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Zusammenfassung

Einleitung: Das Multiple Myelom (MM) nimmt mit 10% einen bedeutenden Anteil der malignen
hamatologischen Systemerkrankungen ein. Wahrend sowohl histologische als auch zytologische
Untersuchungen routinemélig zur Bestimmung der Plasmazellquantitét bei der Diagnosestellung
eines MM eingesetzt werden, hat die Durchflusszytometrie (DFZ) in der MM-Diagnostik noch
keinen weitreichenden Einzug in die klinische Routine gehalten. Dennoch wurden bereits
zahlreiche Studien durchgefiihrt, die das Potential der DFZ zur Diagnosestellung eines MM
untersuchten. Eine klare Abgrenzung eines MM von seiner Vorstufe konnte lediglich in einer
Studie gezeigt werden.

Methodik: Sédmtliche Patienten, bei denen in den Jahren 2008 und 2009 an der Medizinischen
Klinik mit Schwerpunkt H&matologie und Onkologie des Campus Charité Mitte unter der
Verdachtsdiagnose eines MM eine Knochenmarkpunktion durchgefiihrt wurde, wurden
retrospektiv hinsichtlich ihrer histologischen, zytologischen und durchflusszytometrischen
Befunde evaluiert und deren Aussagekraft gegeniibergestellt und kritisch diskutiert. AuRerdem
erfolgte die Einteilung des Kollektivs in MM- und MGUS-Patienten sowie gesunde Personen (gP)
anhand aller zu Verfligung stehender Befunde (,,abschlieBende Diagnose®).

Ergebnisse: Es wurden insgesamt 104 Personen in die Analyse eingeschlossen. Unter
Beriicksichtigung der abschlieBenden Diagnose wurden somit 42 MM- und 39 MGUS-Patienten
sowie 23 gesunde Personen betrachtet. Die histologischen und zytologischen Befunde zeigten eine
Ubereinstimmungsrate von 60%, wahrend die histologischen und durchflusszytometrischen
Befunde in 80% der Félle Ubereinstimmten. Der durchflusszytometrisch ermittelte mediane
Gesamtplasmazellanteil an allen gemessenen Knochenmarkzellen betrug 5% (MM) und lag somit
signifikant Uber dem von je 0,8% (MGUS und gP). Der Anteil phénotypisch normaler
Plasmazellen (nPZ) an allen Plasmazellen zeigte sich mit im Median 2% (MM), 34% (MGUS)
und 57% (gP) in den verschiedenen Gruppen signifikant divergent. Es zeigten 14% der MM- und
82% der MGUS-Patienten einen nPZ-Anteil >20%.

Schlussfolgerungen: Im Kontext der Diagnosestellung stellt sich die zytologische Untersuchung
des Knochenmarkes als weniger verlassliche Methode im Vergleich zu histologischen
Untersuchung dar. Die durchflusszytometrische Analyse des Anteils normaler Plasmazellen zeigt
dahingegen deutlich verlasslichere Befunde als die Zytologie. Allerdings ist eine Kklare
Differenzierung zwischen MGUS und MM anhand eines absoluten Grenzwertes von 20%

normalen Plasmazellen nicht immer moglich.



Abstract

Background: Multiple Myeloma (MM) accounts for 10% of all malignant hematological
disorders. While the estimation of plasma cell infiltration in bone marrow biopsy as well as in
bone marrow aspirates each represents a standard method in diagnosis of MM, flow cytometric
immunophenotyping (FC) has not been implemented in clinical routine diagnostics yet.
Nevertheless, numerous studies have been conducted which analyze the value of FC in regard to
diagnosing MM. However, only one study was able to differentiate precisely between MM and its
precursor disease using FC.

Methods: Patients that had undergone bone marrow biopsie in the Department of Hematology,
Oncology and Tumor Immunology at Charité — University Medicine Berlin, Campus Mitte in 2008
and 2009 were retrospectively analyzed in terms of their histological, cytological and flow
cytometric results. A “final diagnosis” was made by contemplating all diagnostic results available
dividing the collective into three different groups.

Results: A total of 104 people were included in this study. Thus, 42 MM- and 39 MGUS-patients
as well as 23 healthy subject (HS) were analyzed. In 60% of observed cases the histological und
cytological results matched, whereas this could be seen in 80% of the cases when comparing the
histological and flow cytometrical results. The median percentage of total bone marrow plasma
cells (BMPC) identified by flow cytometry in MM patients differed significantly from that of
MGUS patients and HS (5% vs. 0.8%). The median amount of phenotypically normal plasma cells
(NPC) composed of 2% (MM), 34% (MGUS) and 57% (HS) showed significant differences
between the three groups. 14% of MM-patients together with 82% of MGUS-patients showed 20%
or more NPC.

Conclusion: Regarding the diagnosis of Multiple Myeloma the cytological results appear to be
less reliable compared to the histological analysis of bone marrow plasma cells. Flow cytometric
evaluation of the bone marrow, however, shows more solid results than those obtained by
cytological testing. Nevertheless, a consistent differentiation between MGUS and MM by using a

cutoff ratio of 20% normal to all bone marrow plasma cells could not be reached.
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1 Einleitung

Das Multiple Myelom (MM) ist eine maligne Erkrankung, die durch die monoklonale Proliferation
von Plasmazellen charakterisiert ist und gemall der WHO-KIassifikation zur Gruppe der
reifzelligen B-Zell-Lymphome z&hlt. Neben der monoklonalen Proliferation der Plasmazellen
(PZ) im Knochenmark mit konsekutiver VVerdrangung der physiologischen Hadmatopoese kann sie
sowohl zu einer Anhdufung von monoklonalen, als Paraprotein bezeichneten, dysfunktionalen

Immunglobulinen als auch dem Verlust der Polyklonalitét dieser fuhren.1

In der vorliegenden Arbeit soll das diagnostische Potential der Durchflusszytometrie, die bislang
nicht obligat in der Routinediagnostik und Therapiekontrolle des MM durchgefuhrt wird,
untersucht und der aktuelle Wissensstand im Kontext der Ergebnisse diskutiert werden. Im
Folgenden werden zunéchst die Erkrankung sowie deren Diagnostik und Stadieneinteilung
einleitend beschrieben. Hieraus wird anschlieRend die explizite Fragestellung der vorliegenden
Arbeit abgeleitet.

1.1 Erkrankungsbild Multiples Myelom
Im Folgenden wird das Erkrankungsbild des Multiplen Myeloms im Hinblick auf Inzidenz,

klinische Manifestation und Subtypen beleuchtet.

1.1.1 Epidemiologie

Das Multiple Myelom, auch als Morbus Kahler bezeichnet, ist eine insgesamt seltene Erkrankung,
die lediglich etwa 1% aller Krebserkrankungen ausmacht, aber mit 10% einen bedeutenden Anteil
der hdmatologischen Systemerkrankungen darstellt..+ Wie Daten der Gesellschaft des
epidemiologischen Krebsregisters in Deutschland zeigen, erkrankten in den Jahren 2011 bzw.
2012 6500 bzw. 6340 Menschen in Deutschland, wobei Manner im Verhaltnis von 5:4 haufiger
betroffen sind als Frauen.s Die Inzidenz des Multiplen Myeloms steigt mit zunehmendem
Lebensalter deutlich an, sodass Manner durchschnittlich im Alter von 72 und Frauen im Alter von

73 Jahren diagnostiziert werden.
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Abbildung 1: Altersspezifische Inzidenz bdsartiger Plasmazell-Neubildungen in Deutschland, 2005 bis 2009s,7,

Abbildung tbernommen von www.onkopedia.com

1.1.2 Klinisches Bild und Klassifikation

Das MM présentiert sich initial meist durch unspezifische Symptome, sodass oft mehrere Monate
oder sogar Jahre vom Auftreten erster Symptome bis zur Diagnosestellung vergehen.s

Héaufige Erstsymptome der Erkrankung sind Fatigue, rezidivierende Infektionen und
Knochenschmerzen.s Diese sind zum einen Folge der sukzessiven Verdrangung der Hamatopoese
durch die das Knochenmark infiltrierenden Plasmazellen. Zum anderen sind sie das Resultat eines
verénderten Knochenstoffwechsels.1 Haufig ist bei Patienten mit einem MM die Fatigue durch
eine normozytére, normochrome Anamie bedingt, welche vor allem auf die Verdrangung der
Erytropoese aus dem Knochenmark zurtickzufuhren ist. 73% der Patienten weisen bereits bei
Diagnosestellung einen Hamoglobinwert unter 12g/dL auf. Im Verlauf der Erkrankung steigt
dieser Anteil auf bis zu 97%.9 Des Weiteren manifestiert sich die hdmatopoetische Insuffizienz in
Thrombo- und Leukopenien sowie in Form eines Immunmangelsyndroms mit wiederkehrenden

Infektionen, welche zundchst auf die Verdrdngung gesunder Plasmazellen (sekundarer
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Immunglobulinmangel) und spéater auch auf die Chemo- und Strahlentherapie zurtickzufuhren

sind.1

Neben ihrer verdrangenden Wirkung verschieben die monoklonalen Plasmazellen auf molekularer
Ebene Zytokin-vermittelt das Gleichgewicht von Osteoblasten- und Osteoklastenaktivitét
zugunsten des Knochenabbaus.10 Das Resultat der erhohten Osteoklastenaktivitat zeigt sich in den
fir das MM charakteristischen Osteolysen, welche vor allem am Schédelknochen, Thorax und
Becken sowie an den Wirbelkorpern und den proximalen Extremititen zu finden sind und oftmals
zu pathologischen Frakturen flhren.s In diesem Kontext kénnen Wirbelkorperfrakturen neben

Schmerzen auch radikulére Syndrome und neurologische Ausfallerscheinungen hervorrufen.

In Folge des erhohten Knochenabbaus kommt es bei 20 bis 30% der Patienten zu einer
Hyperkalzidmie1, welche zu gastrointestinalen Beschwerden wie Ubelkeit, Erbrechen und
Obstipation, aber auch zu Herzrhythmusstorungen, Bewusstseinsstorungen akutem
Nierenversagen und unter Umsténden todlichen Komplikationen fiihren kann.s

Weiterhin kdnnen erhohte Retentionsparameter sowie schaumender Urin Hinweis auf eine durch
die Paraproteine hervorgerufene Niereninsuffizienz und Proteinurie sein. Akkumulieren die
monoklonalen Immunglobuline in den Lysosomen der Tubuluszellen und schadigen hierdurch
dieselben, spricht man von einer Cast-Nephropathie.11

Selten tritt eine systemische Leichtketten(AL)-Amyloidose (hdufig mit kardialer und/ oder renaler
Beteiligung), ein POEMS-Syndrom (Polyneuropathie, Organomegalie, Endokrinopathie,
monoklonale Gammopathie mit M-Gradient, Haut (=Skin)-Veradnderungen) oder ein
Hyperviskositatssyndrom aufgrund des massiven Anfalls von Paraprotein mit mdglichen

Mikrozirkulationsstérungen auf.4

1.1.3 Klassifikationen

Die Klassifikation des Multiplen Myeloms erfolgt anhand des Typs der gebildeten monoklonalen
Immunglobulins und der dazugehdrigen Immunglobulin-Leichtkette. Wie auch bei den
physiologischen Immunglobulinen wird hierbei zwischen 1gG, IgA, IgD und selten IgM
unterschieden. Des Weiteren zeigen >95% aller Patienten mit neu diagnostiziertem MM eine
abnormale Konzentration freier Leichtketten (Kappa oder Lambda) im Serum. Sind diese
Leichtketten auch im Urin nachweisbar, bezeichnet man sie als Bence-Jones-Proteine. Treten
ausschlieBlich freie Leichtketten, also inkomplette Immunglobuline, auf, liegt ein

Leichtkettenmyelom vor. Selten besteht eine asekretorische Form der Erkrankung, bei der keine
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monoklonalen Proteine im Serum nachgewiesen werden kénnen.i,12 Abbildung 2 zeigt eine

Ubersicht tiber die Haufigkeitsverteilung der verschiedenen Myelomtypen. i3

. asekretorisch
biklonal 7%

IgMm 2%

>

Leichtketten
16%

I1gG
52%

Abbildung 2: Verteilung der Myelomtypenis

1.2 Diagnosestellung und Stadieneinteilung

Nachstehend ist ein Uberblick iber die Kriterien zur Diagnosestellung des MM sowie die hierfiir
verwendeten diagnostischen Mittel gegeben. Des Weiteren erfolgt ein kurzer Uberblick tber die
gangigen Stadieneinteilungen des MM und deren Aussagekraft.

1.2.1 Diagnosekriterien und Therapieindikation

Die Diagnosestellung des Multiplen Myeloms basiert neben der laborchemischen Analyse von
Blut und Urin auf der Untersuchung des Knochenmarkes und des Skelettsystems. Der Nachweis
des durch die Plasmazellen gebildeten monoklonalen Proteins erfolgt durch
SerumeiweiRelektrophorese, Serumimmunfixation oder den Nachweis freier Leichtketten mittels
Immunassay. Im Urin kann eine Monoklonalitat durch eine Eiweil3elektrophorese oder eine
Urinimmunfixation (typischerweise im 24-Studen-Sammelurin) nachgewiesen werden.14

Die Beurteilung des Knochenmarkes erfolgt durch zytologische sowie histologische
Untersuchungen. Wahrend die zeitlich nach der Punktion schnell zur Verfugung stehende

zytologische Auswertung des Aspirats erste Schliisse beziiglich der Plasmazellquantitiat und-
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morphologie zul&sst, erfolgt die letztendliche Diagnosestellung zumeist anhand der histologischen
Evaluation einer zusétzlich zu entnehmenden Knochenmarksbiopsie. Hierbei ist vor allem ein
erhéhter (monoklonaler) Plasmazellanteil von Bedeutung. Obwohl die Aufarbeitung der
Stanzbiopsie einige Tage in Anspruch nimmt, gilt diese als Goldstandard im Kontext der
Knochenmarkdiagnostik des MM, da im Aspirat zum einen die absolute Anzahl an Plasmazellen
oftmals unterschétzt und zum anderen keine eindeutige Aussage bezuglich einer moglichen
Malignitat derselben getétigt werden kann.1,15 Da die Histologie und Zytologie vor allem Auskunft
bezuglich der Quantitat und nur eingeschrankt bezuglich der Qualitat der Plasmazellen geben,
eignen sich hierfur zwei weitere Verfahren. Neben der aufwandigen zytogenetischen
Untersuchung, welche sowohl numerische als auch strukturelle Chromosomenaberrationen, die
teilweise auch prognoserelevant sind, darstellt, ermdglicht vor allem die Durchflusszytometrie
(DFZ) eine schnelle und kostengunstige Analyse der Plasmazellqualitat.1,16 Dieses Verfahren
sowie seine Moglichkeiten und Relevanz fir den klinischen Alltag wird im Abschnitt 1.3 genauer

erortert.

