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1. Einleitung

Das Multiple Myelom, eine maligne B-Zell Erkrankung, ist in westlichen
Landern nach Non-Hodgkin-Lymphomen die zweith&ufigste maligne hdmatologische
Erkrankung und bedingt ca. 2% aller tumorverursachten Todesfalle (Raab et al,
2009; Jemal et al, 2010). Die Inzidenzrate betrdgt ungefahr 0,01%, entsprechend
etwa 20 000 Neuerkrankungen jahrlich in den USA (Jemal et al, 2010). Die
monoklonale Gammopathie unbestimmter Signifikanz (MGUS), eine pramaligne
Vorstufe des Multiplen Myeloms, ist mit einer Pravalenz von etwa 3,2% bei Uber 50-
Jahrigen noch deutlich haufiger (Kyle et al, 2006; Wadhera et al, 2010). Das Risiko
fur eine Transformation eines MGUS in ein Multiples Myelom betragt ungefahr 1%
jahrlich, ist allerdings von dem Vorliegen von Risikofaktoren, insbesondere dem
prozentualen Anteil immunphanotypisch normaler Plasmazellen im Knochenmark
abhangig (Kyle et al, 2002; Pérez-Persona et al, 2007; Pérez-Persona et al, 2010).
Die Plasmazellleukdmie gehort ebenso wie (extramedullare) Plasmozytome zu den
seltenen Formen von Plasmazell-Dyskrasien (monoklonalen Gammopathien), kann
jedoch bei Patienten mit Multiplem Myelom im Krankheitsverlauf sekundar auftreten
und ist meist mit einer sehr schlechten Prognose assoziiert (Sher et al, 2010). Trotz
multimodaler Therapiekonzepte und dem Einsatz neuer Substanzen wie z.B.
Lenalidomid oder Bortezomib ist die Prognose des Multiplen Myeloms mit einem
mittleren Gesamtuberleben von 3-7 Jahren nach Diagnosestellung weiterhin

ungunstig (Jagannath et al, 2007; Raab et al, 2009; Mateos et al, 2010a und b).

2. Untersuchungen zur Pathogenese von Plasmazell-Dy  skrasien

2.1. Hintergrund

Auch heutzutage ist noch immer unzureichend verstanden, welche
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biologischen Prozesse zum Entstehen von Plasmazell-Dyskrasien fihren. Im
Gegensatz zu vielen onkologischen Malignomen mit eindeutig belegten
Risikofaktoren, wie beispielsweise dem Rauchen fur die Entstehung des
Bronchialkarzinoms, konnten epidemiologische Untersuchungen keine eindeutigen
Risikofaktoren fur das Auftreten von Plasmazell-Dyskrasien identifizieren. Jedoch
kénnen Multiple Myelome selten familiar gehauft auftreten, und die Inzidenz variiert
geringfugig in Abhangigkeit der Rasse und des Geschlechts (Jemal et al, 2010).
Ebenso ist wenig bekannt, welche Faktoren den Ubergang eines MGUS, als einer
pramalignen, nicht therapiebedirftigen Plasmazellerkrankung, zu einem manifesten
Multiplen Myelom mit den typischen Symptomen wie z.B. Frakturen,
Niereninsuffizienz, Hyperkalzdmie oder Hyperviskositatssyndrom bedingen.
Interessanterweise zeigen jedoch auch einige Patienten mit Multiplem Myelom einen
stabilen Krankheitsverlauf tber viele Jahre, ohne dass es einer therapeutischen
Intervention bedarf (sogenanntes ,Smoldering”® oder asymptomatisches Multiples
Myelom), wobei bei anderen Patienten die Erkrankung innerhalb weniger Monate
zum Tod fuhrt (Raab et al, 2009).

Wie bei vielen anderen Tumorerkrankungen, sind auch bei Plasmazell-
Dyskrasien molekular- und zytogenetische Veréanderung bei der
Erkrankungsentstehung und -progression von entscheidender Bedeutung. Neben
genetischen Veranderung spielt jedoch auch ein veréandertes Expressionsmuster von
Molekulen auf der Plasmazelloberflache wie z.B. Adhé&sionsrezeptoren vermutlich
eine entscheidende Rolle in der Pathogenese dieser Erkrankungen (Podar et al,
2009). Dem Expressionsprofil von Oberflachenmoleklilen koénnte hierbei eine
wesentliche Bedeutung hinsichtlich der Interaktion klonaler Plasmazellen mit
Knochenmark-Stromazellen sowie der Regulation des Homings verschiedener Zell-

Kompartimente in rdumlich definierten Knochenmark-Mikromilieus (sogenannten
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Nischen) zukommen.

2.2. Muster und Sequenzen zytogenetischer Aberrationen

Zytogenetische Veranderungen sind bei Plasmazell-Dyskrasien noch immer
unzureichend charakterisiert und haben bisher keinen Eingang in risikostratifizierte
Therapieprotokolle in der klinischen Routinebehandlung des Multiplen Myeloms
gefunden (Kumar, 2010). Die Ursache hierfir liegt unter anderem darin begriindet,
dass klonale Plasmazellen héaufig nur in vergleichsweise geringer Anzahl in
Knochenmark-Proben vorhanden sind. Zusatzlich teilen sich klonale Plasmazellen -
im Gegensatz zu Blasten bei akuten Leukamien - in Kulturansatzen sehr langsam,
wodurch der Einsatz von einigen zytogenetischen Methoden wie z.B. der
Metaphasen-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) weiter limitiert wird (Avet-
Loiseau, 2007). Anfangliche zytogenetische Untersuchungen lieRen deshalb
vermuten, dass chromosomale Veranderungen bei Plasmazell-Dyskrasien selten
sind. Beispielsweise beschrieben, auf konventionellen zytogenetischen Verfahren
basierende Untersuchungen das Vorliegen einer del(13qg14) bei etwa 10-20% aller
Patienten mit Multiplem Myelom, wobei initial angenommen wurde, dass diese
Veranderung nicht bei Patienten mit MGUS vorkommt (Sawyer et al, 1995; Fonseca
et al, 2004). Erst mit der breiteren Verfugbarkeit neuerer Methoden wie z.B. der
Interphase-FISH-Technik konnte in den letzten Jahren gezeigt werden, dass die
meisten Patienten mit Multiplem Myelom zytogenetische Veranderungen aufweisen
und eine del(13qg14) in etwa der Halfte der Félle vorliegt (Avet-Loiseau et al, 2002;
Fonseca et al, 2004; Mateo et al, 2005). Erwahnenswert ist jedoch, dass auch
neuere Untersuchungen zu chromosomalen Veranderungen bei Plasmazell-

Dyskrasien héufig anhand von unselektionierten Knochenmark-Proben oder an mit
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CD138" Mikrobeads aufgereinigten Plasmazellen durchgefiihrt wurden. Obwohl die
Verwendung CD138-aufgereinigter Plasmazellen hinsichtlich der Frequenz der
Erkennung von zytogenetischen Veranderungen im Vergleich zu unselektioniertem
Knochenmark deutlich tberlegen ist wie eine kirzlich publizierte vergleichende
Studie zeigte, besitzt auch diese Technik wesentliche Einschrédnkungen (Put et al,
2010). CD138 wird auf der Oberflache sowohl von normalen als auch von reaktiven
und klonalen Plasmazellen exprimiert (Bataille et al, 2006). Weiterhin weisen nahezu
alle Patienten mit Multiplem Myelom neben einer CD138" eine CD138  Population
klonaler Plasmazellen im Knochenmark auf und die Induktion von Apoptose fuhrt
zusatzlich zu einem raschen CD138-Verlust (Jourdan et al, 1998; Reid et al, 2010).
Plasmazellen, die mit CD138" Mikrobeads aufgereinigt wurden, besitzen zudem
meist nur eine unzureichende Reinheit von etwa 85-95% (Cumova et al, 2010).
Hierdurch wird insbesondere die Erfassung von moglichen Sequenzen verschiedener
zytogenetischer Veranderungen im Krankheitsverlauf limitiert. Ebenso erlaubt die von
einigen Arbeitsgruppen beschriebene Kombination der FISH-Technik mit der May-
Grinwald-Giemsa-Farbung oder der Immunphé&notypisierung (z.B. Farbung von
CD138 oder Leichtketten) meist keine eindeutige Unterscheidung von klonalen und
nicht-klonalen Plasmazellen (Nickenig et al, 2001; Cook et al, 2006). Ein weiterer
Nachteil dieser sogenannten FICTION-Technik ist die Tatsache, dass in der Regel
nur wenige Plasmazellen an  Formalin-fixierten, Paraffin-eingebetteten
Préaparatschnitten hinsichtlich zytogenetischer Veranderungen untersucht werden
konnen.

Im Gegensatz zu diesen Verfahren erlaubt die Selektion von Plasmazellen
anhand des Expressionsprofils von verschiedenen Oberflachenantigenen in der
Durchflusszytometrie eine zweifelsfreie Unterscheidung von klonalen und normalen

Plasmazellen in nahezu allen Fallen (Rawstron et al, 2008).



Wir haben bei 208 Patienten mit Plasmazell-Dyskrasien (148 Patienten mit
Multiplem Myelom und 60 Patienten mit MGUS) Muster und mdgliche Sequenzen
zytogenetischer Veranderungen zum Diagnosezeitpunkt untersucht (bisher
unveroffentlichte Daten). Chromosomale Verédnderung wie z.B. del(13ql14),
del(17p13) oder IGH-Translokationen - t(14932) - wurden mithilfe der Mehrfarben-
Interphase-FISH-Technik an aberranten Plasmazellen erfasst, die mit einem
Zellsorter hinsichtlich ihres Immunphanotyps mit hoher Reinheit (Median =98%)
aufgetrennt wurden. Die Bestimmung der Reihenfolge des Auftretens verschiedener
zytogenetischer Veranderungen im Krankheitsverlauf beruhte hierbei im
Wesentlichen auf dem prozentualen Anteil aberranter Plasmazellen mit einer
bestimmten chromosomalen Veranderung im Vergleich zur Anzahl analysierter
Zellkerne. Zytogenetische Veranderungen, die in den meisten aberranten
Plasmazellen zu finden waren, wie z.B. t(14932), wurden als onkogenetisch friihe
Ereignisse betrachtet, wahrend diejenigen, die nur in einem Teil der aberranten
Plasmazellen zu finden waren als onkogenetisch spétere Ereignisse (z.B.
del(17p13)) definiert wurden. Hierbei wurde angenommen, dass 2 oder mehr
verschiedene zytogenetische Aberrationen onkogenetisch zu verschiedenen
Zeitpunkten auftraten, wenn sich ihr prozentualer Anteil um mindestens 15%
unterschied. Zusatzlich erfolgte eine simultane Farbung mit verschiedenen FISH-
Sonden in der Mehrfarbentechnik um chromosomale Veranderungen auf
Einzelzellniveau erfassen zu kdnnen.

Del(13914), del(17pl13) und t(14932) traten bei Patienten mit Multiplem
Myelom deutlich haufiger auf als bei Patienten mit MGUS (55%, 11% und 42%
gegenuber 22%, 0% und 22%), wobei sich die Frequenzen von del(14932) und
+14q32 - in der Abwesenheit von IGH-Translokationen - sowie +17p13 in beiden

