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1 Einleitung

1.1 Multiples Myelom

1.1.1 Definition

Zur Gruppe der niedrigmalignen Non-Hodgkin-Lymphogehorend handelt es sich beim
Multiplen Myelom (MM) um eine neoplastische Protddon eines Klons plasmazellular
differenzierter B-Lymphozyten. Die Infiltration ddénochenmarks erfolgt dabei entweder
diffus oder multilokular (Kyle et al. 2003). Mit Amahme des asekretorischen MM (ca. 1 %)
werden komplette monoklonale Immunglobuline prodtz{meist vom Typ IgG oder IgA)
oder nur deren Leichtketten Kappa und Lambda (Bdonoes-Typ), welche im Serum und /
oder Urin nachweisbar sind (Matzdorff und Fritz€®20

Erstmals 1873 wurde dieses Krankheitshild als Mlds Myelom von dem Arzt Rustizky
beschrieben (Saltykow 1903). Wéahrend man im angéoianischen Sprachraum anhand der
Anzahl der Tumorherde zwischen der solitdren (@ssaroder extraskelettaren)
Erscheinungsform und der disseminierten Plasmakediekung differenziert, wurden im
Deutschen die Begriffe Plasmozytom und Multipleseldyn zum Teil synonym verwendet
(Matzdorff und Fritze 2009). Gerade im Hinblick adie unterschiedlichen Prognosen hat
sich jedoch die angloamerikanische Nomenklatur gediénd durchgesetzt. So haben
Patienten mit einem solitdren Plasmozytom eine t&hattlere Lebenserwartung von etwa
10 Jahren (Di Micco und Di Micco 2005), wahrend Hebenserwartung von Patienten mit
MM stadienabhangig nur 29 bis 62 Monate im Mediatrdygt (Greipp et al. 2005).

2 - 4 % der Multiplen Myelome prasentieren sichemdals Plasmazellenleukamie, welche
sowohl primér entstehen kann (pPCL) als auch inlavérdes immer wieder progredienten
Myeloms (sekundare Plasmazellenleukamie, sPCL).nKe&iohnend fir diese aggressive
Variante sind > 20 % Plasmazellen im Differentiatblld und / oder > 2x Plasmazellen
im peripheren Blut (Jimenez-Zepeda und Dominguertikzz 2009) sowie eine insgesamt
schlechtere Prognose mit einer durchschnittlich&erlgébenszeit von nur 1,3 Monaten bei
sPCL bzw. 11,1 Monaten bei pPCL (Tiedemann etGi32.

Abzugrenzen vom MM sind Krankheiten mit ebenfallgf@ligem M-Gradienten in der
Serumelektrophorese; insbesondere die Monoklonaenrtopathie unklarer Signifikanz
(MGUS) und das Smoldering multiple Myeloma (SMM).bek auch der Morbus



Waldenstrom, die Leichtketten-Amyloidose oder dieichtketten-Ablagerungs-Krankheit
gehoren dazu (Leung und Rajkumar 2007).

Die MGUS st eine pramaligne Plasmazellprolifenasistbrung assoziiert mit einem
lebenslangen Risiko der Konvertierung in ein Muéigp Myelom (1 % pro Jahr). Die
Betroffenen weisen jedoch neben der monoklonalentikdmperproduktion keine
Endorganschaden auf und es finden sich charaksehstweise < 10 % Plasmazellen im
Knochenmark sowie < 30 g/l M-Protein im Serum (Kyfled Rajkumar 2007).

Das Smoldering Myeloma (asymptomatisches Myelompégen ist gekennzeichnet durch
einen Serumspiegel von 30 g/l des monoklonalen Proteins und/oder > 10 9pisthe
Plasmazellen im Knochenmark, zeigt jedoch diesdeziigeine Progredienz und es liegen
wie bei MGUS keine myelomtypischen klinischen Zeielvor (Kyle und Rajkumar 2007).

1.1.2 Epidemiologie und Atiologie

Die Inzidenz des Multiplen Myeloms betragt in Mitteropa altersadjustiert 4/100.000/Jahr
und steigt im Alter stark an. Damit gehort es issget zwar zu den eher selteneren
Erkrankungen, es ist jedoch das haufigste primérKarmachen lokalisierte Tumorleiden.
Dahlin gibt die Haufigkeit mit 47 % der primaren Knochelignome an (Dahlin 1978). Das
solitare Myelom ist mit einer Haufigkeit von < 5 %esentlich seltener als die multiple
Manifestationsform, es geht jedoch innerhalb vonJafren in tber 90 % der Falle in ein
solches uber (Einsele 2004). Bevorzugtes Manifiesisdlter des Multiplen Myeloms ist die
6. und 7. Lebensdekade, eine Erkrankung vor denetensjahr tritt in weniger als 2 % der
Falle auf (Hosten und Liebig 2007). Unterschiede ldeidenz ergeben sich hinsichtlich des
Geschlechts und der geographischen Verteilung.rid@ari&ken Manner haufiger als Frauen
und in Nordamerika ist die schwarze Bevdlkerungsgeuannahernd doppelt so oft betroffen
wie die weil3e. In Asien hingegen finden sich wdsdnniedrigere MM-Raten (Alexander et
al. 2007).

Bisher bleibt die Frage zur Entstehung des Multipyeloms weitgehend ungeklart.
Uberwiegend ist man auf Vermutungen angewiesensaliohl genetische Faktoren als auch
Umwelteinflisse umfassen. Am besten ist wohl digat®¢&nexposition belegt mit ihrem
potenziell karzinogenen Einfluss auf die DNAchimaru und Mabuchi fanden bei
Atombomben-Uberlebenden von Hiroshima und Nagasaiki signifikant vermehrtes

Auftreten von MM nach einer langen Latenzperiodeortslitatsuntersuchungen bei



Radiologen und Radiurhrenziffernblai-Malern lieferten weitere Informationen tber

erhohtes MMRisiko unter Strahlenbelastur(lchimaru undMabuchi 1991. Eine Haufung
zeigte sich auch bei Landwirten (Viehzucht und iResterwendung)(Pearceet al. 1986)
sowie bei Kontakt mit Asbest und Petroleu(Kagan et al. 1979Linet et al. 1987).

Desweiteren scheint eine genetische Pradispositdmnden zu se (Shoenfelcet al. 1982).

1.1.3 Pathogenese

Fur das Miltiple Myelom lasst siclein pathogenetisches Modédliehe Abbildun (Abb.) 1)
postulieren, wonach ausgehend von einer normalasnfzell durch die schrittweis
Zunahme molekularer Veradnderungen die Entwickluvon MGUS und nachfolgende
Progresion zum MM stattfindet. Stehen die Myelomzellen Beginn noc in enger
Assoziation mit derkKnochenmarksromazellen, kann irweiterer Folge das Myelomz-
wachstum auch stromaunabhangig und somit extrandedeifolgen.Im letzten Schritt is

sogar die in vitrdkultivierung von Myelomzelle moglich.

Normal Extra-
Plasma

cell

medullary Myeloma

Myeloma

Cell Line

t(4;14) FGFR3
t(11;14) cyclin D1
other 14932 tx

KARYOTYPIC
INSTABILITY

13q abnormality
N, K — ras mutation P53 mutation

Abb. 1: Genetisches Modell deMyelomgenese nachallek et al. (Hallek et al.1998)



Nach Hallek, Bergsagelund Andersonwird dieser Prozess unterteilt in Immortalisierung,

Etablierung und Entkopplung (Hallek et al. 1998).

Immortalisierung

Die wohl wichtigste und friihzeitig genetische Lasim vielen B-Zell-Neoplasien ist die
Dysregulation eines Onkogens als Folge seiner iBostung in den Einflussbereich eines
oder mehrerer Ig-Enhancer (Hallek et al. 1998)wegsen bereits die Plasmazellklone von
ungefdhr 50 % der Patienten mit MGUS priméare Tia@dionen im Bereich des Ig-
Schwerkettenlokus 14932 auf (Rafael Fonseca et 2004). Bezuglich der
Partnerchromosomen sind diese Translokationen g&farheterogen, bevorzugt beteiligt sind
jedoch die Regionen 11913 (BCL-1, Cyclin D1) und 8@ (FGFR3) (Hallek et al. 1998).
Neben diesen strukturellen Aberrationen konnen mudemerische Veranderungen auftreten.
Mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)rinte eine chromosomale Aneuploidie in
mindestens 50 % der Patienten mit MGUS (Drach etl@95) und in bis zu 90 % der
Patienten mit MM gezeigt werden (Drach et al. 1996harakteristische numerische
Chromosomenanomalien betreffen vor allem die Trisander Chromosomen 3, 5, 7, 9, 11,
15, 19 und 21 sowie die Monosomien 13, 14, 16,2ih(Fonseca et al. 2004).
Hervorzuheben ist neben dem vollstandigen VerlumtseChromosoms 13 auch die partielle
Monosomie, die aus dem Verlust der Sequenz 13qgdditiert und haufig mit der bereits

beschriebenen Translokation t(4; 14) assoziie(Mstgrangeas et al. 2004).

Etablierung
Wie eingangs erwéhnt ist neben den genetischennderéngen in den Myelomzellen auch

die Interaktion zwischen Myelom- und KnochenmarkeBita-Zellen von zentraler
Bedeutung.

Durch die Kommunikation via Adhasionsmolekile werd®n den Stromazellen verstarkt
Zytokine produziert, die die Lebensdauer, die 2aling und die Differenzierung der
Myelomzellen unterstitzen (Hideshima et al. 20@ipe zentrale Rolle spielt in diesem
Zusammenhang das Interleukin-6 (1I-6), welches nebkeinem proliferationsférdernden
Effekt auch hemmend auf die Apoptose von Myelonerellirkt (Lauta 2001).

Desweiteren ermoglicht es den Tumorzellen auchdesiAnlagerung an die Stromazellen,
osteoklastische Zytokine wie Interleukin 1-beta-{J}) und Tumornekrosefaktor-alpha
(TNF-0) freizusetzen und so zu der fir das MM typischemdéhendestruktion beizutragen
(Roux und Mariette 2004).



Entkopplung
Damit im weiteren Verlauf das Myelomzellwachstuntlagtromaunabhéangig erfolgen kann,

ist das Eintreten zusatzlicher genetischer Veramdgn notwendig.

Beschrieben sind aktivierende r@gmt sarcoma) -Mutationgnderen Haufigkeit mit dem
Erkrankungsstadium steigt (Corradini et al. 1993 fuhren dazu, dass Myelomzellen in
Abwesenheit von 1I-6 seltener den programmiertetitatk erleiden und dass durch diese
Wachstumsfaktorunabhangigkeit moglicherweise einBusbreitung aul3erhalb des
Knochenmarks Vorschub geleistet wird (Billadeaalefi995).

Von Bedeutung sind zudem Mutationen des Tumorsggprgens p53, welche erst spat im
Erkrankungsverlauf auftreten (Neri et al. 1993)e Dieranderungen an diesem zentralen
Regulator von Zellzyklus und Apoptose konnten eaksfan der Entkopplung vom

Knochenmarkstroma beteiligt sein.

1.1.4 Klinik

Die Klinik des Multiplen Myeloms ist zum einen dardie steigende Tumorzellmasse im
Knochenmark bedingt - mit konsekutiver Verdrangw®y normalen Hamatopoese -, zum
anderen durch die Produktion und Ablagerung desoklonalen Immunglobulins.

Initial manifestiert sich die Erkrankung haufig mitspezifischen Symptomen wie Leistungs-
minderung, Schwache und Kopfschmerzen als ZeicleenAdamie oder auch Inappetenz,
Ubelkeit, Erbrechen und Gewichtsverlust.

Rezidivierende, schwer therapierbare und Uberwedwakterielle Infekte sind nicht selten
wegweisend fur die Diagnose. Diese bei etwa 25 %o Ht&rankten auftretende erhdhte
Anfalligkeit resultiert einerseits aus der humonaechwéche (Antikorpermangelsyndrom),
andererseits ist sie Folge der Neutropenie. Zudeemicliden die Patienten von
Knochenschmerzen im Bereich von Wirbelsdule, Beckew Rippen und es treten
pathologische Frakturen (Frakturen ohne oder ber minimaler Belastung, z.B.
Wirbelkdrperfrakturen) als Folge der beschriebemestabilen Osteolysen und diffusen
Osteoporose auf (Gassel 2002).

