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2. Arbeitshypothese und Fragestellungen

Fur die Remissionsbeurteilung nach Stammzelltransplantation beim Multiplem Myelom
gewinnt die Bestimmung der Minimal Residual Disease immer starker an Bedeutung.
Die beiden wichtigsten Verfahren hierfir sind die Multiparameter Flow Cytometry
(MFC) und das neue Verfahren der NGS-Diagnostik. In unserer Untersuchung wollen
wir die Minimal Residual Disease (MRD) mittels Next Generation Sequencing (NGS)
bei Patienten, die im Vorfeld eine Tandem Transplantation erhielten, bestimmen.
Besonderes Augenmerk lag bei unserer Fragestellung darauf, inwieweit sich das
LymphoTrack Dx IGH (FR1/FR2/FR3) Assay — S5/PGM von Invivoscribe Technologies
(Technologies, 2018) und das lon Torrent System von Thermo Fisher Scientific
(ThermoFisher, 2021b) fir diese Diagnostik eignen. In diesem Zusammenhang wollen
wir auch die Unterschiede bei Verwendung von gesamter Knochenmark (KM) Probe,
CD138-positiv selektierter Probe und die Umschreibung von Ribonukleinsaure (RNA)
in complementary DNA (cDNA) als Untersuchungsmaterial fur die NGS-MRD-
Methodik untersuchen und bewerten. Die so Uber das NGS-Verfahren gewonnenen
MRD-Ergebnisse sollen anschlieend mit denen, die Uber das MFC-Verfahren (Four-
Colour-Flow) gewonnen wurden, verglichen und beide Verfahren im Hinblick auf
Starken und Schwachen analysiert werden. Ebenso wollen wir der Frage nachgehen,
welche Bedeutung die MRD-Detektion fir die Prognose des Patienten im Rahmen
seiner Multiplem Myelom (MM) Erkrankung hat. Die fir die NGS-Methodik angegebene
hohe Sensitivitat der MRD-Detektion soll anschlielRend anhand einer Myelom-Zelllinie

in einer Verdunnungsreihe Gberprift werden.
3. Einleitung

Das MM gehort zu den haufigsten malignen hamatologischen Neoplasien. Noch bis
vor 20/30 Jahren Uberlebten Betroffene nur wenige Monate bis Jahre. Durch den
medizinischen Fortschritt und die intensive Forschung im Hinblick auf das MM konnten
vielversprechende Behandlungsstrategien entwickelt werden, mit einer dadurch
deutlich verbesserten Prognose. Eine der wichtigsten Saulen in der Behandlung dieser
Neoplasie ist die Uberwiegend autologe und die in selteneren Fallen zum Einsatz
kommende allogene Stammzelltransplantation (SZT). Fur eine moglichst lange
Uberlebenszeit ist es wichtig, eine besonders tiefe Remission zu erreichen. Neben den

etablierten Response-Kriterien der International Myeloma Working Group (IMWG), die
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das Ansprechen einer Therapie bewerten, spieltin den letzten Jahren immer mehr die
Detektion der MRD eine entscheidende Rolle. In dieser Dissertation wird die MRD in
ihren Einzelheiten dargestellt, ihnre Bedeutung fiur das Myelom bewertet und vor allem
die Rolle der verschiedenen Messmethoden mit Fokus auf die NGS und deren

Anwendung analysiert.

4. Multiples Myelom

4.1 Definition

Das MM ist die maligne hdmatologische Neoplasie der Plasmazellen. Ausgangspunkt der
Erkrankung ist die monoklonale Proliferation einer malignen Plasmazelle, die in der Lage sein
kann, monoklonale Antikoérper oder auch nur Bruchstilicke dieser zu sezernieren (Albagoush
and Azevedo, 2020).

4.2 Epidemiologie

Weltweit gehért das MM zu den haufigsten hdmatologischen Neoplasien. In den USA
ist das MM die dritthdufigste maligne hamatopoetische Neoplasie. So gab es im Jahr
2016 in den USA 30.000 Neuerkrankungen und 12.650 durch das MM verstorbene
Patienten (Bashir and Qazilbash, 2017). In Deutschland wurden im Jahr 2016
insgesamt 6910 Neuerkrankungen diagnostiziert. Diese verteilten sich mit 3000 Fallen
auf Frauen und mit 3910 Fallen auf Manner. Das MM gehoért zu den Neoplasien des
hoheren Alters. So liegt in Deutschland das durchschnittliche Alter zum Zeitpunkt der
Diagnose bei Uber 70 Jahren. Nur ca. 2 % der Erkrankungen treten vor dem 45.
Lebensjahr auf. Die relative Fiinf-Jahres-Uberlebensrate wird mit ungefahr 50 %
angegeben und die Zehn-Jahres-Uberlebensrate mit ca. 30 % fiir beide Geschlechter
(Krebsregisterdaten, 2016).

4.3 Pathogenese

Die genaue Pathogenese von der Plasmazelle zum MM ist bisher wissenschaftlich
noch nicht vollstdndig verstanden. Ein Ansatz zur Erklarung ist unter anderem die
Theorie, dass aktivierende Signale in der NF-kB-Kaskade hoch- sowie hemmende
Signale herunterreguliert werden. Ursache fir diesen Kontrollverlust in der Zelle
konnen unter anderem genetische Aberrationen sein. Resultate der Uberaktiven

Signalkaskade sind unter anderem verstarkte Proliferation, Widerstandsfahigkeit und
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Medikamentenresistenz der Myelomzellen. Dartiber hinaus tbt auch das Mikromilieu
der Myelomzellen einen stimulierenden Einfluss auf die Signalkaskade aus (Roy et al.,
2018). Aufgrund des starken Einflusses verschiedener genetischer Aberrationen
kommen zytogenetischen Untersuchungen ein hoher Stellenwert in der Diagnostik zur
Pathogenese des Myeloms zu. So werden unter anderem bei ca. 40 % der Myelom-
Patienten Trisomien nachgewiesen, bei denen insbesondere die Chromosomen
3,7,9,11,15 oder 17 betroffen sind. Ebenfalls pathogenetisch relevant sind die
sogenannten Immunglobulin-Heavy-Chain (IgH)- Translokationen. Diese IgH-
Translokationen sowie die Trisomien stellen die priméaren genetischen Aberrationen
dar. Diesen gegenuber stehen die sekundaren genetischen Aberrationen, von denen
Deletionen del(1p), del(13p), del(17p), RAS Mutationen oder auch Translokationen mit
MYC-Beteiligung Einfluss auf das Myelom haben. Neben der pathogenetischen
Relevanz haben die genetischen Aberrationen auch einen entscheidenden Einfluss auf
die Symptomatik, den Therapieverlauf, das Therapieansprechen und insbesondere auf
die Prognose des Patienten, was den hohen Stellenwert ihrer Untersuchung begriindet
(Mikulasova et al., 2017).

4.4 Symptomatik/Klinik

Die Symptomatik bzw. Klinik des Myeloms ist vielgestaltig und teilweise unspezifisch,
was eine frihzeitige Diagnostik haufig erschwert (Rajkumar et al., 2014). Zu den
Leitsymptomen des MM gehoren Knochenschmerzen, Leistungsminderung,
Gewichtsverlust, Infektionen und Symptome, die durch eine Hyperkalzamie bedingt
sind. Moégliche Symptome bzw. klinische Zeichen aufgelistet nach ihrer Haufigkeit sind

in Tabelle 1 wiedergegeben (Peest and Goldschmidt, 2012).

Tabelle 1 Haufige Symptome/Klinik des Multiplen Myeloms

Symptome/Klinik Haufigkeit (in %)
Knochenschmerzen 40-70
Leistungsminderung 20-60

Infektionen 10-20
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Hyperkalzamie 10-20
Gewichtsverlust 10-15
Tumorformation 6

Klinische Zeichen der Niereninsuffizienz 3
Blutungen 2
Hepatosplenomegalie 2-4
Lymphadenopathie 1-4
Symptomlos 10-40

Wie der Tabelle zu entnehmen, nimmt die Knochenbeteiligung eine herausragende
Stellung in der Symptomatik bzw. Klinik ein. Grund flir die h&dufige Osteopathie ist eine
unverhaltnismalige hohe Osteoklasten-Aktivitat, die durch die pathologische
Uberstimulation durch die malignen Plasmazellen bedingt ist (Peest and Goldschmidt,
2012, (Giuliani et al., 2006). Daraus folgend sind die h&ufigsten Formen der
Osteopathie Osteolysen (66 %) und pathologische Frakturen (26 %) (Kyle et al., 2003)
mit den resultierenden Knochenschmerzen. Eine weitere haufige und
prognosebestimmende Komplikation ist die Schadigung der Niere mit Zeichen der
Niereninsuffizienz. Dies zeigt sich darin, dass schon ca. ein Drittel der Patienten zum
Diagnosezeitpunkt einen erhdhten Serumkreatininwert hat (Peest et al., 1993). Der
Anteil an Patienten mit Nierenschadigung, die sich in unterschiedlichen Formen
prasentiert, steigt im Verlauf des Krankheitsprozesses auf mehr als 50 % an (Haubitz
and Peest, 2006). Die Cast-Nephropathie ist die dabei am haufigsten vorkommende
Form. Ursachlich sind hier die monoklonalen Immunglobulin-Leichtketten, die unter
anderem in Kombination mit dem Tamm-Horsfall-Protein zu einer Funktionsstérung
und Schaden in der Niere fuhren (Peest and Goldschmidt, 2012, (Solomon et al.,
1991).

4.5 Diagnostik

Die spezifische Diagnostik des MM basiert insbesondere auf der Detektion der
monoklonalen Immunglobuline oder ihrer Bestandteile. Die monoklonalen
Immunglobuline sind, wie der Name schon suggeriert, strukturell einheitliche
Immunglobuline und entstammen einer der funf Immunglobulin-Klassen (IgA, IgE, IgD,
lgG und IgM). Sie werden auch unter der Bezeichnung Paraproteine gefiihrt. Weiterhin
kdnnen zusatzlich oder auch ausschlie3lich die monoklonalen freien leichte-Ketten
Kappa und Lambda vorliegen. Zu den wichtigsten diagnostischen Methoden fur die

Detektion bzw. das Screening nach monoklonalen Immunglobulinen gehért die
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Serumprotein-Elektrophorese (SPE). Das Prinzip dieser Methodik basiert auf einer
elektrophoretischen Auftrennung der Serumproteine tUber deren Ladung und Grol3e.
Hierbei zeigt sich im Falle eines MM ein schmaler Peak in der Gamma-Fraktion,
weshalb diese Konfiguration als monoklonale Gammopathie bezeichnet wird. In
Zusammenschau mit dem kleineren Peak der Albumin-Fraktion erhélt das Bild der
Elektrophorese die Form des Buchstabens M, weshalb die monoklonalen Proteine

auch als M-Proteine bezeichnet werden (Peest and Goldschmidt, 2012).