Patientengruppen nicht signifikant unterschieden. Im Gegensatz zu unseren



Beobachtungen beschrieben andere Arbeiten eine vergleichbare Haufigkeit der
genannten chromosomalen Veranderungen bei Patienten mit Multiplem Myelom und
MGUS (Fonseca et al, 2004). Eine mdgliche Erklarung fur diese Diskrepanz ist, dass
in vorliegender Untersuchung nur Patienten mit MGUS, die mindestens 5%
immunphanotypisch normaler Knochenmark-Plasmazellen (im Vergleich zum
Gesamt-Plasmazellanteil im Knochenmark) bzw. Patienten mit Multiplem Myelom,
die 5% oder weniger normale Plasmazellen aufwiesen, Beriicksichtigung fanden.
Grundlage fur dieses Vorgehen war die Tatsache, dass Patienten, die nicht diesen
Kriterien entsprechen, eher einen klinischen Krankheitsverlauf der anderen Entitat
zeigen. Das heil3t, Patienten mit MGUS und einem geringen Anteil normaler
Plasmazellen gehen Ublicherweise rasch in ein manifestes Multiples Myelom (ber,
wahrend Patienten mit Multiplem Myelom und einem hohen Anteil normaler
Plasmazellen im Knochenmark haufig einen schleichenden Krankheitsverlauf ohne
Therapiebeddrftigkeit aufweisen (asymptomatisches Multiples Myelom) (Pérez-
Persona et al, 2007; Paiva et al, 2009; Pérez-Persona et al, 2010). Das simultane
Vorliegen einer del(13g14) und einer IGH-Translokation wurde signifikant haufiger
bei Patienten mit Multiplem Myelom als bei Patienten mit MGUS beobachtet (26%
bzw. 3%, p<0,001). In Ubereinstimmung mit publizierten Beobachtungen fanden sich
IGH-Translokationen sowohl bei Patienten mit Multiplem Myelom als auch mit MGUS
haufiger in Verbindung mit einem hypodiploiden oder diploiden Karyotyp als einem
hyperdiploiden Karyotyp (Avet-Loiseau et al, 2002). Diesbeziiglich wiesen 57% aller
Patienten mit Multiplem Myelom und einem nicht-hyperdiploiden Karyotyp eine IGH-
Translokation auf, wobei diese Veranderung nur bei 25% der Patienten mit
hyperdiploidem Karyotyp nachgewiesen wurde (p<0,001). Entsprechend zeigten 30%
der Patienten mit MGUS und nicht-hyperdiploidem Karyotyp eine IGH-Translokation

und 11% derer, die einen hyperdiploiden Karyotyp hatten (nicht signifikant). Der
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prozentuale Anteil aberranter Plasmazellen mit verschiedenen zytogenetischen
Verdanderungen - z.B. del(13914) oder t(14932) - im Verhéaltnis zur Anzahl
analysierter Zellkerne unterschied sich nicht signifikant zwischen Patienten mit
Multiplem Myelom und MGUS. Diese Beobachtung erlaubt die Schlussfolgerung,
dass vergleichbare Sequenzen zytogenetischer Veranderungen prinzipiell bei beiden
Entitaten auftreten kdnnen. Hierin unterscheiden sich unsere Ergebnisse von denen
anderer Arbeitsgruppen, die bei Patienten mit MGUS einen geringeren Anteil von
Plasmazellen mit del(13q14) fanden als bei Patienten mit Multiplem Myelom und
hieraus die Schlussfolgerung zogen, dass diese genetische Verédnderung bei der
malignen Transformation eine entscheidende Rolle spielen kbnnte (Avet-Loiseau et
al, 2002; Chiecchio et al, 2009). Eine unzureichende Reinheit klonaler Plasmazellen,
dass heil3t Beimischung normaler Plasmazellen bedingt durch das
Selektionsverfahren (z.B. mit CD138" Mikrobeads) in einigen dieser publizierten
Untersuchungen koénnte zu diesen unterschiedlichen Ergebnissen beigetragen
haben.

Interessanterweise fanden wir weiterhin, dass bei 24% der Patienten mit
Multiplem Myelom und 62% der Patienten mit MGUS (p=0,02) sowohl IGH-
translozierte als auch -nicht-translozierte aberrante Plasmazellen (>15%)
nachgewiesen werden konnten. Ebenso waren bei 43% der Patienten mit Multiplem
Myelom und 38% der Patienten mit MGUS (nicht signifikant) sowohl aberrante
Plasmazellen mit als auch ohne del(13g14) vorhanden. Diese Beobachtungen lassen
vermuten, dass sowohl IGH-Translokationen als auch die del(13g14) bei einem
signifikanten Anteil der Patienten mit Multiplem Myelom oder MGUS im
Tumorstammklon noch abwesend sind und erst im weiteren Krankheitsverlauf
erworben werden. Beide chromosomalen Veranderungen galten bisher Uberwiegend

als sehr frihe onkogenetische Ereignisse in der Pathogenese von Plasmazell-
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Dyskrasien (Chng et al, 2007). In Ubereinstimmung mit bereits beschriebenen
Beobachtungen ko-existierten auch in vorliegender Untersuchung insbesondere
andere, moglicherweise zufallig verteilte, IGH-Translokationen als t(4;14), t(11;14)
und t(14;16) mit aberranten Plasmazellen ohne die entsprechenden chromosomalen
Aberrationen. Bei einigen Patienten war der Anteil aberranter Plasmazellen mit
anderen IGH-Translokationen als t(4;14), t(11;14) und t(14;16) sogar geringer als der
mit del(13q14) oder +17pl3 was vermuten lasst, dass insbesondere diese IGH-
Translokationen onkogenetisch spate Ereignisse darstellen und moéglicherweise bei
der Krankheitsprogression eine Rolle spielen kdnnten. Jedoch entspricht unsere
Beobachtung, dass auch rekurrierende und prognostisch bedeutende IGH-
Translokationen, wie beispielsweise t(4;14) oder t(11;14), haufig im Tumorstammklon
noch abwesend sind nicht den bisherigen Vorstellungen zur Pathogenese von
Plasmazell-Dyskrasien.

Ein weiteres wesentliches Ziel vorliegender Arbeit war Muster zytogenetischer
Abnormalitaten beim Multiplen Myelom und MGUS zu vergleichen, entweder auf
Grundlage der An- oder Abwesenheit chromosomaler Veranderungen oder unter
Mitberiicksichtigung der vermutlichen Sequenz ihres Auftretens. Bei Verwendung
einer Unterteilung in 5 Patientengruppen hinsichtlich An- oder Abwesenheit einer
IGH-Translokation, entweder mit oder ohne das simultane Vorliegen einer del(13q14)
und/oder del(17p13), zeigten 89% der Patienten mit Multiplem Myelom und 100% der
Patienten mit MGUS chromosomale Aberrationsmuster, die prinzipiell auch bei der
entsprechend anderen Entitdt zu finden waren (nicht signifikant). Unter
Mitberiicksichtigung des sequenziellen Auftretens dieser Verdnderungen (und
+17p13) wiesen noch 73% der Patienten mit Multiplem Myelom zytogenetische
Muster auf, die auch bei Patienten mit MGUS vorkamen, aber weiterhin 100% der

Patienten mit MGUS Muster, die prinzipiell auch bei Patienten mit Multiplem Myelom
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zu finden waren (p<0,001). Wurden zusatzlich der durchfluRzytometrisch bestimmte
DNA-Ploidie-Status, der Translokationspartner von t(14932) sowie Deletionen oder
Zugewinne von FGFR3, CCND1l oder MAF - in der Abwesenheit von IGH-
Translokationen - einschlief3lich der vermutlichen Reihenfolge ihres Auftretens in die
Analyse mit einbezogen, zeigten noch 26% der Patienten mit Multiplem Myelom und
55% der Patienten mit MGUS sich Uberlappende, zytogenetische Evolutionsprofile
(p=0,003).

Zusammenfassend konnten wir in vorliegender Arbeit aufzeigen, dass sich
chromosomale Verdnderungen schrittweise im Krankheitsverlauf von Plasmazell-
Dyskrasien ereignen. Im Gegensatz zum bisherigen Verstandnis sind die del(13q14)
und IGH-Translokationen hierbei im Tumorstammklon klonaler Plasmazellen h&aufig
noch abwesend und treten erst im Krankheitsverlauf auf. Multiples Myelom und
MGUS weisen haufig charakteristische Muster zytogenetischer Veranderungen auf,
wenn die DNA-Ploidie sowie die moégliche Sequenz des Auftretens chromosomaler

Aberrationen mit berticksichtigt wird.

Schmidt-Hieber M, Gutiérrez ML, Pérez-Andrés M, Paiva B, Rasillo AR, Tabernero

MD, Sayagués JM, Lopez A, Barcena P, Sanchez ML, Gutierrez N, San Miguel JF,
Orfao A. Cytogenetic evolution profiles in multiple myeloma and MGUS: a study in

highly purified aberrant plasma cells (eingereicht).

2.3. Die Bedeutung der Expression von CD117 (c-Kit) durch klonale Plasmazellen

(Publikation I)

CD117 (c-Kit), eine Rezeptor-Thyrosinkinase der Klasse I, wird

normalerweise im Knochenmark von Mastzellen und einem Subset der
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Progenitorzellen exprimiert (Escribano et al, 1998). Im Gegensatz zu Nagetieren, bei
denen ein Teil der B-Vorlauferzellen im Knochenmark méglicherweise CD117
exprimiert, sind beim Menschen vermutlich alle CD19" B-Zellen von den frilhesten
Vorlauferzellen bis zu den Plasmazellen CD117" (Nagasawa, 2006; Bataille et al,
2008; Matarraz et al, 2010). Eine Expression von CD117 ist jedoch gelegentlich bei
Non-Hodgkin-Lymphomen zu finden, und CD117" klonale Plasmazellen werden bei
etwa 30% aller Patienten mit Multiplem Myelom nachgewiesen (Vakiani et al, 2005;
Mateo et al, 2008). Interessanterweise ist die Expression von CD117 durch klonale
Plasmazellen bei Patienten mit Multiplem Myelom mit einer ginstigen Prognose
assoziiert, obwohl c-Kit bei anderen Erkrankungen, wie z.B. gastrointestinalen
Stromatumoren oder der Mastozytose, regulatorische Molekiile aktiviert, die bei der
malignen Transformation vermutlich eine wesentliche Rolle spielen (z.B. ,signal
transducer and activator of transcription 5, STAT-5%) (Hirota et al, 1998; Orfao et al,
2007; Mateo et al, 2008; Baumgartner et al, 2009). Auf Grundlage dieser
Uberlegungen kann vermutet werden, dass die Expression von c-Kit durch klonale
Plasmazellen bei Plasmazell-Dyskrasien eher die Funktion eines Ankermolekils
besitzen koénnte. Ein solches Ankermolekil kdnnte fir die Regulation des Homings
klonaler Plasmazellen im Knochenmark-Mikromilieu eine wesentliche Bedeutung
haben.

Wir haben bei 106 neudiagnostizierten Patienten mit Plasmazell-Dyskrasien
(50 Patienten mit manifestem Multiplem Myelom, 38 Patienten mit
asymptomatischem Multiplem Myelom sowie 18 Patienten mit MGUS) myeloische
und lymphatische Zell-Kompartimente im peripheren Blut und Knochenmark in
Abhéngigkeit der Expression von CD117 durch klonale Plasmazellen mithilfe der
Mehrfarben-Durchflusszyometrie untersucht. Zusatzlich wurden prognostisch

informative chromosomale Aberrationen - z.B. del(13g14), del(17p13), IGH-
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Translokationen - unter Verwendung der Interphase-FISH-Technik bei Patienten mit
CD117" im Vergleich zu CD117 klonalen Plasmazellen erfasst.

CD117" klonale Plasmazellen wurden in vorliegender Untersuchung bei 30%
der Patienten mit manifestem Multiplem Myelom, 45% der Patienten mit
asymptomatischem Multiplem Myelom und 72% der Patienten mit MGUS gefunden.
Diese Ergebnisse unterstitzen die eingangs erwahnte Annahme, dass die
Expression von CD117 durch klonale Plasmazellen mit der Aggressivitat und/oder
Prognose der zugrundeliegenden Plasmazell-Dyskrasie vergesellschaftet ist (Mateo
et al, 2008). Patienten mit CD117" im Vergleich zu CD117 klonalen Plasmazellen
wiesen im Knochenmark hdhere prozentuale Anteile immunphé&notypisch normaler
Plasmazellen, CD117" myeloischer Vorlauferzellen sowie CD38" B-Vorlauferzellen
auf, wobei dies fir alle 3 untersuchten Formen von Plasmazell-Dyskrasien zutraf. Im
Gegensatz hierzu war der prozentuale Anteil von knochenmarkstandigen CD34"
myeloischen Progenitorzellen und die Anzahl neutrophiler Granulozyten im
peripheren Blut bei Patienten mit CD117" gegeniiber CD117" Multiplem Myelom -
jedoch nicht MGUS - vermindert. Diese alterierte Distribution verschiedener Zell-
Kompartimente fiihrte zu einem signifikant verminderten Verhaltnis von CD34°CD19
myeloischen und CD34"CD19" lymphatischen Vorlauferzellen (4,3 bzw. 7,9; p=0,04),
jedoch einem signifikant erhdhten Verhéltnis von CD117° und CD34°CD19
myeloischen Knochenmark-Vorlauferzellen (8,8 bzw. 3,8; p=0,001) bei Patienten mit
CD117" gegeniiber CD117  Multiplem Myelom. In Ubereinstimmung mit diesen
Ergebnissen zeigte sich weiterhin eine signifikant negative Korrelation (r=-0,39;
p=0,003) zwischen der Anzahl von neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut und
dem prozentualen Anteil von CD117" Plasmazellen (im Verhaltnis zum Gesamtanteil
klonaler Plasmazellen) im Knochenmark bei Patienten mit Multiplem Myelom. Bei

Patienten mit manifestem Multiplem Myelom war die Expression von CD117 durch
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klonale Plasmazellen nicht nur mit einer signifikant verminderten Anzahl
zirkulierender neutrophiler Granulozyten assoziiert, sondern auch mit einem
signifikant verminderten prozentualen Anteil neutrophiler Granulozyten im
Knochenmark. Die reduzierte Freisetzung reifer neutrophiler Granulozyten aus dem
Knochenmarkraum in die Blutzirkulation bei progredienter Akkumulation CD117"
myeloischer Knochenmark-Progenitorzellen koénnte auf einen zunehmenden
Stammzellfaktor-Verbrauch im Knochenmark-Mikromilieu durch CD117* klonale
Plasmazellen hindeuten. Denkbar wéare allerdings auch ein Einfluss der CD117
Expression durch klonale Plasmazellen auf die Regulation des Homings
verschiedener Zell-Kompartimente innerhalb des Knochenmark-Mikromilieus.