Der Nachweis von monoklonalem Protein im Serum oder Urin ist jedoch nicht mit der Diagnose
eines Multiplen Myeloms gleichzusetzten, sondern entspricht zundchst einer monoklonalen
Gammopathie unklarer Signifikanz (MGUS) (siehe auch Abschnitt 1.2.3). Zur Diagnosestellung
eines Multiplen Myeloms ist der Nachweis von monoklonalem Protein im Serum oder Urin nicht
obligat, wéhrend ein Anteil monoklonaler Plasmazellen im Knochenmark von mehr als 10%
zwingend notwendig ist. Weiterhin muss bei der Diagnosestellung eines Multiplen Myeloms
zwischen einem therapiebedirftigen Myelom, welches durch bereits bestehende oder zu
erwartende Endorganschéden definiert ist, und einem nicht therapiebedurftigen, sogenannten
Schwelenden Myelom (Smoldering Myeloma) (SM), differenziert werden.17 Dieses weist zwar wie
auch ein Multiples Myelom einen monoklonalen Plasmazellanteil im Knochenmark von >10% auf
(Tabelle 1), zeigt jedoch keine Endorganschaden und bedarf engmaschiger Kklinischer,

laborchemischer und radiologischer Verlaufskontrollen.17,18

Endorganschéden werden in den ,,CRAB-Kriterien zusammengefasst und umfassen eine
Hyperkalziamie (Calcium), eine Niereninsuffizienz (Renal impairment), eine Andmie (Anemia)
sowie eine Knochenbeteiligung (Bone disease) (Tabelle 1).19 Die Evaluation der
Skelettbeteiligung erfolgt in diesem Kontext mittels Bildgebung in Form einer Réntgen-, CT-,
PET-CT- oder MRT-Aufnahme.2o Tabelle 1 zeigt die Kriterien zur Differenzierung zwischen
MGUS, SM und MM.
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Tabelle 1: Diagnosekriterien der International Myeloma Working Group fiir das symptomatische Multiple Myelom,

das Smoldering Myelom und die monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanzaiz,is

Monoklonales Protein im Serum

<30g/L im Serum

>30g/L im Serum

MGUS SM MM
Prozentualer Anteil der
monoklonalen PZ im <10% >10-60% >10%
Knochenmark
und und/oder und/oder

nachweisbar

und und/oder und/oder
Monoklonales Protein im Urin <500mg/ 24h >500mg/ 24h nachweisbar

und und und
Organschaden nach CRAB- keine keine Organschaden liegen vor

Kriterien
C = Kalziumkonzentration im Serum >10,5 mg/dL

R = Niereninsuffizienz (Kreatinin >2 mg/dL)
A = Andmie (Hdmoglobinkonzentration <10g/dL oder 2 g/dL unter dem Normwert)
B = Knochenerkrankung (Osteolysen und/ oder Osteoporosen)

Zum anderen ist die Indikation zur Therapie ebenfalls gegeben, wenn noch keine
Endorganschéden im Sinne der ,,CRAB-Kriterien* vorliegen, aber Biomarker nachgewiesen
werden konnen, die mit einer Progressionswahrscheinlichkeit von 80% fur Endorganschaden in
den ndchsten zwei Jahren assoziiert sind. Diese Merkmale werden in den so genannten ,,SLiM
CRAB-KTriterien” zusammengefasst und stellen eine Erweiterung der initialen ,,CRAB-Kriterien

dar. Tabelle 2 zeigt die hierfiir hinzugezogenen Biomarker.17,21-23

Tabelle 2: ,,SLiM-CRAB-Kriterien“ der International Myeloma Working Group17

Biomarker
Plasmazellinfiltration im Knochenmark >60%

S (Sixty = sechzig)

Verhéltnis der erhéhten freien Leichtkette zur nicht
betroffenen Leichtkette >100 und Konzentration der
erhohten freien Leichtkette >100mg/L

Li (Light chain = Leichtkette)

mehr als eine fokale Léasion >5mm im Ganzkdrper-

M (MRI = MRT) MRT
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1.2.2 Stadieneinteilung

Ist die Diagnose eines Myeloms gestellt, kann eine Stadieneinteilung mittels unterschiedlicher
Einteilungssysteme erfolgen. 1975 wurde die Stadieneinteilung nach Durie und Salmon (Tabelle
3) fir das MM eingefiihrt. Anhand Parameter, welche auf die Endorganschaden (Anamie,
Hyperkalziamie, Knochenldsionen und Niereninsuffizienz) hinweisen und der Quantitat des

Paraproteins ist eine grobe Einschéatzung der Tumormasse moglich.24

Tabelle 3: Stadieneinteilung nach Durie und Salmonza

Stadium | Stadium 11 Stadium 11
(alle Kriterien erfillt) (min. 1 Kriterium erfillt)
Hé&moglobin > 10 g/dL weder Stadium | noch 11l <8,5¢g/dL
Serumkalzium normal normal oder erhoht erhoht
Skelett im Rontgen “Or.”.‘.a' oder nur eine weder Stadium I noch 111 fortgesc_hrlttene” .
solitdre Osteolyse osteolytische Lasionen
19G < 50 g/L (Serum) 1gG > 70 g/L (Serum)
Paraprotein IgA <30 g/L (Seru_m) weder Stadium I noch 11l I9A > 50 g/L (Seru'm)
Bence-Jones-Protein Bence-Jones-Protein
<4 9/24h (Urin) > 12g/24h (Urin)
Nierenfunktion Zusatzbezeichnung A: Serum-Kreatinin < 2 mg/dL
Zusatzbezeichnung B: Serum-Kreatinin > 2 mg/dL

Die initial intendierte Prognoseabschatzung mittels der Einteilung nach Durie und Salmon zeigte
sich im weiteren Verlauf jedoch als unzureichend. Obwohl diese in der klinischen Routine
gelegentlich noch gebréuchlich ist, wird sie zunehmend zugunsten der 2005 eingefiihrten
Stadieneinteilung nach dem International Staging System (ISS) (Tabelle 4) verlassen. Dieses
System wurde von der International Myeloma Working Group unter Einbeziehung von 10.750 bis
dahin unbehandelten Myelompatienten aus weltweit 17 Instituten entwickelt und lasst eine
genauere Einschétzung der Prognose zu. Ein weiterer Vorteil gegenuber der Klassifikation nach
Salmon und Durie liegt darin, dass die Einteilung nur mithilfe von zwei Laborparametern und die
Stadieneinteilung unabhangig von subjektiven Einflissen, wie der Befundung des radiologischen
Materials, erfolgt.2s Eine Erweiterung dieses Staging Systems (R-ISS (revised ISS)) beinhaltet
auflerdem den Serumspiegel der Lactatdehydrogenase sowie die durch die FISH (Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung) als Hochrisikomutationen eingestuften chromosomalen Aberrationen. Das R-

ISS ermoglicht eine Abschétzung des progressionsfreien sowie Gesamtiberlebens.z6
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Tabelle 4: Stadieneinteilung (International Staging Systems (ISS))27

Medianes Uberleben

Kriterien Serumkonzentration (Monate)

B2-M < 3,5 mg/L

Albumin > 3,5 g/dL 62

Stadium | Niedriges $2-M

B2-M < 3,5 mg/L
Albumin < 3,5 g/dL
Stadium 1l Weder Stadium I noch Il oder 44
B2-M = 3,5mg/L bis < 5,5
mg/dL

Stadium Il Hohes p2-M B2-M > 5,5 mg/L 29

1.2.3 Differenzialdiagnostische Abgrenzung zur monoklonalen Gammopathie unklarer
Signifikanz
Vom MM ist die Monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz abzugrenzen, die selbst keinen
Krankheitswert besitzt, jedoch die Prakanzerose des MM darstellt. Diese Plasmazelldyskrasie tritt
im Gegensatz zum MM wesentlich 6fter auf. So tritt sie in der Altersgruppe der Personen tiber 70
Jahren mit einer Pravalenz von 5,3% und einer Inzidenz von 3% 500-mal bis 1000-mal hdufiger
auf als das MM.1,28
Wie bereits im Abschnitt 1.2.1 einleitend erértert, stellt die Abgrenzung zwischen MGUS und MM
einer Herausforderung dar. Entscheidend fur eine Differenzierung ist zum einen der Anteil
monoklonaler Plasmazellen im Knochenmark, welcher bei der MGUS per Definition geringer ist
als beim MM (Tabelle 1). Zum anderen fehlen die durch die Erkrankung verursachten
Endorganschéden (,,CRAB* und ,,SLiM-CRAB* negativ), sodass Patienten mit MGUS oftmals
beschwerdefrei sind.19 Allerdings kann eine MGUS mit Symptomen, wie zum Beispiel einer
peripheren Neuropathie, Vaskulitiden, hamolytischen Anamien oder Hautausschlagen
einhergehen.2o30 Weitere Untersuchungen zeigen auBerdem ein geh&uftes Auftreten einer
Thrombophlebitis sowie von Infektionen mit Mykobakterien bei allgemein erhéhtem
Infektionsrisiko.s1,32
Obwohl die klassischen ,,SLiM-CRAB-Kriterien* bei diesen Patienten nicht erfillt sind, bedarf es
in Abhédngigkeit von der Erkrankungssituation und Symptomlast einer individuellen
Entscheidung, ob eine Therapieindikation zur Behandlung analog der Therapie des Multiplen

Myeloms gegeben ist.30
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Unabhéngig davon besteht ein jahrliches Risiko von etwa 1%, dass die MGUS zu einem MM oder
einer verwandten Erkrankung voranschreitet.2e Je hoher der Anteil des Paraproteins ist, desto
groRer ist auch die Wahrscheinlichkeit einer solchen Progression. So entwickeln 50% der MGUS-
Patienten mit einem Paraproteingehalt von ber 25 g/L innerhalb von 20 Jahren ein MM.2s
Patienten mit einem Paraproteingehalt unter 5 g/L zeigen dagegen nur eine
Progressionswahrscheinlichkeit von 15% im selben Zeitraum.2s Daruiber hinaus ist sowohl das
Vorliegen einer IgM-MGUS als auch ein abnormaler Quotient der freien Kappa- und Lambda-
Leichtketten im Serum mit einer erhohten Progressionswahrscheinlichkeit assoziiert.2s3334
Hieraus resultiert die Notwendigkeit einer kontinuierlichen Uberwachung unterschiedlichen
Ausmales der Patienten, bei denen eine MGUS diagnostiziert wurde.19,35 So sollten Patienten mit
einem niedrigen Risiko einer Progression der MGUS zu einem MM (Serum M-Protein <1,5¢/dl,
IgG-Typ und normaler Quotient der freien Leichtketten) lediglich korperliche Untersuchungen
erhalten. Bei Hochrisikopatienten hingegen sollte zusatzlich regelméRig Labordiagnostik

erfolgen.ss

1.3 Durchflusszytometrie als diagnostische Methode

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren, welches mithilfe von fluoreszensmarkierten
Antikorpern die Antigenexpression von Zellen analysiert und somit die Identifizierung,
Quantifizierung und Charakterisierung bestimmter Zellpopulationen ermdglicht. Dieses Prinzip
der Immunphénotypisierung beruht auf der Emission optischer Signale seitens der
antikorpermarkierten Zellen, wenn diese einzeln einen Laserstrahl passieren. Beim MM koénnen
bestimmte Antigenexpressionsmuster sowohl bei der Diagnostik als auch bei der
Therapiekontrolle, insbesondere bei der quantitativen Uberwachung einer minimalen
Resterkrankung (MRE), eine Rolle spielen.1,37-40 Auch wenn diese bislang oftmals nicht
flachendeckend in der klinischen Routinediagnostik eingesetzt werden, wurden in zahlreichen

Studien die Antigenbeschaffenheit normaler sowie monoklonaler Plasmazellen untersucht.1e,40-52

1.3.1 Antigenkonstellationen bei der Diagnostik des Multiplen Myeloms

Plasmazellen kdnnen anhand ihrer Expression von CD38 und CD138 identifiziert werden.16,45
Allerdings ist mit dieser Identifikation keine Aussage Uber die Dignitat der Plasmazellen moglich,
sodass weitere Antigene zur Charakterisierung verwendet werden missen.is Hierzu eignen sich
vor allem die Antigene CD19, CD56 und CD45. Wéhrend ein normaler Plasmazellphanotyp
zumeist CD19+/ CD56-/ CD45+ aufweists1-434546495152, sind CD19-/ CD56+/ CDA45- oder
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schwach-CD45-positive Plasmazellen als aberrant definiert.40,43-485052 Tabelle 5 zeigt die 2008 in
den  Leitlinien des ,Myeloma Working Networks“ (EMN)  verdffentlichten
Antigenexpressionsprofile normaler und aberranter Plasmazellen, welche aktuell den Standard der

Immunphénotypisierung von Plasmazellen beschreiben.1s

Tabelle 5: Liste der hilfreichsten Antigene zur Detektion aberranter Plasmazellen beim MM, 2008 vom EMN

verdffentlichtis

normales Expressionsprofil . . Notwendigkeit
. . abnormales MM-Félle mit abnormaler ;
Antigen  (Prozentsatz der Expression . . - der Diagnose
Expressionsprofil Expression

auf normalen Plasmazellen) und Kontrolle
CD19 positiv (>70%) negativ 95% essentiell
CD56 negativ (<15%) stark positiv 75% essentiell
CD117 negativ (0%) positiv 30% empfohlen
CD20 negativ (0%) positiv 30% empfohlen
CD28 negativ/ schwach (<15%) stark positiv 15-45% empfohlen
CD27 stark positiv (100%) schwach oder negativ 40-50% empfohlen
CD81 positiv (100%) schwach oder negativ noch nicht verdffentlicht vorgeschlagen
CD200 schwach positiv stark positiv noch nicht veréffentlicht vorgeschlagen

1.3.2 Diagnostisches Potential der Durchflusszytometrie - Differenzierung von MGUS und
MM
Durch die erweiterten  Mdoglichkeiten der  Plasmazellcharakterisierung kann  die
Durchflusszytometrie eine wichtige Rolle in der Diagnostik des MM spielen. In einer 2001
verOffentlichten Studie zeigten Sezer et al., dass mithilfe einer durchflusszytometrischen
Bestimmung des Anteils normaler und aberranter Plasmazellen an der Gesamtplasmazellmenge
eine Differenzierung zwischen MGUS und MM mdoglich ist.sz Im Rahmen dieser Studie
untersuchten Sezer et al. eine Gruppe von 17 MGUS- sowie insgesamt 66 MM-Patienten, welche
anhand damalig tblichen Diagnosekriterien von Durie und Salmon als solche definiert wurden. 24,53
Die Myelompatienten wurden weiterhin in zwei Untergruppen unterteilt: 13 Patienten (Gruppe A)
zeigten eine Plasmazellinfiltration wvon 10-30% im Knochenmark, einen niedrigen
Paraproteingehalt von < 3,5 g/dL (IgG) oder <2 g/dL (IgA) sowie keine osteolytischen Lésionen

im konventionellen Rontgen, wahrend 53 Patienten (Gruppe B) mindestens ein Major-Kriterium
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nach Durie und Salmon: erfillten. Patienten mit MGUS wurden in einer separaten Gruppe (C)
zusammengefasst (Tabelle 1). AuBerdem wurde das Knochenmark von neun gesunden Personen

durchflusszytometrisch analysiert.