Eine etwa zehnfach sensitivere Methode als die SPE ist die Immunfixations-
Elektrophorese (IFE). Das monoklonale Protein kann hier ab einer Menge von ca. 0,2
g/l im Serum und ab einer Menge von 0,04 g/l im Urin nachgewiesen werden
(International Myeloma Working, 2003). Die IFE funktioniert, indem die Proteine im
Serum und/oder im Urin ihrer Ladung nach zunachst isoelektrisch aufgetrennt und tiber
die Zufihrung von monovalenten Antiseren und deren Bindung an die konstanten
Regionen der schwere und leichte Ketten identifiziert werden. Neben der hdheren
Sensitivitat der IFE ist es mit dieser aufgrund der spezifischen Detektion mdglich, das
monoklonale Protein zu klassifizieren bzw. zu typisieren. Die IFE ist wegen ihrer hohen
Sensitivitat zur Bestatigung nach SPE wie auch zur Verlaufsuntersuchung beim MM
geeignet und wird somit als Goldstandard angesehen (Peest and Goldschmidt, 2012).
Neben den kompletten intakten Immunglobulinen im Serum kénnen die monoklonalen
Plasmazellen, die schon erwéhnten freien leichte Ketten Kappa und Lambda
produzieren. Diese freien leichte Ketten haben keine Kopplung oder Verbindung zu
einer schwere Kette. Die freien leichte Ketten kdnnen aufgrund ihrer geringen Grol3e
im Urin ausgeschieden werden, was als Bence-Jones-Proteinurie bezeichnet wird.
Auch im Urin kdnnen diese Proteine sowohl mittels Protein-Elektrophorese, als auch
durch Immunfixation detektiert werden (Peest and Goldschmidt, 2012). Als neueste
Methodik und Alternative zur IFE steht seit neuestem auch die Matrix-assisted laser
desorption/ionization-time-of-flight (MALDI-TOF) Massenspektrometrie zur Verfigung
(Murray et al., 2021).

Robert A. Kyle. et. al. haben zwischen 1985 und 1998 an der Mayo Klinik in Rochester
1027 Myelom-Patienten untersucht und so eine ungefahre Verteilung der einzelnen
Immunglobulin-Klassen und leichte Ketten fur das MM aufgestellt:

34 % hatten ein IgG Kappa, 18 % IgG Lambda, 13 % IgA Kappa, 8 % IgA Lambda, 0,3
% IgM Kappa, 0,2 IgM Lambda, 1 % IgD Kappa, 1 % IgD Lambda, 9 % nur freie Kappa-
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leichte Ketten, 7 % nur freie Lambda-leichte Ketten, 2 % biklonal und 7 % einen

negativen Isotyp (Kyle et al., 2003).

Neben der spezifischen Diagnostik spielt auch die allgemeine Blutuntersuchung mit
charakteristischer Laborkonstellation eine entscheidende Rolle, wobei neben
allgemeinen hamatologischen Parametern das C-reaktive Protein und vor allem der
Anstieg des  2-Mikroglobulins  (kleinere |6sliche Untereinheit  des
Haupthistokompatibilitatskomplexes) untersucht werden. Auch eine extrem hohe
Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG), auch als Sturzsenkung bezeichnet, ist
charakteristisch fir das Myelom (Peest and Goldschmidt, 2012).

Als weiterfiihrende Diagnostik insbesondere bei bestehender klinischer Symptomatik
dient die KM-Untersuchung. Hierbei werden die Proben als Aspiration und/oder
Stanzbiopsie aus dem Beckenkamm entnommen, aufbereitet und anschlieRend
zytologisch und histologisch untersucht. Je nach Material und Aufbereitung kdnnen
Aussagen unter anderem uber die Beschaffenheit der Plasmazellen, z.B. tUber deren
Reifegrad, getroffen werden. Auch Uuber die Anzahl oder das Plasmazell-
Verteilungsmuster gibt die Untersuchung Auskunft. So enthélt das KM beim Myelom >
10 % klonale Plasmazellen (Peest and Goldschmidt, 2012).

Fur das Myelom gibt es drei Befalls-Muster von Knochen und KM: diffus, fokal und den
Weichteilbefall. Der Weichteilbefall, bedingt durch Aussaat maligner Zellen, kann
hierbei mit Kontakt zum Knochen oder rein extramedullar vorliegen und ist mit einer
ungunstigen Prognose verbunden (Peest and Goldschmidt, 2012). Die verschiedenen
Befalls-Muster lassen sich durch konventionelles Réntgen oder schon in friiheren
Stadien durch die Magnetresonanztomographie (MRT) detektieren. Die konventionelle
Rontgen-Diagnostik, nach dem Pariser Schema, wurde abgel6ést durch eine Low-
Dose-Ganzkoérper-Computertomographie (CT)-Diagnostik, wegen deren ho6herer
Sensitivitat und der Mdglichkeit der Detektion von extraossaren Manifestationen. Die
sensitivsten Diagnostik-Verfahren in der Bildgebung fur einen KM Befall und
extraossare Manifestationen sind aber die Ganzkoérper-MRT-Aufnahme und die 18F-
Fluordesoxyglukose-Positronen-Emissions-Tomographie (FDG-PET) /CT-Diagnostik.
Die Ergebnisse der Bildgebung dienen unter anderem zur Detektion bzw. zur
Vorbeugung von Frakturen sowie zur Stadieneinteilung. Somit nimmt die Bildgebung

einen hohen Stellenwert in der Diagnostik sowie in der Folge bei der Entscheidung fur
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das durchzufiihrende Therapieschema beim MM ein (Peest and Goldschmidt, 2012,
Bannas et al., 2013, Regelink et al., 2016).

4.6 Diagnostische Klassifikation und Stadien

In den vergangenen Jahrzehnten wurde das MM diagnostisch vorwiegend nach der
Klassifikation von Durie und Salmon in drei Stadien eingeteilt (Tab.2) (Durie and
Salmon, 1975). Kriterien fur die Klassifikation sind dabei die Hamoglobin (Hb)- und
Kalzium (Ca)-Konzentrationen, die Konzentration der monoklonalen Antikérper im
Serum, die Konzentration der ausgeschiedenen freien leichte Ketten im 24h-Urin und
die Anzahl der Osteolysen. Therapieindikation bestand ab Stadium 1l und Il (Peest and
Goldschmidt, 2012). Seit 2003 wird nun aber vorwiegend die Klassifikation der IMWG
verwendet (International Myeloma Working, 2003). Unterschieden werden in dieser
Einteilung die Monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz (MGUS), das
»~omoldering MM, das symptomatische MM, das solitdire Plasmozytom und die
Plasmazell-Leukédmie. Diese Erkrankungsstufen werden unterschieden nach der
Menge des monoklonalen Proteins in Serum und Urin, der prozentualen Verteilung der
monoklonalen Plasmazellen im KM sowie den Endorganschéden, die mit den

sogenannten CRAB-Kriterien (Tab.3) bestimmt werden.

Therapieindikation besteht bei dieser Einteilung vor allem beim Erfillen eines oder
mehrerer CRAB-Kriterien, da diese eine besonders starke Korrelation mit dem
Schweregrad und dem Progressionsrisiko des MM haben (Peest and Goldschmidt,
2012, International Myeloma Working, 2003). 2014 erweiterte die IMWG die CRAB-
Kriterien um drei zusétzliche Marker: Anteil der monoklonalen Plasmazellen im KM bei
60 %, eine Ratio der involvierten freien leichte Ketten zu den nicht involvierten freien
leichte Ketten gré3er oder gleich 100 sowie das Vorhandensein von einer mehr als 5
mm groRen fokalen Lasion in Abwesenheit einer Osteolyse in der Ganzkorper-MRT
Untersuchung. Abgekirzt werden diese zusatzlichen Marker als Slim-Kriterien, die die
Wahrscheinlichkeit for das Auftreten von Symptomen durch Organschéden
prognostizieren (Rajkumar et al., 2014, Wennmann et al., 2020). Fur eine Aussage zur
Prognose des Patienten wird vor allem die Einteilung des International Staging
Systems (ISS) genutzt (Tab.4). Zur Klassifikation dienen dabei die Werte bzw. die
Kombination der Parameter 32-Mikroglobulin und Albumin (Greipp et al., 2005). Diese

Klassifikation wurde 2016 von der IMWG (Uberarbeitet und um den
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Lactatdehydrogenase (LDH)-Wert sowie das zytogenetische Risikoprofil ergéanzt. Sie
werden als ISS-Revised Kriterien bezeichnet (Tab.5) (Palumbo et al., 2015).

Tabelle 2 Stadien nach Salmon und Durie

Stadium | Stadium Ill
Parameter (alle Kriterien erfullt) (mindestens ein Kriterium erfullt)
Hamoglubin > 10g /dI < 8.5 g/dl
Serum-Ca normal > 3 mg/dI
Osteolysen maximal eine fortgeschritten
1gG <5049l > 70 g/l
IgA <3049l > 50 g/l
Leichtketten < 4 g/24h > 12 g/24h
Stadium Il weder Stadium |, noch Stadium IlI
A= normale Nierenfunktion (Kreatinin < 2.0 mg/dI)
B= Nierenfunktionsstérung (Kreatinin > 2.0 mg/dl)

Tabelle 3 CRAB-KTriterien

c Kalziumkonzentration im Serum > 10,5 mg/d|

R Niereninsuffizienz (Kreatinin > 2 mg/dl)
Anamie

B Osteopathie

Tabelle 4 Stadieneinteilung nach ISS

Stadium Kriterien Medianes Uberleben
3,-Mikroglobulin < 3,5 mg/l und Albumin
I 62 Monate
= 3,5 g/dl
1l Weder Stadium | noch IlI 44 Monate
] 3,-Mikroglobulin 2 5,5 mg/I 29 Monate

Tabelle 5 Stadieneinteilung nach ISS-Revised

Stadium

Kriterien

5-Jahres-Uberlebensrate in %

Stadium |

3,-Mikroglobulin < 3,5 mg/l und Albumin
= 3,5 g/dl und Zytogenetik
Standardrisiko und LDH < oberer