Die Verteilung anderer zirkulierender oder knochenmarkstandiger Zell-
Kompartimente (z.B. Mastzellen oder B-Zellen verschiedener Reifungsstufen)
unterschied sich nicht signifikant bei Patienten mit CD117" und CD117 klonalen
Plasmazellen. Die prognostisch ungiinstige Koexpression von CD28 durch klonale
Plasmazellen hatte in vorliegender Untersuchung keinen signifikanten Einfluss auf
die Distribution myeloischer oder lymphatischer Zell-Kompartimente innerhalb der
Gruppe der Patienten mit Multiplem Myelom und CD117" klonalen Plasmazellen
(Mateo et al, 2008).

Patienten mit Multiplem Myelom und CD117" klonalen Plasmazellen zeigten
weiterhin signifikant seltener IGH-Translokationen (10% gegeniber 48%; p=0,008)
sowie seltener die prognostisch ungunstigen chromosomalen Veranderungen t(4;14),
t(14;16) und del(17pl13) (5% gegenuber 26%; p=0,08) als Patienten mit CD117"
klonalen Plasmazellen. Interessanterweise lag zudem ein IgG-Isotyp signifikant
haufiger bei Patienten mit Multiplem Myelom und CD117" klonalen Plasmazellen vor,
wobei in der Patientengruppe mit CD117" Multiplem Myelom IgA- und Leichtketten-

Isotypen vorherrschten. Diese Beobachtung konnte erklaren, dass ein IgA- oder
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Leichtketten-lIsotyp gegentber dem IgG-Isotyp bekanntermal3en bei Patienten mit
Multiplem Myelom mit einer ungiinstigen Prognose assoziiert ist (Zhang et al, 2010).

Zusammenfassend zeigen unsere Untersuchungsergebnisse, dass die
Expression von CD117 durch klonale Plasmazellen bei verschiedenen Plasmazell-
Dyskrasien mit einer wesentlich veranderten Distribution myeloischer und
lymphatischer Zell-Kompartimente sowie prognostisch gunstigen
Krankheitseigenschaften einhergeht. Die Expression von CD117 hat hierbei
maoglicherweise die Funktion eines Ankermolekils, welches bewirken kdnnte, dass
CD117" im Vergleich zu CD117 klonalen Plasmazellen im Organismus weniger

streuen.

Publikation |

Schmidt-Hieber M, Perez-Andres M, Paiva B, Flores-Montero J, Perez JJ, Gutierrez

NC, Vidriales MB, Matarraz S, San Miguel JF, Orfao A. CD117 expression in
gammopathies is associated with an altered maturation of the myeloid and lymphoid
hematopoietic cell compartments and favorable disease features. Haematologica

2011; 96: 328-332.
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2.4. Distribution und Homing CXCL12-CXCR4-requlierter Zell-Kompartimente

(Publikation 1)

Die sogenannte CXCL12-CXCR4-Achse ist fur die Regulation der
Knochenmark-Homdostase und des Homings verschiedener Zell-Kompartimente in
raumlich differentiell angeordneten Knochenmark-Mikromilieus (Nischen) von
wesentlicher Bedeutung (Ma et al, 1999; Nie et al, 2004). Aus den sekundaren
lymphatischen Organen, wie z.B. den Tonsillen, werden neu gebildete Plasmazellen
mit einer sehr kurzer Uberlebensdauer (wenige Tage) abgegeben und erreichen tiber
den Blutweg das Knochenmark, in dem sie als langlebige Plasmazellen
maoglicherweise Uber Jahre residieren kdnnen (Shapiro-Shelef et al, 2005). Das
Homing von Plasmazellen im Knochenmark wird wesentlich von CXCL12-
exprimierenden Knochenmark-Stromazellen bestimmt, wobei die Expressionsdichte
des zugehtrigen Rezeptors, das heil3t CXCR4, auf der Plasmazelloberflache
kontinuierlich von den Tonsillen Uber das periphere Blut bis zum Knochenmark
abnimmt. Allerdings wird im Knochenmark (und mdéglicherweise auch in der Milz)
nicht nur das Homing von Plasmazellen tber die CXCL12-CXCR4-Achse reguliert,
sondern auch das anderer B-Vorlauferzell-Kompartimente und CD34"
hamatopoietischer Stammzellen (Tokoyoda et al, 2004; Sugiyama et al, 2006).
Neuere Vorstellungen gehen deshalb davon aus, dass verschiedene CXCL12-
CXCR4-regulierte  Zell-Kompartimente im Knochenmark in sich potentiell
Uberlappenden und in ihrer Anzahl begrenzten Nischen mit einander konkurrieren
(Tokoyoda et al, 2004; Radbruch et al, 2006).

In vorliegender Publikation haben wir bei insgesamt 206 Patienten mit
verschiedenen Plasmazell-Dyskrasien die Verteilung verschiedener Zell-
Kompartimente, die Uber die CXCL12-CXCR4- Achse reguliert werden, im

peripheren Blut und im Knochenmark untersucht und mit einer Gruppe gesunder
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Kontrollpersonen verglichen. Zusatzlich wurde in einem innovativen ex-vivo
Migrations-Assay die Auswanderung verschiedener CXCL12-CXCR4-regulierter Zell-
Kompartimente, einschlie3lich klonaler und immunphanotypisch normaler
Plasmazellen, in Richtung ansteigender CXCL12 (,stromal cell derived factor-1, SDF-
1%)-Konzentrationen bei verschiedenen Plasmazell-Dyskrasien untersucht.

Der prozentuale Anteil klonaler Plasmazellen nahm in vorliegender
Untersuchung sowohl im Knochenmark als auch im peripheren Blut kontinuierlich
vom MGUS iber das asymptomatische Multiple Myelom bis hin zum manifesten
Multiplen Myelom zu. Hierbei wiesen klonale Plasmazellen im peripheren Blut einen
etwas unreiferen Immunphanotyp auf als klonale Plasmazellen im Knochenmark mit
geringerer  innerer  Zellkomplexitdt  (SSC-Parameter) sowie  geringerer
Expressionsdichte unter anderem von CD38, CD138 und CD40. Diese
Verdanderungen im Verteilungsmuster klonaler Plasmazellen vom MGUS zum
manifesten Multiplen Myelom gingen mit einer zunehmenden Depletion
immunphanotypisch normaler Plasmazellen, verschiedener B-Progenitorzell-
Kompartimente sowie CD34" hamatopoietischer Stammzellen im Knochenmark
einher. Interessanterweise zeigte sich gegeniber gesunden Spendern bei allen 3
untersuchten Patientengruppen ein erhohter prozentualer Anteil zirkulierender CD34"
hamatopoietischer Stammzellen, welcher kontinuierlich vom MGUS bis hin zum
manifesten Multiplen Myelom zunahm. Normale Plasmazellen, B-Vorlauferzellen und
CD34" hamatopoietische Stammzellen konnten die Migration klonaler Plasmazellen
von Patienten mit MGUS oder asymptomatischem Multiplem Myelom in Richtung
ansteigender SDF-1-Konzentrationen abschwachen, wahrend dies bei klonalen
Plasmazellen von Patienten mit manifestem Multiplen Myelom nicht moéglich war.
Erwdhnenswert ist weiterhin, dass normale zirkulierende Plasmazellen beim

manifesten Multiplen Myelom im Gegensatz zum asymptomatischen Multiplen
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Myelom und MGUS eine erhohte CXCR4-Expressionsdichte im Vergleich zu
gesunden Spendern aufwiesen und dabei nicht in ihrer Anzahl vermindert waren.
Diese Beobachtungen legen nahe, dass die Depletion normaler Knochenmark-
Plasmazellen insbesondere bei Patienten mit manifestem Multiplem Myelom nicht
primar durch eine verminderte Bildung in den sogenannten induktiven
Organsystemen wie z.B. den Tonsillen bedingt ist, sondern durch ein vermindertes
Homing im Knochenmark-Mikromilieu.

Zusammenfassend zeigen die in dieser Publikation geschilderten
Untersuchungsergebnisse, dass CXCL12-CXCR4-regulierte Zell-Kompartimente bei
Patienten mit MGUS, asymptomatischem Multiplem Myelom und manifestem
Multiplem Myelom progressiv alteriert sind. Diese Veranderungen gehen mit einer
zunehmenden Verdrdngung von normalen Plasmazellen, B-Vorlauferzellen und
CD34" hamatopoietischen Stammzellen durch klonale Plasmazellen in sich potentiell

Uberlappenden Nischen im Knochenmark-Mikromilieu einher.

Publikation Il
Paiva B, Pérez-Andrés M, Vidriales MB, Almeida J, de Las Heras N, Mateos MV,
Lépez-Corral L, Gutiérrez NC, Blanco J, Oriol A, Hernandez MT, de Arriba F, de

Coca AG, Terol MJ, de la Rubia J, Gonzéalez Y, Martin A, Sureda A, Schmidt-Hieber

M, Schmitz A, Johnsen HE, Lahuerta JJ, Bladé J, San-Miguel JF, Orfao A.
Competition between clonal plasma cells and normal cells for potentially overlapping
bone marrow niches is associated with a progressively altered cellular distribution in

MGUS vs myeloma. Leukemia 2011; 25: 697-706.
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3. Neue Therapiemoglichkeiten beim Multiplen Myelom

3.1. Hintergrund

Durch den Einsatz mehrerer neuer Substanzen, insbesondere dem
Proteasomen-Inhibitor Bortezomib sowie den immunmodulatorischen Substanzen
Thalidomid und Lenalidomid konnte in den letzten Jahren eine deutliche
Verbesserung des medianen Gesamtluberlebens (zur Zeit etwa 3-7 Jahre nach
Diagnosestellung) bei Patienten mit Multiplem Myelom erzielt werden (Raab et al,
2009; Harousseau et al, 2010; Mateos et al, 2010a). Gegenwartig wird die
Wirksamkeit dieser Substanzen in klinischen Studien in verschiedenen Abschnitten
des Algorithmus der Multiplen Myelom-Therapie evaluiert (z.B. Erhaltungstherapie).
Trotz dieser bedeutenden Fortschritte ist nach gegenwartigem Kenntnisstand die
Hochdosistherapie mit Melphalan und autologem Stammzellersatz weiterhin
unverzichtbarer Bestandteil der Multiplen Myelom-Therapie. Eine Heilung dieser
Erkrankung kann auch heutzutage nur in Einzelfallen erreicht werden, z.B. durch
eine allogene Stammzelltransplantation (Bensinger, 2004; Raab et al, 2009; Mateos
et al, 2010a und b; Van de Donk et al, 2011).

Die Untersuchung von neuen gegen das Multiple Myelom gerichteten
Substanzen, wie beispielsweise Perifosin, ist deshalb, ebenso wie die
Weiterentwicklung von Transplantationsprotokollen (z.B. die Konditionierung oder
virale Infektionen betreffend) von wesentlicher Bedeutung um die Prognose dieser

Patienten zu verbessern.

3.2. In vitro Zytotoxizitdt von Perifosin, Bortezomib und Lenalidomid gegeniber

Zelllinien und hamatopoietischen Progenitorzellen (Publikationen 1ll und 1V)

Perifosin, ein neues synthetisches Alkylphospholipid, wird gegenwartig in
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klinischen Phase-II- und -llI-Studien als Behandlungsoption von onkologischen und
hamatologischen Malignomen, insbesondere dem Multiplen Myelom, geprift
(Richardson et al, 2008; Pal SK et al, 2010). Praklinische Untersuchungen dieser
Substanz an Zelllinien, selektionierten Plasmazellen von Patienten mit Multiplem
Myelom sowie Tiermodellen lassen eine vielversprechende gegen das Multiple
Myelom gerichtete Wirksamkeit vermuten (Hideshima, et al, 2006; Gajate et al,
2007). Im Gegensatz zu klassischen Chemotherapeutika, die vorwiegend gegen die
DNA gerichtet sind, interagieren Alkylphospholipide mit der zellularen
Plasmamembran, in welcher sie akkumulieren und schlielich tGber Membran-
Mikrodoménen (,Lipid rafts”) ins Zellinnere geschleust werden (Gajate et al, 2007). In
klonalen Plasmazellen bewirkt Perifosin eine Hemmung des Phosphoinositid 3-
Kinase (PI3-K)/AKT-Signalibertragungswegs, wodurch (ber die Regulierung
weiterer zellularer Proteine (z.B. Survivin, Caspase-3) der Zelluntergang induziert
wird (Hideshima et al, 2007).