Tabelle 6: Einteilung und Merkmale der Patienten in der Studie von Sezer et al.37

Gruppe A Gruppe B Gruppe C
Anzahl der Patienten 13 53 17
Diagnose MM MM MGUS

o ausschliel3lich Minor-Kriterienz2 und mindestens ein Major-

Kriterien zur . . - L . ..

keine Osteolysen im konventionellen Kriterium, nicht naher
Gruppenzuordnung ; -

Réntgen erlautert

Zur Abgrenzung von normalen zu aberranten Plasmazellen untersuchten Sezer et al. die jeweilige
Expression von CD19 und CD56. Die Plasmazellen der neun gesunden Probanden zeigten
durchgéngig einen CD19+/ CD56- Phanotyp. Bei den MM-Patienten wiesen 75% (Gruppe A)
bzw. 80% der aberranten Plasmazellen (Gruppe B) ein CD19-/ CD56+ Expressionsmuster auf,
wéhrend 25% (Gruppe A) bzw. 20% (Gruppe B) einen CD19-/ CD56- Phanotyp aufwiesen. In
Gruppe A konnten in 61% und in Gruppe B in 72% der Félle keine normalen CD19+/ CD56-
Plasmazellen nachgewiesen werden. Dagegen fand sich bei allen MGUS-Patienten (Gruppe C)
eine Population normaler Plasmazellen (CD19+/ CD56- Phanotyp), wobei der Anteil normaler
Plasmazellen zwischen 20% und 95% (Median 60%) variierte. Wéhrend somit alle MGUS-
Patienten einen Anteil normaler Plasmazellen >20% zeigten, wiesen alle MM-Patienten einen
normalen Plasmazellanteil von <20% auf. Hieraus wurde gefolgert, dass anhand der Bestimmung
des Anteils phanotypisch normaler Plasmazellen mittels einer 20%-Grenze eine sichere
Differenzierung zwischen MM und MGUS maglich sei (Abbildung 3).

1 Major-Kriterien: Vorliegen eines Plasmozytoms; eine Plasmazellinfiltration des Knochenmarkes >30%; ein
Paraproteingehalt von >3,5 g/dL (IgG) oder >2 g/dL (IgA); eine Leichtkettenausscheidung > 1g in 24 Stunden

2 Minor-Kcriterien: eine Plasmazellinfiltration von 10-30% im Knochenmark; ein Paraproteingehalt von < 3,5 g/dL
(IgG) oder <2 g/dL (IgA); Vorliegen von Osteolysen; Hypoglobulindmie der normalen Immunglobuline:
IgM<500mg/L, IgA<1g/L, 1gG<6g/L
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Abbildung 3: Anteil der immunphénotypisch normalen Plasmazellen in Bezug auf die Gesamtplasmazellmenge bei

MGUS- und MM-Patienten, Abbildung ibernommen von Sezer et al.37

Weiterhin untersuchten Sezer et al. die Anzahl von aberranten Plasmazellen im peripheren Blut,
den Anteil der Plasmazellen im Knochenmark in S-Phase sowie deren DNS-Gehalt. Es zeigte sich
jedoch, dass nur die oben beschriebene Bestimmung normaler Plasmazellen im Verhaltnis zur
Gesamtplasmazellmenge im Knochenmark eine MGUS zuverldssig von einem MM, auch in

friihem Stadium (Gruppe A), differenzieren konnte.s7

1.4 Zielstellung der Arbeit

Im Rahmen der Diagnostik des Multiplen Myeloms stehen verschiedene Methoden (Histologie,
Zytologe, Durchflusszytometrie) der Plasmazellquantifizierung und -charakterisierung zur
Verfugung. Ziel dieser retrospektiven Untersuchung ist es, die einzelnen diagnostischen Methoden
zu vergleichen und hinsichtlich ihrer Aussagekraft zu bewerten. Des Weiteren soll insbesondere
die Durchflusszytometrie, welche eine hdufig zum Einsatz kommende Methode der
Plasmazellcharakterisierung ist, im Hinblick auf die klare Abgrenzbarkeit von Erkrankten,

Personen mit der Prakanzerose eines Myeloms sowie Gesunden untersucht werden.
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2 Methodik

2.1 Patientenkollektiv

Aus allen elektronisch archivierten durchflusszytometrischen Befunden wurden mithilfe der
SAPe-Datenbank (SAP SE, Walldorf, Deutschland) alle Patienten identifiziert, die in den Jahren
2008 und 2009 an der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt Hamatologie und Onkologie des
Campus Mitte der Charité — Universitatsmedizin Berlin unter der Verdachtsdiagnose eines
Multiplen Myeloms oder zu dessen Ausschluss knochenmarkpunktiert wurden. Dieses Kollektiv
umfasste zundchst 141 Patienten.

Die durchflusszytometrischen Befunde dieser Patienten wurden tabellarisch aufbereitet und
anschlieend um die in der SAP-Datenbank hinterlegten histologischen, laborchemischen und
radiologischen Befunde sowie die elektronisch archivierten Zytologiebefunde erganzt. Ebenfalls
wurde die Datenbank der onkologischen Fachambulanz (TURBOMEDe CompuGroup Medical
Deutschland AG, Koblenz, Deutschland) genutzt, um die Laborparameter zu vervollstandigen. Im
Falle inkongruenter oder fehlender Daten wurde eine Vervollstandigung ggf. durch Auswertung
der vorliegenden Arztbriefe oder Anforderung archivierter Akten aus dem Zentralarchiv der
Charité vorgenommen. War diese nicht mdglich wurden die Patienten aus der Analyse
ausgeschlossen. Es wurden ausschliellich Patienten betrachtet, die erstmalig unter der
Verdachtsdiagnose eines Multiple Myeloms knochenmarkpunktiert wurden. Verlaufskontrollen
wurden nicht bertcksichtigt. AuBerdem erfolgte der Ausschluss der Patienten, welche fehlerhafte
und unvollstdndige durchflusszytometrische Befunde aufwiesen sowie solcher, die auf eine andere
als die im Abschnitt 2.2 genannte Antigenkonstellation untersucht worden sind. Weiterhin wurden
Patienten, deren histologisches Untersuchungsergebnis nicht auffindbar war ausgeschlossen. Von
den 141 identifizierten konnte bei 104 Patienten eine suffiziente Datengrundlage erhoben und
diese somit in die weiteren Analysen eingeschlossen werden. Im Flussdiagramm in Abbildung 4
wird der Prozess der Patientenidentifikation und der Datenaufarbeitung zusammenfassend

dargestellt.
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DFZ-Befunde
2008/ 2009
n=197

» Falsche Antigenkonstellation n=3

4

Keine Zellen in der DFZ n=1

» Verlaufskontrolle* n=52

A

Erstpunktierte Patienten
mit DFZ-Befund
n=141

h 4

DFZ-Befund nicht vollstindig n=2

» BWK-Patienten** ohne Befunde n=5

» Histologie nicht vorhanden oder verwertbar n=30

\ 4

Patienten mit Histologie
und verwertbaren DFZ-
Befunden n=104

* Patienten, die mindestens eine Knochenmarkpunktion im Vorfeld erhalten haben
** Patienten, die aus dem Bundeswehrkrankenhaus konsiliarisch an der Charité¢ vorgestellt wurden

Abbildung 4: Patientenidentifikation und retrospektive Datenaufarbeitung

Fir jeden der eingeschlossenen Patienten umfassen die akquirierten Daten neben allgemeinen
Informationen, wie Alter bei Punktion, Geschlecht und Punktionsgrund den
durchflusszytometrischen, den histologischen und den zytologischen Befund. Zusétzlich wurden
die radiologischen Befunde beziiglich des Nachweises von Osteolysen ausgewertet. Es erfolgte
die Dokumentation von Laborbefunden, insbesondere im Hinblick auf die Werte fir Kalzium,
Kreatinin, Hamoglobin sowie die mittels Elektrophorese und Immunfixation ermittelte

Monoklonalitat des Paraproteins in Serum und Urin.

2.2 Bewertung der Ergebnisse der diagnostischen Methoden

Die durchflusszytometrischen Befunde sind mit dem Gerat FACSCaliburtm der Firma BD
Bioscience im Rahmen der klinischen Routine erhoben worden.

Der durchflusszytometrische Befund eines jeden Patienten lieferte Angaben zum relativen Anteil
von Plasmazellen in Bezug auf die Gesamtzellmenge, der Anzahl der Plasmazellen im ,,Livegate*
und dem Anteil normaler (CD19+/ CD56-) sowie aberranter (CD19+/ CD65+, CD19-/ CD56+,
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CD19/ CDb56-) Plasmazellen. Die Interpretation des Befundes erfolgte mit der an der
Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt Hdmatologie und Onkologie angewendeten Methode nach
Sezer et al. definierten Grenze: Patienten mit einem Anteil von <20% normaler Plasmazellen am
Gesamtplasmazellanteil wurden im durchflusszytometrischen Befund als Myelompatienten
definiert.

Die histologische sowie zytologische Untersuchung der Patienten beinhalteten den prozentualen
Anteil von Plasmazellen in der Knochenmarksbiopsie bzw. im Aspirat (soweit angegeben) und die
jeweilige Bewertung des Befundes als MM, im Graubereich liegend oder als hdmatologisch
unauffallig. Hier wurden die von den Untersuchern formulierten Befunde als ausschlaggebend
gewertet. Im Kontext der Auswertung der zytologischen Untersuchung konnten nur 99 der 104
Patienten berticksichtigt werden, da bei funf Patienten kein Aspirat gewonnen werden konnte
(Punctio sicca).

Die entsprechenden Daten der Patienten wurden anonymisiert und unter Zuhilfenahme des
Tabellenkalkulationsprogramms Microsofte Excel 2015 (Microsoft Corporation, Redmond, USA)

in tabellarischer Form zusammengefasst und anschlieRend analysiert.

2.3 Datenanalyse

2.3.1 Kriterien der abschlieBenden Diagnose

Nach Abschluss der Datenerhebung erfolgten zunéchst eine Visualisierung der Befunde der
unterschiedlichen diagnostischen Methoden mithilfe von Balkendiagrammen sowie ein Vergleich
derselben. Die Patienten wurden unter Beruicksichtigung aller zur Verfligung stehenden Befunde
(exklusive zytologischer und durchflusszytometrischer Befunde) einer ,.abschlielenden
Diagnose analog der im Rahmen der Einleitung aufgefiihrten Diagnosekriterien zugeordnet.
Hierbei wurden drei Diagnosegruppen definiert:

Patienten mit gesichertem MM, Patienten mit MGUS und Patienten ohne Hinweis auf ein MM
oder eine MGUS (gesunde Personen = ,gP*). Eine initial definierte Gruppe ,,Smoldering
Myeloma* wurde aufgrund fehlender Patienten mit entsprechenden Merkmalen ausgeschlossen.
Zusammengefasst wurden Patienten als Myelom-Patienten definiert, wenn der histologische
Befund als behandlungsbedirftiges Myelom bewertet wurde, Monoklonalitadt im Serum oder im

Urin nachgewiesen werden konnte sowie mindestens eines der CRAB-Kriteriens erfllt war.

3 Hadmoglobin <14g/dL (ménnlich) bzw. <12g/dL (weiblich) UND
Kalzium >2,65mmol/L ODER Kreatinin >1mg/dL (ménnlich) bzw. >0,9 (weiblich)
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Patienten wurden als MGUS-Patienten definiert, wenn der histologische Befund kein Myelom
nachweisen konnte, Monoklonalitdt im Serum oder Urin vorhanden war und kein CRAB-
Kriterium erfallt wurde. Als gesund wurden solche Personen definiert, die einen unauffalligen
histologischen Befund bzw. keine Hinweise auf ein MM aufwiesen und eine unauffallige

Immunfixation zeigten.

2.3.2 Visualisierung der Ergebnisse und statistische Analysen

Die durchflusszytometrischen Befunde und die hieraus abgeleiteten Diagnosen wurden mit den
definierten Patientengruppen (, MM*, ,MGUS* und ,,gP*) verglichen. In diesem Kontext wurden
die Anteile der Gesamtplasmazellmenge sowie der normalen und aberranten Plasmazellen im
Gesamtkollektiv sowie geschlechts- und altersspezifisch gegenibergestellt und mithilfe von
Boxplots betrachtet. Zusatzlich wurde bei nicht eindeutigen Verteilungen eine Signifikanzanalyse
mittels MATLAB (MathWorks®, Natick, Massachusetts, USA) durchgefiihrt. Hierbei wurde der
Kolmogoroff-Smirnov-Omnibustests (KSO-Test) verwendet, welcher unabhéngige Stichproben
auf jegliche Art von Verteilungsunterschieden testet. Der Test prift die Nullhypothese, dass die
Verteilung der Beobachtungen in zwei Stichproben aus der gleichen Gesamtheit stammt, gegen
die Alternativhypothese, dass die Stichproben aus unterschiedlich verteilten Populationen
stammen.ss Bei allen durchgefuhrten Analysen wurde ein Signifikanzniveau o von 5%

angenommen.
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3 Ergebnisse

Im Kontext der Datenauswertung wird im Folgenden zunéchst das Patientenkollektiv beschrieben.
Darauf folgend werden zum einen die Ergebnisse der einzelnen diagnostischen Methoden
dargelegt und miteinander verglichen, zum anderen erfolgt eine Gegenlberstellung der Befunde
der einzelnen diagnostischen Methoden mit der abschlieRenden Diagnosestellung (wie in
Abschnitt 2.3 definiert). AnschlieBend wird die Verteilung von normalen und aberranten
Plasmazellen im jeweiligen Kollektiv der MM-Patienten, MGUS-Patienten und der gesunden

Patienten dargestellt.

3.1 Patientenkollektiv

Es wurden 104 Patienten mit einer adaquaten Datengrundlage identifiziert, bei denen in den Jahren
2008 und 2009 in der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt fir Himatologie und Onkologie am
Campus Charité Mitte erstmalig unter der Verdachtsdiagnose eines Multiplen Myeloms oder zum
Ausschluss desselben eine Knochenmarkpunktion (KMP) durchgefiihrt wurde.

Das mediane Alter bei der Punktion betrug 67 Jahre (Spannweite 25-87 Jahre). Die
geschlechterspezifische Altersverteilung ist in Tabelle 7 dargestellt.

Tabelle 7: Geschlechtsspezifisches medianes Alter

Geschlecht Anzahl Alter bei KMP, Median (Spannweite) in Jahren
ménnlich 58 67,5 (25-87)
weiblich 46 66 (25-85)

3.2 Befunde der diagnostischen Methoden

Im Folgenden werden zunachst die erhobenen zytologischen, histologischen und
durchflusszytometrischen Befunde zusammenfassend dargestellt. Dabei werden diese bei
Zytologie und Histologie in drei Kategorien gegliedert: MM+ umfasst die in der zytologischen
oder histologischen Bewertung als an einem MM erkrankten Patienten, MMz diejenigen, die
durch die jeweilige diagnostische Methode nicht zweifelsfrei als gesund oder krank eingeordnet
werden konnten (,,Graubereich®) und MM- die Patienten, die durch die jeweilige Methode als

nicht an einem MM erkrankt gewertet wurden. Bei der Bewertung der Ergebnisse der
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Durchflusszytometrie anhand der von Sezer et al. definierten Kriterien ist nur die Einteilung in
MM+ und MM- moglich.