Mit einer Niereninsuffizienz muss bei ca. 20 % ralMyelompatienten gerechnet werden,
wobei die pathogenetischen Mechanismen hierfur setterschiedlich sind. Neben der
sogenannten ,Myelomniere®, einer Tubulusnephrogatimfolge Bence-Jones-Proteinurie,
kann die Niere auch durch eine langer andauerndpetdgizamie (Nephrokalzinose),
Amyloidablagerungen oder Infektionen geschéadigdesr



Selten und ebenfalls als Zeichen einer fortgedehnen Erkrankung zu werten ist die
Entstehung eines Hyperviskositatssyndroms, dessentreten von verschiedenen

Paraproteincharakteristika wie MolekulgroR3e, -farnd Konzentration abhéngig ist und z.B.
nicht bei der Leichtketten-Krankheit auftritt. Nebleardiologischen Symptomen aufgrund der
Kreislaufbelastung stehen meist Retinopathien wewdalogische Symptome wie Schwindel,
Verwirrtheit und Konzentrationsstorungen im Vordergl. Weitere neurologische

Komplikationen kdnnen durch Kompression des Ruclekmoder Schadigung der Nerven

in Folge von Amyloidablagerungen oder Hyperkalzaau#ireten (Gassel 2002).

1.1.5 Diagnostik

Die Basisdiagnostik beim Multiplen Myelom umfasstben der Anamnese beziglich der
haufigsten Symptome (siehe oben) eine klinischeetdnothung, bildgebende Verfahren
sowie Labor- und Knochenmarkuntersuchungen.

Als Zeichen der KM-Insuffizienz kann im Blutbild biig eine Andmie nachgewiesen
werden, seltener eine Leuko- und / oder Thrombgenee. Zudem sollten Kalzium,
Kreatinin, LDH, CRP, BSG und32-Mikroglobulin als weitere wichtige Labor- und
Prognoseparameter erfasst werden (Herold et all)2@ur Eiweil3diagnostik gehort neben
der Bestimmung von Gesamtprotein und Albumin dieru®elektrophorese und die
Immunfixation in Serum und Urin, mittels derer sidas monoklonale Protein sowohl
gualitativ als auch quantitativ nachweisen lassr@tt et al. 2011).

Laut dem ,Pariser Schema® sind die proximalen lanB&hrenknochen, das Achsenskelett,
das Becken, die Rippen und der Schéadel zu ronfggmsch fur das MM ist hierbei der sog.
~Schrotschussschadel”, hervorgerufen durch zalilee@steolyseherde im Schadelknochen.
Durch eine Beckenkamm-Punktion lasst sich Knocheknfér die zytologische und
histologische Diagnostik gewinnen. Zwar kénnen Blasmazellen manchmal auch eine
atypische Form aufweisen, haufig gibt aber nurgésteigerter Anteil einen Hinweis auf die
Myelomerkrankung (Goldschmidt et al. 2004).

Zur erweiterten Diagnostik zahlen Kernspin- und @atertomographie bei unauffalligem
réntgenologischem Befund, der Nachweis von Chromes@berrationen mittels
molekularzytogenetischer FISH-Analyse und auch dehr sensitive ,Freelite-Test"
(Goldschmidt et al. 2004). Dieser bestimmt das ¥knins von freienc- und A-Leichtketten
im Serum und wird angewendet, wenn bei der Verdadhgnose MM in der

Standarddiagnostik kein monoklonales Protein naidbae ist (Drayson et al. 2001).
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Kriterien der International Myeloma Working GrouprzDiagnosesicherung sind in Tabelle
(Tab.)1 dargestellt.

Tab. 1: Kiriterien zur Diagnosesicherung des Multipen Myeloms
-alle 3 Kriterien mussen erflllt sein

1. Monoklonale Plasmazellen im Knochenmark > 10% tioder ein durch Biopsie gesicherter
Plasmozytomherd

2. Nachweis eines monoklonalen Proteins im Senewder Urirf

3. Myelomassoziierte Organdysfunktionen (mindestne)”
[C] Kalziumerhdhung im Blut (Serumkalzium >,%0ng/l oder oberhalb des Referenzbereiches)
[R] Niereninsuffizienz (Serumkreatinin > 2 rdg/

[A] Andmie (Hamoglobin < 10 g/dl oder 2 g urditalb des Referenzbereichs)
[B] Osteolysen oder Osteopordse

% Falls kein monoklonales Protein nachweisbar iseKeatorisches MM), miissen 30 % (monoklonale
Plasmazellen im Knochenmark vorhanden sein undfeidesturch Biopsie gesicherter Plasmozytomherd.
P Weitere Organdysfunktionen sind méglich. Diese riém verwendet werden, wenn gesichert ist, dass sie
durch das Myelom bedingt sind.

° Falls ein solitares (biopsiegesichertes) Plasnuoaybder eine Osteoporose allein vorliegt, miss&0 %
Plasmazellen in der Knochenmarkbiopsie nachweishiar

nach: Palumbo et al. 2009
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1.1.6 Stadieneinteilung und Prognosefaktoren

Wesentlich fur die Entwicklung eines effektiven Ballungsplans sind die Ermittlung von

prognostischen Faktoren und die damit einhergeh2ndednung zu einem Stadium. Die seit
1975 am weitesten verbreitete StadieneinteilungastDurie-Salmon-System (siehe Tab. 2),
in dem das Kklinische Stadium der Erkrankung auf Bestimmung von vier Parametern

beruht: Hamoglobin, Serumkalzium, Ausmal der Knotisonen und Paraprotein-

konzentration. Eine Subklassifikation in A und Boégt entsprechend der Nierenfunktion.

Tab. 2: Stadieneinteilung des Multiplen Myeloms nach Salmonnd Durie
- mit Angabe der Tumorzellmasse: Zekel0¥m? Korperoberflache

_ o Medianes
Stadium Kriterien .
Uberleben

Erfillung aller 4 Kriterien:

1. Hb-Wert > 10 g/dl IA: 62 Monate

_ 2. Serum-Ca-Wert normal IB: 22 Monate

. . . 3. Rontgenologisch normales Skelett oder nur

(niedrige | eine solitare Osteolyse

Il:)mGOrzellmasse. 4. Geringe Konzentrationen monoklonaler Immunglistaul
6) a) lgG <5 g/dl

b) IgA < 3 g/dI

) Leichte Ketten im Urin: < 4 g/24h

Weder zu Stadium | noch zu Stadium | [IA: 58 Monate
Passend [IB: 34 Monate

Eines oder mehrere der folgenden Zeichen:

1. Hb-Wert < 8,5 g/dl

I 2. Serum-Ca-Wert erhoht

(hohe 3. Fortgeschrittene osteolytische Knochenverandgmin
Tumorzellmasse: | 4. Hohe Konzentrationen monoklonaler Immunglobuline
>1,2) a) lgG > 7 g/dI

b) IgA > 5 g/dI

c) Leichte Ketten im Urin: > 12 g/24h

I1IA: 45 Monate
1IB: 24 Monate

A: Serumkreatinin < 2 mg/dl; B: Serumkreatixir2 mg/di
nach:Greipp et al. 2005, Herold et al. 2011

Zwecks besserer Charakterisierung und Quantifinggruon Knochenveranderungen wurde
dieses System durch die Einbeziehung bildgebendédiakten wie MRT, Ganzkorper-FDG-

PET und Ganzkorper-CT erweitert (Durie/Salmon Plbi&loma staging system); es konnte
sich bisher jedoch nicht etablieren (Durie 200Gndegen wird das etwas spater formulierte

International Staging System (ISS, siehe Tab. 3glckes aus der retrospektiven

12



Datenauswertung von Uber 10 000 Patienten entstaddauf demB2-Mikroglobulin- und

Albuminspiegel im Serum basiert, immer haufigeremgndet (Greipp et al. 2005).

Tab. 3: International Staging System (ISS)

Stadium | Kriterien Medianes Uberleben
| B2-Mikroglobulini. S. < 3,5 mg/l 62 Monate
Albumin i.S. > 3,5 g/dl
I Weder Stadium | noch Stadium Il 44 Monate
1] B2-Mikroglobulini. S. > 5,5 mg/| 29 Monate

nach: Greipp et al. 2005

Neben den in den obigen Stadieneinteilungen bebpeshriebenen Parametern gibt es beim
Multiplen Myelom eine Reihe weiterer prognostisetevanter Faktoren.

Zum einen sind das Alter des Patienten und seigeméiner Gesundheitszustand von
Bedeutung. In mehreren Studien konnte gezeigt werdass das mediane Uberleben mit
zunehmendem Alter bei Erkrankungsbeginn abnimnad@let al. 1996).

Desweiteren sind Erhéhungen der Laktatdehydrogefid3d) und des C-reaktiven Proteins
(CRP) sowie ein hoher Plasmazell-Labeling-IndexIYRhit einer ungunstigeren Prognose
assoziiert (Terpos et al. 2010, Greipp et al. 199%ktzterer definiert die
Proliferationskapazitat der Plasmazellen und stegeiner Erkrankungsprogression an.

Die hochste prognostische Relevanz besitzt jedo@n MNachweis zytogenetischer
Aberrationen. Patienten mit Hyperdiploidie habenAtlgemeinen eine bessere Prognose als
solche mit Hypodiploidie (Bladé et al. 2008), insbedere Deletionen des Chromosoms
1314 und 17p13 sind mit einer kiirzeren Uberlebshsergesellschaftet (Konigsberg et al.
2000). Weitere ungunstige chromosomale Veréanderubgéreffen die Translokationen t(4;
14) und t(14; 16) (Fonseca et al. 2003).
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1.1.7 Therapie

Bei asymptomatischen Patienten mit einem Multipigrelom im Stadium | nach Durie und
Salmon besteht bisher kein Behandlungsbedarf, sreem lediglich regelmallig untersucht,
um eine Krankheitsprogression rechtzeitig festzleste(watch & wait). Gegenwartig wird
jedoch in einer gemeinsamen multizentrischen PHaStudie der Deutschen Studiengruppe
Multiples Myelom (DSMM) und der Ostdeutschen Stodmippe H&amatologie und
Onkologie (OSHO) untersucht, ob durch den frihgeitiEinsatz von Zoledronat im Stadium
| das progressionsfreie Intervall verlangert werklann.

Ab Stadium 1I kommen fir die Patienten verschiedeima Folgenden aufgefiihrte

Therapieansatze in Frage.

Konventionelle Chemotherapie

Die konventionelle Chemotherapie ist bei Patienteliziert, die aufgrund ihres Alters oder
aufgrund von Begleiterkrankungen fir intensivereerfipieformen nicht geeignet sind.
Bewahrt hat sich die bereits 1969 vAlexanianeingeftihrte Kombination der alkylierenden
Substanz Melphalan mit Prednison (MP-Schema) (Alexaund Dimopoulos 1994). Zwar
sprechen etwa 50 % der mit MP behandelten Patieaténdie Therapie an, komplette
Remissionen sind jedoch selten.

Hingegen fuhrt die Integration von Thalidomid odauch Bortezomib in das MP-
Behandlungsschema (MPT bzw. MPV) zu einer deutléineren Remissionsrate, einer
Verlangerung der progressionsfreien Uberlebenszeitvie der Gesamtiiberlebenszeit
(Minnema et al. 2010).

Induktionschemotherapie vor geplanter autologem8iaelltransplantation

Aufgrund der Stammzelltoxizitat von Melphalan ddals obige Schema als Initialtherapie bei
Patienten, die potentiell einer autologen Stamriraekplantation (SZT) zugefuhrt werden
sollen, nicht angewandt werden, da sonst ggf. epa@tere Stammzellapherese (siehe
.Methoden der Stammzellgewinnung® auf Seite 16hhimehr moglich ist. Stattdessen kann
bei diesem Patientenkollektiv eine rasche KrankReittrolle durch den Einsatz von
Thalidomid, Bortezomib und Lenalidomid erreicht den (Palumbo und Anderson 2011).

Die Kombination dieser neueren Substanzen mit Dexaason in der Induktionstherapie
verbessert die Ansprechraten vor und nach Stamimaredplantation im Vergleich zur
klassischen, jetzt nicht mehr empfohlenen vingrisitigen Induktionstherapie (VAD:

Vincristin/Adriamycin/Dexamethason) (Harousseau&0Mh welchem Ausmalf dies auch zu
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einem langeren krankheitsfreien Uberleben und vilema auch zu einem langeren

Gesamtiberleben flhrt, kann allerdings noch nibbkthliel3end bewertet werden.

Hochdosis-Chemotherapie mit autologer Stammze#ggkmtation

Eine Hochdosistherapie (HDT) mit Melphalan und &fis8ender Riickgabe von eigenen
zuvor gewonnenen Blutstammzellen (autologe SZTYy wei Patienten < 70 Jahren mit guter
Organfunktion empfohlen. 1996 beschriel#dtal et al.eine hohere Effektivitat dieses neuen
Therapieansatzes im Vergleich zur konventionelldéer@otherapie, da er sowohl zu einer
Verlangerung des krankheitsfreien Intervalls alshades Gesamtiuberlebens fuhrte (Attal et
al. 1996). Patienten, die nach der ersten Transgilan keine sehr gute partielle Remission
(very good partial remission, VGPR) erreichen, pieren zudem von der Durchfiihrung

einer Tandemtransplantation (Cavo et al. 2007).