Wir haben in vitro die Zytotoxizitat von Perifosin, Bortezomib und Lenalidomid
gegenuber 6 verschiedenen Zelllinien, welche unter anderem von Patienten mit
Multiplem Myelom abstammten (z.B. U266, RPMI-8226) untersucht (Publikation 111).
Weiterhin haben wir untersucht, inwiefern diese Substanzen das klonogene Potential
hamatopoietischer Progenitorzellen gesunder Spender hemmen und Zytotoxizitat
induzieren (Publikation V). Methoden, die hierbei eingesetzt wurden, waren vor
allem die Trypanblau-Farbung, durchflusszytometrische Caspase- und Annexin-V-
Assays, immunhistochemische Farbungen (z.B. Ki-67) sowie klonogene ,colony
forming units (CFU)“-Assays in zweitgenannter Arbeit. Daneben haben wir tUberprift,
ob die ,Immature Myeloid Information (IMI)“-Technik unter Verwendung eines
vollautomatisierten Analysesystems (XE-5000) geeignet ist, zytotoxische Vorgange

an Zellkulturen zu erfassen. Diese Technik, die urspringlich unter anderem
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entwickelt wurde, um frihe myeloische Zellen im peripheren Blut zu detektieren,
beruht darauf, dass Leukozyten in Abhangigkeit ihres Reifungsgrads eine
unterschiedliche Lipidzusammensetzung der Plasmamembran aufweisen (Linssen et
al, 2008). Das bei diesem Verfahren verwendete Reagenz lysiert die leukozytaren
Zellmembranen in Abhangigkeit ihrer Lipidzusammensetzung in unterschiedlichem
Masse bzw. fixiert das intrazellulare Zytoskelett. Die Gleichstrom-Hochfrequenz-
Methode erlaubt anschlielend, diese Zellen gemalR ihrer Gréf3e und inneren
Zellkomplexitat genau zu charakterisieren.

Perifosin und Bortezomib flhrten bei allen untersuchten Zelllinien zeit- (24
oder 48 Stunden Inkubation) und konzentrationsabhangig zu einer prozentualen
Abnahme vitaler Zellen im Trypanblau-Assay sowie Zunahme apoptotischer
(Caspase’) oder nekrotischer Zellen (CaspasePI’) im Caspase-Assay. Hierbei
betrugen die mit der Reed-Muench-Methode ermittelten 1Csy Konzentrationen 13,3 -
>80 uM fur Perifosin und 2,1 - >40 nM fiur Bortezomib. Im Gegensatz hierzu
induzierte Lenalidomid in klinisch wirksamen Konzentrationen (bis ca. 2,2 uM) nur
geringgradige oder keine Zytotoxizitat in allen eingesetzten Untersuchungsassays
(<10% in Bezug auf die Negativkontrolle). Diese Ergebnisse lassen die
Schlussfolgerung zu, dass Perifosin und Bortezomib in Kklinisch wirksamen
Konzentrationen Zytotoxizitat Uber die Induktion von Apoptose und/oder Nekrose
vermitteln. Die in klinischen Studien beschriebene Wirksamkeit von Lenalidomid ist
jedoch eher, wie bereits vermutet, auf indirekte Effekte, wie z.B. Immunmodulation
zurtckzufihren (Goérgin et al, 2010). Isobologramm-Analysen und Berechnungen
von Kombinationsindizes zeigten weiterhin, dass Perifosin zusammen mit
Bortezomib Uberwiegend additive oder synergistische Effekte induziert. Diese
Beobachtung stellt die Grundlage fur die Evaluation dieser Kombination in klinischen

Therapiestudien bei Patienten mit Multiplem Myelom dar.
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Perifosin - im Gegensatz zu Bortezomib und Lenalidomid - fihrte zu einem
signifikanten Anstieg von IMI" Kulturzellen im XE-5000 System. Interessanterweise
beschrieben kurzlich publizierte mikroskopische Untersuchungen, dass die eingangs
erwdhnte Interaktion von Perifosin mit Plasmamembranen mit einer wesentlichen
zellularen Forméanderungen einhergeht und den intrazellularen Lipidstoffwechsel
beeinflusst (Carrasco et al, 2010). Ebenso hangt auch die Erfassung von IMI* Zellen
im XE-5000 System wesentlich von der Struktur und Form der Zellmembran sowie,
wie oben geschildert, von dem zellularen Lipidstoffwechsel ab (Linssen et al, 2008).
Dies konnte erklaren, dass Perifosin im Gegensatz zu den beiden anderen neuen
Substanzen Bortezomib und Lenalidomid zu einem signifikanten Anstieg IMI* Zellen
fuhrte. Weitere Forschungsarbeiten sind notwendig, um den Stellenwert dieser

Technik hinsichtlich Erfassung zytotoxischer Vorgdnge genauer zu eruieren.

Publikation 11l

Schmidt-Hieber M, Dabrowski R, Weimann A, Aicher B, Lohneis P, Busse A, Thiel E,

Blau IW. In vitro cytotoxicity of the novel antimyeloma agents perifosine, bortezomib
and lenalidomide against different cell lines. Invest New Drugs 2010 Nov 16 [Epub

ahead of print].
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Des Weiteren untersuchten wir mithilfe von verschiedenen nicht-klonogenen
(z.B. durchflusszytometrische Caspase-Messungen) und klonogenen CFU-Assays
den Einfluss von Perifosin, Bortezomib, Lenalidomid und Adriamycin gegenuber
hamatopoietischen Progenitorzellen gesunder Spender (Publikation 1V). Diese in
vitro Untersuchungen stellen eine wesentliche Voraussetzung dar um das
hamatologische Toxizitatsprofil dieser Substanzen in vivo abschatzen zu kénnen.
Interessanterweise induziert Perifosin bei Nagetieren eine Knochenmark-Hyperplasie
mit Leukozytose, Thrombozytose und erhohter klonogener Aktivitat von
Vorlauferzellen im Knochenmark (,CFU-granulocyte-macrophage, CFU-GM") (Catley
et al, 2007). Bekanntermaflen bewirken im Gegensatz hierzu die meisten
klassischen Chemotherapeutika eine, oft dosislimitierende, Myelosuppression.

Alle untersuchten Substanzen hemmten konzentrationsabhangig die
Formation von CFU, wobei diese Hemmung in klinisch erreichbaren Plasma-
Konzentrationen am ausgepragtesten fir Bortezomib und am schwéchsten fir
Perifosin war. Perifosin hemmte vorwiegend die Formation von granulozytaren
Vorlauferzellen (CFU-GM), wahrend durch die anderen Substanzen vor allem die
Bildung von erythrozytaren Vorlauferzellen (,burst-forming unit-erythroid, BFU-E")
inhibiert wurde. Interessanterweise hemmte auch Lenalidomid in Kklinisch
erreichbaren Konzentrationen die CFU-Bildung, insbesondere von BFU-E. Diese
Beobachtung korreliert sehr gut mit der klinischen Erfahrung, dass Lenalidomid
haufig als Nebenwirkung zu einer Zytopenie fuhrt, wenn das Medikament bei
Patienten mit Multiplem Myelom oder chronisch lymphatischer Leukamie (CLL)
eingesetzt wird (Zonder et al, 2010). Lenalidomid stellt aber auch eine sehr wirksame
Substanz in der Therapie des myelodysplastischen Syndroms (MDS) dar.
Insbesondere bei Vorliegen eines MDS mit del(5q) wird Lenalidomid in der klinischen

Routinetherapie eingesetzt und fihrt zur Unabhangigkeit von Erythrozyten-
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Transfusionen bei etwa 50% der Patienten, obwohl auch hier anfangliche Zytopenien
haufig sind (Sekeres et al, 2008; Ximeri et al, 2010). Im Gegensatz zu unseren
Untersuchungsergebnissen steigerte Lenalidomid das klonogene Potential von
Vorlauferzellen, wenn diese vor bzw. nach Therapieeinleitung mit Lenalidomid MDS-
Patienten aus dem Knochenmark entnommen wurden (Ximeri et al, 2010). Wie
bereits von einigen Arbeitsgruppen postuliert, kbnnte eine konzentrationsabhangige
Beeinflussung der klonogenen Aktivitat hamatopoietischer Vorlauferzellen durch
Lenalidomid, dass heil3t Inhibition bei héheren und Aktivierung bei niedrigeren
Substanzkonzentrationen fur diese Beobachtung in Betracht kommen (Ebert et al,
2008; Pal R et al, 2010). Vorstellbar ist jedoch auch eine prinzipiell unterschiedliche
Wirkung der Substanz gegenuber Progenitorzellen von MDS-Patienten im Vergleich
zu gesunden Kontrollpersonen, die fur unsere Experimente herangezogen wurden.

Der Ursprung hamatopoietischer Progenitorzellen, dass heil3t entweder
Knochenmark oder peripheres Blut nach Stimulation mit ,granulocyte-colony-
stimulating factor* (G-CSF) (mit oder ohne in vitro CD34" Zellselektion) hatte keinen
signifikanten Einfluss auf die Hemmung der CFU-Formation durch Perifosin, wenn
die Substanz in klinisch wirksamen Konzentrationen eingesetzt wurde. Perifosin in
der Kombination mit Lenalidomid oder Adriamycin hemmte tendenziell antagonistisch
die CFU-Formation. Trypanblau-Versuche, Caspase- und Annexin-V-Assays sowie
immunhistochemische Farbungen (z.B. Ki-67) zeigten fir keine der untersuchten
Substanzen eine hohergradige Zytotoxizitat gegeniiber Progenitorzellen nach CD34"
Zellselektion. Diese Beobachtung kdnnte daraufhin hindeuten, dass die Mdglichkeit
der Stammzellapherese mit nachfolgender Hochdosistherapie durch den klinischen
Einsatz dieser Substanzen nicht wesentlich beeintrachtigt wird.

In  Zusammenschau zeigen die in dieser Publikation dargelegten

Untersuchungsergebnisse, dass Perifosin - ebenso wie Bortezomib, Lenalidomid und
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Adriamycin - in vitro die Formation von CFU hemmt und sich damit von den
tierexperimentellen in vivo Beobachtungen unterscheidet. Perifosin besitzt deshalb
wahrscheinlich keine klinische Wirksamkeit als eine die Myelopoiese stimulierende
Substanz zur Verhinderung oder Verklrzung von Neutropeniephasen nach intensiver

Chemotherapie wie die Untersuchungsergebnisse im Mausmodell vermuten lieR3en.

Publikation 1V

Schmidt-Hieber M, Dabrowski R, Aicher B, Lohneis P, Busse A, Tietze-Buerger C,

Reufi B, Thiel E, Blau IW. In vitro effects of perifosine, bortezomib and lenalidomide
against hematopoietic progenitor cells from healthy donors. Invest New Drugs 2011

Jul 13 [Epub ahead of print].

3.3. Konditionierung mit  Fludarabin und Treosulfan vor allogener

Stammzelltransplantation (Publikationen V und VI)

Die allogene Stammzelltransplantation stellt nach heutigem Kenntnisstand
vermutlich das einzige Therapieverfahren dar, mit welchem eine Heilung des
Multiplen Myeloms prinzipiell erreicht werden kann (Bensinger, 2004; Raab et al,
2009; Van de Donk et al, 2011). Diesen vielversprechenden Therapieaussichten
steht jedoch ein vergleichsweise hohes Risiko gegeniber, bereits in der Frihphase
nach Transplantation an Komplikationen zu versterben. Die transplantations-
assoziierte Mortalitat (,Treatment-related Mortality”) betragt in Abhangigkeit der Art
der Konditionierung und verschiedener Risikofaktoren (z.B. Alter des Patienten) 10-
60% und setzt sich im Wesentlichen aus Toxizitat durch die Konditionierung (z.B.
Chemotherapeutika, Radiotherapie), infektiosen Komplikationen sowie der

Transplantat-gegen-Wirt-Erkrankung (,Graft-versus-host disease, GvHD®) mit ihren
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Folgekomplikationen (z.B. Organversagen, Infektionen) zusammen. In den letzten
Jahren wurden vermehrt intensitats- und/oder toxizitatsreduzierte
Konditionierungsprotokolle entwickelt (,reduced-intensity conditioning, RIC"), welche
insbesondere bei alteren Patienten oder bei Vorliegen von Komorbiditaten zum
Einsatz kommen. Diese intensitatsreduzierten Konditionierungsprotokolle sind
gegenuber konventionellen Konditionierungen (z.B. hochdosiertes Cyclophosphamid
in Kombination mit Ganzkérperbestrahlung oder Busulfan) mit einer verminderten
Akuttoxizitdt vergesellschaftet, weisen jedoch als mdglichen Nachteil einen
verzogerten Ubergang in einen kompletten hamatopoietischen Spender-Empfanger-
Chiméarismus sowie ein erhdhtes Rezidivrisiko der malignen Grunderkrankung auf
(Kroger et al, 2002; Baron et al, 2006; Lokhorst et al, 2010). Die Therapiewirksamkeit
der allogenen Stammzelltransplantation nach intensitatsreduzierter Konditionierung
beruht im Wesentlichen auf dem Transplantat-gegen-Tumor (,graft-versus-tumor®)-
Effekt, dass heil3t der immunologischen Wirkung vor allem von zytotoxischen T-
Spenderzellen gegeniber malignen Zellen des Empfangers (Tricot et al, 1996). Im
Gegensatz zu konventionellen Konditionierungsprotokollen tragt damit die
Zytotoxizitdt der Konditionierung in geringerem Male zur Wirksamkeit dieses
Verfahrens bei. Das Risiko von Infektionen und GvHD ist nach intensitatsreduzierter
Konditionierung vor allogener Stammzelltransplantation eher im Auftreten verzdgert
als in der Inzidenz vermindert (Junghanss et al, 2002).