Normwert

82

Stadium Il

weder Stadium | noch Stadium 1l

62

Stadium Ill

13,-Mikroglobulin = 5,5 mg/l und
Zytogenetik Hochrisiko oder LDH >

oberer Normwert

40
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4.7 Therapie

In den Frihstadien des MM steht die Beobachtung und Kontrolle im Vordergrund. Mit
Beginn von Symptomen wie z.B. einer zunehmenden Leistungsminderung oder dem
Zutreffen der Slim-CRAB-Kriterien ist die Indikation flr den Beginn einer Therapie
gegeben. In erster Linie wird mit einer Chemotherapie begonnen. Mitte des 20ten
Jahrhunderts wurden hierfir erste Therapieregime mit Alkylanzien, vorwiegend
Melphalan und Kortison-Praparaten, entwickelt (Alexanian et al., 1969). Ziel dieser
Chemotherapie ist die Verringerung der Symptomlast sowie die Senkung des
monoklonalen Proteins bzw. der klonalen Plasmazellen im KM. Problematik an der
Therapie ist, dass nur ca. 30 % eine CR erreichen und ein Grof3teil dieser Patienten
im Verlauf ein Rezidiv erleidet (Peest and Goldschmidt, 2012). Ein weiteres
schwerwiegendes Problem dieser Form der Chemotherapie sind die starken
Nebenwirkungen, inshesondere die Agranulozytose mit den Folgen einer schweren
Infektion. Um dem entgegenzuwirken, wurde das Verfahren der autologen
Stammzelltransplantation (SZT) nach Hochdosistherapie beim MM entwickelt (Attal et
al., 1996, Child et al., 2003, Moreau et al., 2011, Moreau and Touzeau, 2013), welche
auch heute noch als einer der Standardtherapien bei fortgeschrittenem Myelom und
transplantationsfahigem Zustand des Patienten zahlt (Attal et al., 2017). Die
Hochdosistherapie gliedert sich dabei in Induktion, Konditionierung mit folgender
autologer SZT, Konsolidierung und gegebenenfalls Erhaltungstherapie. Aufgrund der
stark hdmatotoxischen Eigenschaft des Melphalans wurden andere Substanzklassen
fur die Verwendung im Rahmen des Induktionsregimes erprobt und eingesetzt, unter
anderem Vincristin, Doxorubicin und das Kortikosteroid Dexamethason (Harousseau
and Moreau, 2009). Im Laufe der Zeit wurden auch neue Substanzen fur die Therapie
des MM, wie das Thalidomid, entwickelt. Thalidomid hat eine antiangiogenetische
Wirkung und ist somit potenziell wirksam gegen Tumore (D'Amato et al., 1994).
Weitere neu entwickelte Substanzen fir die Behandlung des MM sind Lenalidomid
(Rajkumar et al., 2005), ein Thalidomid-Analogon mit immunmodulatorischen
Eigenschaften, und Bortezomib (Richardson et al., 2003), ein Proteasom-Inhibitor.
Diese neuen Substanzen zeigten eine deutliche Steigerung der Effektivitat in der
Therapie des MM (Kastritis et al., 2009). Folgend wurden Studien durchgefiihrt, die
diese neuen Substanzen in der Induktionstherapie untersucht haben (Sonneveld et al.,
2012), mit der Konsequenz, dass sich diese Substanzen in der Induktionstherapie
etablierten. Die Kombinationen von Bortezomib, Cyclophosphamid und
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Dexamethason, auch als VCD Schema bezeichnet, ist derzeit eine der
Standardkombinationen fur die Induktionstherapie (Breitkreutz et al., 2019). Durch die
Einfihrung der schon oben erwahnten Medikamente konnten die einzelnen Schritte
der Hochdosistherapie weiter optimiert werden (Peest and Goldschmidt, 2012, Mateos
and San Miguel, 2017). So stellt die Kombination von Bortezomib, Lenalidomid und
Dexamethason, dass sogenannte VRD Schema, eine weitere Kombination flr die
Induktionstherapie dar (Roussel et al., 2014, Attal et al., 2017). Eine wichtige
Errungenschaft in der Therapie des MM war auch die Einfihrung der
Erhaltungstherapie nach autologer SZT unter anderem mit Thalidomid, Bortezomib
und Lenalidomid, wodurch das Progression-Free Survival (PFS) und das Overall
Survival (OS) deutlich verlangert wurden (Ludwig et al., 2012). Insbesondere
Lenalidomid spielt derzeit eine wichtige Rolle in der Erhaltungstherapie (Ludwig et al.,
2012, McCarthy et al., 2017). Obwohl sich durch die Hochdosistherapie und die
Entwicklung neuer Medikamente die Therapie des MM massiv verbessert hat, ist
dennoch nur in den wenigsten Féallen eine Heilung zu beobachten und ein Grol3teil der

Patienten erleidet im Verlauf ein Rezidiv.

Die allogene SZT gewinnt zum einen als Therapieoption bei Rezidiv, zum anderen mit
dem Gedanken der mdglichen Heilung des MM, immer mehr an Aufmerksamkeit. So
zeigten sich nach allogener SZT die héchsten Raten kompletter und molekularer
Remissionen (Corradini et al., 1999, Martinelli et al., 2000). Einhergehend mit diesem
Therapieansprechen kann durch die allogene SZT ein langeres PFS erreicht werden
(Hunter et al., 2005, Kroger et al., 2003). Wie bei der autologen SZT soll durch die im
Vorfeld durchgefiihrte Hochdosistherapie eine drastische Verringerung der
Myelomzellen erreicht werden. Die anschlief3end infundierten allogenen Stammzellen
sollen zusatzlich noch den Graft-versus-Myeloma-Effekt induzieren, um noch
vorhandene Myelomzellen zu eliminieren. Diese allogenen Stammzellen kénnen so
eine effektive Therapieoption gegen die malignen Plasmazellen darstellen (Mehta and
Singhal, 1998). Gleichzeitig birgt diese Form der Transplantation aber auch
schwerwiegende Risiken, unter anderem die Graft-versus-Host-Disease (GvHD), was
zu einer hohen therapiebedingten Mortalitat fuhrt. So sollten die Risiken und
therapeutischen Mdglichkeiten der allogenen SZT fur jeden Patienten stets
abgewogen werden. Das fuhrt wiederum dazu, dass die allogene SZT erst in spaten
Stadien, bzw. bei Rezidiv des Myeloms oder fur Patienten mit einem zytogenetischem
Hochrisikoprofil, durchgefiihrt wird (Giaccone et al., 2011, Lokhorst et al., 2010).
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Die SZT-Therapie kann auch in Form einer Tandem-Transplantation erfolgen. Hierbei
werden zwei SZTs in kurzem zeitlichem Abstand von wenigen Monaten durchgefiihrt.
Es gibt sowohl die Variante der autolog-autologen- als auch die der autolog-allogenen
Tandem Transplantation. Gagelmann et al. zeigten in ihrer Studie, dass insbesondere
die autolog-autologe Tandem Transplantation das PFS und OS bei Myelom Patienten
mit zytogenetischem Hochrisikoprofil und extramedullarer Erkrankung verlangern kann
(Gagelmann et al., 2019). Fir die autolog-allogene Tandem Transplantation zeigten
sich bisher noch keine deutlichen Vorteile im Hinblick auf eine Verlangerung des PFS
und OS. Dennoch bestatigten diese Studien auch, dass dem GVM-Effekt der allogenen
SZT ein weiterhin wichtiger Stellenwert fur die Zukunft der Myelom-Therapie zukommt
(Giralt et al., 2020, Kroger, 2005).

Neben dem Verfahren der SZT setzten sich in den letzten Jahren weitere
medikamenttse Anséatze fur die Myelom-Therapie durch. Hierzu gehort unter anderem
der Einsatz von monoklonalen Antikdrpern, die gegen das CD38 gerichtet sind:
Daratumumab, Isatuximab und MOR202 (Larocca et al., 2017). Das Besondere an
dem transmembranen Glykoprotein CD38 ist, dass es insbesondere auf Myelomzellen
exprimiert wird. Der monoklonale Antikdrper Daratumumab bindet spezifisch an dieses
Glykoprotein und fihrt Gber zellular und komplementéar vermittelte Mechanismen zum
Zelltod der Myelomzelle (de Weers et al., 2011). Insbesondere nachdem drei andere
Therapieregime durchgefuhrt wurden oder wenn eine Resistenz gegen Proteasom-
Inhibitoren und Immunmodulatoren vorliegt, wird Daratumumab als Therapie-Option

eingesetzt (Larocca et al., 2017).

Ein weiterer sehr vielversprechender Ansatz in der Myleom-Therapie ist die
Verwendung von Chimeric-Antigen-Receptor (CAR)-T-Zellen. Hierbei werden
patienteneigene T-Zellen Uber einen Gentransfer mit diesem rekombinanten Rezeptor
ausgestattet, der spezifisch Antigene binden soll, die vorwiegend auf den zu
eliminierenden Zellen vorkommen. Hierfir wurde unter anderem das B-Cell-
Maturation-Antigen (BCMA) als mogliches Target detektiert. Die derzeitigen Studien-
Ergebnisse dieses Therapieverfahrens sind vielversprechend, es sind aber noch
intensive Forschung und weitere Studien notwendig, um dieses Verfahren in der
Myelom-Therapie zu etablieren (Carpenter et al., 2013, Sadelain et al., 2013, Brudno
et al., 2018, Gagelmann et al., 2020b, Gagelmann et al., 2020a).
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4.8 Remissionskriterien

Im Hinblick auf die Einschatzung des Therapieansprechens spielt die
Remissionsbeurteilung, definiert durch die IMWG, eine entscheidende Rolle. Es wird
unterschieden zwischen stringent Complete Response (sCR), Complete Response
(CR), Very Good Partial Response (VGPR), Partial Response (PR), Stable Disease
(SD) und Progressive Disease (PD). Kriterien hierfiir sind die Ergebnisse aus der
Elektrophorese und Immunfixation, die Anzahl der freien leichte Ketten bzw. der freie
leichte Ketten-Quotient, der Nachweis von Weichteilmanifestationen sowie der

prozentuale Anteil klonaler Plasmazellen im KM (Durie et al., 2006, Kumar et al., 2016):

SCR: Die stringent Complete Response erflllt die Kriterien fur die CR mit zuséatzlich

normalem freien leichte Ketten-Quotienten.

CR: Negative Immunfixation in Urin und Serum, kein Nachweis einer

Weichteilmanifestation und weniger als 5 % Plasmazellen im KM-Aspirat.

VGPR: Nachweis eines monoklonalen Proteins in der Immunfixation von Serum und
Urin, aber kein Nachweis in der Elektrophorese oder eine = 90 % Reduktion des
monoklonalen Serum-Proteins und zusatzlich weniger als 100 mg/24h des

monoklonalen Proteins im Urin.

PR: = 50% Reduktion des monoklonalen Serum-Proteins und eine = 90 % Reduktion
des monoklonalen Proteins im 24h-Urin oder eine Menge von weniger als 200 mg im
24h-Urin. Ist das monoklonale Protein nicht bestimmbar, erfordert die PR eine =250 %
Reduktion der Differenz des freie leichte Ketten-Quotienten. Falls auch der freie leichte
Ketten-Quotient nicht bestimmbar ist, wird eine = 50 % Reduktion der KM-Infiltration
mit Plasmazellen gefordert, wenn der Ausgangswert vor Therapie bei Uber 30 % lag.

Zusatzlich muss eine = 50 % Reduktion bei Weichteilmanifestation erfolgen.

SD: Der Erkrankungszustand mit den vor der Therapie erfassten Werten bleibt stabil.

PD: = 25 % Anstieg des monoklonalen Proteins im Serum oder ein absoluter Wert von
= 0,5 g/dl und/oder = 25 % Anstieg des monoklonalen Proteins im Urin oder ein
absoluter Wert = 200 mg/24h. Ist das monoklonale Protein nicht messbar, wird der
freie leichte Ketten-Quotient bestimmt, der bei einem Anstieg der Differenz von = 25
% oder einem Anstieg des absoluten Wertes von > 10 mg/dl fur eine PD spricht. Das
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Neu-Auftreten oder ein Wachstum einer Weichteilmanifestation sowie die Infiltration
des KMs mit Plasmazellen bei einem absoluten Wert von = 10 mg/dl sprechen
ebenfalls fur eine PD. Auch ein =2 50 % Anstieg der zirkulierenden Plasmazellen, bei

einem Minimum 200 Zellen pro uL, deutet auf eine PD.

5. Minimal Residual Disease und dessen Detektion

5.1 Definition

Die MRD bezeichnet die verbliebenen malignen Zellen eines Patienten nach
stattgehabter Therapie, die durch herkdmmliche diagnostische Verfahren nicht
erfassbar sind, aber deren hochsensitive Detektion entscheidendes Potenzial fur die
Bewertung des klinischen Managements hat. Im Zuge neuerer Verfahren lassen sich
diese Zellen unter anderem in Blut- und KM-Proben nachweisen, wobei mehrere
Verfahren zur Verfigung stehen, die sich Uber die vergangenen Jahre entwickelt
haben und sich unter anderem in Anwendbarkeit, Handhabung und Sensitivitat

unterscheiden (Davies, 2017).