Allogene Stammzelltransplantation (myeloablativchtrmyeloablativ)

Die allogene Stammzelltransplantation wird weiterlals die einzige potentiell kurative

Therapieoption in der Behandlung des MM angesehan.Gegensatz zur autologen
Transplantation sind die von einer gesunden Pegmspendeten Stammzellen nicht mit
Tumorzellen kontaminiert und es kann Uber die phkamierten immunkompetenten

Donorzellen ein Graft-versus-Myeloma (GvM)-Effekiduziert werden (Lokhorst et al.

2010). Durch diesen GvM-Effekt ist die Rezidivwaltrsinlichkeit nach allogener Stamm-
zelltransplantation deutlich niedriger als nachobnger SZT. Nicht zu unterschétzen ist
jedoch die nach konventioneller (=myeloablativef)ogener SZT wesentlich ho6here

therapiebedingte Mortalitat (41 % vs. 13 %) durch Graft-versus-Host-Disease* (GvHD),

Organtoxizitat und Infektionen (Bjorkstrand et 2996).

Eine Reduktion dieser therapiebedingten Morbiditsid Mortalitdt gelang durch die

Einfihrung dosisreduzierter Konditionierungsschem@@rawley et al. 2007). Da hierbei

jedoch die Rezidivrate im Vergleich zur konventibere Konditionierung wiederum anstieg,

wurde das Auto-Allo-Tandem-Konzept entwickelt, unnf @iese Weise zusétzlich zu dem
gewlnschten GvM-Effekt bei geringer Mortalitat eieffektive vorherige Reduktion der

Tumorlast zu erreichen. Ein Vergleich dieses Thekamzeptes mit der autologen Tandem-
SZT erbrachte zwar in einer prospektiven Studie 2007 eine langere Uberlebenszeit sowie
ein langeres progressionsfreies Intervall bei dateRten in der Auto-Allo-Gruppe (Bruno et
al. 2007), hingegen konnte in einer anderen zeitpablizierten Studie kein Vorteil

gegenuber der autologen Tandem-SZT gezeigt wef@arban et al. 2006).
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Methoden der Stammzellgewinnung

Grundsatzlich gibt es zwei Methoden zur Gewinnuoig 8tammzellen.

Bei der klassischen Knochenmarkentnahme erfolgtiertragung von rotem Knochenmark.
Dem Spender wird in Vollnarkose etwa ein Liter Kheomarkblut aus dem Beckenkamm
entnommen und die hieraus isolierten Stammzellefyeaginigt und dem Empfanger
anschlieend transfundiert.

Die heutzutage bevorzugte Methode der Stammzeligewig ist jedoch die sogenannte
periphere Stammzellapherese. Die hierdurch gewam&tammzellpraparate enthalten im
Vergleich zum Knochenmark neben einer erhohten Andar CD34 positiven unreifen
Progenitorzellen auch ein Vielfaches an Gesamtlegtkn sowie immunkompetenten
Lymphozyten und beglnstigen dadurch in der Anwegduech Hochdosistherapie klinisch
eine schnellerthamatopoetische Rekonstitution. Ein weiterer Vorisi in der deutlich
geringeren Invasivitat des Eingriffs zu sehen (kéinund Weil3inger 2004).

Da unter physiologischen Bedingungen allerdings meine geringe Anzahl an
hamatopoetischen Stammzellen im peripheren Blutkukert, ist eine verstarkte
Mobilisierung dieser Zellen aus dem Knochenmark avissetzung fir die periphere
Stammzellapherese. Ermdoglicht wird dies durch di@b& von hamatopoetischen
Wachstumsfaktoren wie zum Beispiel G-CSF (GranukzKolonie-stimulierender Faktor)
(Klinker und Weil3inger 2004).
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1.2 Fragestellung und Ziel dieser Arbeit

Das Multiple Myelom ist eine Erkrankung, bei derufh@ schwere Infektionen das
Krankheitsbild pragen und zur Diagnosestellung dihrDiese erhohte Infektanfalligkeit
beruht neben einer Neutropenie auch auf einer Sditevdes humoralen Immunsystems, da
durch die Monoklonalitat der Immunglobuline keinsesrichender Schutz gegentber einer
Vielzahl von Erregern gegeben ist. Ebenso liegenHluptursachen der therapieassoziierten
Mortalitat nach allogener SZT entweder in einersebwachen Immunantwort (Infektionen)
oder aber in einer zu starken (GvHD).

Aufgrund der Bedeutung einer effektiven Antikdrpedguktion fur den Krankheitsverlauf
soll im Rahmen dieser Arbeit daher das Vorkommem \@akzininduzierten bzw.
erworbenen) Antikdrperantworten gegen Tetanus TbX®il) und Influenza Nukleoprotein
(NP) bei Patienten mit Multiplem Myelom analysigrerden. Als Kontrolle dient dabei das
Serum gesunder Blutspender. Die Proben werden stererSchritt Gber den Verlauf der
Erkrankung und Uber die verschiedenen Phasen daapie hinweg untersucht. Da bereits
nachgewiesen werden konnte, dass bei bestimmtefmtiigenen die gezielte Aktivierung
einer gegen den Tumor gerichteten Antikdrper-veetti@n Immunantwort besonders haufig
nach allogener SZT stattfindet (Kobold et al. 201@®jrd in dieser Arbeit ebenfalls
besonderes Augenmerk auf die Auswirkung einer alleg Stammezelltransplantation auf die
Immunantwort gelegt. Daneben ist von Interessejeweit diese Immunreaktionen gegen
mikrobielle Erreger auch durch Chemotherapie uridlage SZT beeinflusst werden.

Im zweiten Schritt soll die Antikdrperantwort auinen mdglichen Zusammenhang mit
prognostisch relevanten Kklinischen Daten der Myglatienten Gberprift werden, um
beurteilen zu kénnen, ob auch fur die Immunantwaurt Influenza Nukleoprotein und

Tetanus Toxoid eine prognostische Aussagefahidesteht.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Seravon Myelompatienten und gesunden Persane

Zur Durchfuhrung der Versuche wurden zum einen 186Bumproben von 190 Patienten
verwendet, die im Rahmen ihrer MM-Erkrankung im wmsitatsklinikum Eppendorf in
Hamburg behandelt wurden bzw. werden. Die Probendemebei -80°C gelagert. Beginnend
im Dezember 2004 umfasste der Beobachtungszeithaenmei insgesamt 4 Jahre.

AulRerdem wurden als Vergleichsgruppe zu den amipleit Myelom erkrankten Patienten

Serumproben von 100 gesunden Blutspendern untérsuch

Schriftliche Einverstandniserklarungen der Patiergar Enthahme und wissenschatftlichen
Nutzung der Proben liegen vor (siehe ,Patientedanikg und —einverstandniserklarung® im

Anhang); ebenso die Genehmigung der EthikkommisserHamburger Arztekammer.

2.1.2 ELISA-Proteine

Protein Hersteller

NP Imgenex, San Diego (USA)

TT Chiron Behring, Marburg (Deutschland)
GST Abnova, Heidelberg (Deutschland)
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2.1.3 Chemikalien

Material Hersteller
: . Sigma-Aldrich®,
Diethanolamin Hamburg (Deutschland)
, . Invitrogen,
Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (D-PBS) 1x Karlsruhe (Deutschland)
Invitrogen,

Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (D-PBS) 10x

Karlsruhe (Deutschland)

Goat-Anti-human-1gG-Ap

Southern Biotech,
Birmingham (USA)

Natriumhydroxid (NaOH)

Sigma-Aldrich®,
Hamburg (Deutschland)

Magermilchpulver

Spinnrad®,
Bad Segeberg (Deutschland)

Magnesiumchlorid (MgG)

Fluka,
Basel (Schweiz)

Para-Nitrophenylphosphat (PNPP)

Southern Biotech,
Birmingham (USA)

Salzsaure (HCI)

Roth,
Karlsruhe (Deutschland)

Tween 20

Sigma-Aldrich®,

Hamburg (Deutschland)

2.1.4 Laborgerate

Gerat

Modell

Hersteller

ELISA-Reader

Sunrise

Tecan, Mannedorf (Schweiz)

Mikroplatten Washer

Columbus Pro

Tecan, Mannedschiveiz)

pH-Meter CG 811 Schott. Mainz (Deutschland)
. . Janke & Kunkel,
Schttler IKA-Vibrax-VXR Typ VX7 Staufen (Deutschland)
Vortex Lab Dancer S40 VWR, Darmstadt (Deutschlang
Waagen PB 300 Mettler,

AT 261 Delta Range®

Bergisch-Gladbach (Deutschlanc

)
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2.1.5 Verbrauchsmaterialien

Material Modell Hersteller
Multikanalpipette 10 — 100ul Eppendorf,
Hamburg (Deutschland)
Parafilm PM-996 Brand, '
Wertheim (Deutschland)
0,5 - 10ul
Pipetten 10 — 100ul Eppebndorf,D o
100 — 100Qul amburg (Deutschland)

Pipetten fur Pipettierhilfe

Falcon® 5 ml, 25 ml

Becton Dickinson,
Franklin Lakes (USA)

200 ul, gelb Numbrecht (Deutschland)
Pipettierhilfe Pipetus® Hirschmann,

Eberstadt (Deutschland)

PP-Test Tubes

Cellstar®15 ml, 50 ml

Greiner Bio-One
Frickenhausen (Deutschland)

Reagenzienreservoir

4873

Costarr,
Cambridge (USA)

2.1.6 Studiendesign

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um enetrospektiv angelegte, nicht-
randomisierte Studie zur experimentellen Erfasswan NP- und TT-spezifischen

Antikdrpern bei Patienten mit Multiplem Myelom.
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2.2 Methode

2.2.1 Versuchsbeschreibung — ELISA (Enzyme Linkedhmunosorbent Assay)

Zur Gruppe der Immunassay-Verfahren gehoérend hamdekich beim enzymgekoppelten
Immunadsorptionstest (EIA) bzw. Enzyme Linked Immsorbent Assay (ELISA) um eine
Methode, deren Grundprinzip die spezifische Bindaimges Antikérpers an ein Antigen ist.
Dieses immunologische Nachweisverfahren basiertGegensatz zum Radioimmunassay
nicht auf einer Radioaktivititsmessung, sonderneaér enzymatischen Farbreaktion und
erfahrt aufgrund seiner hohen Sensitivitat beiaahér Durchfiihrbarkeit eine weit verbreitete
Anwendung in der Bioanalytik.

Voraussetzung fur ELISA ist die Eigenschaft bestiemKunststoffe, bereits geringe Mengen
der meisten Proteine durch unspezifische hydrophMeehselwirkungen fest binden zu
konnen (Kemeny 1994). Pipettiert man in eine Miiteoplatte aus geeignetem Material eine
Antigenldsung, so wird ein Teil des Proteins adsotlund der nicht gebundene Anteil durch
Waschen der Platte entfernt. Um Kreuzreaktionerwieteren Verlauf zu vermeiden, die
durch noch nicht besetzte, reaktive Bindungssteallen Kunststoffoberflache moglich sind,
wird ein sog. Blockpuffer zu deren Sattigung aufggén. In die so vorbehandelte
Mikrotiterplatte wird anschlieRend das zu testeBligserum einpipettiert. Falls in der Probe
antigenspezifische Antikorper vorhanden sind, bindeese an das an die Festphase fixierte
Antigen. Alles nicht gebundene Material wird wiegi®r in einem anschlielenden
Waschvorgang entfernt. Um den gebundenen Antikdnpardetektieren zu kénnen, wird die
Platte zunachst mit einer Loésung von enzymgekoppelAnti-Antikorper (= sekundarer
Antikdrper) und nach erneutem Waschgang mit Sultdstang behandelt. Hierdurch wird
eine enzymatisch katalysierte Farbreaktion in Ggegptzt, die nach definiertem Zeitabstand
durch Zugabe einer Stopp-L6ésung beendet wird (Trem2009). Je nach Farbintensitat und
daraus resultierender Absorptionswerte im ELISA-elRe&kann schliel3lich nicht nur eine
gualitative, sondern auch eine quantitative Belumegi der Antikérper in den Blutseren
erfolgen. In Abb. 2 ist das Prinzip des indirekEiSA dargestellt.
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Abb. 2: Prinzip des indirekten ELISA
Es sind die Einzelschritte des Tesinklusive WaschgangeX) dargestellt.