Die Ergebnisse der Untersuchungsmethoden sind zusammenfassend in Abbildung 5 darstellt.
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Abbildung 5: Gegeniiberstellung der diagnostischen Methoden

Hierbei fand sich in der histologischen Untersuchung bei Uber der Halfte der punktierten Patienten
kein Hinweis auf ein Multiples Myelom im Knochenmark, wahrend bei 6% anhand der
histologischen Untersuchung keine eindeutige Zuordnung moglich war. Im Ergebnis der
zytologischen Untersuchung war der Anteil der nicht sicher zuordenbaren Befunde mit 32%
deutlich hoher.



28

3.2.1 Vergleich der histologischen und zytologischen Befunde

In der vergleichenden Betrachtung der diagnostischen Methoden zeigten sich deutlich
abweichende Befunde zwischen den einzelnen Untersuchungsmethoden. Es fand sich nur in 60%
der 99 betrachteten Falle eine Ubereinstimmung der Ergebnisse von histologischer und
zytologischer Untersuchung. Die finf Patienten mit einer Punctio sicca wurden bei diesem
Vergleich nicht bertcksichtigt. Es fiel auf, dass funf Patienten, bei denen sich in der zytologischen
Untersuchung kein Hinweis auf ein Multiples Myelom fand, in der histologischen Untersuchung
als an einem MM erkrankt eingeordnet wurden. Ebenfalls zeigte sich eine relevante Gruppe von
20 Patienten, die eine unaufféllige histologische Untersuchung, aber in der zytologischen
Untersuchung im Graubereich liegende Befunde aufwiesen. Tabelle 8 stellt die genaue Verteilung

der Bewertung aus Histologie und Zytologie dar.

Tabelle 8: Abweichungen und Ubereinstimmungen von Histologie- und Zytologiebefunden

Bewertung histologische zytologische Anzahl Patienten
Bewertung Bewertung (von 99)
MM+ MM+ 21
Ubereinstimmend MM+ MMz 1
MM- MM- 37
MM+ MM= 11
MM+ MM- 5
abweichend MM MM !
MMz MM- 3
MM- MM+ 0
MM- MMz 20
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3.2.2 Vergleich der histologischen und durchflusszytometrischen Befunde

Eine groRere Ubereinstimmung mit der histologischen Bewertung zeigten die
durchflusszytometrischen Untersuchungsergebnisse. Es zeigte sich in 80% der 104 betrachteten
Félle eine Ubereinstimmung der Ergebnisse der beiden Methoden.

Wie in Tabelle 9 dargestellt, fand sich bei neun Patienten durchflusszytometrisch ein MM-Befund,
wéhrend die Histologie diese als unauffallig einstufte. Umgekehrt wurden mittels
Durchflusszytometrie sechs Patienten als gesund eingestuft, obwohl diese durch die histologische

Untersuchung als MM eingeordnet wurden.

Tabelle 9: Abweichungen und Ubereinstimmungen von Histologie- und Durchflusszytometriebefunden

Bewertung histologische durchflusszytometrische Anzahl Patienten
Bewertung Bewertung (von 104)
MM+ MM+ 32

ubereinstimmend MM+ MM+ 0
MM- MM- 51
MM+ MMz 0
MM+ MM- 6

abweichend MMz MM+ 4
MMz MM- 2
MM- MM+ 9
MM- MM+ 0

Insgesamt ergaben die durchflusszytometrischen und histologischen Befunde somit eine

kongruentere Beurteilung der Befunde als die zytologischen und histologischen Befunde.

3.3 Vergleich der diagnostischen Methoden mit der abschliel}enden Diagnose
Von besonderem Interesse war der Vergleich der Methoden mit der Synopsis aller zur Verfligung
stehender Befunde, die in der abschlieBenden Diagnose resultierten (siehe auch 2.3). Dieser ist im

folgenden Abschnitt dargestellt.
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Unter Berlcksichtigung der vorhandenen Datengrundlage sowie dem weiteren klinischen Verlauf
der Patienten wurden abschlie3end 42 der Gruppe Myelom (MM), 39 der Gruppe MGUS (MGUS)
und 23 der Gruppe der gesunden Personen (gP) zugeordnet (Abbildung 6).

MM, 42

MGUS, 39

Abbildung 6: Einteilung des Kollektivs mittels abschlieBender Diagnosestellung in absoluten Zahlen (n=104)

3.3.1 Vergleich der unterschiedlichen diagnostischen Methoden mit der abschlieRenden
Diagnose ,,Multiples Myelom*

Bei der Betrachtung der Gruppe der Myelompatienten (n=42) zeigte sich, dass in der

histologischen Bewertung, die den Standard in der Beurteilung des Knochenmarks im Kontext der

Diagnostik des Multiplen Myeloms darstellt, nur 90,5% der Befunde einen sicheren

Myelomnachweis erbrachten, wéhrend die Ubrigen 9,5% (vier Patienten) der Befunde als

Graubereich gewertet wurden (Abbildung 7). Diese vier histologisch als Graubereich bewerteten

Patienten wurden durchflusszytometrisch als MM eingeordnet.
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Abbildung 7: Befundbewertung der einzelnen diagnostischen Methoden in der Gruppe der mittels abschlieRender

Diagnose gewerteten Myelompatienten, n=42
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Weiterhin zeigte die Analyse der Myelompatienten, dass in der zytologischen Untersuchung
lediglich 55% der Patienten als solche richtig zugeordnet wurden und 30% keinen eindeutigen und
15% sogar keinen pathologischen Befund zeigten. Im Gegensatz zur zytologischen Untersuchung
wurden im Rahmen der Durchflusszytometrie bei etwa 86% der Patienten dieser Gruppe als MM-
Patienten identifiziert, wahrend ebenfalls, ahnlich der zytologischen Untersuchung, bei etwa 14%
der Myelompatienten kein pathologischer durchflusszytometrischer Befund vorlag. Ein
Graubereich der durchflusszytometrischen Befunde existierte, wie bereits in Abschnitt 3.2

erlautert, nicht.

3.3.2 Vergleich der unterschiedlichen diagnostischen Methoden mit der abschlieRenden
Diagnose ,,MGUS*

In der Gruppe der im Rahmen der abschliefenden Diagnose als MGUS eingeordneten Patienten
(n=39) zeigte die Histologie bei keinem der Patienten einen Myelombefund. Nur etwa 5% der
histologischen Befunde wurden einem Graubereich zugeordnet, wahrend die restlichen 95% der
Befunde als nicht erkrankt gewertet wurden. Ebenso ordnete die zytologische Untersuchung
keinen der MGUS-Patienten als MM-erkrankt ein. Allerdings fallt auf, dass mittels Zytologie ein
grolerer Anteil von etwa 24% einem Graubereich zugeordnet wurde. Des Weiteren wird bei der
Analyse der durchflusszytometrischen Befunde der MGUS-Patienten deutlich, dass ein Anteil von
fast 18% als MM-Befund und der brige Anteil von ca. 82% als nicht erkrankt gewertet wurde
(Abbildung 8).
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Abbildung 8: Befundbewertung der einzelnen diagnostischen Methoden in der Gruppe der mittels abschliefender

Diagnose gewerteten MGUS-Patienten, n=39
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3.3.3 Vergleich der unterschiedlichen diagnostischen Methoden mit der abschliel}enden
Diagnose ,,gesunde Personen*
Bei der Betrachtung jener Personen, die im Rahmen der abschlieRenden Diagnose als gesund
eingeordnet (n=23) wurden, wich die zytologische Untersuchung deutlich von den Ergebnissen
der anderen beiden Methoden ab. Wéhrend die histologische Untersuchung alle Gesunden als
gesund bewertete, war dies nur bei der Halfte der Gruppe in der zytologischen Untersuchung der
Fall. Bei den Ubrigen Patienten erbrachte die zytologische Untersuchung einen unklaren Befund
(Graubereich). Die Durchflusszytometrie ordnet im Vergleich zur Zytologie mit ca. 91% deutlich
mehr Patienten als gesund ein. Wie auch in der Gruppe der MGUS-Patienten wertete die
Durchflusszytometrie als einzige Methode einen Anteil der gesunden Personen als erkrankt,

welcher in dieser Gruppe etwa 9% betragt (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Befundbewertung der einzelnen diagnostischen Methoden in der Gruppe der mittels abschliefender

Diagnose gewerteten gesunden Personen, n=23
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3.4 Sensitivitat und Spezifitat der diagnostischen Methoden

Im Weiteren wurde eine Sensitivitats- und Spezifitatsanalyse fir die einzelnen diagnostischen

Methoden im Vergleich zur abschliefenden Diagnose durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in

Tabelle 10 bis Tabelle 12 dargestellt.

Tabelle 10: Gegenuberstellung der Bewertung durch abschliefende Diagnose und Histologie in absoluten Zahlen

ab_schlieBende ab_schlieBende Gesamt
Diagnose: MM Diagnose: MGUS/ gP
Histologie: MM+ 38 0 38
Histologie: MM- 0 60 60
Gesamt 38 60 98
Graubereich 6

Tabelle 11: Gegenuberstellung der Bewertung durch abschliefende Diagnose und Zytologie in absoluten Zahlen

apschlief&ende apschlief&ende Gesamt

Diagnose: MM  Diagnose: MGUS/gP
Zytologie: MM+ 22 0 22
Zytologie: MM- 6 39 45
Gesamt 28 39 67
Graubereich 32

Tabelle 12: Gegenuberstellung der Bewertung durch abschliefende Diagnose und Durchflusszytometrie in absoluten

Zahlen
apschlie[&ende ab_schlief&ende Gesamt
Diagnose: MM  Diagnose: MGUS/gP
DFZ: MM+ 36 9 45
DFZ: MM- 6 53 59
Gesamt 42 62 104
Graubereich 0




34

Die Patienten, die durch die jeweilige diagnostische Methode nicht einer definierten Gruppe
zugewiesen werden konnten, sondern als Graubereich gewertet wurden, wurden fir die
Berechnung von Sensitivitat und Spezifitat nicht beriicksichtigt, sind aber ebenfalls dargestellt.

Tabelle 13 zeigt die sich daraus errechneten Sensitivitdten bzw. Spezifitaten sowie die positiven
pradiktiven Vorhersagewerte (PpW) und negativen pradiktiven Vorhersagewerte (NpW) der

diagnostischen Methoden.

Tabelle 13: Sensitivitét, Spezifitt und prédiktive VVorhersagewerte der diagnostischen Methoden

Histologie Zytologie DFzZ
Sensitivitat 100% 78,57% 85,71%
Spezifitat 100% 100% 85,48%
PpW 100% 100% 80,00%
NpW 100% 86,67% 89,83%
Graubereich 5,8% 32,3% 0%

Die Histologie zeigt mit 100% die grolte Sensitivitat, gefolgt von der Durchflusszytometrie mit
einer Sensitivitdt von ca. 86%, wahrend die Zytologie mit ca. 79% die geringste Sensitivitat
aufweist. Im Hinblick auf die Spezifitat weist auch hier die Histologie mit 100% das bestmdgliche
Ergebnis auf. Ebenfalls zeigt die Zytologie eine Spezifitdt von 100%, wéhrend die
Durchflusszytometrie mit ca. 85% die geringste Spezifitat erreicht. Hierbei muss jedoch
berucksichtigt werden, dass die Zytologie mit 32,3% einen sehr hohen Anteil an im Graubereich
liegender Ergebnisse erbringt, welcher in der histologischen und durchflusszytometrischen

Untersuchung deutlich geringer ist (5,8% bzw. 0%).
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3.5 Differenzierte Auswertung der durchflusszytometrischen Befunde

Die im Rahmen der durchflusszytometrischen Untersuchung erhobenen Befunde wurden im
folgenden Abschnitt in den mittels der abschlieenden Diagnosestellung definierten drei
Kollektiven (MM, MGUS, gP) weiter analysiert.

3.5.1 Plasmazellanteil gesamt

Fur die folgenden Analysen wurden alle mittels der Antigenexpression von CD 38 sowie CD 138
identifizierten Plasmazellen bezogen auf die Anzahl der Gesamtevents berlicksichtigt. In diesem
Zusammenhang zeigte sich in der im Rahmen der abschliefenden Diagnose definierten MM-
Gruppe ein medianer Plasmazellanteil von 5%. In der MGUS- sowie der gP-Gruppe ist der Anteil
von Plasmazellen mit je 0,8% im Median signifikant geringer. AuBerdem wiesen alle MGUS-
Patienten und alle bis auf eine gesunde Person einen Gesamtplasmazell (gPZ)-Anteil von <3%
auf. Die genaue Verteilung der Gesamtplasmazellen in den einzelnen Kollektiven sowie eine
vergroRerte Ansicht der Gruppen MGUS und gP ist in Abbildung 10 aufgezeigt. Obwohl die
Gesunden geringfugig mehr Plasmazellen als die MGUS-Patienten aufwiesen, war dieser
Unterschied im KSO-Test nicht signifikant (p=0,4448; bei a.=0,05).
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Abbildung 10: Verteilung der relativen gesamt PZ-Menge in den Kollektiven
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3.5.2 Verteilung phanotypisch normaler Plasmazellen im Gesamtkollektiv
In der Analyse der CD19-positiven und CD56-negativen und somit ph&notypisch normalen

Plasmazellen (nPZ) in den einzelnen Gruppen zeigten sich deutliche Unterschiede (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Verteilung von normalen PZ innerhalb der Kollektive

Besonders auffallig war hierbei die geringe Menge von lediglich im Median 2% nPz bei den MM-
Patienten. Hingegen lag in der MGUS- und gP-Gruppe ein medianer nPZ-Anteil von 34% bzw.
57% vor. Eine Gegeniberstellung der nPZ-Verteilungen der MM- und der MGUS-Patienten
zeigte, dass sich die zentralen Tendenzen unterschieden. Die statistische Priifung mittels KSO-
Test bestatigte einen signifikanten Unterschied zwischen den nPZ-Verteilung der beiden Gruppen
(p=1,6153e-10; bei a=0,05).

Im Vergleich zwischen den Gruppen MGUS und gP war die nPZ-Verteilung ahnlicher, jedoch
zeigte sich auch hier ein signifikanter Unterschied der nPZ-Verteilungen zwischen MGUS- und
gesunden Patienten (p=0,0172; bei =0,05).