Fludarabin ist ein Nukleosidanalogon und wird bereits seit vielen Jahren in der
klinischen Routinetherapie von hamatologischen Neoplasien wie beispielsweise der
CLL eingesetzt. In den letzten Jahren wird die Substanz auch zunehmend in
intensitatsreduzierten Konditionierungsprotokollen verwendet, z.B. in Kombination
mit Busulfan oder Cyclophosphamid. Treosulfan ist eine Vorstufe (,Prodrug“) eines

bifunktionellen Alkylans und ist bei soliden Neoplasien wie z.B. dem Ovarialkarzinom
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wirksam. Praklinische Untersuchungen an Multiplen Myelom-Zelllinien und
selektionierten Plasmazellen von Patienten mit Multiplem Myelom zeigten eine
vielversprechende antimaligne Wirksamkeit gegeniber dieser Neoplasie (Meinhardt
et al, 2003).

Wir haben eine retrospektive, multizentrische Analyse zur Durchfihrbarkeit
(,Feasibility”) und Wirksamkeit einer intensitatsreduzierten Konditionierung mit
Fludarabin und Treosulfan vor allogener Stammzelltransplantation bei 34 Patienten
mit Multiplem Myelom durchgefuhrt (Publikation V). In einer zweiten Arbeit
(Publikation VI) wurde die Kinetik des hamatopoietischen Spender-Empféanger-
Chiméarismus nach diesem neuen Konditionierungsprotokoll im Detail untersucht,
wobei der Uberwiegende Anteil der insgesamt 27 Patienten ebenfalls ein Multiples
Myelom als Grunderkrankung aufwies.

Alle 34 Patienten in erstgenannter Arbeit waren intensiv chemotherapeutisch
vorbehandelt und 82% hatten bereits eine Hochdosistherapie mit Melphalan und
autologem Stammzellsupport erhalten. Die Konditionierung mit Fludarabin und
Treosulfan war bei allen Patienten von einer Neutropeniephase gefolgt und fiihrte bei
33 der 34 Patienten (97%) zu einer Thrombozytopenie (<20/nL). Der mediane
Neutrophilen- bzw. Thrombozytennadir wurde an Tag +7 bzw. Tag +8 erreicht. Alle
Patienten zeigten ein zeitgerechtes und andauerndes Neutrophilenengraftment
(median 13,5 Tage nach Transplantation) und alle bis auf einen Patienten ein
Thrombozytenengraftment (Median Tag +13). Einer der Patienten (3%) zeigte ein
primares Versagen des Thombozytenengraftments, wahrend bei keinem der
Patienten ein sekundares Transplantatversagen beobachtet wurde. Einen kompletten
hamatopoietischen Spender-Empfanger-Chimarismus, definiert auf der Basis von
mindestens 95% hamatopoietischen Spenderzellen, erreichten an Tag +28, Tag

+100 sowie einem Jahr nach Transplantation 94%, 83% und 100% der Patienten. Im
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Gegensatz hierzu zeigten andere intensitatsreduzierte oder nicht-myeloablative
Fludarabin-haltige = Konditionierungsprotokolle (z.B. in der Kombination mit
niedrigdosierter Ganzkorperbestrahlung oder Busulfan) eine hoéhere Rate von
Patienten mit verzégertem Engraftment, sekundadrem Transplantatversagen und
inkomplettem (gemischtem) hé&matopoietischem Spender-Empfanger-Chimarismus
(Michallet et al, 2001; Banna et al, 2004; Baron et al, 2006). Unsere Beobachtungen
lassen die Annahme zu, dass Fludarabin und Treosulfan eine adéaquate
Stammzelltoxizitat und Immunsuppressivitdt aufweisen. Hierin bestatigen unsere
Ergebnisse bereits publizierte praklinische Untersuchung, die diese Eigenschaften
Treosulfan zuschrieben (Sjoo et al, 2006).

Eine akute Grad II-IV GvHD wurde bei 33% der Patienten beobachtet, 39%
wiesen eine chronische GvHD auf. Schwere nicht-hamatologische Toxizitadten waren
insgesamt selten und bestanden meist aus Fieber in der Neutropeniephase
(,Common Toxicity Criteria, CTC" Grad 3 in 46%, CTC Grad 4 in 3%) und Infektionen
(CTC Grad 3 36%, CTC Grad 4 12%). Ein wesentlicher Vorteil einer Konditionierung
mit Fludarabin und Treosulfan gegeniber einer Konditionierung auf der Basis von
Busulfan (z.B. in der Kombination mit Cyclophosphamid oder Fludarabin) ist
sicherlich die niedrigere Haufigkeit von schwerer Lebertoxizitat. In vorliegender
Analyse wurde bei 24% der Patienten eine CTC Grad 3 Lebertoxizitat verzeichnet,
wahrend eine Grad 4 Lebertoxizitat bei keinem der Patienten auftrat. Im Gegensatz
hierzu sind Konditionierungsprotokolle, die Busulfan beinhalten - auch mit reduzierter
Dosis in RIC-Protokollen - mit einer wesentlich hoheren Rate von schweren
Lebertoxizitaten vergesellschaftet. Insbesondere das sinusoidale
Obstruktionssyndrom (SOS oder friher auch als ,veno-occlusive disease, VOD"
bezeichnet) ist nach einer Konditionierung, die Busulfan beinhaltet eine haufige

Komplikation, wobei ein SOS nur bei einem Patienten in unserer Untersuchung
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auftrat (Schetelig et al, 2002).

Das durch die allogene Stammzelltransplantation maximal erreichte
Therapieansprechen gemall den Kriterien der Europaischen Gesellschaft fur
Knochenmark- und Stammzelltransplantation (,European Blood & Marrow
Transplantation, EBMT Group®) war eine komplette Remission bei 44%, eine partielle
Remission bei 47%, ein minimales Ansprechen bei 3% und eine stabile Erkrankung
bei 6% der Patienten. Mit einer medianen Nachbeobachtungszeit von 708 Tagen
nach Transplantation betrug das mediane progressionsfreie Uberleben 180 Tage.
Die transplantations-assoziierte Mortalitdt, definiert auf der Grundlage aller nicht
Rezidiv-bedingter Todesfalle, wurde mit 10% an Tag +100 und 25% nach einem Jahr
nach Transplantation ermittelt. Das mithilfe der Kaplan-Meier-Methode geschétzte
Gesamtuberleben betrug 72% nach einem und 58% nach 2 Jahren nach allogener
Stammzelltransplantation, wobei das mediane Gesamtuberleben zum letzten
Beobachtungszeitpunkt noch nicht erreicht wurde.

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit, dass bei vielfach
vorbehandelten Patienten mit Multiplem Myelom eine allogene
Stammzelltransplantation nach Konditionierung mit Fludarabin und Treosulfan
durchfliihrbar ist und meist zu einem stabilen Engraftment und komplettem
hamatopoietischem Spender-Empfanger-Chimarismus fuhrt. Aufgrund des recht
vielversprechenden Gesamtuberlebens von 58% nach 2 Jahren sollte dieses

Therapieverfahren in klinischen Studien weiter evaluiert werden.

Publikation V

Schmidt-Hieber M, Blau IW, Trenschel R, Andreesen R, Stuhler G, Einsele H, Kanz

L, Keilholz U, Marinets O, Beelen DW, Fauser AA, Volin L, Ruutu T, Uharek L, Fietz

T, Knauf W, Hopfenmduller W, Thiel E, Freund M, Casper J. Reduced-toxicity
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conditioning with fludarabine and treosulfan prior to allogeneic stem cell

transplantation in multiple myeloma. Bone Marrow Transplant 2007; 39: 389-396.

Der Schwerpunkt der in Publikation VI dargelegten Untersuchungsergebnisse
war die Analyse der Kinetik des hamatopoietischen Spender-Empfanger-
Chiméarismus nach Konditionierung mit Fludarabin und Treosulfan vor allogener
Stammzelltransplantation. Die Bestimmung des Chimarismus-Status erfolgte hierbei
durch die Unterscheidung von Spender- und Empféanger-Allelen von kurzen, sich
wiederholenden DNA-Sequenzen (sogenannten ,short tandem repeats, STR")
mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion (,polymerase chain reaction, PCR").
Insgesamt wurden 27 Patienten in die Analyse einbezogen, hiervon 9 (33%) mit
Multiplem Myelom, 8 (30%) mit akuter myeloischer Leukamie und 10 (37%) mit
anderen hamatologischen Erkrankungen (z.B. CLL). Wie bereits in vorangestellter
Arbeit, war auch in diesem, bezuglich der zugrundeliegenden malignen Erkrankung
heterogenerem Patientenkollektiv, die Rate von primarem Neutrophilen- und
Thrombozytenengraftment mit 100% bzw. 97% ausgesprochen hoch.

An Tag +28, Tag +56 sowie zum letzten Beobachtungszeitpunkt wiesen 46%,
57% und 72% der Patienten einen kompletten hamatopoietischen Spender-
Empfanger-Chiméarismus, definiert auf der Basis von 100% Spenderzellen, auf. Die
meisten Patienten wiesen entweder einen andauernden kompletten Chimarismus (6
Patienten, 26%), einen kompletten nach anfanglich inkomplettem Chimarismus (8
Patienten, 35%) oder einen andauernden gemischten Chimarismus auf (4 Patienten,
17%). Andere Verlaufsformen wie z.B. ein transienter inkompletter Chimarismus
waren demgegenuber seltener.

Das mediane Gesamtuberleben betrug 875 Tage nach Transplantation und

das mit der Kaplan-Meier-Methode geschéatzte Uberleben ein bzw. 2 Jahre nach
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allogener Stammzelltransplantation 74% bzw. 55%. In einigen publizierten Analysen
zeigte sich, dass ein inkompletter hamatopoietischer Spender-Empfanger-
Chimarismus nach allogener Stammzelltransplantation mit einem erhdhten
Rezidivrisiko der Grunderkrankung assoziiert ist, wahrend andere Untersuchungen
ein vergleichbares Rezidivrisiko fur beide Gruppen oder sogar einen Prognosevorteil
fur Patienten mit gemischtem hamatopoietischem Chimarismus beschrieben haben
(Huss et al, 1996; Baron et al, 2006). In vorliegender Untersuchung fanden wir
keinen signifikanten Unterschied bezuglich dem Auftreten von Rezidiven der
Grunderkrankung oder dem Gesamtiberleben in Abhangigkeit des Chiméarismus-
Status an Tag +28.

Die in dieser Publikation dargelegten Ergebnisse bestatigen die
Beobachtungen der vorangestellten Untersuchung, dass eine Konditionierung mit
Fludarabin und Treosulfan vor allogener Stammzelltransplantation bei nahezu allen
Patienten zu einem frihen und stabilen Engraftment fihrt. Prinzipiell kénnen
verschiedene Verlaufsformen des hamatopoietischen Spender-Empfanger-
Chimarismus nach dieser Konditionierung beobachtet werden, wobei ein
andauernder kompletter oder kompletter nach initial inkomplettem Chimarismus die
haufigsten sind. An Tag +28 weist ungefahr die Halfte der Patienten noch
hamatopoietische Empfangerzellen auf, ohne dass dies einen negativen

prognostischen Einfluss hatte.

Publikation VI

Blau IW, Schmidt-Hieber M, Leschinger N, Goldner H, Knauf W, Hopfenmiller W,

Thiel E, Blau O. Engraftment kinetics and hematopoietic chimerism after reduced-
intensity conditioning with fludarabine and treosulfan before allogeneic stem cell

transplantation. Ann Hematol 2007; 86: 583-589.
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3.4. Virale Infektionen als wesentliche Komplikation nach allogener

Stammzelltransplantation (Publikationen VII-1X)

Trotz antiviraler Prophylaxe (z.B. mit Aciclovir) und praemptiver Therapie von
Cytomegalievirus (CMV)-Infektionen (z.B. mit Ganciclovir) als Standardverfahren
nach allogener Stammzelltransplantation tragen virale Infektionen und Erkrankungen
bei diesen Patienten weiter wesentlich zu Morbiditdt und Mortalitéat bei (Schmidt-
Hieber et al, 2009). Wir haben in den 3 folgenden Arbeiten bei Patienten nach
allogener Stammzelltransplantation Charakteristika viraler Erkrankungen des
Zentralen Nervensystems (ZNS) (Publikation VII), Immunrekonstitution und Kinetik
von CMV-Infektionen (Publikation VIII) sowie den prophylaktischen Einsatz von
intravendsen Immunglobulinen bei Patienten mit hohem CMV-Risiko (Publikation 1X)
untersucht. Da bei diesen Arbeiten nur ein Teil der Patienten ein Multiples Myelom
als Grunderkrankung hatte, sollten diese Beobachtungen an einem homogeneren

Kollektiv von Patienten mit Plasmazell-Dyskrasien erneut evaluiert werden.