Die fur den Versuch verwendeten Antigenlésungen WP,und GST sowie die Blutser:
wurden vor ihrer Verwendung aufgetaut und bis zuneeten Einfieren auf Eis kaltgestell
Desweiteren wurden samtliche zu pipettierende Lgsarunmittelbar vor Gebrauch auf d
Vortexer vemischt und sowenicht anders beschrieben in éteagenzienreservogegeben,

welchesnach dem Pipettiervorgang mit destilliem Wasser gereinigt wur.
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2.2.2 Rezepturen der verwendeten Losungen

Waschpuffer PBS-T 2 ml Tween-20 in 1000 ml D-PBS
Blockpuffer. 25 g Magermilchpulver in 500 ml D-PBS l6sen uniczdgabe

von 1,5 ml 10 % Nai

Substratpuffer fir PNPP zu 400 ml destilliertem Wasser wurden 24,5 mg Mgd 48

ml Diethanolamin hinzugeftigt; mittels 5molarer H@lrde der

pH-Wert auf 9,8 adjustiert und anschliel3end demub@sansatz

mit destilliertem Wasser auf 500 ml aufgefullt

3molare NaOH-Lésung 30 g NaOH in 250 ml destilliertem Wasser l6sen

2.2.3 Herstellung der Proteinverdiinnungen

Um eine einheitliche Endkonzentration von 1 pg/mkzreichen, wurden die Antigene vorab
mit D-PBS verdiunnt. Die im Folgenden genannten Meaggaben beziehen sich dabei auf
die Beschichtung von insgesamt 4 EIA-Platten a apfél

NP-L6sung(1 mg/ml): 1 pl NP + 999 ul D-PBS

TT-L6sung(4100 Lf/ml): 1) 2l TT + 1394 pl D-PBS
2.) davon 500 pl + 3500 ul D-PBS
GST-L6sung0,135 mg/ml): 40 ul GST + 5360 pl D-PBS

2.2.4 Herstellung der Serumverdiinnungen

Die Verdiunnung der Seren erfolgte auf Mikrotitetfgla, wobei zunéchst jeder zweite Napf
mit 399 ul Blockpuffer gefullt wurde und anschlie@el pul des entsprechenden Serums
hinzugegeben wurde. Auf diese Weise konnte die geehie Verdinnung von 1:400 erreicht

werden.
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2.2.5 Herstellung der sekundaren Antikérperldsung

Zur Verdunnung des sekundaren Antikorpers auf 1N3@Qirde dieser mit Blockpuffer
gemischt. Fur 4 Platten wurden beispielsweise &8,Blockpuffer in ein 15 ml PP-Test Tube
pipettiert und anschlie3end 4,5 pl Antikdrper hyefiigt.

2.2.6 Versuchsdurchfihrung — ELISA

Zunachst wurden mit einer Multikanalpipette 25 i@t derdinnten Antigenlésungen (siehe
2.2.3) in die Napfe der EIA-Platte eingebracht.rbiée wurden die Zeilen A, C, E und G mit
dem Testprotein NP bzw. TT, die Zeilen B, D, F uthanit GST beschichtet. Anschliel3end
wurden die Platten mit Parafilm abgedichtet und4feCelsius im Kihlschrank tber Nacht
inkubiert.

Am folgenden Tag wurden die Napfe der Platten duakschlagen geleert, mit PBS-T 2x
sowie mit D-PBS 1x im Mikroplatten Washer gewasched dann mit 30 pl Blockpuffer pro

Napf gefullt. Die Inkubation erfolgte nun bei Ra@mmperatur flr etwa 90 Minuten.

Nach dem erneuten Ausschlagen und Waschen der Napfeobigem Schema wurden die in
der Zwischenzeit hergestellten Serumverdinnungemgs2.2.4) in die Népfe eingebracht
(30 ul/Napf). Hierfur wurde an die Multikanalpipethur jede zweite Spitze gesteckt und die

einzelnen Seren insgesamt 4x pro EIA-Platte pgretti

z.B. Mikrotiterplatte A1> EIA-Platte Al, A2, B1 und B2
Mikrotiterplatte A3-> EIA-Platte A3, A4, B3 und B4
uSw.

Zur spateren Kontrolle des gesamten Versuchs wurddie Napfe G11, G12 und H11, H12

eine als positiv bekannte Serumprobe bzw. eine tNégatrolle aus Blockpuffer gegeben.

Die Inkubationszeit der mit Serumlésung beschigmteRlatten betrug daraufhin 2 Stunden

bei Raumtemperatur, anschlieRend wurden die Plattesut ausgeschuttelt und gewaschen.

Die nachsten Arbeitsschritte umfassten zum einen Eingabe von 30 pl sekundarer
Antikdrperlosung (siehe 2.2.5) pro Napf mit nachésider Inkubation fur 1 Stunde bei
Raumtemperatur, zum anderen das nach 30 Minutdtfirgtande L&sen von PNPP in

Substratpuffer. Fir 4 Platten wurden hierbei 8 PNBBletten in 40 ml Pufferlésung
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gegeben, der 50 ml PP-Test-Tube in Alufolie gewliclked fur 30 Minuten auf den Schattler
gelegt.

Nachdem die ElA-Platten nach erfolgter Inkubati@isdurch Ausschlagen geleert und im
Washer wiederum mit 2x PBS-T und 1x D-PBS gewascherden, erfolgte dann das
Befillen der Napfe mit jeweils 100ul Substratioswmgl die Inkubation fir 30 Minuten im

Dunkeln bei Raumtemperatur.

AnschlieRend wurde die Farbreaktion durch Zugabe 1% pl 3molarem NaOH in jeden

Napf beendet und die Platten mit Hilfe des ELISAa8ears ausgewertet.

2.2.7 Statistische Auswertung

Die statistischen Berechnungen wurden mit Hilfe V@&V SPSS Statistics 19.0 (IBM
Corporation, Somers, NY, USA) durchgefiihrt. Zur tdngrundkorrektur wurden die OD-
Werte der GST-Bedingung von den NP- und TT-Wertbegeaogen. Nicht bertcksichtigt
wurden Proben, deren GST-Wert mehr als das Zwefaeines Gesamtdurchschnitts betrug,
da bei einer derart starken Abweichung eine rediezi®pezifitdit des Gesamtsignals nicht
auszuschliel3en ist.

Aufgrund einer unzureichenden Normalverteilung gemessenen OD-Werte wurden nicht-
parametrische Signifikanz-Tests verwendet. Fiur tdoteede im Rahmen des zeitlichen
Verlaufs wurde der Wilcoxon Test fur verbundenecl§iroben, fir den Zusammenhang
zwischen Immunantwort und klinischen Parametern Mann-Whitney U Test sowie die
Korrelationsanalyse nach Pearson angewandt. Wearheiimehrere Werte pro untersuchter
Bedingung und Patient vorlagen, ist den weiterere@@ungen das arithmetische Mittel der

betroffenen Proben zugrunde gelegt worden.
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3  Ergebnisse

3.1 Eigenschaften des Patientenkollektivs

Die Analyse der insgesamt 190 Myelompatienten bezudhrer klinischen Daten erbrachte
eine Pradominanz des mannlichen Geschlechts mameiAnteil von 60,5 % sowie ein
Durchschnittsalter von 55 Jahren.

Die Mehrzahl der Patienten wies ein IgG-Myelom andl befand sich bei Erstdiagnose (ED)
nach der in dieser Arbeit verwendeten Durie undm®alKlassifikation im Stadium III.
Wahrend knapp 43 % der Patienten im Rahmen ihranigreitsprogression eine allogene
Stammzelltransplantation erhalten haben, betrughdegil derer mit alleiniger autologer SZT
14 % bzw. derer mit alleiniger konventioneller Clogherapie 4 %. Den Ubrigen Patienten
liel3 sich mit den vorhandenen Daten keines diekerapieregime zuordnen.

Diese und weitere fir das Multiple Myelom Kklinischnd prognostisch relevante
Patientencharakteristika sind in Tabelle 4 zusangeksst.

Tab. 4: Ubersicht der Patientencharakteristika

Charakteristika Anzahl(;a}tienten Charakteristika Mittelwert (D)
0
Geschlecht Alter (Jahre) 55 (10,78)
mannlich 115 (61%) - .
weiblich 75 (39%) Hamoglobin (g/l) 11,39 (1,7)
Albumin (g/l) 40,88 (6,68
LDH (U/) 196,82 (9442
Isotypen
G 865 (%) Kalzium (mmol/l) 2,31 (0,17)
IgA 433(%) .
Kappa-Leichtketten 16 (8 %) Kreatinin (mg/dI) 1,25 (1,09)
Lambda-Leichtketten 13 (7 %)
asekretorisch 2(1%)
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FortsetzungTab. 4: Ubersicht der Patientencharakteristika

Stadium ED p2-Mikroglobulin (mg/l) 3,25 (2,63
I @16 %)
I &7 %) 19G (g/l) 15,1 34)

)
. 0 %) IgA (g/l 4,4D(A9)
Chromosomenaberration IgM (g/l) 0,59 (0,65)
Deletion 13q14 46 (24 %)
Deletion 17p13 12 (6 %) Igkappa (g/]) 4,39 (5,34)
Translokation t (4;14) 9 (5%) lgLambda (g/l 1,72 (2,35)
Therapie Plasmazellanteil im
nur Chemotherapie 8 (4 %) Knochenmark (%) 21,13 (27,2
Autologe SZT 26 (14 %)
Allogene SZT 81 (43 %)

* Die Prozentangabe bezieht sich auf das gesantienRakollektiv von 190 Personen.
SD = Standardabweichung

3.2 Auswirkungen von Stammzelltransplantation und @emotherapie auf
die Immunantwort

3.2.1 Einfluss von allogener und autologer Stammaghansplantation

Da sowohl die autologe als auch die allogene Stagtitransplantation wichtige mogliche
Behandlungsansétze des Multiplen Myeloms darstelemnde zunachst untersucht, inwiefern
sie sich tendenziell auf die Antikérperantworteswainken. Hierflr wurde eine Einteilung der
Patientenseren vorgenommen, welche die zeitlichatiBe zur allogenen bzw. zur autologen
SZT bericksichtigt. Fur die nach der SZT enthommeBletproben wurden zudem folgende
Zeitfenster festgelegt: ,0 - 3 Monate*, ,3 - 6 M®eq ,6 - 9 Monate“, ,9 - 12 Monate®, ,1 -

3 Jahre®, ,3 -5 Jahre” und ,> 5 Jahre" post-SEiERen sich hier bei bestimmten Patienten
mehrere Proben einer Kategorie zuordnen, wurdglledidie erste dieser Blutentnahmen in

die Auswertung mit einbezogen.
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Wie aus den Abbildungen 3 undchérvorgeht, spricht die zunachst starke ErhéhumgOdz

Mediane fir ein vermehrtes Auftreten von AntikormpgiAK) gegen NP und TT nach

allogener SZT. Sind die OD-Mediane in den ersteNdhaten mit denen der gesunden
Kontrollgruppe vergleichbar, ist im Verlauf allendis eine Erniedrigung zu erkennen, so dass
sie nach 1 - 3 Jahren wieder unterhalb der OD-Mwedder pra-allo-Gruppe liegen. Wahrend

die Antikorperantwort gegen TT dauerhaft niedrigilbl, nimmt sie gegen NP in den

folgenden Jahren hingegen erneut zu.

Erlauternd hinzuzufliigen ist, dass es sich bei datiefen der pra-allo-Gruppe um ein

Kollektiv handelt, das zuvor bereits eine autol&ammzelltransplantation erhalten hat und

somit vortherapiert ist.
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Abb. 3: Boxplots der OD bei Testung auf NP-AK tbelinen Zeitraum von > 5 Jahren
bei allogener Stammzelltransplantation

Als Vergleichsgruppe sind die gesunden Spendedangestellt.
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Abb. 4: Boxplots der OD bei Testung auf TT-AK ubereinen Zeitraum von > 5 Jahren
bei allogener Stammzelltransplantation

Als Vergleichsgruppe sind die gesunden Spendedangestellt.

Zur Betrachtung der Auswirkung einer autologen 3taelltransplantation auf die

Immunantwort wurden nur Proben von Erkrankten besigttigt, die zum entsprechenden
Zeitpunkt noch keine allogene SZT erhalten hattea. die Mehrzahl des untersuchten
Patientenkollektivs im Verlauf ihrer Krankheit jedoauch allogen therapiert wurde, ging
dieses Vorgehen mit einer Abnahme der Gruppengrd@ramer, welche insbesondere die

Kategorien ,9 - 12 Monate*®, ,3 - 5 Jahre” sowie 5=Jahre” nach autologer SZT betrifft.

In den Abbildungen 5 und 6 sind die OD-Werte fle dintikbrper gegen NP und TT
dargestellt. Steigt der Median bei beiden getestatgikorpern in den ersten 3 Monaten nach
autologer SZT leicht an, findet sich fir NP bereits den folgenden Monaten eine
abnehmende Antikdrperantwort, wahrend die Immunaritgegen TT erst nach 9 Monaten

abnimmt.
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Abb. 5: Boxplots der OD bei Testung auf NP-AK tbeleinen Zeitraum von > 5 Jahren
bei autologer Stammzelltransplantation

Als Vergleichsgruppe sind die gesunden Spendedangestellt.

