommende medikamentdse
Intervention erfolgt symptomatisch und basiert auf der Reduktion dieser Mediatorfreisetzung,
deren Antagonisierung oder der Mastzellreduktion. Im Mittelpunkt stehen Kortikosteroide,
Antihistaminika und Psoralen-UVA-Phototherapie, die jedoch keine kurativen Therapieoptionen
darstellen. Weil Klinische Studien zur medikamentdsen Behandlung an einem grofien
Patientenkollektiv ~ fehlen und  gegenwartige  Therapieempfehlungen  oftmals  auf
Einzelfallberichten beruhen, besteht die Notwendigkeit intensiver Forschung zur Entwicklung
alternativer Therapieoptionen. Es ist bekannt, dass das Etherlipid Miltefosin, welches bereits bei
der Behandlung von Tumoren und parasitaren Erkrankungen mit guten Ergebnissen zum Einsatz
kommt, zelluldre Prozesse beeinflusst, die fir die IgE-abhédngige und -unabh&ngige
Mastzellaktivierung essentiell sind. Dazu gehort die Inhibition der PI-PLC, PLCy, PKC und
PI3K und des proliferationsférdernden MAPK/ERK-Signalweges. Neuere Studien postulieren
auBerdem eine Miltefosin-bedingte Interaktion und Modifikation der Lipid Rafts, welche reich an
Komponenten sind, die eine zentrale Rolle bei der IgE-abh&ngigen und -unabh&ngigen

Signaltransduktion und Degranulation haben. Dazu gehéren beispielsweise PKC, PI3K, MAPK,
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G-Proteine oder Grb2. Auch integrale Membranproteine, die an der Exocytose beteiligt sind, wie
beispielsweise SNAP-Rezeptoren, sind mit den Lipid Rafts assoziiert. Es ist daher zu vermuten,
dass die Mastzelldegranulation sowohl durch eine Miltefosin-bedingte Inhibition von
Komponenten der Signaltransduktion, als auch durch eine Modifikation der Lipid Rafts und
deren Komponenten beeintrachtigt wird. Auf der Grundlage einer zuvor durchgefiihrten
experimentellen Studie, die eine Miltefosin-bedingte Reduktion der anti-IgE-unabhangigen und
-abhéngigen Histaminfreisetzung bei humanen Mastzellen in vitro zeigte, kam Miltefosin
erstmals bei einer mastzellvermittelten Erkrankung zum Einsatz. Ziel der Studie war es, die
Wirksamkeit von Miltefosin im Vergleich zu einer Negativkontrolle, Hametum® Extrakt, zu
erfassen. Zusatzlich wurde die Wirksamkeit und Vertraglichkeit von Miltefosin mit einer
Positivkontrolle, Dermoxinale®, verglichen. Die Studie erfolgte randomisiert, doppelblind,
plazebo- und aktivkontrolliert. 39 Patienten, die unter einer chronischen, stabilen,
symptomatischen, makulopapulésen kutanen Mastozytose oder indolenten systemischen
Mastozytose mit Hautmanifestation litten, applizierten Uber 14 Tage je 10 Tropfen der drei
Studienmedikamente zweimal taglich auf einem 50 cmz2 grof3en Areal epikutan, nicht-okklusiv.
Zur Beuteilung moglicher Verdnderungen wurde vor und nach medikamentoser Therapie der
Composite Score infolge Provokation des Darier-Zeichens erhoben. Dieser setzt sich aus den
Parametern Quaddel-, Erythem- und Juckreizentwicklung zusammen und wird mittels
subjektiver Analogskala eingestuft. Die dreidimensionale Oberflachenmessung in Form der
Volumetrie mit Hilfe der PRIMOS-Messtechnik erfolgte neben der thermographischen Messung
zur objektiven Beurteilung. AbschlieBend wurden Stanzbiopsien entnommen und diese mittels
quantitativer ~ Histomorphometrie  analysiert.  Ophthalmologische  und  korperliche
Untersuchungen, sowie sonographische Messungen dienten neben Blutentnahmen als
Sicherheitsparameter moglicher Nebenwirkungen. Die Phase Il Studie zeigte nach
Kurzzeitanwendung bezogen auf unsere Zielsetzung, dass:
1. Miltefosin im Vergleich zur Negativkontrolle tendenziell, jedoch nicht statistisch
signifikant, eine hohere Wirksamkeit bei der Behandlung der kutanen Mastozytose
besitzt. Dies zeigt sich durch eine starkere Reduktion des objektiven Wheal- und
Erythema-Subscores, der ausgeprdagten Reduktion der Volumina der Quaddeln und
L&sionen, sowie durch eine geringe Mastzellanzahl im oberen Stratum papillare.
2. Miltefosin im Vergleich zu Dermoxinale® in den objektiven und subjektiven
Beurteilungsverfahren eine tendenzielle, annahernd gleich stark ausgepragte Wirksamkeit

besitzt.
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3. Miltefosin im Vergleich zu Dermoxinale® ein nicht statistisch signifikantes, groReres
Spektrum an lokalen Nebenwirkungen, hauptséachlich in Form von trockenen
Hautverdnderungen bedingt. Im Vergleich zur Negativkontrolle stieg der Juckreiz nach
der zweiwdchigen Therapie mit Miltefosin statistisch signifikant an. Die aufgetretenen
Nebenwirkungen wurden als mild bis moderat und reversibel eingeschétzt.
Madglicherweise bedingen sie eine Maskierung positiver Effekte von Miltefosin.