Die MRD-Diagnostik gewinnt seit Einfihrung immer mehr an Bedeutung im Rahmen
der Nachsorge verschiedener hamatologischer Erkrankungen und wird insbesondere
in der Remissionsbeurteilung des MM angewandt (Sanchez et al., 2019, Bruggemann
and Kotrova, 2017).

5.2 Oberflachenmarker

Um die malignen Zellen im Rahmen der MRD-Diagnostik zu detektieren, gibt es
verschiedene Erkennungsmaoglichkeiten. Eine Méglichkeit stellt hierbei die Detektion
von spezifischen Oberflachenmerkmalen bzw. Markern dar. Zu diesen
Oberflachenmarkern gehéren die sogenannten Cluster of Differentation (CD). Hierbei
spielen beim MM vor allem CD38 und CD138 eine entscheidende Rolle, da sie auf
allen Plasmazellen exprimiert werden. Weitere Marker unterscheiden zwischen
normalen und malignen bzw. Myelomzellen. Hierzu gehdren vor allem CD19, CD56,
CD27, CD81 und CD117. Dabei werden einige Marker gar nicht oder weniger
(CD19/CD27) und andere verstarkt (CD56/CD117) auf aberranten Plasmazellen

exprimiert. Gerade das Ergebnis der Kombination dieser verschiedenen Marker gibt
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dabei den entscheidenden Hinweis, ob die Zelle maligne ist (Flores-Montero et al.,
2016), Bai et al., 2018).

5.3 Multiparameter Flow Cytometry

Zur Detektion dieser Oberflachenmarker wird die MFC angewendet. Bei diesem
Verfahren werden spezifische  Antikérper-Fluorochrom-Komplexe der zu
untersuchenden Probe hinzugegeben und kénnen entsprechend an vorhandene
Oberflachenmarker binden. Uber einen Laser werden die Fluorochrome angeregt und
das dabei emittierte Licht aufgefangen, worliber die Oberflaichenmarker bestimmbar
werden. Hierbei kdnnen verschieden viele Antikérper-Flourochrom-Komplexe und
entsprechend viele detektierbare Oberflachenmarker zum Einsatz kommen. Uber die
Jahre entwickelte sich dieses Verfahren von einem Four-Colour-Flow tber einen Eight-
bis Ten-Colour-Flow hin zur Next-Generation-Flow-Cytometry (NGF) weiter. Diese
Steigerung der bestimmbaren Oberflachenmarker und die allgemeine Optimierung des
Verfahrens spiegelt sich auch in der Sensitivitat der Messungen wider. So erreicht die
Four-Colour-Flow-Cytometry nur eine Sensitivitat von 10# und die NGF eine
Sensitivitat von 106 (Bai et al., 2018, Flores-Montero et al., 2017, Paiva et al., 2008).
Das auf dem EuroFlow basierte NGF-Verfahren besticht dabei durch die Optimierung
der Zusammensetzung von Fluorochromen und Antikdrpern sowie die Einfiihrung von
standardisierten Protokollen. Beim NGF-Verfahren der MRD-Messung beim MM
werden bei der Eight-Colour-Panel-Version die acht Fluorochrome mit ihren jeweiligen
zu detektierenden Oberflachenmarkern, wie in Tabelle 6 dargestellt, in zwei Tubes

angesetzt (Flores-Montero et al., 2017).

Tabelle 6 Tabellarische Auflistung der Fluorochrome fiir die Eight-Colour-Panel-Version beim NGF

Tube PacB PacO FITC PE PerCPCy5.5 PECy7 APC APCH7
1 CD138 CD27 CD38 CD56 CD45 CD19 CD117 CD81
2 CD138 CD27 CD38 CD56 CD45 CD19 Cylgk Cylgh

Auf Basis der so detektierten verschiedenen Oberflachenmarker der einzelnen Zellen
kann dann in ihrer Zusammenschau hoch sensitiv zwischen gesunden und malignen

Plasmazellen unterscheiden werden.

21



5.4 Molekulare Marker

Die molekularen Marker, die sich beim MM auf den Genen fir die Immunglobuline (lg)
befinden, stehen den Oberflachenmarkern als Erkennungszeichen fur maligne Zellen
gegenuber. Die Ig-Gene umfassen das IgH und die Ig-leichte Ketten-Gene Kappa und
Lambda. Das IgH-Gen wiederum umfasst Variable (V)-, Diversity (D)- und Joining (J)-
Segmente, die leichte Ketten-Gene nur die V- und J-Segmente. Die individuellen
Umlagerungen der V-, D- und J-Segmente wahrend der Ontogenese sowie mdgliche
somatische Hypermutationen, die bei Antigenkontakt im sekundaren lymphatischen
Gewebe stattfinden, bilden die spezifischen molekularen Marker bei der MM-MRD-
Diagnostik (Bai et al., 2018).

5.5 Allel-spezifische-Oligonukleotid-Primer

Fur die Detektion Molekularer Marker gibt es verschiedene Verfahren unter anderem
unter Anwendung von Allel-spezifischen-Oligonukleotid-Primern (ASO-Primer). Das
verbreitetste Verfahren ist hierbei die Verwendung der ASO-Primer in Kombination mit
einer Real Time Quantification (RQ)-Polymerase-Kettenreaktion (PCR), abgekurzt als
ASO-RQ-PCR. Bei diesem Verfahren werden aus einer Ausgangsprobe mit hoher
Tumorlast patientenspezifische Primer designt, die sich anschlieend in den zu
untersuchenden Verlaufsproben, wenn vorhanden, an die entsprechende Tumor-DNA
binden konnen. Uber eine RQ-PCR werden diese spezifischen DNA-Abschnitte
amplifiziert und schlieBlich sicht- bzw. detektierbar. Die ASO-RQ-PCR erreicht dabei
eine Sensitivitat von ca. 10-°(Bai et al., 2018, Mailankody et al., 2015, Puig et al., 2014).

5.6 Next Generation Sequencing

Das NGS-Verfahren ermdéglicht die gleichzeitige Sequenzierung mehrerer DNA-
Abschnitte in vergleichsweise kirzer Zeit zu der herkdbmmlichen Sequenzierung nach
Sanger. Diese optimierte DNA-Sequenzierung lasst sich flr sehr unterschiedliche
Bereiche nutzen, so beispielsweise in der Mikrobiologie, Humangenetik oder der
Onkologie (Behjati and Tarpey, 2013). Im Bereich der Onkologie hat sich das NGS-
Verfahren in den vergangenen Jahren als vielversprechende Methodik fur die
Detektion Molekularer Marker und somit fur die MRD-Diagnostik flr verschiedene
maligne hamatologische Erkrankungen wie der Akuten Lymphatischen Leukamie
(ALL) (Pulsipher et al., 2015) oder dem MM (Rustad et al., 2019) etabliert. Fur das
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NGS-Verfahren werden die zu untersuchenden Genabschnitte mittels PCR
vervielfaltigt und Uber die NGS-Methodik sequenziert. Die so sequenzierten DNA-
Abschnitte werden fur die MRD-Diagnostik mit der zuvor bestimmten individuellen
aberranten IgH-Sequenz abgeglichen, um eine MRD festzustellen. Das NGS-
Verfahren bietet hierbei eine sehr hohe Sequenzierungstiefe und ermdglicht eine
Sensitivitat von ca.10® - 10, wobei keine patientenspezifischen Primer benoétigt

werden (Takamatsu, 2017).
6. Material und Methoden
6.1 Versuchsablauf

Fur die zu Beginn formulierten Fragestellungen haben wir MM-Patienten untersucht,
deren KM-Proben der Klinik fur Stammzelltransplantation am Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf (UKE) zur Verflgung standen. Die Patienten, die wir
untersuchten, wurden in der unter 6.2 beschriebenen Studie eingeschlossen, was
bedeutet, dass sie eine Tandem Transplantation in Form von zwei autologen oder

einer autologen und einer allogenen SZT erhalten haben.

Mittels der NGS-Methodik fihrten wir nun anhand von KM-Proben eine MRD-
Untersuchung durch. Als Untersuchungszeitraum wahlten wir ungeféahr ein halbes und

ein Jahr nach der zweiten SZT.
6.2 Patientenkollektiv

Die Patienten in unserer Untersuchung werden im Rahmen der Auto-Allo-Tandem
Transplantations-Studie, mit der Ethik Bearbeitungsnummer: PVN2956 und der
EudraCT Nummer: 2007-004928-21, der Klinik fir Stammzelltransplantation des
Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf behandelt. Von den 32 in der Studie
insgesamt eingeschlossenen Patienten lag uns bei vier nur ungenigend
Probenmaterial fiir unsere Untersuchung vor, weshalb wir diese Patienten aus unserer

Untersuchung ausschlielRen mussten.
Einschlusskriterien der Auto-Allo-Studie waren:

- MM Stadium Il oder lll nach Salmon und Durie
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- Ein Patientenalter zwischen 18 und 60 Jahren

- Information und Einwilligung des Patienten

- Beachtung des Thalidomid Schwangerschafts Praventions Plans

- Maximal acht stattgehabte Chemotherapie Zyklen vor Studienaufnahme

Und Ausschlusskriterien waren:

- Mehr als acht Chemotherapie Zyklen vor Studienaufnahme

- Schwere irreversible Nieren-, Leber-, Lungen- oder Herzerkrankung, definiert durch:

- Gesamtbilirubin, Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) oder Glutamat-

Oxalacetat-Transaminase (GOT) > dreifach Gber dem Referenz-Wert
- Linksventrikulare Ejektionsfraktion < 30 %
- Kreatininclearance < 30ml/min

- Kohlenmonoxid-Diffusionskapazitat (DLCO) < 35 % und/oder dauerhafte

Sauerstoff-Unterstlitzung

- Positive Serologie fur das Humane Immundefizienz-Virus (HIV)
- Schwangere oder stillende Frauen

-Teilnahme an einer anderen Studie wahrend der Registrierung
- Eine vorhergehende autologe SZT

- Alter = 61 Jahre

Im Median lag das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose ihrer Myelom
Erkrankung bei 48 Jahren. Der jungste Patient war 27 Jahre und der &lteste Patient 60
Jahre alt. Von den 28 Patienten sind 14 Frauen und 14 Manner. Alle Patienten leiden
an einer Form des MM. Der Zeitraum der Erstdiagnose lag zwischen 2008 und 2013
mit Ausnahme von Patient 08, bei dem schon 2002 die Erstdiagnose gestellt wurde.
Der Grol3teil der Patienten wurde vor SZT in der Induktionstherapie mit zwei bis vier
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Zyklen des VCD-Schemas (Bortezomib, Cyclophosphamid und Dexamethason) und
nach SZT mit Thalidomid 100 mg in der Erhaltungstherapie behandelt. Zusatzlich sah
das Studienprotokoll fir die allogen transplantierten Patienten die mehrfache
prophylaktische Gabe von Donor Lymphozyten Infusionen (DLI) vor. Die DLIs die im
naheren Zeitraum unserer Untersuchung durchgefuhrt wurden, sind in Tabelle 8

aufgelistet.

Die MM-Formen der Patienten verteilen sich wie in Tabelle 7 dargestellt auf: neun
Patienten mit Typ IgG Lambda, sechs mit Typ IgG Kappa, funf mit Typ IgA Kappa, drei
mit Typ IgA Lambda, drei Patienten mit einem reinen leichte Ketten-Myelom vom Typ
Lambda, ein Patient mit Plasmazell-Leukamie bei IgA Lambda Myelom und ein Patient

mit asekretorischem MM.