4,007
220
@)
3,007
2,007
1,007
245 241 *64
O198 T
00 o —
I I I I I I I I I
Gesunde pra-auto 0-3 3-6 6-9 9-12 1-3 3-5 >5

(n=100) (n=25) Monate Monate Monate Monate Jahre Jahre Jahre
post-auto post-auto post-auto post-auto post-auto post-auto post-auto
(n=20) (n=13) (n=14)  (n=3)  (n=19) (n=4) (n=5)

Abb. 6: Boxplots der OD bei Testung auf TT-AK Ubereinen Zeitraum von > 5 Jahren
bei autologer Stammzelltransplantation

Als Vergleichsgruppe sind die gesunden Spendedangestellt.
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Um die dargestellten tendenziellen Verlaufe der imantworten nach allogener bzw.
autologer SZT zu spezifizieren, wurde im Folgendem Wilcoxon-Test fur verbundene
Stichproben angewandt und auf diese Weise untdrsabhdie Stammzelltransplantationen
signifikanten Einfluss auf die Hohe der Antikorpemaorten haben. Dazu wurden von den
einzelnen Patienten jeweils eine Blutprobe vor binaden ersten sechs Monaten nach SZT
verwendet. Auf3erdem wurde getestet, ob sich skgmfe Unterschiede zwischen den
Immunantworten in den ersten 6 Monaten nach SZTdamAntikbrperantworten zu einem
spateren Zeitpunkt finden lassen. Diese Zeitpumkieden gewahlt, da sich im Verlauf der

Untersuchung ein Abfall der TT- und NP-AK 6 Monatech allogener SZT abzeichnete.

Es zeigte sich, dass sowohl gegen NP als auch gEgemach allogener SZT signifikant

hohere Antikérperantworten vorhanden waren als tielbar davor. Von insgesamt 21

Patienten fand sich ein Anstieg des OD-Wertes fex-Atikorper bei 17 Patienten (p =

0,000), fur TT-Antikdrper sogar bei 18 Erkrankt@n=0,001).

Im Vergleich dazu lasst sich bei der autologen &taseiltransplantation kein signifikanter

Unterschied der Immunantwort zwischen den Blutpnoler und nach der Behandlung

feststellen. Stieg sowohl bei NP (p = 0,472) alshabei TT (p = 0,586) bei 10 Patienten der

OD-Wert nach der autologen SZT an, nahm er hingegeden tbrigen 8 Patienten ab.

In den Abbildungen 7und 8 sind die hierzu gehérigen Verlaufe der OD-Werte als

Liniendiagramme dargestellt.

a) Allogene Stammzelltransplantation b)  Autologe Stammzelltransplantation
2,5 - 3
p =0,000 p=0,472
= £ 2,5 y
c C
Lo Lc
= c /
< S
o) a //
o C 15
1 -
0,5 -
O T 1
pra-allo post-allo pra-auto post-auto

Abb. 7 a und b: Liniendiagramme fur den Vergleich cer OD bei Testung auf NP-AK vor und
nach Stammzelltransplantation
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Abb. 8 a und b: Liniendiagramme fur den Vergleich cer OD bei Testung auf TT-AK vor und
nach Stammzelltransplantation

Es war aul3erdem festzustellen, dass nach allogdiedie Antikbrperantworten im Verlauf
wiederum signifikant abfielen. Beim Vergleich deroBen, welche innerhalb der ersten 6
Monate nach allogener SZT abgenommen wurden, mierdedie von einem spateren
Zeitpunkt stammten, zeigte der OD-Wert fir NP-AK b8 von 21 Patienten einen Abfall (p
=0,012), fur TT-AK bei 19 der 21 Erkrankten (p £00) (Abb. 9a und 10a).

Im Gegensatz hierzu konnten nach autologer SZT eksiignifikanten Anderungen der
Immunantworten gegen NP (p = 0,500) bzw. TT (p 686) beobachtet werden. Wie in den
Abbildungen 9b und 10Hdargestellt, zeigten 3 von 5 Patienten im VerldaufNP-AK einen
Abfall des OD-Wertes, fur TT-AK stieg der Wert hegen bei 3 Personen an und nahm bei 2
Patienten ab. Aufgrund dieser geringen Datenlagedsch keine abschlie3ende Beurteilung

maoglich.
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Abb. 9 a und b: Liniendiagramme fur die Entwicklung der OD bei Testung auf NP-AK nach
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Abb. 10a und b: Liniendiagramme fir die Entwicklung der OD bei Testung auf TT-AK nach

Stammzelltransplantation
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3.2.2 Einfluss durch Chemotherapie

Zusatzlich zu den Stammzelltransplantationen wanaglgh der Einfluss einer Chemotherapie
auf die Immunantwort untersucht. Bei 4 Patientemden Blutproben sowohl vor als auch
nach der Chemotherapie entnommen (siehe Abb.11)NPEAK war bei diesen Patienten
eine tendentielle Reduktion des mittleren OD-Werniegrkennen. Jedoch waren aufgrund der
geringen Fallzahl weder bei den NP-AK (p = 0,144rm bei den TT-AK (p = 0,715)

signifikante Unterschiede zu verzeichnen.

OD 405nnr

a) NP b) TT
25 T p =0,144 3T p=0,715
2 \ E i
o
Qo
) — o
1,5
1 4\ ! \*
0,5 ~ 05 - _ —
O T 1 0 T 1
pra-Chemo- post-Chemo- pra-Chemo- post-Chemo-
therapie therapie therapie therapie

Abb. 11a und b: Liniendiagramme fiur den Vergleich &r OD bei Testung auf NP- und TT-AK
vor und nach Chemotherapie
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3.3 Zusammenhang von Immunantwort und klinischen Pametern

Neben dem Einfluss der verschiedenen Therapiereginngle untersucht, inwieweit ein
Zusammenhang zwischen der Immunantwort auf NP BZwund verschiedenen klinischen
und laborchemischen Daten der Patienten bestektPAtameter dienten hierbei allgemeine
Faktoren wie Alter und Geschlecht sowie krankhpgg#ische und prognostisch relevante
Kriterien (siehe Tab. 5 und 6). AuRerdem wurde Basentenkollektiv mit den gesunden

Knochenmarkspendern der Kontrollgruppe verglichen.

Zunachst wurde der Durchschnitt der OD- sowie ddydrwerte jedes Patienten ermittelt. Die
anschlielend mithilfe des Mann-Whitney-U-Testesaatien Signifikanzen beim Vergleich
der Immunantworten in den jeweiligen Untergrupgerd ebenso wie die Mittelwerte und
die dazugehdrigen Standardabweichungen (SD) deM@Re der NP- und TT-AK als
Ubersicht in den Tabellehund 6 dargestellt.

Es zeigte sich, dass sowohl die Immunantwort aufaléPauch auf TT innerhalb der Gruppe
der Myelompatienten signifikant schwacher war as deer gesunden Kontrollgruppe (p =
0,000). Ein weiterer statistisch signifikanter Ustdhied der OD-Werte fir NP-AK (p =
0,013) und TT-AK (p = 0,045) konnte fir den ParamdyG beim IgG-Myelom festgestellt
werden, wobei die Immunantwort jeweils in der Grepmit den pathologisch erhohten
Laborwerten geringer ausgepragt war. Jedoch liel® @in entsprechender Zusammenhang
zwischen Paraprotein und Antikorperantwort bei détatienten mit IgA- und
Leichtkettenmyelom weder fir NP noch fir TT finden.

Bei den OD-Werten fur TT-AK ergaben sich zudem #ikgnte Unterschiede bei den
Untergruppen fur die Parameter Alter und Albumin. &ben Patienten < 60 Jahre eine
starkere Immunantwort als solche > 60 Jahre (p 041), wahrend bei Erkrankten mit
Albuminwerten unterhalb des Referenzwertes die Oiedriger war als in ihrer

Vergleichsgruppe (p = 0,002).
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Tab. 5: Beziehung zwischen der OD bei Testung abP-AK und klinischen Parametern
Es sind die Signifikanzen beim Vergleich der Patamentergruppen dargestellt sowie deren OD-
Mittelwerte und Standardabweichungen.

Parameter Einteilung® N Mittelwert/SD p -Wert
Spender 100 1,328 /0,389 «
Gruppe - 0,000
MM-Patient 190 0,920/0,710
méannlich 115 1,042 /0,556
Geschlecht — 0,161
weiblich 75 0,918/0,523
<60 Jahre 122 0,969/0,543
Alter 0,495
> 60 Jahre 67 1,034 /0,555
. . Zu niedrig 157 1,022 /0,540
Hamoglobin 0,126
normal 30 0,859/ 0,550
. <354¢l/ 27 0,877 /0,566
Albumin 0,197
>35¢g/l 158 1,015/ 0,540
<225 U/ 137 1,007 / 0,566
LDH 0,803
> 225 U/l 49 0,972/0,485
. < 2,63 mmol/l 182 0,995/ 0,540
Kalzium 0,883
> 2,63 mmol/l 2 1,040/ 0,028
. < 1,3 mg/dl 146 0,990/0,551
Kreatinin 0,481
> 1,3 mg/dl 37 1,035/0,536
IgG beim IgG- <16 g/l 44 1,018/0,535 0.013"
Myelom > 16 g/l 41 0,746 /0,420 ’
IgG beim IgA- <16 g/l 39 0,994 /0,509 0.738
Myelom > 16 g/l 4 0,883/0,817 ’
IgA beim IgA- <44l 17 0,986 /0,527 0.011
Myelom >4 g/l 26 0,982 /0,546 ’
Kappa- <3,7 g/l 14 1,116 /0,584 .
Leichtketten > 3,7 g/l 0 -
Lambda- <24gl 12 1,164 /0,443 0.109
Leichtketten >24gll 1 0,210/ --- ’
i vorhanden 46 0,900/0,488
Deletion 13q14 _ 0,137
nicht vorhanden 117 1,038 /0,539
. vorhanden 13 1,058 /0,331
Deletion 17p13 , 0,670
nicht vorhanden 150 0,989/0,540
Translokation vorhanden 9 0,933/0,419 0658
t (4,14) nicht vorhanden 153 0,998 /0,534 ’
. .| £3mgl/l 60 0,970/0,482
B2-Mikroglobulin 0,136
> 3 mg/l 32 0,807 /0,538
vorhanden 42 0,885/0,476
GvHD _ 0,983
nicht vorhanden 21 0,893/0,491
Plasmazellanteil | <10 % 68 0,978 /0,520 0.755
im Knochenmark| > 10 % 37 0,949/0,471 ’

% Die Einteilung der nicht nominalen Laborparametdolgte anhand der jeweiligen Grenzwerte, die iseh
fir das MM Uber- bzw. unterschritten werden.
* auf dem Niveau von 0,05 statistisch signifikant
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Tab. 6: Beziehung zwischen der OD bei Testung aufTFAK und klinischen Parametern
Es sind die Signifikanzen beim Vergleich der Patamentergruppen dargestellt sowie deren OD-
Mittelwerte und Standardabweichungen.

Parameter Einteilung® N Mittelwert/SD p -Wert
Spender 100 1,894 /0,666 "
Gruppe - 0,000
MM-Patient 190 1,026 /0,973
mannlich 115 1,202 /0,831
Geschlecht — 0,522
weiblich 75 1,133/0,897
< 60 Jahre 122 1,253/0,837 .
Alter 0,041
> 60 Jahre 67 1,023/0,880
. . zu niedrig 157 1,181/0,821
Hamoglobin 0,352
normal 30 1,087 /1,040
i <35gll 27 0,699 /0,649 .
Albumin 0,002
>35¢g/l 158 1,247 /0,870
<225 U/l 137 1,156 /0,861
LDH 0,887
> 225 U/l 49 1,194/ 0,866
. < 2,63 mmol/l 182 1,145/0,854 .
Kalzium 0,045
> 2,63 mmol/l 2 2,470/0,042
- < 1,3 mg/dl 146 1,123/0,871
Kreatinin 0,122
> 1,3 mg/dl 37 1,355/0,821
IgG beim IgG- <169/l 44 1,248 /0,843 0.045"
Myelom > 16 g/l 41 0,874 /0,706 ’
IgG beim IgA- <16 g/l 39 1,103/ 0,667 0.490
Myelom > 16 g/l 4 0,870/ 1,010 ’
IgA beim IgA- <4gll 17 1,151/0,571 0.637
Myelom >4 g/l 26 1,034 /0,769 ’
Kappa- <3,749l 14 1,557/1,128
Leichtketten > 3,7 g/l 0
Lambda- <2qgll 12 1,007 /0,824 0.109
Leichtketten >2gll 1 0,030/ --- ’
. vorhanden 46 1,014 /0,782
Deletion 13q14 , 0,165
nicht vorhanden 117 1,218/0,862
. vorhanden 13 1,350/0,773
Deletion 17p13 : 0,675
nicht vorhanden 150 1,142 /0,848
Translokation vorhanden 9 0,793/0,829 0.125
t (4,14) nicht vorhanden 153 1,178/ 0,840 ’
. .| <3 mgl/l 60 1,200/0,817
B2-Mikroglobulin 0,149
>3 mgl/l 32 0,942 /0,691
vorhanden 42 0,965/ 0,660
GvHD - 0,284
nicht vorhanden 21 1,172 /0,745
Plasmazellanteil | <10 % 68 1,241/0,789 0.137
im Knochenmark| > 10 % 37 1,006/ 0,759 '

% Die Einteilung der nicht nominalen Laborparametéolgte anhand der jeweiligen Grenzwerte, die iiseh
fir das MM Uber- bzw. unterschritten werden.
“auf dem Niveau von 0,05 statistisch signifikant
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Desweiteren wurde die Korrelation der OD-Werte WR- und TT-AK mit dem Alter der

Patienten und ihren Laborwerten untersucht. Hiedegyte sich in der Korrelationsanalyse
nach Pearson fir die Antikdrper gegen NP ein sigaiter Zusammenhang mit Kalzium (p =
0,049; r = 0,145) sowie mit IgG beim IgG-Myelom=®,039; r = -0,225). Fir die Antikérper
gegen TT konnte eine signifikante Assoziation zumteA(p = 0,008; r = -0,193), zur
Albumin- (p = 0,002; r = 0,225) und zur Kalziumkeemtration (p = 0,028; r = 0,162)
gefunden werden. In den Abbildungen 12 — 16 siedggnannten Korrelationen dargestellt.