Die Ergebnisse stellen wichtige Ansatze flr weitere Studien dar und spielen eine zentrale Rolle

fur den zukinftigen Einsatz von Miltefosin bei mastzellvermittelten Erkrankungen. Durch

Modifikationen verschiedener Parameter wie beispielsweise der zeitlichen Anwendung und

Penetrationseigenschaften scheint eine Wirksamkeitssteigerung in Folgestudien denkbar.
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6. Summary

Mastocytosis is related to an abnormal increase in proliferation and accumulation of mast cells in
at least one organ. Maculopapular cutaneous mastocytosis is the most common manifestation of
cutaneous mastocytosis, which presents itself with oval or circular reddish-brown macules and
papules symmetrically distributed over the entire integument with a preference for trunk and
thighs. Mediator release from accumulated mast cells leads to a heterogeneous spectrum of
symptoms — Darier’s Sign among others. Mediator release can take place by IgE-independent
mechanisms, initiated by Substance P, Calcium lonophore or physical stimuli. On the other hand,
an IgE-dependent pathway, where interaction of multivalent antigen with IgE, bound to the
FceRI on the mast cell surface, is the initiating step of mediator release, is known. Here, cross
linking takes place afterwards and by that inactivated cell surface receptors are allowed to
translocate into cholesterol and sphingolipid rich micro domains, called Lipid Rafts. Protein
tyrosine kinases are intracellular components of Lipid Rafts and are able to bind to the FceRI
transmembrane B-chain. This is a prerequisite for the following signal transduction. PLCy, PI3K
and MAPK/ERK are involved in different pathways and cascades which lead to degranulation.
Current pharmacotherapy focuses on the reduction of mediator release, its antagonisation or on
lowering the mast cell quantity and is always symptomatically. Although steroids, antihistamines
or Psoralen-UVA phototherapy are the most important treatment options, no curative
intervention is known. There is a need for intensive research and the development of alternative
therapeutical methods, because existent recommendations are based on single case reports, and
clinical trials with a high number of patients are missing. The etherlipid miltefosine is
successfully used in the treatment of patients with cancer and parasitic disease and known to
influence a number of cellular processes essential for IgE-dependent and IgE-independent mast
cell activation. Examples are the inhibition of PI-PLC, PLCy, PKC, PI3K and MAPK/ERK
signal pathway, which has a beneficial effect on cell proliferation. Latest studies revealed an
interaction between miltefosine and Lipid Rafts, containing components, which play an
important role in the IgE-dependent and IgE-independent signal transduction and degranulation,
e.g. PKC, PI3K, MAPK, G proteins and Grb2. Integral membrane proteins, SNAP-receptors for
instance, are involved in exocytosis and associated with Lipid Rafts as well. Therefore it is
conjecturable that mast cell degranulation is impaired by both a miltefosine related inhibition of
signal transduction components and a direct modification of Lipid Rafts and its components.

Miltefosine effects on human skin mast cell activation (MIMACT), a previously performed
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experimental trial, showed a miltefosine related reduction of IgE-dependent and -independent
histamine release from human mast cells after stimulation with anti-IgE in vitro. The aim of our
Miltefosine in Cutaneous Mastocytosis (MICUMA)-study was to demonstrate the efficacy of
miltefosine in comparison with Hametum® extract, which served here as a negative control.
Additionally we compared efficacy and tolerability of miltefosine with Dermoxinale®, serving
as a positive control. Miltefosine was used here for the first time in the treatment of a mast cell
mediated disorder.39 patients suffering from a chronic, stable, symptomatic maculopapular
cutaneous mastocytosis or from an indolent systemic mastocytosis with skin involvement were
included in our randomized, double blind, placebo and actively controlled trial. They applied 10
drops of each medication per 50 cm? skin area twice a day over a total of 14 days in an
epicutaneous and non occlusive manner. We provoked Darier’s Sign before and after therapy. In
order to assess any changes related to our medical intervention we collected a Composite Score,
which consists of a Wheal-, Erythema- and Itching Subscore, using a subjective analogue scale.
For an objective evaluation we performed thermographic and volumetric imaging. With the aid
of the PRIMOS measurement technique, skin surface was measured in a three dimensional mode
for the first time in a clinical trial. At the end of the treatment period skin biopsies were taken
and analyzed by quantitative histomorphometry. To detect adverse effects we undertook
ophthalmologic and clinical examinations, sonographic imaging of the skin and we collected
blood samples. Concerning our aims in this phase Il clinical trial using short term application we
found that:

1. Miltefosine has a better efficacy by trend in the treatment of cutaneous mastocytosis in
comparison with our negative control, without reaching statistical significance. We found a
higher reduction in our objective Wheal- and Erythema Subscore. The volume of the skin
lesions and wheals was distinctively reduced after treatment with miltefosine, and a lower
quantity of mast cells was located in the upper papillary layer of the dermis.

2. Miltefosine has nearly the same efficacy by trend in our objective and subjective assessment
procedures in comparison with Dermoxinale®, albeit without reaching statistical
significance.

3. Miltefosine has a wider range of local adverse effects, especially in terms of dry skin
changes, in comparison with Dermoxinale, without reaching statistical significance. In
contrast, a statistically significant increase of itching occurred after two-week therapy with
miltefosine compared to our negative control. The effects mentioned were evaluated as mild

or moderate and reversible but they might have masked more positive effects of miltefosine.
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Our results play an important role for the future treatment of mast cell mediated diseases with
miltefosine and for the design of subsequent studies. By modifying several parameters, e.g. a
longer application period and improved skin penetration characteristics an increased efficacy of
topical miltefosine treatment is probable.
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