Alle Patienten aus der Studie wurden mittels SZT behandelt - und zwar im Rahmen
einer Tandem Transplantation. Von den 28 Patienten aus der Studie, deren Proben
wir im Rahmen unserer Untersuchung verwendeten, erhielten 22 Patienten eine

autolog/allogene und sechs Patienten eine autolog/autologe Tandem Transplantation.

Tabelle 7 Personen, Myelom und Transplantations-Daten der Patienten

Patienten Stadium Stadium Erste Zweite Erste

D Alter Geschlecht MM Typ nach nach autologe | autologe | allogene
Salmon/Durie ISS SZT SZT SZT

01 47 M 19G Kappa A unkown PR VGPR
02 41 W IgA Lambda A | PR VGPR
03 48 W IgA Kappa | unkown VGPR CR
04 47 M IgG Lambda 1] | unkown Nie in CR
05 42 W IgA Lambda 1A unkown CR CR
06 53 M IgG Lambda A | CR CR
07 50 M IgG Lambda A Il VGPR CR
08 49 M IgG Lambda 1l 1l PR PR
09 41 W 1gG Kappa B 1] VGPR CR
10 43 M IgG Kappa A I VGPR CR
11 57 M IgG Kappa I I VGPR VGPR
12 58 M IgG Lambda 1 unknown unknown CR
14 58 w asekretorisch A 1] CR CR
15 57 M IgA Kappa A 1] Nie in CR | Niein CR
17 55 W IgA Kappa nB I PR CR
18 56 w Leicht. Lambda A unknown CR CR
19 27 W IgG Lambda unknown 1l CR CR
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20 56 W IgA Lambda unknown 1] CR CR
21 58 W IgG Lambda A 1l Nie in CR CR
23 44 W 1gG Kappa 1] 1] PR PR
24 47 M Leicht. Lambda A 1] PR CR
25 43 W IgG Lambda A 1] CR CR
26 48 M IgA Kappa 1l | VGPR CR
Plasmazell
27 60 M Leukéamie, IgA 1] 1] VGPR CR
Lambda
28 56 W IgG Lambda 1] | VGPR CR
30 39 M IgA Kappa 1 | VGPR CR
31 48 M 19G Kappa 1]]=3 1] PR PR
32 36 W Leicht. Lambda 1B unknown PR CR

Tabellarische Auflistung von Patienten ID, Alter in Jahren, Geschlecht (M steht fur ménnlich, W steht fiir weiblich),
Myelom-Typ, Auflistung des Stadiums nach Salmon und Durie, Stadium nach ISS, durchgefihrter SZTs und jeweils
erreichtem Remissionsstatus flr jeden Patienten. CR steht fir Complete Response, VGPR steht fiir Very Good

Partial Response, PR steht fur Partial Response.

6.3 Entnahmezeitpunkte der Ausgangs- und Verlaufsproben der Patienten

Fur die Untersuchung der MRD wahlten wir KM-Proben, die ungefahr ein halbes und
ein Jahr nach der zweiten autologen oder der ersten allogenen Transplantation
entnommen wurden. Die Zeitrdume variieren teilweise um einige Wochen/Monate, da
bei den Patienten nicht immer in gleichen Abstanden KM-Proben entnommen wurden.
Bei einigen Patienten stand uns zu den gewilnschten Zeitrdumen allerdings kein
Probenmaterial zur Verfigung, da z.B. keine Probe entnommen wurde oder der Patient
schon verstorben war. Fur die MRD-Diagnostik mittels NGS-Methodik benotigt man als
Ausgangsmaterial eine Probe, in der eine moglichst hohe Anzahl maligner
monoklonaler Plasmazellen vorhanden ist, idealerweise eine Probe vor jeglicher
therapeutischen Intervention. Um dieser Anforderung gerecht zu werden, haben wir
versucht, KM-Proben zu erhalten, die in méglichst grofem zeitlichem Abstand zu der
zweiten autologen SZT oder der allogenen SZT entnommen wurden. Im Idealfall stand
uns auch eine Probe vor der ersten autologen SZT zur Verfugung. Die
Entnahmezeitpunkte fir die in unserer Untersuchung verwendeten Proben sowie der
zeitliche Zusammenhang zu den jeweiligen Transplantationen sind in Tabelle 8
aufgefuihrt. Zusatzlich ist der zum Zeitpunkt der Probenentnahme vorhandene

Plasmazellchimarismus angegeben.
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Tabelle 8 Entnahmezeitpunkte der Proben

. Ausg. M/W Zweite
Paﬂ)ent vor 2 auto/1 Erstsez$uto auto Ersét;?llo DLI 1.Probe Cz(;gér 2.Probe Coﬁi E-Za'r
allo SZT SZT )

12.11
05.12

01 4 M 11.08 02.09 08.12 X X 11 M 99,9
01.13

02 5M 04.09 07.09 6M X 14 M X

03 4 M 04.09 07.09 4 M X 13 M

04 4 M 08.09 10.09 3M 97,7 X X

05 2M 07.09 10.09 X X 10M 99,8

06 4 M 10.09 02.10 09.11 6M 99,6 13 M 99,7
01.12

07 6M 11.09 02.10 6M 93,3 17 M 96,0

08 1w 01.10 04.10 02.13 3M 93,3 12 M X

09 4 M 12.09 03.10 5M 12 M 99,4

10 6M 01.10 04.10 11.11 3M X 11 M 99,5

11 4 M 05.10 08.10 X X 18 M X

12 4 M 06.10 08.10 3M X 12 M X
07.11

14 6M 08.10 10.10 10.11 5M 98,9 11 M 98,8
01.12

15 3M 07.11 05.11 5M X 11 M X
07.12
01.13

17 4 M 07.11 09.11 05.13 3M 96,3 16 M 87,1
05.13
10.13

18 4 M 08.11 11.11 3M X X X

19 1M 04.12 07.12 02.13 6M 96,5 16 M 99,2
01.14

20 3M 06.12 09.12 0514 4 M 94,8 11 M 90,9

21 3M 06.12 08.12 03.13 5M 97,5 17 M 99,8

23 2M 09.12 11.12 4 M X 12 M X

24 2M 09.12 11.12 3M X 17 M X
05.14

25 ™ 12.12 03.13 08.14 5M 99,9 12 M X
01.15

26 4 M 02.13 05.13 6M X 11 M

27 2W 02.13 04.13 12.13 5M 72,1 9M X
02.14

28 4 M 04.13 07.13 11.14 6M 34,8 12 M 99,2
01.16
06.14

30 4 M 08.13 10.13 09.14 6M 57,7 12 M X

31 3M 07.13 09.13 6M X 17 M X
10.14

32 4 M 08.13 10.13 01.15 5M X 12 M X

Angabe des Datums der einzelnen Transplantationen und der jeweils durchgefiihrten DLIs sowie die

Entnahmezeitpunkte fur die Ausgangsprobe und 1 und 2 Verlaufsprobe in Monaten (M) oder Wochen (W) zu der

zweiten autologen (auto) oder ersten allogenen (allo) Transplantation mit dem jeweils zu dem Zeitpunkt

vorliegenden Plasmazellchiméarismus in %. Die Zeitpunkte flr die Ausgangsproben sind vor und fir die

Verlaufsproben nach der Transplantation angegeben. X steht fir Wert oder Probe nicht vorhanden.
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Im Median lag die erste Verlaufsprobe funf und die zweite Verlaufsprobe zw6lf Monate

nach der zweiten SZT. Der Tabelle zu enthehmen ist, dass fir Patient 01, 04, 05, 11

und 18 jeweils nur eine Verlaufsprobe zur Verfiigung stand bzw. untersucht wurde.

Hinsichtlich der Ausgangsproben haben wir einen Teil der Proben sowohl in gesamter
KM-Proben (gDNA) und nach CD138-positiver Selektion (cDNA) sequenziert und

analysiert, um die beiden Varianten zu vergleichen.

Bei den Verlaufsproben haben wir einen Teil der Proben in gesamter KM-Probenform
und nach CD138-positiver Selektion untersucht (beides gDNA).

6.4 Material und Equipment

Tabelle 9 Gerate, Materialien und Kits

Gerate Firma/Hersteller
Tisch-Zentrifuge 5424 Eppendorf
Diverse Pipetten Eppendorf
Thermocycler Gradient Biometra

Nano Drop 1000 Spectrophotometer PeQLab

Qubit 2.0 Fluorometer

Thermo Fisher Scientific

autoMACS Pro Separator

Miltenyi Biotec

OneTouch 2 Instrument

Thermo Fisher Scientific

lon OneTouch Enrichment System

Thermo Fisher Scientific

lon Personal Genome Machine System

Thermo Fisher Scientific

lon Chef System

Thermo Fisher Scientific

lon GeneStudio S5 Plus System

Thermo Fisher Scientific

Chip Zentrifuge

VWR International

LightCycler 480 Instrument Il

Roche Diagnostics

Materialien

Firma/Hersteller

Biosphere Filter Tips

Sarstedt AG & CO

LowBinding Tubes

Eppendorf

MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate

Applied Biosystems by Life technologies

Adhesive seal sheets for PCR technologies

Applied Biosystem by Life

technologies

DynaMag-2 Magnet

Thermo Fisher Scientific

Qubit assay tubes

Thermo Fisher Scientific

Kits

Firma/Hersteller

CD138 MicroBeads, human

Miltenyi Biotec

QlAamp DNA Blood Mini Kit Qiagen
QlAamp DNA Micro Kit Qiagen
RNeasy Mini Kit Qiagen
iScript cDNA Synthesis Kit Bio-Rad
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LymphoTrack Dx IGH (FR1/FR2/FR3) Assays — PGM Invivoscribe Technologies
AMPure XP-Kit Beckmann Coulter

lon Library TagMan Quantitation Kit Thermo Fisher Scientific
lon 316 Chip Kit v2 Thermo Fisher Scientific
lon 318 Chip Kit v2 ThermoFisher Scientific
lon 530 Chip Kit ThermoFisher Scientific
lon 520 & lon 530 EXT Kit-Chef ThermoFisher Scientific
lon PGM Hi-Q View OT2 Kit Thermo Fisher Scientific
lon PGM Wash 2 Bottle Kit Thermo Fisher Scientific
lon PGM Hi-Q View Sequencing Kit Thermo Fisher Scientific
Ficoll-Paque Plus GE Healthcare Life Science

Auflistung der verschiedenen Geréte, Materialien und Kits mit ihnrem jeweiligen Hersteller, die wir wahrend unserer

Untersuchung verwendeten.

6.5 Proben

Im Rahmen der Studie wurden die KM-Proben, die den Patienten zu unterschiedlichen
Zeitpunkten entnommen wurden, im Labor der SZT des UKEs aufbereitet und
tiefgefroren. Gelagert wurden die Proben bei -20 °C. Die Proben, die uns zur Verfiigung

standen, wurden zwischen 2008 und 2016 entnommen.
6.6 Aufbereitung

Fur unsere Untersuchung haben wir die KM-Proben in zwei Fraktionen aufgeteilt. Die
eine Fraktion bestand aus 200 pl der entnommen KM-Probe, die alle Zellen des KM
enthielt und die wir als gesamte KM-Probe bezeichneten. Die andere Fraktion
entstand, indem wir aus einem Anteil der entnommenen KM-Probe, wobei mindestens
2 ml und hochstens 5 ml verwendet wurden, durch das Verfahren der Magnetic
Activated Cell Sorting (MACS) mittels des autoMACS Pro Separator von Miltenyi
Biotec, die CD138 tragenden Zellen - sprich die Plasmazellen - herausfilterten. Diese
Fraktion, die dementsprechend nur die Plasmazellen enthielt, bezeichneten wir als
CD138-positive-Fraktion.