Kalziumkonzentratiom mmol/|

3,00
o* p = 0,049
r=0,145
o °
2,50 . Ty o ° o (Y ® 7Y o -. T
[ ] b o
[ ]
2,00 — .
Y [ ]
[ ]
1,50 T T T T T )

Abb. 12: Positive Korrelation zwischen der OD bei €stung auf NP-AK und der
Kalziumkonzentration

IgG-Konzentration in g/l

1000
. p = 0,039
r=-0,225
100
10
1 T T T T
0 0,5 1 1,5 2 OD bei Testung auf NP-AK

Abb. 13: Negative Korrelation zwischen der OD bei €stung auf NP-AK und der IgG-
Konzentration
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Abb. 14: Negative Korrelation zwischen der OD bei €stung auf TT-AK und dem Alter
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Abb. 15: Positive Korrelation zwischen der OD bei €stung auf TT-AK und der
Albuminkonzentration
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Abb. 16: Positive Korrelation zwischen der OD bei €stung auf TT-AK und der
Kalziumkonzentration
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Zu den Ubrigen getesteten Parametern liel3 sich miédedie Antikérper gegen NP noch
gegen TT ein signifikanter Zusammenhang finden. eEibbersicht der jeweiligen
Signifikanzen und Korrelationskoeffizienten findath in den Tabellen 7 und 8.

Tab. 7: Korrelation der OD bei Testung auf NP-AK mit klinischen Parametern

Parameter OD (NP-AK)

p - Wert r
Alter 0,732 0,025
Hamoglobin 0,523 -0,047
Albumin 0,208 0,093
LDH 0,755 -0,023
Kalzium 0,049 0,145
Kreatinin 0,597 -0,039
IgG beim IgG-Myelom 0,039 -0,225
IgG beim IgA-Myelom 0,343 -0,148
IgA beim IgA-Myelom 0,087 0,264
Kappa-Leichtketten 0,333 0,280
Lambda-Leichtketten 0,090 -0,489
B2-Mikroglobulin 0,089 -0,178

p-Wert = statistische Signifikanz
r = Korrelationskoeffizient nach Pearson
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Tab. 8: Korrelation der OD bei Testung auf TT-AK mit klinischen Parametern

Parameter o— WertOD (TT-AK) ;

Alter 0,008’ -0,193
Hamoglobin 0,642 -0,034
Albumin 0,002 0,225
LDH 0,566 0,042
Kalzium 0,028 0,162
Kreatinin 0,441 -0,057
IgG beim IgG-Myelom 0,801 -0,028
IgG beim IgA-Myelom 0,314 -0,157
IgA beim IgA-Myelom 0,250 -0,179
Kappa-Leichtketten 0,896 0,039
Lambda-Leichtketten 0,129 -0,444
B2-Mikroglobulin 0,270 -0,116

p-Wert = statistische Signifikanz
r = Korrelationskoeffizient nach Pearson



4 Diskussion

Das Multiple Myelom ist eine Erkrankung, bei debae einer Neutropenie insbesondere die
humorale Schwéache des Immunsystems zu einer erhOltéektanfalligkeit flhrt
(Kalambokis et al. 2009). Zudem ist die therapieassrte Mortalitat bei allogener SZT zu
einem betrachtlichen Anteil durch Infektionen bedjrwenngleich diese in den vergangenen
Jahren durch dosisreduzierte Konditionierung, demsd&z neuer antimikrobieller
Therapeutika und die verbesserte Pravention nosiakeminfektionen deutlich reduziert
werden konnten (Kortim et al. 2011). Da eine efektAntikorperproduktion somit
entscheidend fur den Krankheitsverlauf ist, jeddmbher wenige Untersuchungen zum
Vorkommen von Antikorperantworten gegen mikrobidéigeger vorliegen, fand im Rahmen
dieser Arbeit eine Analyse von Tetanus Toxoid- Umitbenza Nukleoprotein- spezifischen
Antikdrpern bei MM-Patienten statt. Diese fallenkziminduziert bzw. erworben in der
gesunden erwachsenen Bevolkerung zu einem hoheerRsatz positiv aus und eignen sich
aus diesem Grund zum Vergleich der Patientensereden Gruppe der Blutspender sowie
zur Beurteilung etwaiger Anderungen der ImmunantwaorVerlauf der Erkrankung. Da erst
vor wenigen Monaten festgestellt werden konntes das bestimmten Tumorantigenen die
gezielte Aktivierung einer gegen den Tumor geritgrie Antikdrper-vermittelten
Immunantwort besonders héaufig nach allogener SaAfifistdet (Kobold u.a. 2010), ist der
Fokus in dieser Arbeit ebenfalls auf die Beeinfluggs der Immunreaktion gegen NP und TT

durch eine allogene SZT gerichtet

4.1 Patientenkollektiv

Da die vorliegende Studie retrospektiv angelegt deor ist, wurden zunachst die
Eigenschaften dieses somit nicht selektionierteireP@nguts untersucht, um zu tberprifen,
ob es sich um ein reprasentatives Kollektiv handBie vorhandene Pradominanz des
mannlichen Geschlechts (61 %) sowie der Isotypén(#p %) und IgA (23 %) ist auch in der
Literatur beschrieben (Alexander et al. 2007). Bbebefand sich die Mehrzahl der von mir
untersuchten Patienten bei Erstdiagnose bereiteimem fortgeschrittenen und somit
therapiebedirftigen Stadium (16 % Stadium | ve&s%6 Stadium Il und 50 % Stadium IlI).

Konsekutiv und auch infolge eines eher niedrig estzfenden Altersdurchschnitts von 55

Jahren wurde bei den meisten Erkrankten das Aum#dnzept angewandt.
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Zusammenfassend liegt daher ein reprasentativesleifiol vor, womit eine der

Grundvoraussetzungen valider Datenerhebung evwiiitit

4.2 Einfluss von Stammzelltransplantation und Chemiherapie auf die
Immunantwort

Die Therapie des Multiplen Myeloms hat in den veggnen Jahrzehnten eine starke
Wandlung erfahren, die mit einer Verlangerung dessdmtuberlebens und einer
Verbesserung der Lebensqualitat einherging. Wairirbidie 90er Jahre die vofilexanian
eingefuhrte konventionelle Chemotherapie die im &idichen einzige Therapieoption,
konnten mit der Entwicklung der Hochdosischemotpieramit nachfolgender autologer
Blutstammzelltransplantation sowie mit dem Einsa¢ézier Medikamente wie Thalidomid,
Lenalidomid und Bortezomib die Behandlungsmdglictéredes Multiplen Myeloms deutlich
verbessert werden. Kontrovers diskutiert wird hgeye weiterhin der Stellenwert der
allogenen Blutstammzelltransplantation, da diesghracheinlich einzige potentiell kurative
Therapieansatz auch heute noch eine hohe therspadaste Morbiditdt und Mortalitat
beinhaltet (Katzel et al. 2007).

Wahrend nur ein sehr geringer Anteil der von mitetssuchten Patienten (4 %) ausschlief3lich
chemotherapeutisch behandelt worden ist, erhieltMighrzahl im Verlauf ihrer Krankheit
eine zusatzliche Stammzelltransplantation. Mit gerpheren Stammzellapherese wurde die
inzwischen bevorzugte Methode zur Stammzellgewignamgewandt, da sie gegentber der
konventionellen Knochenmarkentnahme eine Kklinisclthnsllere hamatopoetische
Rekonstitution verspricht (Ottinger et al. 1996).

Wie sich bei meinen Untersuchungen heraussteltiad fdurch die allogene SZT eine
Beeinflussung der Immunantwort auf NP und TT stdir stieg der OD-Wert in den ersten
Monaten nach der Behandlung signifikant an undtedig weiteren Verlauf wiederum eine
Abnahme. Bei der autologen Stammzelltransplantasiowie bei den chemotherapeutisch
behandelten Patienten lieBen sich bei mitunterngeren Fallzahlen hingegen keine
Anderungen der Antikérperantworten feststellen.

Umso interessanter sind diese Ergebnisse vor dentedgrund, dass Patienten nach allogener
SZT Immunsuppressiva erhalten, um eine durch damdgptransplantat ausgeléste GvHD

besser kontrollieren zu kdnnen.
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In der Literatur liegen insgesamt unterschiedlidhgebnisse Uber das Persistieren der

Immunitat gegenuber Tetanus nach allogener undag&oSZT vor.

Bereits 1986 zeigtebhum et al. dass die spezifische humorale Immunitat gegearlistvom
Spender auf den Empfanger tbertragen werden kaom (&t al. 1986) , wodurch die
grundsatzliche Notwendigkeit einer Revakzinieruegen Tetanus nach SZT in Frage gestellt
wurde. Jedoch sprachen sidfjungman et al. fur ein Impfschema mit dreimaliger
Verabreichung des Tetanus Toxoids aus, da in iBtadie bei etwa der Halfte der vor
Transplantation seropositiven Patienten der Impfsckein Jahr nach allogener SZT nicht
mehr sicher vorhanden war. Zudem stellten sie fizsts die posttransplantare Immunantwort
der Patienten zwar von deren Immunstatus vor deF &zhing, nicht jedoch durch die
Antikoérperkonzentration der Spender beeinflusstdearwar (Ljungman et al. 1990).
Ubereinstimmungen zu den in dieser Arbeit vorlietgsn Ergebnissen fanden sich in der
Publikation vonStorek et aP004 Hier konnte ebenfalls ein Anstieg der Serumkonzioin
von Tetanus Toxoid-spezifischen Antikérpern nacloganer Stammzelltransplantation
nachgewiesen werden (Storek et al. 200dre Untersuchungen zeigten die starkste
posttransplantare Immunantwort in der Gruppe, in stevohl die Patienten als auch die
Spender vor der Transplantation gegen Tetanus dewgrden waren. Schwacher, aber
immer noch ansteigend war die Immunantwort bei dgampften Empfangern und
ungeimpften Spendern, wahrend die Antikdrperkomagion nur in der Gruppe der

pratransplantar ungeimpften Spender und Empfaragr der SZT kontinuierlich abfiel.

Hammarstrom et aluntersuchten die Immunitat gegeniber Tetanus &@efien mit Erhalt
einer autologen Knochenmark- bzw. peripheren Stagfitremsplantation. Bei beiden
Methoden konnten sie ein Jahr nach der Transpiantatine abnehmende Zahl an
seropositiven Patienten feststellen (Hammarstrom.et998). Dies ist mit den Ergebnissen
der vorliegenden Studie vereinbar, da auch hierdbeia der Héalfte der Patienten eine
Abschwachung der Immunantwort nach der autologeh &Zverzeichnen war.