Virale ZNS-Erkrankungen nach allogener Stammzelltransplantation (Publikation VII)
In vorliegender Arbeit haben wir 2628 Patienten, bei denen zwischen 1999
und 2009 an insgesamt 11 deutschen Einrichtungen eine allogene
Stammzelltransplantation durchgefuhrt wurde, mit dem Ziel analysiert Charakteristika
viraler ZNS-Erkrankungen und Risikofaktoren fir deren Auftreten zu bestimmen. Um
eine Unterschatzung der Inzidenz weitestgehend zu minimieren, wurden Patienten
mit viraler ZNS-Erkrankung (n=32, 1,2%) hierbei immer (wenn mdoglich) auf
Grundlage elektronischer Datenbanken des an die jeweilige Transplantationseinheit
angeschlossenen virologischen Institutes identifiziert. Die Diagnose einer viralen
ZNS-Erkrankung (das heif3t in der Regel Enzephalitis) erforderte eine positive Virus-

PCR entweder aus dem Liquor oder ZNS-Biopsiematerial und nicht anderweitig
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erklarbare neurologische Symptome. Wichtige klinische Daten von Patienten ohne
virale ZNS-Erkrankung, die als Kontrollgruppe dienten, wurden freundlicherweise
durch das Deutsche Register fur Stammzelltransplantationen (DRST, Ulm) zur
Verfiigung gestellt. Hierbei wurde die Kontrollgruppe so ausgewahlt, dass sie
zentrenspezifisch mit der Patientengruppe, die auf das Vorliegen einer viralen ZNS-
Erkrankung untersucht wurde, Gbereinstimmte. Humanes Herpesvirus-6 (HHV-6) war
das Virus, das am haufigsten eine virale ZNS-Erkrankung verursachte (28%), gefolgt
von: Epstein-Barr-Virus (EBV, 19%), Herpes-simplex-Virus (HSV, 13%), JC-Virus
(9%), Varizella-Zoster-Virus (VZV, 6%), CMV (6%) und Adenovirus (3%). Bei 16%
der Patienten wurde mehr als ein Virus im Liquor identifiziert (z.B. CMV, HHV-6 und
JC-Virus). Patienten, die eine virale ZNS-Erkrankung nach allogener
Stammzelltransplantation entwickelten, hatten im Rahmen der Transplantation
signifikant haufiger eine T-Zell-depletierende Therapie mit dem Anti-CD52-Antikdrper
Alemtuzumab (4/31 Patienten, 13% gegenuber 10/1533 Patienten der
Kontrollgruppe, 0,7%; p<0,001) oder OKT-3 (5/31 Patienten, 16% gegeniber
10/1533 Patienten der Kontrollgruppe, 0,7%; p<0,001) erhalten. Demgegenuber
hatten andere Parameter, wie z.B. Alter, Geschlecht, Spendertyp (HLA-identer
Familienspender gegenuber anderen Spendertypen), Konditionierungsprotokoll,
Stammzellquelle (Knochenmark oder peripheres Blut), Typ der GvHD-Prophylaxe
oder Einsatz einer T-Zell-unterdrickenden Therapie mit Anti-Thymozyten- oder Anti-
Lymphozyten-Globulin (ATG bzw. ALG) keinen signifikanten Einfluss auf die Inzidenz
viraler ZNS-Erkrankungen nach allogener Stammzelltransplantation.

Virale ZNS-Erkrankungen traten im Median 106 Tage nach allogener
Stammzelltransplantation auf und wurden am frihesten bei Patienten mit HHV-6-
Erkrankungen (Median Tag +62) und am spéatesten bei Patienten mit JC-Virus-

assoziierter Progressiver Multifokaler Leukenzephalopathie (PML) beobachtet. Die
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klinischen Symptome waren héaufig unspezifisch, wobei eine Anderungen des
Bewusstseinsstatus das haufigstes Symptom war (81%), gefolgt von Fieber (59%),
Krampfanféllen (34%), psychiatrischen Symptomen wie z.B. Psychosen (28%),
Paresen (25%) und Hypo- oder Dysasthesien (19%). Schnittbildverfahren wie die
Magnetresonanztomographie (MRT) oder die Computertomographie (CT) zeigten
zum Diagnosezeitpunkt bei 53% der Patienten Auffélligkeiten, die am ehesten einer
viralen ZNS-Erkrankung zuzuschreiben waren und bei 10% Abnormalitaten
vermutlich anderer Genese; 37% der Patienten wiesen einen unauffalligen MRT-
oder CT-Befund auf. Die etwas lberraschend geringe Haufigkeit von virustypischen
Veranderungen in der ZNS-Bildgebung ist mdglicherweise dadurch erklarbar, dass
nur bei einem Teil der Patienten ein MRT des ZNS durchgefuhrt wurde. Erst kirzlich
wurde beschrieben, dass Patienten mit HHV-6-Enzephalitis haufig einen
unauffalligen Befund in der kraniellen CT zeigen, die MRT aber virustypische
Verdnderungen meist erkennen lasst (Noguchi et al, 2010). Interessanterweise
wiesen 52% der Patienten eine normale Zellzahl und 54% eine normale
Proteinkonzentration im Liquor auf. Fur bakterielle ZNS-Infektionen konnten andere
Arbeitsgruppen bereits zeigen, dass Patienten mit malignen Erkrankungen haufig
deutlich niedrigere Liquorzellzahlen aufweisen als Patienten ohne maligne
Grunderkrankung (Van de Beek et al, 2004; Safdieh et al, 2008). Unsere Ergebnisse
verdeutlichen, dass bei Patienten mit Verdacht auf eine virale ZNS-Erkrankung nach
allogener Stammzelltransplantation auch dann eine Virus-PCR-Analyse des Liquors
durchgefuihrt werden sollte, wenn die Liquorzellzahl normal ist. Die PCR-Technik
weist fur die meisten Virustypen eine ausgesprochen hohe Sensitivitat und Spezifitat
auf (Schmidt-Hieber et al, 2009).

Eine Therapie mit antiviral wirksamen Substanzen (z.B. Aciclovir, Ganciclovir

oder Foscarnet) oder dem Anti-CD20-Antikorper Rituximab (bei EBV-Erkrankungen)

51



fuhrte bei 63% der Patienten zu einem signifikanten und andauernden
Therapieansprechen. Das mithilfe der Kaplan-Meier-Methode ermittelte mediane
Gesamtuberleben nach Beginn der viralen ZNS-Erkrankungen betrug in vorliegender
Analyse nur 94 Tage, und die Gesamtmortalitat war bei Patienten, die eine virale
ZNS-Erkrankung nach allogener Stammzelltransplantation entwickelten gegentber
der Kontrollgruppe signifikant erhdht (66% gegenuber 42%; p=0,011). Hierbei zeigten
sich allerdings erwahnenswerte virustypische Besonderheiten: Bei keinem der
Patienten mit HSV-Enzephalitis, jedoch bei 80% der Patienten mit Nachweis von
mehr als einem Virus im Liquor fihrte die virale ZNS-Erkrankung zum Tod. Eine
weitere interessante Beobachtung vorliegender Arbeit war, dass bei einem Patienten
mit JC-Virus-assoziierter PML durch eine antivirale Therapie mit Cidofovir eine
Symptombesserung mit mehr als 3 Jahre andauerndem Uberleben erzielt werden
konnte. Die PML ist Ublicherweise eine rasch progrediente virale ZNS-Erkrankung,
die meist innerhalb weniger Monate nach Diagnosestellung zum Tod fihrt (Kharfan-
Dabaja et al, 2007).

Die in dieser Publikation zusammengefassten Untersuchungsergebnisse
zeigen, dass virale ZNS-Erkrankungen mit einer Inzidenz von etwa 1,2% eine seltene
Komplikation nach allogener Stammzelltransplantation sind. Die Prognose dieser
Patienten ist insgesamt ungunstig, jedoch sollte stets eine zeitnahe und adéquate
Diagnostik und gegebenenfalls Therapie angestrebt werden, da in einzelnen

Subgruppen ein gunstiger Verlauf erzielt werden kann.

Publikation VII

Schmidt-Hieber M, Schwender J, Heinz WJ, Zabelina T, Kihl JS, Mousset S,

Schittrumpf S, Junghanss C, Silling G, Basara N, Neuburger S, Thiel E, Blau IW.

Viral encephalitis after allogeneic stem cell transplantation: a rare complication with

52



distinct characteristics of different causative agents. Haematologica 2011; 96: 142-

149.

Immunrekonstitution und CMV-Infektionen nach allogener Stammzelltransplantation
(Publikation VIII)

Das Risiko fir CMV-Erkrankungen (das heif3t Infizierung von Organsystemen
wie z.B. der Lunge oder dem Darm) konnte in den letzten Jahren wesentlich durch
den Einsatz von CMV-negativen Blutprodukten und der prdemptiven Therapie von
CMV-Infektionen (das heil3t CMV-Antigendmien ohne Organbefall) deutlich reduziert
werden. Die Implementierung dieser MalRnahmen in klinische Routinealgorithmen
nach allogener Stammzelltransplantation fiihrte dazu, dass die Inzidenz von CMV-
Erkrankungen, die mit einer hohen Letalitat einhergehen, von ca. 20-30% in den
frihen 90er-Jahren auf weniger als 5% reduziert werden konnte (Boeckh et al, 2003).
Trotz dieser Fortschritte lassen neuere Untersuchungen eine relative Zunahme von
spaten CMV-Erkrankungen vermuten (Boeckh et al, 2003; Bjorklund et al, 2007,
Ozdemir et al, 2007). Eigene, bisher nicht publizierte, Beobachtungen lassen
zusatzlich annehmen, dass die CMV-Seropositivitat des Empfangers, als einem
wesentlichen Risikofaktor fir CMV-Infektionen und -Erkrankungen, weiter einen
prognostisch ungunstigen Einfluss auf das Gesamtuberleben nach allogener
Stammzelltransplantation hat.

In vorliegender Arbeit haben wir bei 89 Patienten die Kinetik von CMV-
Infektionen und der Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltransplantation
untersucht. Die meisten Patienten (67%) erhielten eine intensitatsreduzierte
Konditionierung auf Fludarabin-Basis, 19% eine konventionelle Konditionierung mit
Cyclophosphamid in Kombination mit Busulfan oder Ganzkoérperbestrahlung und

14% andere Konditionierungsprotokolle. Bei 42% der Patienten wurde mindestens
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eine CMV-Infektions-Episode diagnostiziert, wobei bestatigte oder wahrscheinliche
CMV-Erkrankungen mit 6% erwartungsgemalf selten waren. Die kumulative Inzidenz
von CMV-Infektionen unter Bertcksichtigung von Todesféllen als konkurrierendem
Risikofaktor wurde mit der Fine-Gray-Methode berechnet und betrug 40% ein Jahr
nach allogener Stammzelltransplantation. Der Einsatz einer in vivo T-Zell-Depletion
mit dem Anti-CD52-Antikdrper Alemtuzumab sowie die Konstellation des CMV-
Serostatus von Spender und Empféanger waren signifikante Risikofaktoren fir das
Auftreten einer CMV-Infektion in einer univariaten Coxregressionsanalyse. Hierbei
war das Risiko fur CMV-Infektionen bei CMV-seropositiven Empfangern mit CMV-
seronegativen Spendern am ausgepragtesten erhoht (Hazard-Rate 7,5 gegenuber
CMV-seronegativen Empfangern mit CMV-seronegativen Spendern), nachgefolgt
von CMV-seronegativen Empfangern mit CMV-seropositiven Spendern (Hazard-Rate
5,1) und CMV-seropositiven Empfanger mit CMV-seropositiven Spendern (Hazard-
Rate 4,3). Patienten nach in vivo T-Zell-Depletion mit Alemtuzumab wiesen
gegenuber Patienten, die eine solche Therapie nicht erhielten, ebenfalls ein
signifikant erhohtes CMV-Infektionsrisiko auf (Hazard-Rate 4,8). Demgegenuber
erhohte eine T-Zell-Depletion mit ATG das CMV-Infektionsrisiko nur geringgradig
(Hazard-Rate 1,4). Andere Parameter, wie z.B. das Geschlecht des Empfangers,
Alter, Spendertyp (HLA-identer Familienspender gegeniiber anderen Spendertypen),
Konditionierung oder der Einsatz von Mycophenolat Mofetil (MMF) im Rahmen der
GvHD-Prophylaxe hatten keinen signifikanten Einfluss auf das CMV-Infektionsrisiko.
In einer multivariaten Coxregressionsanalyse hatte der Einsatz einer in vivo T-Zell-
Depletion mit Alemtuzumab den starksten Einfluss auf das CMV-Infektionsrisiko
(Hazard-Rate 4,8), gefolgt von der CMV-Seropositivitat des Empfangers (Hazard-
Rate 2,7).