6.7 DNA-Isolierung

Fur die Sequenzierung haben wir die DNA, aus als genomische DNA (gDNA)
bezeichnet, aus den KM-Proben isolieren. Hierfir verwendeten wir bei der gesamten
KM-Probe das QIAamp DNA Blood Mini Kit von Qiagen und fur die CD138-positive-
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Fraktion das QlAamp DNA Micro Kit von Qiagen. Die nach Isolierung vorhandene

DNA-Menge wurde uber die Nano Drop Bestimmung von PeQLab quantifiziert.
6.8 DNA-Aufkonzentrierung

FUr eine spatere aussagekréaftige Messung der MRD wird eine DNA-Menge von
mindestens 500 ng bendtigt. Konnte durch die oben beschriebene DNA-Isolierung
nicht gentigend DNA gewonnen werden, wurden diese durch das QlAamp DNA Micro
Kit aufkonzentriert. Anschliel3end haben wir erneut die DNA-Menge mittels Nano Drop

Verfahren gemessen.
6.9 RNA-Isolierung

Um auch cDNA als Untersuchungsmaterial zu generieren, haben wir aus einigen
CD138-positiven-selektierten Ausgangsproben RNA isoliert. Hierflr verwendeten wir

das RNeasy Mini Kit von Qiagen.
6.10 cDNA

Die isolierte RNA aus der CD138-positiven-Fraktion haben wir im nachsten Schritt in
die stabilere cDNA umgeschrieben. Hierfir verwendeten wir das iScript cDNA
Synthesis Kit von Bio-Rad.

6.11 Library Praparation und NGS

Fur die Aufbereitung der DNA zur NGS-Methodik durch die lon Personal Genome
Machine (PGM) wurde das LymphoTrack Dx IGH (FR1/FR2/FR3) Assays — PGM von
Invivoscribe Technologies verwendet (Technologies, 2018). Das Protokoll fir die
Aufbereitung der DNA gliedert sich hierbei in folgende Schritte, an deren Ende eine

DNA-Library fir die Sequenzierung zur Verfiigung steht:
1.Schritt
Préparation der Library und Amplifikation:

Hierfur wird der im Kit enthaltende Master-Mix bendtigt. Dieser enthélt einen der IgH-
Framework (FR)-Primer. Zur Verfiigung stehen dabei die drei Framework Primer FR1,

FR2 und FR3. FR bezeichnet die relativ stabilen Regionen, die zwischen den
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sogenannten sehr variablen Complementary Determining Regions (CDR) liegen.

Zusammen bildet dieser Bereich die Antigenerkennungsdomaéne.

Fur den Grol3teil unserer Proben, insbesondere bei den Ausgangsproben, haben wir
alle drei IgH-FR-Primer verwendet und die entsprechenden DNA-Abschnitte

untersucht.

An die einzelnen IgH-FR-Primer sind Barcodes gekoppelt, die eine bestimmte Abfolge
an Basen darstellen und es so spater erméglichen, die einzelnen sequenzierten Proben
zu identifizieren. Unserem Protokoll zufolge ist ein Lauf auf zwolf Proben ausgelegt.
Der Master-Mix wird zusammen mit einer DNA-Polymerase und der zu untersuchenden
DNA-Probe gemischt. Die einzelnen DNA-Abschnitte, die Uber ihre jeweiligen

Barcodes identifizierbar sind, werden anschliel3end tber eine PCR amplifiziert.
2.Schritt
Reinigung:

Nach der PCR mussen die amplifizierten DNA-Abschnitte gereinigt werden. Hierfur
verwendeten wir das AMPure XP PCR Purification Kit von Beckmann Coulter. Die zu
untersuchenden doppelstrangigen PCR-Produkte werden dabei an kleine
Eisenpartikel gebunden und Uber einen Magneten aus dem restlichen Gemisch

getrennt.
3.Schritt
Quantifizierung:

Fur die spatere Template verwendeten wir eine PCR-Produkt Konzentration von ca.
100 pM. Hierfir musste die zunachst vorliegende PCR-Produktmenge bestimmt
werden. In unserer Untersuchung verwendeten wir hierfiir die Methode der Real-Time-
PCR mit Hilfe des lon Library TagMan Quantitation Kits von Thermo Fisher Scientific
und dem LightCycler 480 Instrument Il mit der zugehdrigen Software von Roche
Diagnostics. Aus der so bestimmten Konzentration wird der Verdunnungsfaktor

berechnet, um die Library auf 100 pM zu verdinnen.

Findet die Durchfihrung der Template Préaparation nicht am selben Tag statt, wird die

fertige Library bei -20 °C gelagert.
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4.Schritt
Template Praparation:

Die Template Praparation bildet die Grundlage fir die Sequenzierung tber die PGM.
Die Proben werden in diesem Schritt, je nach der in der Quantifizierung bestimmten
Menge, verdunnt und anschlieBend in gleicher Menge in einem Ro6hrchen
zusammengegeben. Im lon OneTouch 2 Instrument (Abb.1) wird die Library an
sogenannte Nanospheren gebunden und Uber eine Emulsions-PCR vervielfaltigt.
Hierfir verwendeten wir das lon PGM Template OT2 400 Kit.

Waéhrend dieses Vorganges werden nicht alle Nanospheren mit DNA-Fragmenten
besetzt. Um nur die besetzten Nanospheren zu erhalten, werden diese mit Hilfe des

lon OneTouch Enrichment Systems (ES) (Abb.1) angereichert.

Abbildung 1 lon OneTouch Instrument (rechts) und lon OneTouch Enrichment System (links) (ThermoFisher,
2021a).

5.Schritt
Sequenzierung:

Das Kernstick der NGS ist die Sequenzierung an sich. Diese wurde in unserer
Untersuchung durch die PGM von Thermo Fisher Scientific durchgefuhrt (Abb.2). Nach
dem Vervielfaltigen der DNA-Fragmente und der Bindung dieser an die Nanospheren,
gaben wir die Sequenzierungs-Prime hinzu, die mittels Thermo Cycler an die einzelnen

DNA-Fragmente binden. Anschlielend wurde die flr die Sequenzierungsreaktion
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notwendige Polymerase hinzugegeben. Die nun fur die Sequenzierung vorbereitete
Library wird mittels Pipette auf den entsprechenden Trager-Chip geladen, wobei wir
den 316 v2 Chip mit einer Read-Anzahl von 2-3 Millionen oder den 318 v2 Chip mit
einer Anzahl von 4-5,5 Millionen-Reads, beide von Thermo Fisher Scientific,
verwendeten. Pro Sequenzierungsdurchlauf konnten wir eine Library mit jeweils zwolf
Proben sequenzieren, die jeweils auch eine Negativ- und eine Positiv-Kontrolle enthielt.
Bevor das PGM Gerét die Sequenzierung durchfihren kann, muss es nach dem
entsprechenden Protokoll initialisiert werden. Wahrend dieser Initialisierung werden
dem PGM-Gerat mittels des lon PGM Hi-View Sequencing Kit von Thermo Fisher
Scientific die vier Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs):
Desoxyadenosintriphosphat (dATP), Desoxycytidintriphosphat (dCTP),
Desoxyguanosintriphosphat (dGTP) und Desoxythymidintriphosphat (dTTP) zur
Verfligung gestellt.

Die NGS-Methodik mittels des lon Torrent-Systems basiert auf dem Sequencing by
Synthesis (SBS) Prinzip. Die Funktionsweise ist wie folgt: Die mit den DNA-
Fragmenten beladenen Sequenzierungs-Chips enthalten je nach Gré3e 0,5-1 Million
Reaktionskammern. In diesen Reaktionskammern findet nach schrittweiser Zugabe
der dNTPs die Synthesereaktion des jeweils komplementadren Stranges zu den
jeweiligen DNA-Fragmenten statt. Bei passendem Nukleotid verandert sich der pH-
Wert der Reaktionskammer durch Abgabe eines Wasserstoff-lons wahrend der
Synthesereaktion. Diese pH-Veranderung fuhrt zu einer Spannungsénderung. Diese
deutliche Spannungsédnderung wird nun vom PGM-Instrument detektiert.
Anschlie3end kann nach Auswertung Uber eine Analyse-Software die Basenabfolge

des zu untersuchenden DNA-Fragmentes bestimmt werden.

Gegen Ende unserer Untersuchung stand uns auch das modernere lon Chef
Instrument, welches Library und Template Praparation sowie die Chip-Beladung
automatisiert durchfuhrt, sowie das lon GeneStudio S5 Plus System von Thermo

Fisher Scientific fur die Sequenzierung zur Verfuigung.

33



Abbildung 2 lon PGM System (Institute, 2016).

6.12 Daten-Visualisierung und -Analyse

Die Daten Analyse und Visualisierung wurde vorwiegend mit der LymphoTrack
Software — PGM - Version 2.0.1 (Technologies, 2016) durchgefuhrt. Diese

Visualization Software arbeitet mit dem Programm Microsoft Excel zusammen. Mittels

dieser Visualization-Software werden die Daten in acht Optionen dargestellt:

Read Summary: Uberblick tber die bis 200 am meisten gemessenen
Sequenzen, die sich in ihrer Basenabfolge deutlich voneinander unterscheiden.
Dargestellt werden unter anderem die Sequenz an sich, die absolute
Basenanzahl, auf welcher V bis J-Region diese liegt sowie die absolute Anzahl,
wie haufig die Sequenz gelesen wurde und auch die Anzahl der Total Reads in
Prozent.

Merged Read Summary: Darstellung der zehn am meisten gelesenen
Frequenzen, nachdem diese mit den Top 500 Frequenzen zusammengefiihrt
wurden, wenn diese sich in nur ein oder zwei Basenabfolgen unterschieden
(Abb.3).

VJ Sequence Frequency Graph: Histogramm der Top 200 Sequenzen von jeder
V Familie — J Familie (fur IGH/IGK) oder V-Gen — J Gen (fuir TRG)
Rekombination (Abb.4 und 6).

VJ Usage: Rohzahlung und Frequenz der Top 200 V Familie — J Familie (fur
IGH/IGK) oder V Gen — J Gen (fur TRG) Rekombination.
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VJ Usage Percent Graph: Visualisierung der Sequenzen in einem 3D-
Séaulendiagramm der Top 200 Sequenzen von jeder V Familie — J Familie (fur
IGH/IGK) oder V Gen — J Gen (fir TRG) Rekombination (Abb.5 und 7).

VJ Usage Raw Graph: Visualisierung der Sequenzen in einem 3D-
Saulendiagramm der Top 200 Rohzéhlungen von jeder V Familie — J Familie
(fir IGH/IGK) oder V Gen — J Gen (fur TRG) Rekombination.

VJ Sequence Frequency: Eine Liste mdglicher V Familie — J Familie (fur
IGH/IGK) oder V Gen — J Gen (fuir TRG) Rekombinationen, jede mit einer
sortierten Liste der Top 200 Reads (vom hdchsten zum niedrigsten %).

Unique Reads: Ein FASTA File der einzigartigen Frequenzen, sortiert nach der
Anzahl.