Aufgrund dieser vorliegenden Daten spricht &eropean Group for Blood and Marrow
Transplantation (EBMT) sich fir eine Impfung gegen Tetanus bei Eingern einer
allogenen oder autologen Stammezelltransplantatiars. aDurch Verabreichung einer
dreimaligen Dosis 6 — 12 Monate nach Transplamagmwie durch eine vorherige Impfung
des Spenders soll die Ansprechrate bei den Patiergebessert werden (Ljungman et al.
2005).
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Bezuglich Influenza lieRen sich in der Literaturinge Studien finden, die sich mit dem
direkten Einfluss einer SZT auf die Antikorperlevaliseinander setzen und somit zum
Vergleich mit der vorliegenden Arbeit herangezogerden konnten. Es sind jedoch viele
Untersuchungen zur Wirksamkeit einer posttransptent Impfung beschrieben, da
Infektionen insbesondere bei immunsupprimierten $4bBen eine hohe Rate an
Komplikationen aufweisen und die mit ihnen assot@ieMortalitat nach h&matopoetischer
Stammzelltransplantation etwa 15 % betragt (Ljungmal. 2001). Es konnte im Vergleich
zur gesunden Bevolkerung ein schlechteres Impfashpn mit einer niedrigeren Rate an
seroprotektiven Titern bei Patienten nach ErhaleeiSZT gezeigt werden (Ljungman und
Avetisyan 2008). AulRerdem wurde festgestellt, dkessZeitpunkt der Vakzinierung Einfluss
auf die Antikdrperantwort hat. Ein hoherer Prozatas der Patienten wies eine
Serokonversion auf, wenn das Intervall zwischem8taelltransplantation und Impfung > 6
Monate betrug (Issa et al. 2011). Empfehlungen EBMT sehen daher ahnlich wie bei
Tetanus auch bei Influenza die Einhaltung eineerWadls von 4 — 6 Monaten nach
Transplantation vor, bevor die erste der jahrlicigeaatenen Impfungen stattfinden soll

(Ljungman et al. 2005).

Insgesamt zeigten die Ergebnisse der eigenen Wisteragen, dass in den ersten Monaten
nach allogener Stammzelltransplantation die Anpkéantworten gegen NP und TT trotz
Immunsuppression signifikant angestiegen sind, er@dhrdurch die autologe SZT keine
Beeinflussung stattfand.

Da bei beiden Transplantationsformen zuvor diesellzgtoreduktiven Therapeutika
eingesetzt worden sind und somit ein einheitlicBebandlungsschema angewandt wurde,
scheint dieses Ergebnis in der Herkunft der trangdrten Zellen begrindet zu sein. Welche
genauen Mechanismen zu dem Anstieg gefuhrt haltem kum jetzigen Zeitpunkt noch
nicht abschlielBend beurteilt werden. Vorstellbarevaum einen, dass die transplantierten
Zellen des gesunden Spenders fur die zunehmendlebArerproduktion verantwortlich sind.
Aber auch eine unspezifische Aktivierung von im Eamger verbliebenen Immunzellen
durch das fremde Gewebe erscheint mdglich.

Dass trotz der Antikorperzunahme Kklinisch jedoclemé&ein ausreichend protektives Level
erreicht wird, zeigt sich an den haufig auftretandehweren Infektionen nach allogener SZT.
Diese sind aul3erdem durch eine deutlich reduzieeltulare Immunitat in den ersten
Monaten nach Transplantation bedingt, so dass doatw@hdigkeit der empfohlenen

Revakzinierung nicht in Frage gestellt werden sollt
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Abschliel3end ist festzuhalten, dass sich an eimmalidme der Immunantwort das kurative
Potential der allogenen Stammzelltransplantatikeraren lasst und es ware winschenswert,
wenn zukinftige Studien die zugrunde liegenden Medmen fir die in dieser Arbeit
festgestellten Ergebnisse als Forschungsgegensimaindeln. Dies kdonnte Moglichkeiten
eroffnen, aktiv in den Prozess der Antikdrperprdawknach SZT einzugreifen und auf diese
Weise die therapieassoziierte Mortalitat weiteremuzieren.

Ebenso waren Untersuchungen zur Entwicklung der unmantwort auf weitere fir MM-

Patienten relevante Krankheitserreger sehr intengéss

4.3 Zusammenhang von Immunantwort und klinischen Brametern

Fur das Multiple Myelom ist bereits eine Vielzahh @rognostisch relevanten Faktoren
bekannt. Neben dem Alter zahlen hierzu laborchdmigtarameter wie Hb, Albumin, LDH,
Kalzium, Kreatinin,B2-Mikroglobulin und die H6he des monoklonalen PirtgeDesweiteren

sind das Vorhandensein zytogenetischer Aberraticosvie das Eintreten einer GvHD von
Bedeutung (siehe 1.1.6). Um zu beurteilen, inwiévigi die Immunantwort auf NP und TT
ebenfalls eine prognostische Aussagefahigkeit Bduttiplen Myelom besteht, wurden die

ermittelten OD-Werte auf einen Zusammenhang mgetieParametern tberprift.

Da die Anzahl der entnommenen Blutproben interiiiigll unterschiedlich war, wurde die
statistische Auswertung mit der vddland und Altman empfohlenen Vorgehensweise flr
Analysen bei heterogenen Datensatzen durchgefibshach werden zwei Parameter
innerhalb eines Kollektivs mit den jeweiligen Mltterten der einzelnen Patienten auf einen
maoglichen Zusammenhang untersucht (Bland und Alth@8b).

Insgesamt ergaben der Mann-Whitney-U-Test zum arlgl der Parameter-Untergruppen
bezuglich ihrer OD-Werte sowie die Korrelationsgsal nach Pearson unterschiedliche
signifikante Ergebnisse fiur NP und TT. Ersterer gieei allerdings folgende

Ubereinstimmungen beziiglich der beiden Antikorpevarten: Beim Vergleich der

Myelompatienten mit der gesunden Kontrollgruppe rikeneine signifikant schwachere
Immunantwort bei dem erkrankten Kollektiv festgéisteverden, wodurch sich dessen
humorales Immundefizit bestéatigen lie3. AuRerdemaleen sich signifikante Ergebnisse
hinsichtlich der 1IgG-Konzentration bei Patientent ngG-Myelom. Interessant hierbei ist,
dass die schwéachere Antwort auf NP und TT in darpde mit der pathologisch erhdhten
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lgG-Konzentration zu beobachten war. Dieses Ergeldsst sich darauf zuriickfihren, dass
bei Krankheitsprogression mit steigender Tumorzafise zwar vermehrt das monoklonale
Protein gebildet wird, infolge der Verdrangung adermalen Hamatopoese jedoch klinisch
ein Antikdrpermangelsyndrom besteht. Dass bei daieften mit IgA-Myelom dagegen kein
signifikanter Unterschied zwischen den IgG-Untepgren bestand, unterstitzt diese These
zusatzlich.

Fur Tetanus Toxoid konnte desweiteren eine sigmifi@ Abnahme der OD-Werte mit
zunehmendem Alter festgestellt werden, was mit reinegesamt reduzierten humoralen
Immunantwort bei alteren Menschen zu vereinbare(\Weiskopf et al. 2009). Sowohl diese
Beziehung als auch der ermittelte positive Zusanimaeg zwischen TT-AK und der
Albuminkonzentration konnten jedoch fur Antikbrggrgen NP nicht bestatigt werden.

Die signifikant positive Korrelation in der Analyseach Pearson, die sich bei beiden
Antikdrpern in Bezug auf die Kalziumkonzentratioaststellen lie3, erscheint zunachst
widerspruchlich, da erhdhte Kalziumwerte auf eirntdeschrittenes Stadium hinweisen, bei
der eine zunehmende Schwachung des Immunsysterasvanten wére. Jedoch lagen die
Kalziumkonzentrationen bei 182 der 184 untersuclatienten im Normbereich. Folglich
steht eine hohere, aber noch normwertige Kalziura&otration nicht unmittelbar mit einer
Krankheitsprogression in Verbindung.

Besonderes Interesse galt der Frage, ob bei Ratientit bzw. ohne GvHD die
Antikdrperantworten signifikant differieren, da slée Krankheit durch eine zu starke
Immunantwort der transplantierten Zellen gegen @awebe des Empfangers ausgeldst und
mit Immunsuppressiva behandelt wiRhrkkali et alkonnten bei ihren Untersuchungen keine
Beeinflussung der Tetanus-Antikérperkonzentratiarcd eine GvHD feststellen (Parkkali et
al. 2007) und auch in der vorliegenden Arbeit war diesen getesteten Parameter kein

signifikantes Resultat zu verzeichnen.

Zusammenfassend wurden fiir die AntikdrperantwoaghNP und TT Zusammenhange zu
bereits bekannten prognostisch relevanten FaktdesnMultiplen Myeloms aufgezeigt. Fur
einige Parameter liel3en sich die beschriebeneifikegrten Ergebnisse feststellen, welche in
Bezug auf die beiden untersuchten Antikdrper nallg einheitlich waren. Ausgehend von
diesen Resultaten scheint die Bestimmung von A somit bedingt zur Einschéatzung
der Prognose von an MM erkrankten Patienten gekignesein. Fur eine abschliel3ende
Beurteilung der prognostischen Aussagefahigkeit Algrkorperlevel sind weitere Arbeiten

zu diesem Thema notwendig.

48



4.4  Kritikpunkte

Kritische Aspekte der vorliegenden Studie ergebehn sum einen aus ihrem retrospektiven
Charakter. Dadurch, dass die zur Durchfihrung dasidche verwendeten Seren primar nicht
zum Anfertigen dieser Arbeit entnommen wurden, wasee interindividuell in Bezug auf
Anzahl und Zeitpunkte vor und nach erfolgter Thexagehr heterogen. Es stellte sich im
Verlauf der Studie heraus, dass infolge dieser idganitat innerhalb des Patientenkollektivs
viele der untersuchten Proben bei bestimmten Fralgesgyen keine Bertcksichtigung finden
konnten. Zudem konnten bei einigen Patienten dieskhen Daten nicht vollstdndig erhoben
werden, was zwar mitunter zu verminderten, abegranfl des insgesamt grof3en Kollektivs
zu ausreichenden GruppengrofR3en bei der statistisebswertung fuhrte. Desweiteren waren
die Zeitpunkte eventuell stattgefundener Impfungegen Tetanus Toxoid und Influenza
nicht bekannt, so dass diese EinflussgroRe in dedi& keine Bertcksichtigung finden
konnte.

Ein die Methodik betreffender Kritikpunkt ist durctie Grol3e des Patientenkollektivs
bedingt. Da mit mehr als 1000 Blutproben von inagas190 Erkrankten ein im Vergleich zu
anderen Studien sehr groRRer Datensatz vorlag,gefdlessen Analyse mit der Bestimmung
von OD-Werten nur semiquantitativ. Eine genaueraur@dung der Immunitat durch

Titerbestimmung wéare daher bei kleineren Stichpnadrapfehlenswert.
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) Zusammenfassung

Das Multiple Myelom ist eine Erkrankung, bei dersbesondere eine Schwéche des
humoralen Immunsystems zu einer erhdhten Infekilagkéit bei den Betroffenen fihrt.
Zudem ist die therapieassoziierte Mortalitdt nattbganer Stammzelltransplantation auch
heute noch haufig durch Infektionen bedingt. In derliegenden Arbeit wurden daher
mithilfe des enzymgekoppelten ImmunadsorptionsEktSA) die Antikorperantworten auf
Tetanus Toxoid (TT) und Influenza Nukleoprotein {Nei Patienten mit Multiplem Myelom
erfasst und auf ihre Entwicklung im Rahmen der Khemitsprogression analysiert. Hierzu
wurden Blutproben von 190 Patienten Uber den Vértier Erkrankung und Uber die
verschiedenen Phasen der Therapie hinweg untersughei als Kontrolle das Blut von 100
gesunden Spendern diente.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen erbrachten e&unen eine eindeutig verminderte
Immunantwort in der Gruppe der Patienten mit Midtip Myelom im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe, wodurch sich das humoratenundefizit der Erkrankten
bestatigen liel3.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass durch diegalhe Stammzelltransplantation eine
Beeinflussung der Immunantwort auf NP und TT statif Hier stiegen die Antikérper in den
ersten sechs Monaten nach der Behandlung zundghsgtkaint an und zeigten im weiteren
Verlauf dann wiederum eine Abnahme. Bei der auo§tammezelltransplantation sowie bei
den mit alleiniger Chemotherapie behandelten PterlieRen sich hingegen keine
Anderungen der Antikdrperantworten feststellen bBabeiden Transplantationsformen zuvor
dieselbenzytoreduktiven Therapeutika eingesetzt worden sind somit ein einheitliches
Behandlungsschema angewandt wurde, scheint diesgsbrits in der Herkunft der
transplantierten Zellen begrindet zu sein. Ob jedbe transplantierten Zellen des gesunden
Spenders ausschlie3lich selber fur die Antikorpmtpktion verantwortlich sind oder ob
eventuell noch im Empfanger verbliebene Immunzelidarch das fremde Gewebe
unspezifisch aktiviert werden, ist bisher nicht &ekt. Eine tiefergehende Erforschung der
hier stattfindenden Mechanismen kdonnte Mdglichkeaedffnen, aktiv in die entsprechenden
Prozesse einzugreifen und auf diese Weise die fdieaissoziierte Mortalitédt weiter zu

reduzieren.
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Die durchgefuhrte Analyse der Immunantworten awmeri moglichen Zusammenhang mit
bereits bekannten, prognostisch relevanten klieiscHParametern erbrachte mehrere
signifikante Resultate. Insbesondere bei Patiemti¢pathologisch erhdhtem 1gG-Paraprotein
wurde ein Abfall der Antikdrperantworten nachgewiesFir eine abschlieBende Beurteilung
der prognostischen Aussageféahigkeit der Antikogyell sind weitere Arbeiten zu diesem