Des Weiteren untersuchten wir in vorliegender Publikation die Rekonstitution
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von CD4" und CD8" T-Zellen (einschlieBlich CMV-spezifischer CD8" T-Zellen), NK-
Zellen und der Serum-lgG-Konzentration sowie deren Abhangigkeit von
Transplantationsparametern (z.B. in vivo T-Zell-Depletion) und Einfluss auf das
CMV-Infektionsrisiko. Die mediane Anzahl zirkulierender CD4" T-Zellen stieg von
104/uL an Tag +30 im Verlauf nach Transplantation langsam an, lag jedoch an Tag
+360 noch unterhalb dem Normalwert. Demgegeniiber zeigte die mediane CD8" T-
Zellanzahl einen rascheren Anstieg und befand sich bereits ab Tag +120 im
Normalbereich. Die mediane NK-Zellanzahl war an Tag +30 mit 203/ul bereits leicht
Uber dem unteren Normalwert, fiel dann voribergehend erneut ab und befand sich
ab Tag +210 wieder im Normalbereich. Die mediane Serum-lgG-Konzentration war
zu jedem untersuchten Zeitpunkt im Normbereich. Diese Rekonstitutionskinetiken
verschiedener Immunparameter bestatigen weitestgehend bereits publizierte
Beobachtungen nach allogener Transplantation peripherer Blutstammzellen (Storek
et al, 2001). Interessanterweise beobachteten wir jedoch weiterhin, dass eine in vivo
T-Zell-Depletion mit Alemtuzumab bzw. ATG nicht nur, wie oben dargelegt, einen
differentiellen Einfluss auf das CMV-Infektionsrisiko hatte, sondern auch auf die
Rekonstitutionskinetiken von CD4" und CD8" T-Zellen: Eine T-Zell-Deletion mit ATG
verzogerte signifikant die CD4", aber nicht die CD8" T-Zellrekonstitution, wahrend
eine T-Zell-Depletion mit Alemtuzumab sowohl die CD4" als auch die CD8" T-
Zellrekonstitution protrahierte. In  Zusammenschau lassen diese Ergebnisse
vermuten, dass insbesondere eine verzégerte Rekonstitution von CD8" T-Zellen zu
einem erhohten CMV-Infektionsrisiko fuhrt. Andere Faktoren, wie z.B. Alter,
Spendertyp oder der Einsatz von MMF im Rahmen der GvHD-Prophylaxe hatten
keinen signifikanten Einfluss auf die Rekonstitutionskinetiken der untersuchten
Immunparameter.

Wir untersuchten weiterhin, ob die Anzahl von CD4" und CD8" T-Zellen, NK-
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Zellen oder die Serum-lgG-Konzentration an Tag +30 oder Tag +60 mit einem
erhohten Risiko fur CMV-Infektionen einherging. Hierzu erfolgte eine
Dichotomisierung der Patientengruppe anhand der Medianwerte genannter
Immunparameter. Die Assoziation mit dem CMV-Infektionsrisiko wurde sowohl
deskriptiv mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests als auch anhand eines statistischen
Modells mit Bertcksichtigung des jeweiligen Immunparameters als zeitabhéngiger
Kovariable ermittelt. Beide statistischen Verfahren ergaben, dass ausschliel3lich eine
erniedrigte NK-Zellanzahl an Tag +60 mit einem erhohten CMV-Infektionsrisiko
assoziiert war. Diese Beobachtung lasst vermuten, dass neben T- auch NK-Zellen an
der (mdoglicherweise insbesondere spaten) CMV-Abwehr nach allogener
Stammzelltransplantation beteiligt sind. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese
konnten andere Arbeitsgruppen zeigen, dass NK-Zellen die CMV-Replikation
inhibieren kénnen und das Patienten mit einem schweren Immundefizienzsyndrom
(,Severe Combined Immunodeficiency, SCID*) auch bei Vorliegen eines TB*NK'-
Phanotyps, das heil3t ohne funktionierende T-Zell-Abwehr, CMV kontrollieren kénnen
(Iversen et al, 2005; Kuijpers et al, 2008). Bei vorliegender Analyse waren jedoch
weder die CD4" noch CD8" T-Zellanzahl an Tag +30 oder Tag +60 signifikant mit
dem CMV-Infektionsrisiko assoziiert, obwohl, wie oben ausfiuhrlich dargelegt, unsere
Daten die Vermutung zulassen, dass eine verzogerte CD8" T-Zellrekonstitution nach
Alemtuzumab-Applikation  fir das  erhohte  CMV-Infektionsrisiko  dieser
Patientengruppe verantwortlich sein koénnte. Erwahnenswert ist in diesem
Zusammenhang jedoch die Tatsache, dass Alemtuzumab nicht nur mit einem
erhéhten CMV-Infektionsrisiko einherging, sondern auch mit einem friheren Beginn
von CMV-Infektionen nach Transplantation im Vergleich zu Patienten, die diese
Therapie nicht erhielten. Somit ist es prinzipiell vorstellbar, dass vor allem die sehr

frihe (das heiRRt vor Tag +30) CD8" T-Zell-Rekonstitution fiir die CMV-Abwehr wichtig
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ist. Diese Hypothese sollte an einem gréReren Patientenkollektiv Uberprift werden.

Bei einigen Patienten wurden zusétzlich zirkulierende CMV-spezifische (pp65-
Antigen) CD8" T-Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten mit einem
antigenspezifischen, durchflusszytometrischen Versuchsansatz gemessen. An Tag
+30 konnten CMV-spezifische CD8" T-Zellen bei 57% der Patienten mit einem CMV-
seropositivem Spender erfasst werden, jedoch bei keinem der Patienten mit CMV-
seronegativem Spender (p=0,01). Diese Untersuchungsergebnisse kdnnten erkléren,
dass in unserer und anderen publizierten Analysen das CMV-Infektionsrisiko bei
CMV-seropositiven Patienten niedriger ist, wenn der Spender ebenfalls CMV-
seropositiv und nicht -seronegativ ist.

Die in dieser Publikation zusammengefassten Beobachtungen verdeutlichen,
dass ATG und Alemtuzumab im Rahmen der in vivo T-Zell-Depletion sowohl das
CMV-Infektionsrisiko als auch die Kinetik der CD4" und CD8" T-Zellrekonstitution
differentiell beeinflussen. Da Patienten nach in vivo T-Zell-Depletion mit
Alemtuzumab ein aulRergewohnlich hohes CMV-Infektionsrisiko aufweisen, sollte
insbesondere diese Patientengruppe beziglich CMV engmaschig nach allogener

Stammzelltransplantation Gberwacht werden.

Publikation VIII

Schmidt-Hieber M, Schwarck S, Stroux A, Ganepola S, Reinke P, Thiel E, Uharek L,

Blau IW. Immune reconstitution and cytomegalovirus infection after allogeneic stem
cell transplantation: the important impact of in vivo T cell depletion. Int J Hematol

2010; 91: 877-885.
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Prophylaktische Immunglobuline bei Patienten mit hohem CMV-Risiko nach
allogener Stammzelltransplantation (Publikation IX)

Eine 2001 veroffentliche Erhebung der EBMT-Gruppe beschrieb, dass 55%
von 45 europaischen Transplantationszentren in der klinischen Routine
prophylaktisch intravenése Immunglobuline nach allogener Knochenmark- oder
Stammzelltransplantation applizieren (Akhan et al, 2001). Diese Vorgehensweise
beruht am ehesten darauf, dass einige, jedoch meist altere Arbeiten, zeigten, dass
prophylaktische intraventése Immunglobuline das Infektions- und das GvHD-Risiko
nach allogener Stammzelltransplantation reduzieren und ein vergleichsweise
gunstiges Toxizitatsprofil aufweisen (Sullivan et al, 1990). Auf dieser Grundlage
wurden intravendse Immunglobuline zur Prophylaxe von Infektionen und GvHD
innerhalb der ersten 90 Tage nach allogener Stammzelltransplantation zugelassen.
Jedoch haben sich viele Standards nach allogener Stammzelltransplantation in den
letzten Jahren wesentlich geéndert, so dass es nahelag die Wertigkeit einer
prophylaktischen Immunglobingabe bei diesen Patienten erneut zu hinterfragen.
Entscheidend ist in diesem Zusammenhang, dass das Risiko von CMV-Erkrankung,
einer im Vordergrund stehenden, haufig letalen, Komplikation in den Anfangen der
allogenen Stammzelltransplantation, unter anderem durch die prdemptive Therapie
von CMV-Infektionen deutlich reduziert werden konnte (Boeckh et al, 2003).
Intravendse Immunglobuline sind aul3erdem mit aufRergewohnlich hohen Kosten
behaftet und konnen als schwere Nebenwirkung ein SOS und eine verzdgerte
Immunrekonstitution induzieren (Sullivan et al, 1996; Cordonnier et al, 2003). Eine
2003 publizierte randomisierte, doppelblinde, plazebokontrollierte Studie zeigte eine
vergleichbare Inzidenz von Infektionen, GvHD und transplantations-assoziierter
Mortalitdt, jedoch ein erhdohtes SOS-Risiko bei Patienten, die nach allogener

Stammzelltransplantation prophylaktisch intravenése Immunglobuline erhielten im

58



Vergleich zu Patienten, denen Plazebo verabreicht wurde (Cordonnier et al, 2003).

Wir haben in vorliegender Publikation untersucht, ob prophylaktische
intravendse Immunglobuline in hoher Dosierung, selektiv in Phasen ausgepragter
Immunsuppression appliziert, das CMV-Infektions- und -Erkrankungsrisiko im
Vergleich zu einer sequentiell evaluierten Kontrollkohorte senken kdnnen. Weitere
wichtige Untersuchungsziele waren die Erfassung von akuter und chronischer GvHD,
transplantations-assoziierter Mortalitdt, Gesamttberleben und Toxizitat. Patienten
der Interventionsgruppe erhielten intravenése Immunglobuline (500 mg/kg
Korpergewicht alle 2 Wochen), wenn mindestens eines der folgenden, monatlich
evaluierten, Kriterien erfullt war: 1. Serum-lgG-Konzentration <4 g/L. 2. NK-Zell-
anzahl <100/uL. 3. CD4" T-Zellanzahl <100/uL. 4. Akute (Grad II-1V) oder chronische
(extensive) GvHD. Der Algorithmus wurde an Tag +30 nach allogener
Stammzelltransplantation begonnen und spatestens 1 Jahr nach Transplantation
beendet. Insgesamt wurden 44 Patienten in die Interventionsgruppe und 35
Patienten in die Kontrollgruppe aufgenommen.

Die kumulative Inzidenz von CMV-Infektionen unterschied sich nicht signifikant
zwischen Interventions- und Kontrollgruppe (43% und 31%). Weiterhin waren die mit
der Kaplan-Meier-Methode bestimmte ,Zeit bis zur ersten CMV-Infektion* (44% und
36% nach einem Jahr) sowie die durchschnittliche kumulative Inzidenz von CMV-
Infektionsepisoden (1,7 und 1,5) in beiden Kohorten vergleichbar. Nachgewiesene
oder wahrscheinliche CMV-Erkrankungen traten in beiden Gruppen mit 5% und 9%
selten auf. Es bestand kein signifikanter Unterschied bezuglich der kumulativen
Inzidenz von akuter oder chronischer GvHD, transplantations-assoziierter Mortalitat
und Gesamtiberleben. Immunglobulin-assoziierte Nebenwirkungen, wie z.B.
Exanthem, Fieber oder Schittelfrost traten bei 4 Patienten (9%) der

Interventionsgruppe auf (CTC Grad 1-2) und fuhrten zu einer vorzeitigen Beendigung
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des Algorithmus. Ein Patient (2%) der Interventionsgruppe entwickelte ein SOS (CTC
Grad 0-1), jedoch trat dieses vor der ersten Immunglobulingabe auf und war nach
Therapie mit Defibrotide rasch riicklaufig.