In unserer Untersuchung werteten wir fiir die Ausgangsprobe eine Sequenz als

monoklonal, wenn diese in der Merged Read Summary-Darstellung unter Total Reads

dreimal haufiger vorkam als die Frequenz, die sich auf Rank 3 befand. Eine solche

Merged Read Summary mit monoklonaler Sequenz ist in Abbildung 3 dargestellt.

Rank Sequence Length Merge V-gene J-gene % total reads
count
1 GCCTCTGGATTCA 270 14329 IGHV3-11_01 IGHJ5_02 47.66
2 GGCCTCTGGATT C 271 2397 IGHV3-11_01 IGH15_02 7.97
3 GCCTCTGGATTCA 270 115 IGHV3-11_01 IGHJ5_02 0.38
4 CCTCTGGTTACAC 262 52 IGHV1-18_01 IGH14_02 0.17
5 GGCTGGAGTGGG 223 39 IGHV3-33_01 IGH14_02 0.13
6 CATCTGGATACA 3 271 31 IGHV1-8_01 IGHJ4_02 0.10
7 GGCTCTGGAGTCA 266 28 IGHV3-74_03 IGHJ4_02 0.09
8 CAGTGTCTCTGG T 276 25 IGHV4-59_07 IGHJ4_02 0.08
9 CACTGTCTCTGGT 279 25 IGHV4-59_01 IGHJ2_01 0.08
10 CGCTGTCTCTGG T 291 25 IGHV4-34_12 IGHJ6_03 0.08

Abbildung 3 Darstellung der Top 10 Merged Read Summary mit einer monoklonalen Sequenz auf Rank 1.
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LymphoTrack IGH FR1 Assay - V - J Sequence Frequencies : Top 200 Sequences
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Abbildung 4 Darstellung der VVJ Sequence Frequency in einem Histogramm mit einem deutlich monoklonalen

Muster.

V - J Usage

16000

14000

12000

10000
8000
6000
4000

speay |ejoL

none

2000

Abbildung 5 Darstellung der VJ Usage in einem 3D-Saulendiagramm mit einem deutlich monoklonalen Muster.
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LymphoTrack IGH FR1 Assay - V — J Sequence Frequencies : Top 200 Sequences
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Abbildung 6 Darstellung der VVJ Sequence Freuency in einem Histogramm mit einem polyklonalen Muster.
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Abbildung 7 Darstellung der VJ Usage in einem 3D-Saulendiagramm mit einem polyklonalen Muster.
6.13 Datenanalyse MRD

Eine MRD in unseren Verlaufsproben wurde tber die LymphoTrack MRD Software
v1.2.0 von Invivoscribe Technologies detektiert (Technologies, 2017). Mit dieser
Software kann die Prasenz der monoklonalen Sequenz in den Verlaufsproben und
somit eine MRD detektiert werden. Hierfur wird die Uber das PGM-Verfahren erfasste
monoklonale Ausgangssequenz mit den sequenzierten DNA-Abschnitten der

zugehdrigen Verlaufsproben abgeglichen. Wenn die Software die monoklonale

37



Sequenz in den Verlaufsproben erkennt, wird die Menge an Reads mit der exakt
Ubereinstimmenden Sequenz, der Sequenz mit einem Mismatch in der DNA-Abfolge
und der mit zwei Mismatches und die jeweils dazugehorige Cumulative Read

Frequency angegeben. (siehe Abb.8).

In unserer Untersuchung werteten wir eine Probe als MRD-positiv, wenn die
monoklonale Ausgangssequenz in einer der drei Félle (Exact Match, 1 Mismatch, 2

Mismatch) detektiert werden konnte, unabhangig von der Menge der Reads.

B lymphoTrack® MRD Data Analysis Tool (MRDDAT) - X

File Help

MRD Analysis of: ~/index001_001_vs U266¢cDNA.MRD_output_table.tsv

Amount of DNA: 612 ng Total Number of Reads: 351540 Sequence Detected
Read Count  Cumulative Read Frequency

Exact Match 185729 5,2833E-1

1 Mismatch 97378 8,05334E1

2 Mismatch 30436 8,91913E1

Sequence Input Sequence name: U266cDNA

GGATGGATCAALCC

AGATCTGACGALT!

AGTGGTGGCACAAACTATGCTCC

GIGTTTTACTGTGCGAAAAGTGA

Abbildung 8 LymphoTrack-Programm: MRD-Auswertung bei MRD-Nachweis.

6.14 Zelllinie flr die NGS-Diagnostik

Gegenstand unserer Untersuchung ist es, die Sensitivitat der NGS-Methodik mittels
des PGM-Verfahrens von Thermo Fisher Scientific unabhangig von der Qualitat der
Patientenproben darzustellen und weiterhin die Sensitivitdt von DNA und cDNA als
Varianten zu vergleichen. Das Ausgangsmaterial unserer Probe war die U-266 Zelllinie
mit der DSMZ Nummer ACC 9, welche 1968 aus einer peripheren Blutprobe eines 53-
jahrigen Patienten mit IgE-Lambda produzierenden Myelomzellen gewonnen wurde
(DSMZ, 2021). Um wie bei unseren Patienten ein Aquivalent zur gesamten KM-Probe
zu erhalten, also einer Probe, die nicht nur Myelomzellen enthélt, gaben wir zu einem
Teil unserer U-266-Probe einen Buffy Coat hinzu. Diesen von der Transfusionsmedizin
des UKE zur Verfiigung gestellten Buffy Coat verdinnten wir 1:2 mit PBS-Puffer

(Phosphat-gepufferte Salzlosung) und fuhrten anschlieend eine Separation mittels
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Ficoll-Paque Plus von GE Healthcare Life Science durch. Sowohl die U-266 Probe als
auch der Buffy Coat enthielten jeweils 4,5x10°6 Zellen pro 900 pl. Um die Sensitivitat
der PGM-NGS-Methodik zu Gberprtfen, fuhrten wir folgende Verdinnungsreihe durch:
Die erste Stufe enthielt 1000 pl U-266 Probe. Von diesen 1000 pl nahmen wir 100 pl
ab und mischten diese mit 900 pl Buffy Coat. AnschlieRend nahmen wir flir die nachste
Verdunnungsstufe wieder 100 pl von der vorherigen Stufe ab und mischten diese
wieder mit 900 pl Buffy Coat. Diese Verdinnung fihrten wir insgesamt sieben Mal
durch und erhielten so den in Tabelle 10 angegebenen prozentualen Anteil an
Myelomzellen in den verdinnten Proben. Entsprechend enthielt die letzte

Verdiunnungsstufe eine Myelomzelle unter 10.000.000 Zellen.

Tabelle 10 Verdinnungsreihe der Myelom-Zelllinie

Subtrahierte

% Anteil der
Probe (P) U266-Probe Buffy Coat Menge nach Gesamtmenge
Myelomzellen
Mischung

P1 1000 pl opl -100 pl 900 pl 100 %
P2 100 pl P1 900 pl -100 pl 900 pl 10 %
P3 100 pl P2 900 pl -100 pl 900 pl 1%
P4 100 pl P3 900 pl -100 pl 900 pl 0.1 %
P5 100 pl P4 900 pl -100 pl 900 pl 0,01 %
P6 100 pl P5 900 pl -100 pl 900 pl 0,001 %
pP7 100 pl P6 900 pl -100 pl 900 pl 0,0001 %
P8 100 pl P7 900 pl -100 pl 900 pl 0,00001 %

Tabellarische Darstellung der Durchfiihrung der Verdiinnungsreihe der Myelom-Zelllinie.

Nach Durchfiihrung der Verdinnungsreihe isolierten wir die DNA und RNA fir jede
Probe nach demselben Verfahren, welches wir auch bei unseren Patienten-Proben
angewendet haben. Die RNA wurde anschlielend wieder mittels des iScript cDNA
Synthesis Kit von Bio-Rad in cDNA umgeschrieben. Um die Sensitivitat moglichst
optimal zu testen, haben wir bei den DNA-Proben ca. 1000 ng und bei den RNA Proben
ca. 500 ng fur die Sequenzierung verwendet.

Template Praparation, Sequenzierung und Daten-Analyse folgten ebenfalls den
Protokollen und Software-Programmen, die wir auch fir die Patienten-Proben

verwendet haben.
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6.15 Daten der MFC-Diagnostik

Ein weiteres wichtiges Ziel unserer Untersuchung war der Vergleich der NGS-
Diagnostik mittels des von uns genutzten lon Torrent Systems mit solcher Uber die
MFC-Diagnostik, die schon als etabliertes Verfahren gilt (Vgl. Abschnitt 5.3). Hierfur
haben wir die jeweils gewonnen Ergebnisse miteinander verglichen, um Ruickschliisse

auf Starken und Schwachen beider Verfahren ziehen zu kénnen.

Die MFC-Diagnostik der Patienten-Proben wurde ebenfalls an der Klinik fir
Stammzelltransplantation des UKEs durchgefihrt. Hierfir wurde eine MFC mit einem
Four-Colour-Panel verwendet. Es wurde Probenmaterial aus derselben KM-Punktion,
von der auch das Material fir die NGS-Diagnostik stammt, verwendet. Dieses
Probenmaterial wurde fir die Messung nach einem festen Protokoll aufbereitet und
die anschlielRende Four-Colour-Flow Cytometry tber ein FACSCanto Instrument des
Herstellers BD durchgefuhrt. Die vier verwendeten Fluorochrome mit ihren jeweiligen
zu detektierenden Oberflachen-Markern wurden, wie in Tabelle 11 dargestellt, in drei
Tubes angesetzt. Fur jede Probe wurde ein Minimum von ca. 500.000 Events
gemessen. Ab 50 Events galt die MRD Bestimmung als positiv. Abbildung 9 zeigt die
Ergebnisse aus einer MFC-Messung mit Detektion von Myelomzellen.

Tabelle 11 Verwendete Flourochrome (Four-Colour-Flow)

Tube FiTC APC PerCPCy5.5 PE
1 CD45/CD19 CD138 CD38 CD56
2 CD20 CD138 CD38 CD117
3 Cb27 CD138 CD38 CD28

Dargestellt sind die drei angesetzten Tubes mit den vier verwendeten Fluorochromen und den jeweils zu detektierenden

Oberflachenmarkern.

40



Studie 01506 27.07.11.001

° 00 400 60
Forward Scator

‘Stuce 01504> 27.07.11.001

10?
CorsAPC

Sudie 01504 27.07.11.001

File:
Patient ID:
Acquisition Date
Total Events: 500000

Gate Events % Gated % Total

mPC 3468 76.30 0.69
PC 4545 100.00 0.91

168
CO45 + CO1O AITC.

Studio 01504> 27.07.11.003

Studie 01604> 27.07.11.062 - Studle 01604> 27.07.11.002
° 00 40 w0 80 100 10 107 0*
Forward Scatter cosarc
Studlo 01504> 27.07.11.002 b Shudie 01504 27.07.11.002

File:
Patient ID:

Acquisition Date:
Total Events: 500000

Gate Events % Gated % Total
mPC 2 0.04 0.00
PC 4485 100.00 0.90

Studie 01504> 27.07,11.003

400 600
Forward Scaor

Studie 01504> 27.07.11.003

10! 102
CO138 APC

Studie 01504> 27.07.11.003

&
$
8
3
tH]
&
° ° 0! 102 10° 10t
coe7 FITC
File:
Patient ID:

Acquisition Date:
Total Events: 440040

Gate Events % Gated % Total

mPC 2121 61.66 0.48
PC 3440 100.00 0.78

Abbildung 9 Darstellung der Ergebnisse nach MFC (Four-colour-Flow)-Messung einer KM Probe mit Detektion

von Myelomzellen.
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6.16 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte Uber das Programm IBM SPSS Statistics, Version
27.