In der Betrachtung der nPZ-Verteilung mittels der durch Sezer et al. definierten nPZ-Grenze von
20%, zeigte sich, dass 14% der MM-Patienten nPZ-Anteil oberhalb dieser Grenze aufwiesen. In
der MGUS-Gruppe lag der Anteil von Patienten mit >20% nPZ mit 82% deutlich Gber dem der
MM-Patienten sowie unter dem der gP-Gruppe. Hier wiesen 91% der Patienten einen nPZ-Anteil

von >20% auf.
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3.5.3 Geschlechterspezifische Verteilung normaler Plasmazellen

Bei Betrachtung der Verteilung der normalen Plasmazellen in den einzelnen Gruppen selektiert
nach Geschlecht zeigte sich, dass vor allem in der Gruppe der Gesunden und der Myelompatienten
eine scheinbar geschlechterabhangige nPZ-Verteilungen vorliegt.

So sind in der Gruppe der mannlichen MM-Patienten im Vergleich zu den weiblichen MM-
Patientinnen vereinzelt besonders groRe nPZ-Anteile zu finden. Des Weiteren zeigen die
weiblichen gesunden Personen insgesamt einen kleineren Anteil normaler Plasmazellen als die

gesunden Manner (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Geschlechtsspezifische Darstellung der nPZ-Verteilung innerhalb der jeweiligen Gruppen

Nach der statistischen Prifung mittels KSO-Test sind diese Beobachtungen jedoch als eher
zuféllig zu werten (MM: p=0,9465; gP: p=0,6513; MGUS: p=0,3819; bei a.=0,05).

Im Vergleich zu den Ergebnissen von Sezer et al. zeigten lediglich die gesunden Mé&nner eine
Ubereinstimmung mit denselben (nPz-Anteil >20%). So fand sich bei allen gesunden Manner ein
nPZ-Anteil >20%. In allen anderen Gruppen konnten die Beobachtungen von Sezer et al. nicht
bestatigt werden. Nur bei 75% der gesunden Frauen lag der nPZ-Anteil im hiesigen Kollektiv bei
einer nPZ-Grenze von >20%. In der MGUS-Gruppe zeigten 86% der Mé&nner und 78% der Frauen
einen NnPZ-Anteil von >20%. Im Kollektiv der MM-Patienten wiesen 18% der Méanner und 10%

der Frauen einen solchen nPZ-Anteil auf.
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3.5.4 Altersspezifische Verteilung normaler Plasmazellen

In einer weiteren Analyse wurde die Verteilung normaler Plasmazellen in den jeweiligen Kohorten
in zwei verschiedenen Altersgruppen betrachtet. Die Gruppe der Patienten im Alter von 55 Jahren
oder &lter umfasste 84 Patienten, wéhrend 20 Patienten im Alter von unter 55 Jahren betrachtet
wurden.

In der Gruppe der unter 55-jahrigen Patienten konnte bei den MGUS-Patienten sowie den
gesunden Personen eine Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Sezer et al. erzielt werden
(Abbildung 13).
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Abbildung 13: nPZ-Verteilung der Patienten <55 Jahre

Wiéhrend Sezer et al einen nPZ-Anteil von >20% in diesen Gruppen beschreiben, wiesen im
vorliegenden Kollektiv alle MGUS-Patienten und alle gesunden Personen einen nPZ-Anteil von
sogar >40% auf. Die Befunde der MM-Patienten wichen teilweise von den Ergebnissen von Sezer

et al. ab, da zwei MM-Patienten einen nPZ-Anteil >20% zeigten.
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Bei Patienten, die 55 Jahre und &lter waren, zeigte sich eine andere Verteilung der normalen
Plasmazellen (Abbildung 14).
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Abbildung 14: nPZ-Verteilung der Patienten >55 Jahre

Hier wiesen 80% der MGUS- und 87% der gesunden Patienten einen nPZ-Anteil von >20% auf.
In der Gruppe der MM-Patienten zeigten rund 12% einen solchen nPZ-Anteil oberhalb der Grenze

von 20%.
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3.5.5 Verteilung phanotypisch aberranter Plasmazellen

Der Anteil phanotypisch aberranter Plasmazellen (aPZ) setzte sich, wie in Kapitel 2 bereits
erwéhnt, aus drei verschiedenen Subgruppen zusammen, die sich im Hinblick auf ihre CD19- und
CD56-Expression unterscheiden. In der Gruppe der MM-Patienten nimmt der Anteil von CD19-/
CD56+ PZ an der Gesamtplasmazellmenge im Median 80% ein und lag somit um ein Vielfaches
uber dem der MGUS- und gP-Patienten. Bei Letzteren waren im Median lediglich 6% bzw. 4%
der aPZ in Bezug auf alle PZ durch CD19-/ CD56+ PZ bedingt (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Anteil der CD19-/ CD56+ PZ in Bezug auf die Gesamtplasmazellmenge innerhalb der jeweiligen
Gruppe

Weniger eindeutig zeichnete sich die Verteilung der CD19+/ CD56+ sowie der CD19-/ CD56- PZ
ab. Hier zeigte der KSO-Test fur beide Antigenkonstellationen keinen signifikanten Unterschied
der PZ-Verteilung zwischen den MGUS- und gesunden Patienten (CD19-/ CD56-: p=0,1507;
CD19+/ CD56+: p=0,7321; bei a=0,05). Dennoch lieRen sich Verteilungstendenzen feststellen.
Wahrend die CD19+/ CD56+ PZ in der Gruppe gP mit einem medianen Anteil von 22% am
héufigsten vertreten waren, fanden sich CD19-/ CD56- PZ mit einem medianen Anteil von 15%
am héufigsten in der Gruppe MGUS (Abbildung 16 und Abbildung 17).
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Abbildung 16: Anteil der CD19+/ CD56+ PZ in Bezug auf die Gesamtplasmazellmenge innerhalb der jeweiligen
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Abbildung 17: Anteil der CD19-/ CD56- PZ in Bezug auf die Gesamtplasmazellmenge innerhalb der jeweiligen

Gruppe
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4 Diskussion

In der folgenden Diskussion werden zundchst die wichtigsten im Rahmen der vorliegenden Arbeit
erhobenen Ergebnisse zusammenfassend dargestellt. Anschlielend werden diese Ergebnisse im
Vergleich mit anderen Arbeiten im Hinblick auf die Aussagekraft von zytologischer und
durchflusszytometrischer Untersuchung beleuchtet und kritisch diskutiert. Schlussendlich erfolgt
die vergleichende Betrachtung der hier erhobenen Befunde und den durch Sezer et al.

verOffentlichten Ergebnissen.

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen wurden 104 Patienten retrospektiv analysiert, bei
denen in den Jahren 2008 und 2009 in der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt fiir Himatologie
und Onkologie der Charité erstmalig eine Knochenmarkpunktion im Kontext der Diagnostik eines
Multiplen Myeloms durchgefihrt wurde. Von diesen Patienten wurden 58% durch die
histologische bzw. 46% und 57% durch die zytologische und durchflusszytometrische Diagnostik
als gesund eingeordnet, wahrend 37% bzw. 22% und 43% durch selbige Untersuchungen als
erkrankt eingeordnet wurden. Keine sichere Zuordnung (Graubereich) war in 6% (Histologie)
bzw. 32% (Zytologie) der Patienten mdglich, wahrend ein solcher Graubereich in der Auswertung
der Durchflusszytometrie analog zu Sezer et al. aufgrund definierter Grenzen nicht existent ist.
Im Vergleich der histologischen und zytologischen Befunde wurde lediglich in 60% der Félle eine
Ubereinstimmung festgestellt, wahrend eine groRere Ubereinstimmung von 80% beim Vergleich
der histologischen mit den durchflusszytometrischen Untersuchungsergebnissen festgestellt
wurde.

Zur weiteren Analyse wurden die Patienten unter Berlicksichtigung aller zur Verfiigung stehenden
Befunde abschlielenden Diagnosegruppen zugeordnet (42 MM-Patienten, 39 MGUS-Patienten,
23 gesunden  Personen). Im  anschlieBenden  Abgleich mit den einzelnen
Untersuchungsmodalitaten zeigte die Histologie in allen Gruppen den grof3ten Anteil kongruenter
Befunde (91% bei MM, 95% bei MGUS, 100% bei gP), gefolgt von der Durchflusszytometrie
(86% bei MM, 82% bei MGUS, 91% bei gP). Die Zytologie zeigte in allen Gruppen den kleinsten
Anteil Ubereinstimmender Befunde mit der abschliefenden Diagnose (55% bei MM, 76% bei
MGUS, 50% bei gP).
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Wahrend in der MM-Gruppe im Median ein Gesamtplasmazellanteil von 5% nachgewiesen
wurde, zeigten sich in den anderen beiden Gruppen ein signifikant geringerer Anteil von 0,8%.
Auch beziglich des Anteils phanotypisch normaler Plasmazellen zeigten sich zwischen MM- bzw.
MGUS- und gP-Gruppe mit im Median 2% bzw. 34% und 57% signifikante Unterschiede.
Weiterhin wiesen 14% in der MM-Gruppe bzw. 82% und 91% in der MGUS- und gP-Gruppe
einen nPZ-Anteil >20% auf.

Bei der Analyse der phanotypisch aberranten Plasmazellen zeigte sich lediglich beim medianen
Anteil der CD19-/ CD56+ Plasmazellen in Bezug auf die Gesamtplasmazellemenge ein
signifikanter Verteilungsunterschied zwischen den MM-, MGUS-, und gP-Gruppen, der in der
MM-Gruppe deutlich tber dem der MGUS- und gP-Gruppe (80% vs. 6% bzw. 4%) lag.

4.2  Aussagekraft der Zytologie

Die Aussagekraft von zytologischer und histologischer Untersuchung im Kontext der Diagnostik
des Multiplen Myeloms wurde bereits im Rahmen vorheriger Studien evaluiert. So verglichen
Buss et al. in einer 1987 publizierten Studie zytologische und histologische Befunde von Patienten
mit klinischem Verdacht auf ein MM.ss Hierbei wurde die klinische Verdachtsdiagnose eines
Multiplen Myeloms in 83% der Félle entweder durch einen pathologischen Histologie- und/oder
Zytologiebefund bestatigt. Jedoch zeigten sowohl die histologische als auch die zytologische
Untersuchung Ubereinstimmend einen Myelombefund bei lediglich 59% der Patienten, wahrend
bei 17% der Patienten beide Methoden kongruent einen unaufféalligen Befund erbrachten, sodass
bei 76% beide Untersuchungsmodalitaten einen Gbereinstimmenden Befund erbrachten.ss Im
Vergleich zur vorliegenden Studie (Ubereinstimmung in 60% der Falle zwischen Zytologie und
Histologie) ist somit die Abweichung zwischen zytologischen und histologischen Befunden in der
Studie von Buss et al. etwas geringer. Nichtsdestotrotz fanden sich bei 24% der von Buss et al.
untersuchten Patienten zwischen Histologie und Zytologie divergente Befunde (7% unaufféllige
Zytologie bei pathologischer Histologie, 17% pathologische Zytologie bei unauffalliger
Histologie). Diese Ergebnisse sind somit mit dem Ergebnis der vorliegenden Arbeit, dass
Histologie und Zytologie in einem relevanten Anteil der Félle nicht kongruente Befunde liefern,

Ubereinstimmend.

Die initiale Diagnosestellung in der Arbeit von Buss et al. erfolgte anhand klinischer Befunde, die

innerhalb der Publikation jedoch nicht genau definiert wurden, sodass eine direkte
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Vergleichbarkeit mit der in der vorliegenden Arbeit klar definierten Gruppe der MM-Patienten
eingeschrankt ist.

Im vorliegenden Kollektiv hatte der histologische Befund einen ausschlaggebenden Einfluss in
Bezug auf die abschlieRende Diagnosestellung, sodass daraus eine groRe Ubereinstimmung von
histologischem Befund und abschlieRender Diagnose resultiert, wéhrend Buss et al. keinen Bezug
auf den Stellenwert der Histologie bei der initialen Diagnosestellung (anhand der Klinik) nehmen.
Obwohl Buss et al. bei der Bewertung der zytologischen und histologischen Befunde keinen
Graubereich definierten, zeigten dennoch einige Patientin einen unklaren Befund: Von den
Patienten, die einen Ubereinstimmenden histologischen und zytologischen Befund zeigten (n=160/
59%) sei nach Angaben der Autoren bei 17,5% (n=28) eine Diagnosestellung allein aufgrund des
histologischen Befundes erschwert gewesen, sodass der histologische Befund nur unter
Berlicksichtigung der zytologischen Analyse eine Diagnosestellung ermdéglicht hat. Umgekehrt
war dies bei 10% (n=16) der Patienten in der zytologischen Untersuchung der Fall, sodass bei
diesen Patienten nur eine Diagnosestellung unter Hinzuziehen der histologischen Analyse méglich
war. Setzt man diese Anteile der Patienten mit dem in der vorliegenden Arbeit definierten
Graubereich gleich, so zeigt die Histologie in der Arbeit von Buss et al. eine schlechtere

Aussagekraft im Hinblick auf die Diagnosestellung eines MMs.

In der Gesamtbetrachtung der Arbeit von Buss et al. sind insbesondere die 17% der Patienten
hervorzuheben, die einen pathologischen Zytologie- bei gleichzeitig unauffalligem
Histologiebefund aufwiesen und bei denen somit der klinische Anhalt eines Multiplen Myeloms
lediglich mittels Zytologie bestatigt wurde. In der vorliegenden Arbeit gab es im Gegensatz zu
Buss et al. keinen Patienten mit pathologischem Befund in der Zytologie bei gleichzeitig

unauffélligem histologischen Befund.

Eine Diagnosestellung allein auf dem Boden der zytologischen Ergebnisse, wie von Buss et al.
durchgefuhrt, scheint bei der Betrachtung weiterer im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhobenen
Ergebnisse jedoch problematisch. Dies wird insbesondere bei der Betrachtung der Ergebnisse
deutlich, die zeigen, dass die Zytologie hdufig keinen eindeutigen Befund im Hinblick auf eine
Diagnosestellung liefert. So zeigte die Zytologie in der Gruppe der Gesunden bei 50% der
Personen im Graubereich liegende Befunde, sodass bei der Hélfte der untersuchten gesunden
Personen keine klare Aussage anhand der zytologischen Untersuchung getroffen werden kann.
Neben der mangelhaften Identifikation von Gesunden, konnten ebenfalls die an einem Multiplen

Myelom erkrankten Patienten nur etwa zur Halfte (55%) mittels Zytologie richtig zugeordnet
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werden. Dariiber hinaus hatte in der vorliegenden Untersuchung eine alleinige zytologische
Untersuchung 15% der Patienten, bei denen ein MM vorlag, féalschlicherweise als gesund

eingeordnet.

Eine mogliche Erklarung fir die oben beschriebenen Abweichungen in der Bewertung von
histologischen und zytologischen Befunden in der vorliegenden Arbeit sowie der von Buss et al.
liefern weitere Arbeiten, die deutliche Abweichungen bei der Quantifizierung der
Plasmazellmenge in beiden Methoden feststellten.