Die vorliegende Analyse zeigt, dass Immunglobuline, auch wenn sie in hoher
Dosierung selektiv in Phasen ausgepragter Immunsuppression oder GvHD
verabreicht werden, das CMV-Infektionsrisiko und die transplantations-assoziierte
Mortalitdt bei Patienten nach allogener Stammezelltransplantation nicht signifikant
senken. Diese Beobachtung stutzt die in den letzten Jahren zunehmend verbreitete
Annahme, dass intravenése Immunglobuline nicht prophylaktisch in der Kklinischen

Routine nach allogener Stammzelltransplantation appliziert werden sollten.

Publikation IX

Schmidt-Hieber M, Schwarck S, Stroux A, Thiel E, Ganepola S, Uharek L, Blau IW.

Prophylactic i.v. Igs in patients with a high risk for CMV after allo-SCT. Bone Marrow

Transplant 2009; 44: 185-192.
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4. Diskussion und Zusammenfassunq

Die zur Pathogenese von  Plasmazell-Dyskrasien  dargestellten
Untersuchungsergebnisse (bisher unveréffentlichte Daten sowie Publikationen | und
II) beschreiben zytogenetische Veranderungen in hochaufgereinigten aberranten
Plasmazellen sowie Distribution und Homing verschiedener Zell-Kompartimente im
Knochenmark und peripheren Blut.

Publizierte Untersuchungen zum sequentiellen Auftreten verschiedener
chromosomaler Aberration im Krankheitsverlauf von Plasmazell-Dyskrasien sind
vorwiegend an unselektionierten Knochenmark-Proben oder CD138" Mikrobead-
gesorteten Plasmazellen durchgefiihrt worden (Fonseca et al, 2004). Trotz der
Tatsache, dass an CD138" Mikrobead-gesorteten Plasmazellen im Vergleich zu
unselektioniertem Knochenmark signifikant mehr chromosomale Aberration erfasst
werden konnen, besitzt auch diese Technik als wesentliche Limitation die
unzureichende Unterscheidung von klonalen und nicht-klonalen Plasmazellen und
erlaubt deshalb keine verlasslichen Rickschlisse beziglich sequentiellem Auftreten
verschiedener zytogenetischer Veranderungen bei Plasmazell-Dyskrasien.

Unsere Interphase-FISH-Untersuchungen an aberranten Plasmazellen, die
mithilfe eines Zellsorters hinsichtlich ihres Immunphanotyps mit hoher Reinheit
(Median 298%) aufgetrennt wurden, zeigen, dass bei einem wesentlichen Anteil der
Patienten mit Multiplem Myelom oder MGUS sowohl aberrante Plasmazellen mit
IGH-Translokationen oder del(13g14) als auch solche ohne diese chromosomalen
Veréanderungen nachweisbar sind. Diese Beobachtungen lassen annehmen, dass
IGH-Translokationen und die del(13g14) haufig im Tumorstammklon noch abwesend
sind. Insbesondere IGH-Translokationen  galten  bisher als initiale,
krankheitsdeterminierende genetische Verdnderungen, die in nahezu allen
Plasmazellsubklonen vorhanden sind (Chng et al, 2007). Kuirzlich publizierte
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Beobachtung lassen vermuten, dass sich bei vielen - oder méglicherweise nahezu
allen - gesunden Individuen zirkulierende, monoklonale, CLL-a&hnliche B-Zellen
finden, wobei chromosomale Verdanderungen, wie z.B. die Trisomie 12 oder del(13q),
typischerweise erst bei hoheren prozentualen Anteilen dieser Zellen zu finden sind
(Nieto et al, 2009; Almeida et al, 2011). Chronische Immunstimulation kénnte dazu
fihren, dass es bei einigen Individuen zu einem Ubergang in eine manifeste CLL
kommt (Almeida et al, 2011). In Analogie hierzu lassen unsere Untersuchungen bei
Plasmazell-Dyskrasien vermuten, dass mdglicherweise sowohl Multiples Myelom als
auch MGUS aus klonalen Plasmazellen ohne genetische Veranderungen entstehen
konnen, wobei IGH-Translokationen und/oder eine del(13g14) erst im
Krankheitsverlauf akquiriert werden. Vorstellbar ist, dass klonale Plasmazellen ohne
genetische Veranderungen in niedriger Frequenz bei einem signifikanten Anteil
gesunder Individuen zu finden sind und bisher undefinierte Faktoren den Ubergang
in ein Multiples Myelom oder MGUS triggern.

Neben zytogenetischen Veradnderungen spielt auch das Expressionsmuster
von Molekulen auf der Oberflache klonaler Plasmazellen, wie z.B. CD117 (c-Kit) oder
CXCR4, in der Pathogenese von Plasmazell-Dyskrasien eine entscheidende Rolle
und beeinflusst sowohl die Distribution und Ausreifung als auch das Homing
verschiedener knochenmarkstandiger und zirkulierender Zell-Kompartimente.
Interessanterweise ist die Expression von CD117 durch klonale Plasmazellen mit
einem gunstigen Krankheitsverlauf bei Patienten mit Multiplem Myelom assoziiert,
obwohl bei anderen hamatologischen Erkrankungen, wie z.B. GIST oder der
Mastozytose, c-Kit in die maligne Transformation involviert ist (Orfao et al, 2007;
Mateo et al, 2008; Baumgartner et al, 2009). In vorliegender Untersuchung zeigten
Patienten mit Multiplem Myelom und CD117" gegeniber CD117  klonalen

Plasmazellen eine deutlich alterierte Distribution lymphatischer und myeloischer Zell-
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Kompartimente im  Knochenmark  sowie eine  signifikant  erniedrigte
Neutrophilenanzahl im peripheren Blut. Die hierbei beobachtete Akkumulation
CD117" myeloischer Progenitorzellen im Knochenmark bei verminderter Freisetzung
reifer neutrophiler Granulozyten in die Blutzirkulation kdénnte sowohl auf einen
erhohten Verbrauch des Stammzellfaktors (CD117-Ligand) als auch auf ein
verandertes Homing verschiedener Zell-Kompartimente bei Patienten mit Multiplem
Myelom und CD117" klonalen Plasmazellen hindeuten. Ebenso wie bei Patienten mit
Multiplem Myelom war auch bei Patienten mit MGUS die Expression von CD117
durch klonale Plasmazellen mit signifikant erhohten prozentualen Anteilen CD38" B-
Lymphozyten sowie CD117" myeloischer Progenitorzellen im Knochenmark
assoziiert, die Anzahl zirkulierender neutrophiler Granulozyten jedoch erhdht.
Zusammengenommen lassen unsere Untersuchungsergebnisse annehmen, dass die
Expression von CD117 durch klonale Plasmazellen bei verschiedenen Plasmazell-
Dyskrasien eher die Funktion eines Ankermolekils besitzt, welches bewirken kénnte,
dass CD117" gegeniiber CD117 klonalen Plasmazellen im Organismus weniger
streuen.

Die in Publikation Il geschilderten Beobachtungen verdeutlichen, dass neben
der Expression von CD117 auch der CXCL12-CXCR4-Achse eine entscheidende
Rolle in der Regulation des Homings klonaler Plasmazellen zukommt. Hierbei kann
angenommen werden, dass klonale Plasmazellen vom MGUS UUber das
asymptomatische Multiple Myelom bis zum manifesten Multiplen Myelom sich
potentiell Uberlappende Nischen im Knochenmark-Mikromilieu okkupieren und
andere CXCL12-CXCR4-regulierte Zell-Kompartimente, die wesentlich zur
Knochenmark-Homd@ostase beitragen, verdrangen. Diese Hypothese wird unter
anderem durch die Ergebnisse eines neuen ex-vivo Migrations-Assays unterstutzt,

der zeigte, dass bei Patienten mit asymptomatischem Multiplem Myelom oder MGUS
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andere CXCL12-CXCR4-regulierte Zell-Kompartimente (z.B. normale Plasmazellen
oder hamatopoietische Stammzellen) die Migration klonaler Plasmazellen in
Richtung ansteigender SDF-1 Konzentrationen aufheben konnten, wahrend dies fir
Patienten mit manifestem Multiplem Myelom nicht zutraf.

Die Publikationen IlI-IX beschéaftigen sich mit neuen Therapiemdglichkeiten
des Multiplen Myeloms und therapiebedingten, insbesondere Virusinfektionen
betreffenden, Komplikationen nach allogener Stammzelltransplantation.

Der neue AKT-Inhibitor Perifosin und der Proteasomen-Inhibitor Bortezomib
induzierten - im Gegensatz zu der immunmodulatorischen Substanz Lenalidomid - in
vitro Zytotoxizitat bei Zelllinien verschiedener hamatologischer Neoplasien, wie z.B.
dem Multiplen Myelom (Publikation IIl). Perifosin und Bortezomib zeigten hierbei
vorwiegend additive oder synergistische Effekte und sollten deshalb als Kombination
in der Multiplen Myelom-Therapie innerhalb klinischer Studien weiter evaluiert
werden. Perifosin, das mit der zellularen Plasmamembran interagiert und den
zellularen Lipidstoffwechsel beeinflusst, fuhrte im Gegensatz zu Bortezomib und
Lenalidomid konzentrationsabhangig zu einem signifikanten Anstieg von IMI*
Kulturzellen im XE-5000 System. Diese Beobachtung verdeutlicht, dass die IMI-
Technik, die urspringlich unter anderem zur Detektion zirkulierender
Progenitorzellen entwickelt wurde, auch geeignet sein konnte, zytotoxische
Vorgéange an Kulturzellen zu erfassen.

Tierexperimentelle Daten zeigten, dass Perifosin - im Gegensatz zu der haufig
dosislimitierenden  Myelosuppression klassischer Chemotherapeutika - die
Myelopoiese stimuliert (Catley et al, 2007). Wir untersuchten den Einfluss sowohl von
Perifosin als auch von Lenalidomid, Bortezomib und Adriamycin, die bereits einen
festen Stellenwert in der klinischen Routinetherapie des Multiplen Myeloms besitzen,

gegenuber hdmatopoietischen Progenitorzellen gesunder Spender (Publikation 1V).
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Perifosin hemmte ebenso wie Bortezomib und Lenalidomid das klonogene Potential
hamatopoietischer Progenitorzellen gesunder Spender und besitzt deshalb
vermutlich  keine  Wirksamkeit zur Verhinderung oder Verkirzung von
Neutropeniephasen nach intensiver Chemotherapie. Alle untersuchten Substanzen
zeigten in verschiedenen Assays (z.B. Caspase-Assays, Ki-67-Farbungen) auch bei
hohen Substanzkonzentrationen nur geringe oder moderate Zytotoxizitat gegeniber
CD34" aufgereinigten Progenitorzellen, so dass angenommen werden kann, dass
eine Apherese zur Gewinnung funktionell normaler Stammzellen und die
nachfolgende Hochdosischemotherapie bei Patienten mit Multiplem Myelom auch
nach Einsatz dieser neuen Substanzen durchgefuhrt werden kann.

Die Publikationen V und VI zeigen, dass eine intensitatsreduzierte
Konditionierung mit Fludarabin und Treosulfan vor allogener
Stammzelltransplantation bei Patienten mit Multiplem Myelom meist sowohl zu einem
zeitgerechten und stabilen Neutrophilen- und Thrombozytenengraftment als auch
einem kompletten h&matopoietischen Spender-Empfanger-Chimarismus fuhrt. Die
vergleichsweise niedrige transplantations-assoziierte Mortalitéat (10% an Tag +100)
sowie das gunstige Gesamtiiberleben von 58% 2 Jahre nach Transplantation lassen
vermuten, dass dieses Verfahren bei vielfach vorbehandelten Patienten mit
Multiplem Myelom, die sich nicht fur eine konventionelle Konditionierung eignen, eine
sinnvolle Therapieoption darstellt und in klinischen Studien weiter gepruft werden
sollte.

Virale Infektionen sind eine wesentliche Komplikation nach allogener
Stammzelltransplantation und, insofern sie das ZNS betreffen, mit einer insgesamt
schlechten Prognose assoziiert. Eine zeitnahe und adaquate Diagnostik und
gegebenenfalls antivirale Therapie sollte jedoch bei Verdacht auf eine virale ZNS-

Erkrankung nach allogener Stammzelltransplantation stets angestrebt werden, da in
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einzelnen Subgruppen ein gunstiger Verlauf erzielt werden kann. Eine in vivo T-Zell-
Depletion mit Alemtuzumab supprimiert sowohl die CD4" als auch CD8" T-Zell-
Rekonstitution nach allogener Stammezelltransplantation und ist mit einem
aulBergewohnlich hohen CMV-Infektionsrisiko vergesellschaftet. Insbesondere
Patienten nach Alemtuzumab-basierter T-Zell-Depletion sollten deshalb engmaschig
hinsichtlich CMV-Infektionen und -Erkrankungen untersucht werden. Prophylaktische
Immunglobuline fiihren nach allogener Stammezelltransplantation auch dann zu
keiner Reduzierung von CMV-Infektionen oder transplantations-assoziierter
Mortalitdt, wenn sie in hoher Dosierung selektiv in Phasen ausgepragter

Immunsuppression appliziert werden.
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