Thema notwendig.
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6  Abkirzungsverzeichnis

Abb.
AK
BCL-1
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bzw.
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ca.
CRP
CT

dl
DNA
D-PBS
DSMM
EBMT
ED
EIA
ELISA
FDG-PET
FGFR
FISH
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G-CSF
gof.
GST

GvHD

Abbildung
Antikorper

B-Cell-Lymphoma
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beziehungsweise

Kalzium

zirka

C-reaktives Protein

Computertomographie

Deziliter

Desoxyribonukleinsaure

Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline
Deutsche Studiengruppe Multiples Myelom
European Group for Blood and Marrow Transpdéion
Erstdiagnose

enzymgekoppelter Immunadsorptionstest
Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Fluor-18-Deoxyglukose-Positronenemissiomsigraphie
Fibroblast Growth Factor Receptor
Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Gramm
Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor
gegebenenfalls

Glutathion-S-Transferase

Graft-versus-Host-Disease
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GvM
Hb
HCI

HDT

I-1B
11-6

1SS
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KM

LDH

Lf

mg
MgCl,
MGUS
i
MM
MP
MPT
MPV

MRT

NaNz
NaOH

NP

Graft-versus-Myeloma
Hamoglobin

Salzsaure

Hochdosistherapie
Immunglobulin

Interleukin 1-beta

Interleukin 6

International Staging System

im Serum

Knochenmark

Liter

Laktatdehydrogenase

Limes flocculationis, spezifische Aktivitat sl etanus Toxoids
Quadratmeter
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Magnesiumchlorid

Monoklonale Gammopathie unbestimmter Sigaiiz
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Multiples Myelom
Melphalan/Prednison
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Melphalan/Prednison/Velcade
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Natriumhydroxid
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oD
OSHO
PBS-T
PLI
PNPP
pPCL
ras

SD
SMM
sog.
sPCL

SZT
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TNF-a

TT

VAD
VGPR

z.B.

optische Dichte = Extinktion
Ostdeutsche Studiengruppe Hamatologie utkodOgie
phosphate-buffered saline-Tween (PhosphaHterte Salzlosung)
Plasmazell-Labeling-Index
Para-Nitrophenylphosphat
primare Plasmazellenleukamie
rat sarcoma
Standardabweichung
Smoldering multiple Myeloma (indolentes Mye)
sogenannt
sekundare Plasmazellenleukamie
Stammzelltransplantation
Translokation
Tabelle
Tumornekrosefaktor-alpha
Tetanus Toxoid
Einheit
Vincristin/Adriamycin/Dexamethason
very good partial remission (sehr guteiBlagimission)

zum Beispiel
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Anhang: Patientenaufklarung und -einverstandniseklarung

Patientenaufklarung und -einverstandniserklarung
Untersuchung von Blut und Knochenmark

(einschl. genetischer Untersuchung)

Forschungsprojekt
Untersuchung von Expressionsmuster und immunologiser
Relevanz von Cancer-Testis-Antigenen als moglichefielstrukturen
fur Tumorvakzinierung nach allogener Stammzelltranglantation

bei Patienten mit Multiplem Myelom

Vorname, Name und Geburtsdatum des
Patienten bzw. Patientenaufkleber

62



1.1 Patienteninformation

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

bei Ihnen besteht der Verdacht auf das VorliegarereiErkrankung des blutbildenden
Systems, des Multiplen Myeloms, oder die Erkranklognte bereits zu einem friheren

Zeitpunkt diagnostiziert werden.

Zur Diagnosestellung sind die Durchfihrung einero&renmarkentnahme und auch die
Entnahme von peripherem Blut no6tig. Auch im Rahmemer madglicherweise

durchzufihrenden  Behandlung werden bei |hnen gegelf@lls regelmalig

Blutuntersuchungen, aber auch Knochenmarkuntersigemdurchgefuhrt werden. Die dabei
anfallenden Untersuchungen erfolgen, um bei lheehtzeitig Komplikationen erkennen zu
kénnen, aber auch, um den Krankheitsverlauf undTdesrapieerfolg beurteilen zu kdnnen.
Diese Untersuchungen sind fur Ihre Behandlung eéndgerforderlich und gehdren zum
standardisierten Ablauf der Behandlung. Das nankresolchen Untersuchung verbliebene

Knochenmark bzw. Blut wird in der Regel entsorgt.

Es steht mittlerweile fest, dass das ImmunsysterareEinfluss auf die Entstehung und den
Verlauf vieler Erkrankungen, einschlief3lich boggeti Tumoren, hat. Wir moéchten anhand
der lhnen entnommenen Knochenmarkproben untersucblendas Gewebe genetische
Merkmale aufweist, die vom Immunsystem als ,frenedkannt werden. AuRerdem mdchten
wir ermitteln, ob lhr Immunsystem bereits auf dag$giithe Vorhandensein ,fremder*

Strukturen aufmerksam geworden ist. Hierzu mochterSie um eine zusatzliche Blutprobe
(20 ml) bitten, die im Rahmen der routinemalf3ig entmenen Blutproben mit gewonnen

werden kann.

Um kinftig bei Patienten, die an einem ahnlichenidée wie Sie erkrankt sind,
Therapieentscheidungen noch besser treffen zu kdradeer auch, um an Ihrem Material
vielleicht spater neue Erkenntnisse zu gewinnenchte® wir Sie um Zustimmung bitten,
dass dieses Knochenmark- und Blutmaterial assérdien. aufbewahrt, und spéater gesondert
untersucht werden kann. Das wéahrend der Diagnbgtik wahrend der Transplantation und
im nachfolgenden Verlauf Ihrer Erkrankung gewonnkfaterial (Blut / Knochenmark) wird
im Forschungslabor der Il. Medizinischen Klinik dedKE in Hamburg aufbewahrt. Im
Rahmen der vorliegenden Untersuchung werden Knoshdaund Blut dann im Verlauf auf
das Vorliegen bestimmter Gene hin untersucht werden Tumoren fir das menschliche

Immunsystem erkennbar und damit angreifbar madieiterhin sollen die Proben daraufhin
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untersucht werden, ob eine solche durch Antikorpeler Immunzellen vermittelte Anti-

Tumor-Antwort bereits vorliegt.

Durch diese zusatzlichen Untersuchungen entstelre8ié keine Unannehmlichkeiten bzw.
Aufwendungen, weil keine zusatzliche Knochenmarkw.bVenenpunktion notwendig ist.

AulRerdem birgt die zusatzliche Entnahme von maxid@l ml Knochenmark keinerlei

spezielle Risiken. Es handelt sich bei dem hiercly@sbenen Projekt um ein reines
Forschungsprojekt und nicht um eine klinische Sudialls im Rahmen eines spéateren
Forschungsprojekts anhand Ihres Blutes bzw. IhrescKenmarks klinische Daten notwendig
sind, bitten wir schon jetzt um lhre Zustimmung,e dklinischen Daten lhres

Krankheitsverlaufs zu erheben. Diese Daten werdsugonymisiert, d. h. es erfolgt durch
Ersetzen des Namens und andere Identifikationsnadekr(z. B. Geschlecht) durch eine
spezielle Kennzeichnung zu dem Zweck, die Bestingndes Betroffenen auszuschlieRen
oder wesentlich zu erschweren. Diese Malinahme dieat, die Kenntnisnahme der
klinischen Daten und der Materialdaten durch Dritee Ihre Einwilligung auszuschliel3en.
Die Untersuchungsergebnisse konnen in mediziniscRanhzeitschriften veré6ffentlicht

werden, allerdings ohne Offenlegung lhrer perstwelic Daten. Bei der Verarbeitung lhrer
personenbezogenen Daten werden die Bestimmungen Bdeslesdatenschutzgesetzes

eingehalten werden.

Die geplanten Untersuchungen werden ausschlief®lictter 1. Medizinischen Klinik des

UKE durchgefiihrt. Eine Weitergabe an Dritte ist murAusnahmeféllen vorgesehen. Diese
Ausnahmefélle liegen vor, wenn bestimmte wisserfiaitee Methoden nur in

entsprechenden Speziallabors durchgefuhrt werdand In diesem Fall werden die Daten
pseudonymisiert, d. h. die personenbezogenen Dateden so verandert, dass die Einzel-
angaben Uber personliche und sachliche Verhaltmgte mehr oder nur mit einem unver-
haltnismaRig groRen Aufwand an Zeit, Kosten, Addedft einer bestimmten oder bestimm-

baren natirlichen Personen zugeordnet werden kdnnen

Sollten andere Forschungslaboratorien oder Unids&ilinika sich an gemeinsamen For-
schungsprojekten beteiligen, so werden die vonbenshnen erhobenen Daten, insbesondere
die klinischen Daten, ebenfalls nur in pseudonyenisr Form weitergegeben, d. h. in einem
solchen Fall sind lhre personlichen Daten derariingert, dass Einzelangaben tber person-
liche und sachliche Verhéltnisse nicht mehr odermit einem enormen, unverhaltnismanig
groBen Aufwand an Zeit, Kosten und Arbeitskrafteeitestimmten oder bestimmbaren

naturlichen Person zugeordnet werden kdnnen.
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Aus diesem Grunde bitten wir Sie, diese Aufklarahgch Ihre Unterschrift zu bestatigen.
Fur eine ggf. sich ergebende Fragestellung, diet e Zusammenhang mit lhrer derzeitigen
Grunderkrankung steht, wirden wir Sie gesondertdddieren und um lhre Zustimmung
bitten.

Uber die konkreten Ergebnisse der jeweiligen Béghérsuchungen werden Sie nicht
gesondert informiert. Die Informationen aus diekenersuchungen werden erst bei kinftig
zu behandelnden Patienten, die an der gleicherakling wie Sie leiden, verwendet werden
kénnen. Selbstverstandlich besteht jedoch die Mbiit, dass lhnen auf Anfrage die
Ergebnisse der Untersuchung mitgeteilt werden.t&olllie Daten jedoch vollstandig anony-
misiert werden, schlie3t das auch eine Informatidyer Untersuchungsergebnisse lhnen
gegenuber aus. Die gesammelten Untersuchungsesgebmverden getrennt von lhrer

Patientenakte aufbewahrt.

Ilhre Zustimmung zur Untersuchung des Blut- bzw. #tremmarkmaterials ist vollkommen
freiwillig und kann von Ihnen jederzeit widerrufemerden. In diesem Falle erfolgt die
Loschung all lhrer gespeicherten Daten und die Mbtang vorhandenen Blut- und

Knochenmarkmaterials. Dieser Widerruf muss schuifterfolgen.

Ihre Zustimmung zur Untersuchung lhres Bluts umgdhKnochenmarks ist unabhangig von

Ihrer ggf. vorliegenden Zustimmung zur Teilnahmesarer Therapiestudie.
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1.2 Patienteneinverstandniserklarung

Ich willige ein, dass mein Blut- und/oder Knochemkmaaterial zu Forschungszwecken ver-
wendet wird, die ausschlief3lich im Zusammenhang metner o. g. Erkrankung bzw. mit

Erkenntnissen Uber die Stammzelltransplantatidmeste

Ich weil3, dass die im Rahmen dieser Studie erhabBrag¢en und persodnlichen Mitteilungen
der arztlichen Schweigepflicht unterliegen und Yerarbeitung und Auswertung nur ohne
meinen Namen (pseudonymisiert) zusammengefuhrt emerdlirfen. Ich weil3, dass die
Untersuchungsergebnisse in medizinischen Fachhditen verotffentlicht werden kénnen,
allerdings ohne Offenlegung meiner persénlichereBatch wurde dartber aufgeklart, dass
bei der Verarbeitung meiner personenbezogenen Dalen Bestimmungen des

Bundesdatenschutzgesetzes eingehalten werden.

Ich wurde Uber den Inhalt der geplanten Untersugbnrdetailliert aufgeklart; mir wurden
alle Fragen vollstéandig beantwortet. Eine Kopie ulgerschriebenen Einverstandniserklarung
wurde mir ausgehandigt. Ich versichere, dass iehRditientenaufklarung sorgfaltig gelesen

und sie verstanden habe und dass ich keine weifgegyen habe.

Ort / Datum (Eigenhéandig unterzeichnet: Name, Datum Patientin/Patient
und Unterschrift)

Ort / Datum (Eigenhandig unterzeichnet: Name, DatumAufklarende(r) Arztin/Arzt
und Unterschrift)
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