So untersuchte eine Arbeit von Terpstra et al. die PZ-Anteile in zytologischem Aspirat und
Knochenmarksbiopsie von 54 MM-Patienten, um die in anderen Studien dargestellten
Abweichungen der beiden diagnostischen Methoden zu beleuchten.ss In dieser Untersuchung fand
sich eine Ubereinstimmung des Plasmazellgehaltes in der zytologischen und histologischen
Untersuchung in lediglich 48% der Félle, wéhrend weitere 48% der Patienten einen deutlich
groReren PZ-Anteil im histologischen als im zytologischen Befund aufwiesen. Vor allem bei
fokalem Knochenmarksbefall wies die Zytologie eine Unterschdtzung des Plasmazellanteils im
Knochenmark auf. Die Autoren schlussfolgerten, dass die Tumormasse bei Patienten mit MM
valider mittels Histologie im Vergleich zur zytologischen Untersuchung ermittelt werden kann.se
Auch im in der vorliegenden Studie untersuchten Kollektiv zeigten die histologischen Befunde
der MM-Patienten insgesamt betrachtet mit im Median 30% einen groReren Plasmazellanteil als
die zytologischen Befunde mit im Median 25% Plasmazellanteil (Ergebnisse nicht dargestellt).
Hierbei wiesen ca. 67% der MM-Patienten in der histologischen Untersuchung einen groReren
Plasmazellanteil auf, wahrend 23% einen groReren Plasmazellanteil in der zytologischen
Untersuchung erbrachten. Lediglich 10% der betrachteten MM-Patienten zeigten einen
ubereinstimmenden Plasmazellanteil in den Befunden der beiden diagnostischen Methoden.
Hieraus wird deutlich, dass die Zytologie den Plasmazellanteil tendenziell unterschatzt und somit

auch bei der initialen Diagnosestellung niedrigere Plasmazellanzahlen liefert.

Weitere Untersuchungen anderer Gruppen postulierten ebenfalls in anderen Zusammenhéngen,
dass die Ergebnisse von zytologischer und histologischer Untersuchung beim Myelompatienten,
wie auch in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen, haufig divergieren. Stifter et al. korrelierten
den PZ-Anteil von 59 MM-Patienten, mittels zytologischer und histologischer Untersuchung
(CD138 markierte Zellen) bestimmt, mit dem Gesamtiiberleben der untersuchten Patienten.s7
Wahrend die zytologischen Befunde im Median 29% Plasmazellen zeigten, lag der PZ-Anteil der

histologischen Befunde mit im Median 50% deutlich hoher. Die gré3ten Unterschiede wurden hier
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analog zu Terpstra et al. bei mikroskopisch ermitteltem noduldrem Knochenmarksbefall
beobachtet, welcher im von Stifter et al. untersuchten Kollektiv bei 20% der untersuchten MM-
Patienten vorlag. Die Autoren erlduterten, dass ein fokaler Prozess, wie er beim MM héufig
beobachtet werden kann, negativen Einfluss auf die Genauigkeit und Verlasslichkeit der
Plasmazellanalyse mittels Zytologie haben kann. Weiterhin folgerten sie, dass die Histologie auch
im Hinblick auf die Tumormasse im Vergleich zur Zytologie die Uberlegene diagnostische
Methode ist. Sie beschrieben aulerdem eine Verminderung der Gesamtiiberlebenszeit von
Patientin mit einem PZ-Infiltrationsanteil >50% in der Histologie sowie mit einem Anteil
atypischer PZ >25% in der zytologischen Diagnostik.s7 Die vorliegende Arbeit liefert durch den
retrospektiven Charakter der Analyse bedingt weder Aussagen beziglich des Infiltrationsmusters
des Knochenmarks durch Plasmazellen noch hinsichtlich der Uberlebenszeit der einzelnen

Patienten.

Neben den bereits genannten Untersuchungen berichteten auch weitere Studien, dass die
zytologische Untersuchung den PZ-Anteil im Knochenmark hdufig unterschétzt. Bei der
Untersuchung von Adhé&sionsmolekiilen auf Osteoblasten und Plasmazellen im Kontext der
Osteolysenentstehung von MM-Patienten beschrieben Ely et al. nebenbefundlich, dass die
Histologiebefunde in 44% der 352 untersuchten Falle einen hoheren PZ-Anteil darstellten als die
der Zytologie. In diesen Fallen lag die durchschnittliche Abweichung des PZ-Anteils bei (ber
20%.58 Auch Veillon et al. kamen im Rahmen ihrer Ubersichtsarbeit zu dem Schluss, dass der PZ-
Anteil im Aspirat im Vergleich zur Knochenmarkbiopsie deutlich unterschétzt wird.so

Ebenso untersuchten Matsue et al. die PZ-Quantitat mittels verschiedener diagnostischer
Methoden.eo Es zeigte sich ein deutlich hoherer medianer PZ-Anteil in der histologischen
Untersuchung (13,3%) im Vergleich zur zytologischen (3,7%) und durchflusszytometrischen
(2,4%) Analyse. Die Autoren betonen deutlich die Uberlegenheit der histologischen Untersuchung
gegeniiber der Zytologie und empfehlen somit die Diagnosestellung eines MM anhand der CD138-

markierten Knochenmarkstanze und nicht anhand zytologischer Befunde.so
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Tabelle 14 zeigt zusammenfassend, dass der histologisch bestimmte PZ-Anteil in der vorliegenden
Arbeit sowie in der Literatur beschrieben, in einem Grofdteil der Falle tiber dem zytologisch

bestimmten PZ-Anteil liegt.

Tabelle 14: Ubersicht der Ergebnisse der Arbeitsgruppen in Bezug auf den PZ-Anteil der histologischen (Histo) und
zytologischen (Zyto) Untersuchungen (in % der Falle), sowie den medianen durch die jeweilige Methode

bestimmten PZ-Anteilss-ss,60

R
vorliegende Arbeit  10% 69% 30% 25%

Stifter et al. 50% 29%

Terpstra et al. 48% 48%

Ely et al. 44%

Matsue et al. 13% 4%

Die oben diskutierten abweichenden prozentualen PZ-Anteile und die daraus resultierenden
ebenfalls divergierenden histologischen und zytologischen Bewertungen im Hinblick auf die
Diagnosestellung stellen die Histologie als der Zytologie tberlegene diagnostische Methode dar.
Allerdings lasst die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Sensitivitats- und
Spezifitatsanalyse die Zytologie entgegen dieser Aussage als sehr verlassliche Methode
erscheinen. Eine Sensitivitdt von 79% und eine Spezifitdt von 100% ergibt sich jedoch nur
dadurch, dass lediglich 56 der 99 Patienten einen Befund mit klarer Zuordnung zeigten. Somit gibt
die zytologische Untersuchung im Vergleich zu den anderen diagnostischen Methoden deutlich
seltener eine klare Aussage Uber eine mogliche Erkrankung. Wenn sie jedoch ein Ergebnis liefert
sollte dieses durchaus im Kontext der Diagnosestellung in Betracht gezogen werden.

Wahrend einige Autoren eine kombinierte histologische sowie zytologische Untersuchung
empfehlenss 57, stellen andere klar die Histologie als der Zytologie Giberlegene Methode dar, bzw.
betonen die Rolle der Histologie als wesentlichen Bestandteil der Diagnosestellung sowie der

Uberwachung eines Multiplen Myeloms.ss 61-63

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass sowohl anhand der vorliegenden als auch anhand bereits
veroffentlichter Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen eine Diagnosestellung solitar auf dem Boden
der Zytologie nur in Einzelfédllen mdglich und sinnvoll erscheint. Bei ca. einem Drittel der

Patienten liefert die zytologische Untersuchung in der vorliegenden Untersuchung keine klaren
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Ergebnisse und ist bei geringerer Aussagekraft im Vergleich zur Histologie als deutlich weniger
verlassliche Methode im Kontext der Diagnostik des Multiplen Myeloms zu werten. Dies kann
unter anderem darauf zuriickgefihrt werden, dass das Multiple Myelom hdaufig einen fokalen
Krankheitsprozess darstellt, welcher die Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der Bestimmung von
Plasmazellanteilen in Knochenmarkaspiraten beeinflusst. Ein weiterer Grund flr den niedrigeren
Plasmazellgehalt im zytologischen Préparat im Vergleich zum histologischen konnte darin
bestehen, dass sich Plasmazellen unter Umstédnden schwerer aspirieren lassen als die (brigen
Zellen des Knochenmarks und somit eine nicht représentative Probe gewonnen wird.
Nichtsdestotrotz sollte eine zytologische Untersuchung im Rahmen der Diagnostik des Multiplen
Myeloms durchgefiihrt werden, insbesondere da deren Befunde deutlich schneller vorliegen als
die der histologischen Untersuchung. AuRerdem sollte die zytologische Untersuchung erganzend
zur Histologie hinzugezogen werden, wenn der histologische Befund einen nicht eindeutigen
Befund zeigt. In der vorliegenden Arbeit stimmte der zytologische Befund von drei der vier
Patienten mit im Graubereich liegendem histologischem Befund mit der abschlieBenden Diagnose
uberein, sodass eine gemeinsame Betrachtung von histologischen und zytologischen Befunden
sinnvoll ist. Unter Beriicksichtigung der groBen Ubereinstimmung der histologischen Befunde mit
der abschlielenden Diagnose sollte die Histologie dennoch weiterhin den Goldstandard in der
Diagnostik des MM darstellen.

4.3 Aussagekraft der Durchflusszytometrie im Vergleich zu den anderen
Untersuchungsmodalitaten

Die Bewertung der durchflusszytometrischen Ergebnisse kann anhand unterschiedlicher

Parameter wie der Klonalitéat, der Gesamtplasmazellmenge oder des Anteils normaler Plasmzallen

erfolgten. Eine Vielzahl von Studien untersuchten das diagnostische Potential der

Durchflusszytometrie mittels dieser Parameter, sodass im Folgenden die Ergebnisse dieser Studien

vorgestellt und zur vorliegenden Arbeit in Bezug gesetzt werden.

Die durchflusszytometrischen Befunde im vorliegenden Kollektiv, deren Bewertung auf dem
Boden der von Sezer et al. definierten Grenze von <20% normalen Plasmazellen erfolgte, zeigen
im Gegensatz zu den zytologischen Befunden eine deutlich groRere Ubereinstimmung mit denen

der Histologie und der abschlieRenden Diagnose.
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Dieses Ergebnis deckt sich mit denen der Studie von Tran et al., die ebenfalls
durchflusszytometrische Befunde mit histologischen und zytologischen Befunden verglichen, um
das diagnostische Potential der Durchflusszytometrie zu beleuchten. Untersucht wurden Patienten
mit V.a. eine Plasmazellerkrankung bzw. Patienten, deren Plasmazellanteil >1% der Leukozyten
ausmachte. Hierbei zeigte sich, dass die histologischen und durchflusszytometrischen Befunde der
280 Dbetrachteten Falle im Hinblick auf die untersuchte Kilonalitat mittels beider
Untersuchungsmodalitdten eine groRe Ubereinstimmungsrate lieferten und betonen die
Sinnhaftigkeit des routineméal3igen Einsatzes der Durchflusszytometrie zur Diagnosestellung von
Plasmazellerkrankungen.ss Wahrend im vorliegenden Kollektiv in 80% der Falle eine Kongruenz
der histologischen und durchflusszytometrischen Bewertung vorlag, wurde diese in der Studie von
Tran et al. in 90% der Falle beschrieben.s4 In der vorliegenden Arbeit basiert die Ubereinstimmung
der histologischen und durchflusszytometrischen Befunde jedoch nicht wie bei Tran et al. auf der
Analyse der Klonalitdt der Plasmazellen, sondern auf der Diagnose, welche mittels einer nPZ-
Grenze von 20% analog zu der Arbeit von Sezer et al. gestellt wurde. Eine Ubereinstimmung der
anhand der Zellmorphologie beurteilten zytologischen Befunde und den durchflusszytometrischen

Befunden wurde von Tran et al in nur 78% der Falle beschrieben.

Interessanterweise zeigten Tran et al. in oben genannter Studie, dass die Durchflusszytometrie im
Vergleich zur zytologischen und histologischen Untersuchung von MM-Patienten den
Gesamtplasmazellanteil deutlich unterschatzt.es Ahnliche Ergebnisse stellten Manasanch et al. in
ihrer Arbeit vor, welche sich unter anderem mit dem Einfluss der Biopsietechnik auf verschiedene
Plasmazellfaktoren beschéftigte. Hier wurde kongruent zu den Daten der vorliegenden Studie
sowie zu den Auswertungen von Tran et al. dargestellt, dass die Gesamtplasmazellmenge von
MGUS- und SM-Patienten in der Durchflusszytometrie verglichen mit der histologischen
Untersuchung deutlich geringer beurteilt wird.es Auch im Kollektiv der vorliegenden Studie
zeigten alle MM- und MGUS-Patienten sowie gesunde Personen sowohl in der histologischen als
auch in der zytologischen Untersuchung (PZ-Anteil im Median 30% bzw. 25% bei MM, PZ-Anteil
im Median 10% bzw. 5% bei MGUS, PZ-Anteil im Median 10% bzw. 7,5% bei gP - Ergebnisse
nicht dargestellt) einen grofReren Plasmazellanteil als die durchflusszytometrische Untersuchung
mit im Median 5% (MM) bzw. 0,8% (MGUS und gP) Plasmazellen (s. Abbildung 10).

Obwohl die Durchflusszytometrie den absoluten Plasmazellgehalt unterschatzt, kann sie relevante
Aussagen beziglich der Plasmazellqualitat treffen, die im Rahmen der Diagnosestellung einen

wichtigen Beitrag leisten konnen. So konnte die Uberlegenheit der Durchflusszytometrie



50

gegentber der Zytologie im Kontext der Diagnosestellung in der vorliegenden Arbeit dargelegt
werden. In allen mittels abschlieRender Diagnosestellung definierten Gruppen ordneten die
durchflusszytometrischen Befunde einen gréfReren Anteil der Patienten als die zytologischen
Befunde korrekt ein (86% vs. 55% bei MM, 82% vs. 76% bei MGUS, 91% vs. 50% bei gP). Der
durch unterschiedliche Arbeitsgruppenss-6s in der Durchflusszytometrie beschriebene niedrigere
Plasmazellanteil im Vergleich zur Zytologie scheint somit keine Auswirkungen auf die Qualitat

der Aussagekraft der durchflusszytometrischen Untersuchung bei der Diagnosestellung zu haben.

Einen mdoglichen Erklarungsansatz fir die im Vergleich zur Zytologie niedrigeren
durchflusszytometrisch ermittelten Gesamtplasmazellanteile legen Paiva et al. sowie Smock et al.
in ihren Studien dar.es67 Die Autoren diskutieren als Ursache hierfir die Reihenfolge der
Probengewinnung, da die erste Probe fur die zytologische Untersuchung genutzt wurde und diese
somit weniger stark mit peripherem Blut verdiinnt wurde. Diese Erklarung scheint vor allem vor
dem Hintergrund plausibel, dass die zytologische Untersuchung haufig anhand der mittels Aspirat
gewonnenen Knochenmarkbréckchen durchgefiihrt und in diesen der relative Anteil von
Plasmazellen an den Zellen innerhalb des Knochenmarks bestimmt wird, wahrend die
durchflusszytometrische Analyse meist die mit peripherem Blut verdiinnten fllissigen Anteile der

Proben untersucht.

Unabhéngig hiervon zeigen die vorliegenden Ergebnisse das diagnostische Potential der
Durchflusszytometrie bei den MM-Patienten ohne eindeutigen histologischen Befund. Sie war bei
allen durch die abschlieBende Diagnose als MM-Patienten eingeordnet in der Lage diese anhand
der festgelegten nPZ-Grenze von 20% als richtig erkrankt zuzuordnen. Ebenso ordnete die
Durchflusszytometrie alle Patienten der MGUS-Gruppe mit histologisch nicht eindeutigem
Befund korrekterweise als nicht erkrankt ein.

Obwohl die Durchflusszytometrie in der vorliegenden Arbeit bei allen Patienten mit unklarem
histologischen Befund einen korrekten Befund liefert, diagnostiziert sie mit einer analog zu Sezer
et al. festgelegten nPZ-Grenze von 20% als einzige Methode Personen der MGUS- und gP-Gruppe
als an einem MM erkrankt. Eine solche absolute Grenze ist somit in Frage zu stellen (vgl.
Abschnitt 4.4.2). Interessanterweise erfolgte eine solche Zuordnung in der MGUS-Gruppe bei
einem deutlich groieren Anteil der Personen als bei der gP-Gruppe (17,9% vs. 8,7%) und ist somit
eventuell am ehesten als Hinweis auf den moglicherweise bevorstehenden Krankheitsprogress der

MGUS-Patienten zu werten. Dies ware in weiteren Studien zu Uberprufen.
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Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Bewertung einer Knochenmarkprobe mittels
Durchflusszytometrie anhand der definierten Grenze von 20% nPZ-Anteil einer Beurteilung
mittels zytologischer Untersuchung Uberlegen ist. Allerdings scheint die Durchflusszytometrie
héaufiger auch gesunde Personen bzw. MGUS-Patienten als an einem MM erkrankt zu bewerten.
Im Falle eines nicht eindeutigen histologischen Befundes jedoch konnte der

durchflusszytometrische Befund in allen betrachteten Féllen die Diagnose eines MM verifizieren.

4.4 Bedeutung des Anteils phanotypisch normaler Plasmazellen im Kontext der
Diagnosestellung mittels Durchflusszytometrie
Obwonhl die durchflusszytometrische Untersuchung, wie in Abschnitt 4.3 erldutert, bei einem
GroRteil der Félle gute Ergebnisse bei der Diagnosestellung eines MM anhand der festgelegten
nPZ-Grenze von 20% liefert, liegen doch unterschiedliche Ergebnisse im Hinblick auf die
Verteilung von phénotypisch normalen Plasmazellen in der Literatur vor. Im Folgenden werden
die in der vorliegenden Arbeit sowie in weiteren Studien genannten unterschiedlichen medianen
bzw. relativen Anteile phanotypisch normaler Plasmazellen in den einzelnen Patientengruppen

gegeniibergestellt und im direkten Vergleich mit den Ergebnissen von Sezer et al. betrachtet.

4.4.1 Vergleich der medianen Anteile phanotypisch normaler Plasmazellen in Bezug auf
die Gesamtplasmazellmenge

Im Vergleich mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit weist die Literatur in Bezug auf den
durchschnittlichen bzw. medianen Anteil phénotypisch normaler Plasmazellen teilweise
divergierende Ergebnisse auf.

In einer Studie von Gupta et al. zeigten 16 MGUS-Patienten durchschnittlich einen nPZ-Anteil
von 17,57% (Median 12,46%) und 22 MM-Patienten von 4,48% (Median 0,43%).68 Im
vorliegenden Kollektiv lagen die nPZ-Anteile mit jeweils durchschnittlich 43,45% (Median 34%)
in der MGUS-Gruppe und 10,9% (Median 2%) in der MM-Gruppe deutlich héher. Allerdings
erfolgte die Definition von normalen und aberranten Plasmazellen bei Gupta et al. nicht wie in der
vorliegenden Arbeit anhand der CD19 und CD56-Expression der Plasmazellen, sondern anhand
der Leichtkettenexpression und somit anhand der PZ-Klonalitat. Eine differenzierte Betrachtung
der Antigenexpression der Plasmazellen wurde von Gupta et al. nicht durchgefiihrt. Somit

vergleichen die oben genannten Zahlen normale (CD19+/ CD56-) mit nicht klonalen Plasmazellen
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und aberrante (CD19+/ 56+, CD19-/CD56- und CD19-/ CD56+) mit klonalen Plasmazellen und
konnte die unterschiedlichen Ergebnisse erkléren.

Robillard et al. dagegen untersuchten die Antigenbeschaffenheit von CD19, CD56 und CD28 und
somit den Anteil normaler und aberranter Plasmazellen von 26 Gesunden und 139 MM-Patienten
mittels Durchflusszytometrie.ss Die Autoren beschrieben einen sehr geringen Anteil an
phénotypisch normalen Plasmazellen im Kollektiv der untersuchten MM-Patienten bei
gleichzeitig Uberwiegendem Vorliegen von (aberranten) CD19-/ CD56+ Plasmazellen. Wie
Tabelle 15 zeigt, ist eine Ubereinstimmung der Ergebnisse mit denen der vorliegenden Arbeit im

Hinblick auf die Verteilung der jeweiligen Antigenkonstellation gegeben.

Tabelle 15: Vergleich der medianen PZ-Verteilung normaler und aberranter PZ des vorliegenden Kollektivs mit der

medianen PZ-Verteilung bei Robillard et al.s1

Antigenkonstellation  Antigenkonstellation MM Robillard \,Ycl)lxlie ende gRFc))biIIard ot 3(F:rlie ende

Robillard et al. vorliegende Arbeit etal. 9 °9
Arbeit al. Arbeit

19+/ 56- oder 28- 19+/ 56- 0,3% 2% 53,7% 57%

19+/ 56+ oder 28+ 19+/56+ 0,5% 4% 7% 22%

19-/ 56+ oder 28+ 19-/ 56+ 96,5% 80% 12% 4%

19-/ 56- oder 28- 19-/ 56- 1,2% 1,9% 23% 10%

Somit zeigt sich eine klare Tendenz der nPZ-Verteilung in den unterschiedlichen Gruppen. Diese
liegt bei in allen drei Arbeitsgruppen untersuchten MM-Patienten im Median deutlich unter der
von Sezer et al. definierten Grenze von <20% nPZ-Anteil. Wahrend die in zwei Arbeiten
betrachteten gesunden Personen sowie die im vorliegenden Kollektiv untersuchten MGUS-
Patienten einen analog zu Sezer et al. deutlich Gber dieser Grenze liegenden medianen nPZ-Anteil
aufwiesen, zeigten die von Gupta et al. untersuchten MGUS-Patienten einen medianen nPZ-Anteil
von nur 12%. Der nPZ-Anteil scheint somit auch in den genannten Arbeiten zum GroRteil eine
ahnliche Verteilungstendenz zu zeigen wie bei Sezer et. al.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass neben des nPZ-Anteils auch der Anteil der aberranten
Plasmazellen mit der Antigenkonstellation CD19-/ CD56+ im Rahmen der Diagnosestellung eines
MM von Bedeutung ist. So konnte das, wie von Robillard et al. bei MM-Patienten bereits
beschriebene starke Vorkommen von CD19-/ CD56+ Plasmazellen in Abschnitt 3.5.5 im

vorliegenden Kollektiv der MM-Patienten bestétigt werden. Ein groRer Anteil (aberranter) CD19-
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/ CD56+ Plasmazellen in einer Knochenmarkprobe kann somit die Diagnose eines MM

untermauern.

4.4.2 Bedeutung des Anteils phanotypisch normaler Plasmazellen fir die Differenzierung
von MGUS und MM
In den oben genannten Arbeiten konnten bereits klare Tendenzen des medianen nPZ-Anteils in
den einzelnen Patientengruppen gezeigt werden, welche die Ergebnisse von Sezer et al. zunéchst
stitzen. Die Arbeitsgruppe zeigte 2001, dass mittels einer Grenze des Nachweises von 20%
phanotypisch normaler Plasmazellen eine sichere Differenzierung zwischen MM und MGUS in
dem von ihnen untersuchten Kollektiv mdglich war. So konnte bei allen MGUS-Patienten ein nPZ-
Anteil von >20% und bei allen MM-Patienten ein nPZ-Anteil von <20% ermittelt werden.s7
Obwohl die medianen nPZ-Anteile in der vorliegenden Arbeit oberhalb (gP und MGUS) bzw.
unterhalb (MM) dieser Grenze von 20% lagen, kann eine wie von Sezer et al. beschriebene
Differenzierung zwischen MGUS- und MM-Patienten bei absoluter Betrachtung der einzelnen
nPZ-Anteile der Patienten im vorliegenden Kollektiv nicht vollstdndig bestatigen werden.
Lediglich 82% der MGUS-Patienten zeigten einen nPZ-Anteil von >20%. Somit fallen 18% der
MGUS-Patienten aullerhalb des von Sezer et al. definierten Bereiches.
Der kleinste nPZ-Anteil betrug in dieser Gruppe 2%. Die tibrigen sechs Patienten lagen mit einem
nPZ-Anteil von 11%, 16%, 16%, 17%, 18% und 19% nur oberhalb einer nPZ-Grenze von 10%.
Auch in der Gruppe der Gesunden wiesen nicht alle, sondern nur 91% der Personen einen nPZ-
Anteil von >20% auf. Im Vergleich zur MM- und MGUS-Gruppe umfasste die gP-Gruppe aus 23
Personen bestehend deutlich weniger Befunde, sodass absolut betrachtet nur zwei Personen mit
einem nPZ-Anteil von 13% und 17% einen nPZ-Anteil unterhalb der 20%-Grenze zeigten.
Auch bei Betrachtung der MM-Patienten sind die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nicht
vollstandig kongruent mit denen von Sezer et al. 2001 publizierten. In dieser Gruppe wiesen 14%
der Patienten einen nPZ-Anteil von >20% und sogar 9,5% einen nPZ-Anteil von >50% auf
(Ergebnisse explizit nicht dargestellt). Der grofite beobachtete nPZ-Anteil eines MM-Patienten
betrug 96%, wahrend die weiteren flnf Patienten 73%, 55%, 52%, 24% und 21% normale
Plasmazellen aufwiesen.
Eine allgemein gultige definitive Differenzierung anhand des durchflusszytometrisch bestimmten
Anteils normaler Plasmazellen ist im vorliegenden Kollektiv somit nicht mdglich. Allerdings
wiesen vor allem die MGUS-Patienten und gesunden Personen &hnliche Tendenzen der nPZ-
Verteilung wie von Sezer et al. beschrieben auf. So zeigten alle gesunde Personen und mit

Ausnahme eines Patienten alle MGUS-Patienten einen nPZ-Anteil von >10%.
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Die von Sezer et al. beschriebenen Ergebnisse konnten durch eine unterschiedliche
Plasmazellverteilung normaler Plasmazellen in einem von der vorliegenden Studie abweichenden
MM-Kollektiv bedingt sein. Wahrend dort ein groRer Anteil der Patienten mit 61% (Gruppe A)
und 72% (Gruppe B) gar keine normalen Plasmazellen aufwies, konnten in der vorliegenden
Arbeit lediglich bei 9,5% der MM-Patienten keine normalen Plasmazellen mehr nachgewiesen
werden. Auch im MGUS-Kollektiv konnten Abweichungen in der Plasmazellverteilung normaler
Plasmazellen beobachtete werden. Zwar zeigten sowohl alle MGUS-Patienten im Sezer-Kollektiv
als auch im Kollektiv der vorliegenden Analyse phanotypisch normale Plasmazellen, jedoch lag
der von Sezer et al. ermittelte nPZ-Anteil mit 60% im Median fast doppelt so hoch wie der in
dieser Arbeit ermittelte nPZ-Anteil von im Median 34%.

Den hier ermittelten Ergebnissen stehen jedoch weitere in der Literatur beschriebene
Zusammenhdange von nPZ-Anteil mit der Diagnose eines MGUS bzw. MMs gegeniiber. Bereits
1998 untersuchten Ocqueteau et al. inwiefern der durchflusszytometrisch bestimmte nPZ-Anteil
eine Differenzierung von MGUS und MM ermdglicht, indem sie Knochenmarkproben von 76
MGUS- und 65 MM-Patienten analysierten. Die Untersuchung zeigte, dass dies anhand einer im
Vergleich zu Sezer et al. deutlich niedrigeren Grenze von 3% normaler Plasmazellen fast immer
maoglich ist, da 98% der MGUS-Patienten und lediglich 1,5% der MM-Patienten einen nPZ-Anteil
von >3% aufwiesen. Allerdings erfolgte die Einteilung der Plasamzellen als normal oder aberrant
hier (wie auch bei Gupta et al.) anhand ihrer Klonalitat. Dennoch wurden polyklonale und somit
normale Plasmazellen zumeist als CD19+/ CD56- beschrieben.ss

Die Ergebnisse von Ocqueteau et al. konnten nur zum Teil durch oben genannte neuere
Untersuchungen von Gupta et al. bestatigt werden. Hier wiesen 81,3% der MGUS-Patienten und
31,8% der MM-Patienten einen nPZ-Anteil von >3% auf. Wie bereits erlautert wurden auch hier
polyklonale Plasmazellen als immunphénotypisch normale Plasmazelle definiert.es

Eine weitere Arbeit von Gressier et al. untersuchte den Nutzen der Durchflusszytometrie in der
Routinediagnostik von Plasmazellerkrankungen unter Berlicksichtigung von 45 MGUS- und 52
MM-Patienten. Die Arbeitsgruppe kam zu denen von Gupta et al. ahnlichen Ergebnissen.
Allerdings untersuchten sie die Differenzierbarkeit von MGUS und MM mittels einer Grenze von
95% aberranter bzw. 5% normalen Plasmazellen. Es zeigte sich, dass 82% der MGUS-Patienten
einen aPZ-Anteil <95% und somit >5% nPZ aufwiesen, wéhrend 84% der MM-Patienten einen
aPZ-Anteil >95% und somit 16% einen nPZ-Anteil von >5% zeigten. Als aberrant wurden
Plasmazellen definiert, die einen CD19- und/oder CD56+ Phanotyp exprimierten und/oder ein

Ungleichgewicht der Leichtkettenexpression (mit einer Ratio von >4 oder <0,5) aufwiesen.7o
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Mittels derselben Grenze ermittelten Pérez-Persona et al. den Anteil von aberranten Plasmazellen
im Kollektiv der untersuchten MGUS-Patienten. 18% der MGUS-Patienten wiesen einen aPZ-
Anteil von >95% und somit 82%, wie auch in der Arbeit von Gressier et al., einen nPZ-Anteil
>5% auf. Zusatzlich fanden Pérez-Persona et al. heraus, dass ein solcher nPZ-Anteil >5% mit
einer fiinf-Jahres-Progression einer MGUS zu einem MM von 5% assoziiert ist, wahrend dies mit
einem Progressionsrisiko von 25% bei einem nPZ-Anteil <5% der Fall ist. In dieser Arbeit erfolgte
die Definition eines aberranten Phéanotypes anhand einer fehlenden CD19- und/oder CD45-
Expression, verminderter CD 38-Expression oder einer Uberexpression von CD56.50

Tabelle 16 gibt einen Uberblick tiber die oben diskutierten nPZ-Anteile und deren Auftreten bei
MGUS- und MM-Patienten.

Tabelle 16: Ubersicht iiber den nPZ-Anteil von MGUS- und MM-Patienten der einzelnen Arbeitsgruppen (in % der

Falle)s7,50,68-70

nPZ-Anteil MGUS MM
Sezer et al. >20% 100% 0%
vorliegende Arbeit  >20% 82% 14%
Ocqueteau et al. >3% 98% 1,5%
Gupta et al. >3% 81% 31,8%
Gressier et al. >5% 82% 16%
Pérez-Personaetal. >5% 82% nicht untersucht

Schlussendlich lasst sich festhalten, dass eine klare Differenzierung mittels eines absoluten
Grenzwertes vom Anteil normaler Plasmazellen am Gesamtplasmazellgehalt wie durch Sezer et
al. postuliert, nicht sicher mdglich ist. Die in den verschiedenen Arbeitsgruppen unterschiedlich
definierten Grenzwerte des nPZ-Anteils zur Unterscheidung von MGUS- und MM-Patienten von
20%, 5% und 3% zeigen, dass auch eine sonstige allgemein gultige Definition zur klaren
Differenzierung von MGUS- und MM-Patienten nicht etablierbar erscheint. Selbst innerhalb der
durch die jeweilige Arbeitsgruppe untersuchten Kollektive konnte mittels absolut definierten
Grenzwert keine klare Diagnosestellung allein auf dem Boden des Anteils normaler Plasmazellen
erfolgen. Dennoch zeigen die Ergebnisse der jeweiligen Studien eine gute Differenzierung von
MGUS- und MM-Patienten anhand der unterschiedlichen nPZ-Anteile. Diese absolut betrachtet
divergierenden nPZ-Anteile resultieren am ehesten aus methodischen Unterschieden der einzelnen
Studien.
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Vor allem unter Berlcksichtigung der im Abschnitt 4.3 diskutierten Ergebnisse der
durchflusszytometrischen Untersuchung, welche mittels der von Sezer et al. festgelegten nPZ-
Grenze von 20% erhoben worden sind, sollte eine solche Grenze im Kontext der Diagnosestellung

eines MM in Betracht gezogen werden.

4.5 Modoglichkeiten der Diagnosestellung mittels Durchflusszytometrie anhand der
Gesamtplasmazellmenge

Wie die vorliegenden Ergebnisse zeigen, lassen sich deutliche Verteilungsunterschiede der

Gesamtplasmazellmenge zwischen MM- und MGUS-Patienten feststellen. Obwohl sich die

Plasmazellverteilung mit im Median 5% bzw. 0,8% in den beiden Gruppen deutlich voneinander

unterscheidet, gibt es insbesondere im Bereich eines Plasmazellanteils von 1% bis 2%

Uberschneidungen zwischen den Gruppen. Der Anteil der Gesamtplasmazellmenge von gesunden

Personen, MGUS- und MM-Patienten wurde bereits durch weitere Arbeitsgruppen untersucht.

Im Kontext der phanotypischen Unterschiede analysierten Qcqueteau et al. in der bereits in
Abschnitt 4.4.2 erwadhnten Arbeit Knochenmarkproben MGUS- und MM-Patienten mittels
Durchflusszytometrie.sa Im Hinblick auf die Gesamtplasmazellmenge von MGUS- und MM-
Patienten zeigte sich, dass sich diese wie auch in der vorliegenden Arbeit voneinander
unterscheiden. Allerdings wichen die durch Ocqueteau et al. ermittelten gPZ-Anteile méRig von
denen aus der vorliegenden Arbeit ab. So zeigten gesunde Personen im Durchschnitt 0,25%
(vorliegende Arbeit 1,38%) und MGUS-Patienten 1,76% (vorliegende Arbeit 0,91%)
Plasmazellen in der durchflusszytometrischen Untersuchung der Knochenmarkprobe.ss Die Frage
nach einer abschlielenden Differenzierung von MGUS- und MM-Patienten mittels der
Gesamtplasmazellmenge wurde von Ocqueteau et al. nicht beleuchtet. In beiden Arbeiten war vor
allem der Anteil der untersuchten gesunden Personen recht klein (n=10 bei Ocqueteau et al., n=23
in der vorliegenden Arbeit) sodass keine allgemein gultigen Schlussfolgerungen auf Basis des
kleinen Kollektivs erfolgen sollten.

In der bereits in Abschnitt 4.4.2 erwahnten Arbeit von Gressier et al. lag der PZ-Anteil der MGUS-
Patienten mit durchschnittlich 1,2% zwischen denen von Ocqueteau et al. und denen der
vorliegenden Analyse. Der durchflusszytometrisch ermittelte PZ-Anteil in der Gruppe der MM-
Patienten lag mit durchschnittlich 7,5% unter dem im vorliegenden Kollektiv mit 13,84%.70
Deutlich hohere Plasmazellanteile beschrieben Tembhare et al. in ihrer Arbeit, in welcher sie die

Antigenexpression von normalen und aberranten Plasmazellen von 14 MGUS-, 35 SM- und 10
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MM-Patienten analysierten. Hier zeigten MGUS-Patienten durchschnittlich 7,8%, SM-Patienten
20,9% und MM-Patienten 40,8% Gesamtplasmazellanteil.72 Das von Tembhare et al. analysierte
Kollektiv von 24 MGUS- und MM-Patienten beinhaltet jedoch deutlich weniger Patienten mit
Plasmazelldyskrasien im Vergleich zu den anderen genannten Studien, sodass die Aussagekraft
im Hinblick auf die absoluten Plasmazellgehalte in Frage gestellt werden sollte.

Wéhrend Ocqueteau, Gressier und Tembhare durchschnittliche Plasmazellanteile darstellten,
untersuchten Pérez-Persona et al. in ihrer Arbeit mediane Plasmazellanteil in der
durchflusszytometrischen Untersuchung, wahrend sie den Einfluss des Anteils aberranter
Plasmazellen auf das Progressionsrisiko von 407 MGUS- und 93 SM-Patienten eruierten.so Hier
zeigten MGUS-Patienten mit im Median 1% ahnliche gPZ-Anteile wie in der vorliegenden Arbeit
(0,8%). Die von Pérez-Persona et al. untersuchten SM-Patienten wiesen mit im Median 2,9%

weniger Plasmazellen auf.

Unter Bertcksichtigung der oben genannten Arbeiten sowie den im Rahmen dieser Studie
vorliegenden Ergebnissen scheint eine Differenzierung von gesunden Personen, MGUS- und MM-
Patienten anhand der Gesamtplasmazellmenge, insbesondere im Hinblick auf eine absolute
Plasmazellgrenze zur Diagnosestellung, somit nicht ohne weiteres moéglich. Sie kann lediglich
einen ersten Anhalt fir einen bereits malignen Krankheitsprozess bei erhohter
Gesamtplasmazellmenge geben. Hingegen scheinen sich die Plasmazellanteile von MGUS- und
MM -Patienten, wenn auch bei absoluter Betrachtung divergierend, relativ betrachtet in den jeweils
untersuchten Kollektiven eindeutig zu unterscheiden. Die unterschiedlichen Anteile des
Gesamtplasmazellgehaltes in den einzelnen Arbeitsgruppen lassen sich am ehesten auf die
unterschiedlichen Methoden der Probenaufarbeitung zurtickfiihren. In allen betrachteten Studien
zeigten MGUS-Patienten stets einen kleineren gPZ-Anteil als MM-Patienten.

Dariiber hinaus fallt bei der Analyse des Plasmazellgehaltes im vorliegenden Kollektiv auf, dass
alle MGUS-Patienten und fast alle gesunden Personen einen PZ-Anteil von <3% aufweisen. Nur
eine gesunde Person zeigte einen dartberliegenden PZ-Anteil von 9%. In diesem Kontext sollte
eine Uberpriifung dieser Grenze an einem groReren Kollektiv erfolgen.

Obwohl anhand der Gesamtplasmazellmenge keine sichere Diagnose gestellt werden kann, sollte
dennoch eine Bestimmung derselben erfolgen. Wie Cesana et al. durch ihre Analyse von 1104
MGUS-Patienten herausfanden, spielt die durchflusszytometrisch ermittelte
Gesamtplasmazellmenge bei der Risikoabschatzung einer eventuellen Progression der MGUS zu
einem MM, wie auch schon von Pérez-Persona et al. fir den nPZ-Anteil dargestellt (vgl. Abschnitt

4.4.2), eine bedeutende Rolle. Es zeigte sich, dass ein Gesamtplasmazellanteil von >5% mit einem
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erhohten Progressionsrisiko einer MGUS zu einem MM verbunden ist.72 Im vorliegenden
Kollektiv zeigte kein einziger MGUS-Patient einen gPZ-Anteil von >5%. Wihrend Cesana et al.
einen medianen gPZ-Anteil von 5% bei den untersuchten MGUS-Patienten nachwiesen, wurde
ein solcher Anteil in der vorliegenden Arbeit bei den MM-Patienten beobachtet. Allerdings war
das von Cesana et al. untersuchte Kollektiv von 1104 MGUS-Patienten deutlich groRer als das mit
nur 39 untersuchten MGUS-Patienten in der vorliegenden Arbeit. Eine Nachverfolgung der
MGUS-Patienten zur Evaluation einer méglichen Progression zu einem MM ist am vorliegenden
Kollektiv nicht erfolgt, sodass keine Aussagen uber das Progressionsrisiko der MGUS-Patienten

getroffen werden kann.

4.6 Kritische Auseinandersetzung mit der eigenen Arbeit

Aufgrund des retrospektiven Charakters der Datenerhebung sowie der geringen Anzahl an
Patienten konnen die Ergebnisse lediglich eine eingeschrankte Aussagekraft erreichen.
Insbesondere die Gruppe von Patienten im Alter <55 Jahren sowie die Gruppe der Gesunden weist
einen kleineren Anteil an Personen als die jeweils anderen Gruppen auf. Eine retrospektive
Datenanalyse liefert allgemein nur Hypothesen oder bestarkt diese. Sie kann jedoch die
Korrektheit einer solchen Hypothese nicht wissenschaftlich beweisen.

Des Weiteren war die Datenerhebung aufgrund von unvollstandigen Unterlagen, vor allem im
Hinblick auf die durchgefiihrten laborchemischen Untersuchungen, sowie die teilweise
mangelhafte Dokumentation des weiteren Krankheitsverlaufs erschwert. Eine Vergleichbarkeit
mit den Ergebnissen prospektiver Studien, welche eine deutlich hohere Reliabilitat und Validitat

besitzen, kann somit nur eingeschréankt erreicht werden.

Hinzu kommt eine limitierte Vergleichbarkeit der Ergebnisse der einzelnen betrachteten Studien
aufgrund der unterschiedlichen Kriterien und Methoden anhand derer die Diagnosen einer MGUS
bzw. eines MM gestellt wurden. Dennoch liefert die vorliegende Arbeit einen wichtigen Beitrag
zur Diagnosestellung des MM mittels Durchflusszytometrie und kann als wichtige Grundlage fur
weitere Untersuchungen, welche die Bedeutung des Plasmazellanteils zur Differentialdiagnose

von MGUS und MM analysieren, dienen.
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4.7  Schlussfolgerungen

In Zusammenschau mit der aktuellen Literatur liefert die vorliegende Arbeit weitere Evidenz, dass
die zytologische Untersuchung im Vergleich zur Histologie die weniger valide Methode bei der
Diagnostik des Multiplen Myeloms darstellt. Sie kann h&ufig keine klare Aussage Uber eine
mdogliche Erkrankung liefern. Eine alleinige Diagnosestellung auf Basis der Zytologie ist daher
nicht sinnvoll. Dennoch sollten die Ergebnisse der zytologischen Untersuchung bei erfolgreicher
Zellgewinnung in Betracht gezogen werden, insbesondere da die zytologischen Befunde im
Vergleich zur histologischen Auswertung der Knochenmarkbiopsie deutlich schneller verfigbar
sind.

Die durchflusszytometrischen Befunde zeigen hingegen eine groRere Ubereinstimmung mit denen
der Histologie und liefern somit im Durchschnitt weitaus verlasslichere Ergebnisse als die
zytologische Untersuchung. Insbesondere im Falle eines nicht eindeutigen histologischen
Befundes stellt die durchflusszytometrische Untersuchung eine zusatzliche Informationsquelle in
der Diagnostik dar. Dennoch diagnostiziert die Durchflusszytometrie in Einzelfdllen gesunde
Personen sowie MGUS-Patienten als erkrankt und gibt somit ebenfalls keine abschlielende
diagnostische Sicherheit.

AuRerdem scheint eine Diagnosestellung anhand der Gesamtplasmazellmenge mittels absoluter
Plasmazellgrenze nicht ohne weiteres moglich. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen
jedoch, dass alle MGUS-Patienten und fast alle gesunden Personen einen PZ-Anteil von <3%
aufweisen. Eine Uberpriifung dieser Grenze an einem gréReren Kollektiv erscheint sinnvoll.

Eine Bestimmung des Gesamtplasmazellanteils sollte routineméaRig in der Klinik erfolgen, da es
aulRerdem in der Literatur Hinweise gibt, dass diese bei der Risikoabschatzung einer eventuellen
Progression der MGUS zu einem MM eine bedeutende Rolle spielt.

Ebenfalls sollte der Anteil normaler Plasmazellen im klinischen Alltag durchflusszytometrisch
bestimmt werden. Allerdings zeigen die hier vorliegenden Ergebnisse, dass eine Kklare
Differenzierung mittels eines absoluten Grenzwertes vom Anteil normaler Plasmazellen am
Gesamtplasmazellgehalt, wie durch Sezer et al. postuliert, nicht abschlie3end moglich ist. Obwohl
verschiedene Arbeitsgruppen gezeigt haben, dass im bei jeweiligen Kollektiv definierten nPZ-
Anteil von >20% (Sezer et al.), >5% (Gressier et al., Pérez-Persona et al.) oder >3% (Ocqueteau
et al., Gupta et al.) mit groRRer Wahrscheinlichkeit eine MGUS vorliegt, sollte nach vergleichender
Betrachtung der unterschiedlichen Grenzwerte keine Diagnosestellung einer MGUS oder eines
MM s allein auf dem Boden des Anteils normaler Plasmazellen erfolgen.

Die durchflusszytometrische Analyse liefert im Vergleich zu zytologischen Untersuchung einen

groReren Mehrwert im Kontext der Diagnosestellung des Multiplen Myeloms und sollte somit
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zusatzlich zur histologischen Untersuchung in der klinischen Routinediagnostik durchgefiihrt

werden.
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