7. Ergebnisse

7.1 Ergebnisse der NGS-Diagnostik fur die Ausgangsproben der

Patienten

Ob in der jeweiligen Probenform (gDNA aus der gesamtes KM-Probe oder cDNA aus
der CD138-positiv-selektierten Probe) eine monoklonale Sequenz erfasst werden

konnte, ist in Tabelle 12 aufgefuhrt.

Tabelle 12 Ergebnisse der Sequenzierung der Ausgangsproben

Patienten CD138-positiv (CDNA) Gesamtes KM (gDNA)

01 monoklonal X

03 monoklonal X

04 monoklonal monoklonal
05 monoklonal monoklonal
06 monoklonal monoklonal
07 monoklonal polyklonal
08 monoklonal polyklonal
09 X monoklonal
10 monoklonal monoklonal
14 monoklonal monoklonal
15 X monoklonal
17 monoklonal X

18 X monoklonal
19 X monoklonal
20 X monoklonal
21 monoklonal X

23 monoklonal X

25 X monoklonal
28 X monoklonal
30 X monoklonal
31 X monoklonal
32 monoklonal X

X steht fuir Probe nicht vorhanden bzw. nicht sequenziert.
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Wie der Tabelle 12 zu entnehmen ist, konnte insgesamt bei 22 Patienten in deren
Ausgangsproben eine monoklonale Sequenz detektiert werden. In sieben Fallen
konnten wir sowohl die cDNA aus der CD138-positiven Selektion als auch die gDNA
aus der gesamten KM-Probe fur denselben Patienten als Ausgangsprobe in der NGS-
Diagnostik sequenzieren. Im Vergleich zeigte sich in zwei Fallen, dass die CD138-
selektierte Probe im  Gegensatz zur gesamten KM-Probe einen
Monoklonalitatsnachweis erbringen konnte. Bei den anderen fiinf Patienten zeigte sich

in beiden Varianten eine Ubereinstimmend monoklonale Sequenz.

Far Patient 01, 03, 17, 21, 23 und 32 haben wir nur eine cDNA-Probe als
Ausgangsprobe sequenziert, die in allen Fallen einen Monoklonalitatsnachweis
erbrachte. Fur Patient 09, 15, 18, 19, 20 und 25 sequenzierten wir nur die gDNA aus

der gesamten KM-Probe mit Monoklonalitdtsnachweis in der Ausgangsprobe.

Bei den restlichen sechs Patienten (Patient 02, 11, 12, 24, 26, 27), die uns im Rahmen
unserer Untersuchung zur Verfiigung standen, konnten wir in der Ausgangsprobe
keine Monoklonalitat nachweisen. Diese Proben waren, wenn vorhanden, in der
jeweiligen gesamten KM-, CD183-positiven-selektierten Form polyklonal. Fir diese
Patienten konnten wir dementsprechend keine adaquate MRD-Diagnostik

durchfiihren.
7.2 MRD-Diagnostik der Verlaufsproben

Nach Sequenzierung von Ausgangsprobe und Verlaufsproben der Patienten wurden
die Verlaufsproben mittels der LymphoTrack MRD Software v1.2.0 auf eine MRD
untersucht. Wie schon im Abschnitt Methodik erwahnt, ist fir eine optimale MRD-
Detektion eine Mindestmenge von 500 ng DNA/RNA erforderlich. Auch nach
Aufkonzentrierung konnten wir diese Menge fir viele Verlaufsproben nicht erreichen.
Auch in diesen Fallen fuhrten wir die MRD-Detektion trotz geringer DNA/RNA-Menge
durch. Den MRD-Ergebnissen stellen wir in Tabelle 13 gegeniber, welcher
Remissionsstatus nach der zweiten SZT erreicht wurde und welches Ergebnis in der
MFC-Diagnostik generiert wurde. Zusatzlich sind die Ergebnisse aus der
Immunfixation, die in engem zeitlichem Kontakt zu der jeweiligen Verlaufsprobe
durchgefiihrt wurde, aufgelistet. Auch das Auftreten eines klinischen Rezidivs im
posttransplantionaren Verlauf ist dargestellt. Ein klinisches Rezidiv des Myeloms ist
dabei von uns definiert als das mehrmalige Auftreten einer monoklonalen Bande in der
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Serum-Immunfixation und die Notwendigkeit einer therapeutischen Intervention.
Ebenfalls aufgelistet ist, ob die Patienten im weiteren Verlauf bis zu ihrer jeweiligen
letzten Datenerhebung verstorben sind. Die Daten sind in Abbildung 10 zusétzlich fur
die ersten 68 Monate nach der zweiten SZT graphisch veranschaulicht.

Tabelle 13 Ergebnisse aus der MRD-Testung bzw. Immunfixation und Angabe tber Rezidiv/Tod und PFS/OS der
Patienten.

5M 12 M 5M 12 M 5 M 12 M
nach nach nach nach nach
Pat nach Rez.
Alter GS R. 2 2 2 2 2 Tod PFS oS
ID 2 SZT /Pro.
SZT SZT SZT SZT SZT
Imm.
NGS NGS MFC MFC Imm.
VG
1 47 M X + X X + + Ja Nein 137 139
PR
3 41 W CR + + - + - + Ja Ja 15 28
Nie
4 48 M + X - X + X Ja Ja 0 3
CR
5 42 w CR X - X + + - Nein Nein 117 117
6 53 M CR - - X X - - Nein Ja 26 26
7 50 M CR - - - - + - Nein Nein 127 135
8 49 M PR - - X + + + Ja Ja 12 28
9 41 w CR - - - - - - Nein Nein 130 132
10 43 M CR - - - - - - Nein Nein 131 131
14 58 W CR - - - - - + Nein Nein 2 125
Nie
15 57 M + + + X + + Ja Ja 2 7
CR
17 55 "% CR + + X + - - Ja Nein 7 69
18 56 W CR + X + X + X Ja Ja 0 2
19 27 w CR + + + X + + Nein Nein 99 99
20 56 % CR + + + + - + Ja Ja 7 34
21 58 W CR + + + - - - Ja Nein 36 100
23 44 W PR + + X + + + Ja Ja 55 78
25 43 W CR - - + + + - Nein Nein 72 93
28 56 w CR - - - + - - Ja Nein 7 88
30 39 M CR - - - - + - Ja Nein 22 85
31 48 M PR - - - - - - Nein Nein 88 91
32 36 W CR + + + + + - ja ja 9 26

Tabellarische Auflistung der Ergebnisse fir die Verlaufsproben 5 Monate (M) und 12 Monate nach zweiter SZT aus
der MRD-Testung (NGS- und MFC-Diagnostik) bzw. Immunfixation (Imm.) fur die 22 Patienten (Pat ID) mit
Monoklonalitét in der Ausgangsprobe. GS steht fiir Geschlecht. + steht fir positive MRD-Testung, - steht fir
negative MRD-Testung, X steht fir Probe nicht vorhanden. Fur den nach zweiter SZT erreichten Remissionsstatus
(R.) steht CR fir Complete Response, VGPR fir Very Good Partial Response und PR fir Partial Response.
Ebenfalls angegeben ist, ob die Patienten im Krankheitsverlauf ein Rezidiv (Rez.) /Progression (Pro.) erlitten haben
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oder verstorben sind. Angegeben ist diesbezliglich auch das PFS bzw. das OS in Monaten nach der ersten MRD

Testung.
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Abbildung 10 Graphische Darstellung der Daten fiir die MRD-positive oder -negative Testung, monoklonale oder

unauffallige Immunfixation, Rezidiv des MM und Tod der Patienten mit monoklonaler Ausgangsprobe bis 68 Monate

nach der zweiten SZT.

7.3 Statistische Auswertung der Ergebnisse fur die 22 Patienten mit

monoklonaler Ausgangsprobe bezlglich des Outcomes

Tabelle 14 Charakteristika aus der Tabelle 13

Alter
Median: 48 Jahre
Minimum: 27 Jahre

Maximum: 58 Jahre

Geschlecht:
Weiblich: 13 (59,1 %)
Mannlich: 9 (40,9 %)

Zweite Transplantation
Autolog: 3 (13,6 %)
Allogen: 19 (86,4 %)

Remissionsstatus nach Zweiter SZT
Keine CR: 6 (27,3 %)
CR: 16 (72,7 %)

Rezidiv/Progression nach zweiter SZT
Nein: 9 (40,9 %)
Ja: 13 (59,1 %)

Verstorben
Nein: 13 (59,1 %)
Ja: 9 (40,9 %)
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Verteilung von Alter, Geschlecht, Art der zweiten SZT, Remissionsstatus nach der zweiten SZT,
Rezidiv/Progression nach der zweiten SZT und/oder verstorben, fir die 22 Patienten mit monoklonaler

Ausgangsprobe.

In den folgenden Tabellen (15 und 16) sind jeweils die Ergebnisse aus der NGS- und
MFC-MRD-Diagnostik, hinsichtlich des Auftretens eines klinischen Rezidivs im Verlauf
nach der zweiten SZT, fir die Patienten mit monoklonaler Ausgangsprobe dargestellt.
Die Ergebnisse aus den beiden Verlaufsproben wurden zusammengefasst, was
bedeutet, dass auch der Nachweis einer MRD in nur einer Probe ausreicht. Fir den
Vergleich der MRD-Ergebnisse aus der MFC-Diagnostik mit Bezug zum Auftreten
eines klinischen Rezidivs konnten wir aufgrund fehlender Daten nur Ergebnisse von

20 Patienten auswerten.

Tabelle 15 Ergebnisse der NGS-MRD-Diagnostik in Bezug zum Auftreten eines Rezidivs/Progression

Rezidiv/Progression
MRD: NGS
Ja Nein
Negativ 3 (23,1 %) 8 (88,9 %)
Positiv 10 (76,9 %) 1(11,1 %)

Zehn der dreizehn Patienten mit klinischem Rezidiv hatten eine oder zwei MRD-
positive Verlaufsproben. Bei acht der neun Patienten mit einem negativen MRD-
Nachweis in den Verlaufsproben trat im Verlauf auch kein klinisches Rezidiv auf. Somit
lag die Sensitivitat der NGS-MRD-Diagnostik fur das Auftreten eines klinischen
Rezidivs bei 76,9 % und die Spezifitat bei 88,9 %.

Tabelle 16 Ergebnisse der MFC-MRD-Diagnostik in Bezug zum Auftreten eines Rezidivs/Progression

Rezidiv/Progression
MRD: MFC
Ja Nein
Negativ 2 (16,7 %) 5 (62,5 %)
Positiv 10 (83,3 %) 3 (37,5 %)

Bei zehn von zwdlf Patienten mit klinischem Rezidiv konnte unter Nutzung der MFC-
Methodik eine MRD nachgewiesen werden. Bei funf von acht Patienten ohne

klinisches Rezidiv war auch das MRD-Ergebnis negativ. Die Sensitivitat des MFC-
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MRD-Verfahrens fur das Auftreten eines klinischen Rezidivs lag somit bei 83,3 % und
die Spezifitat bei 62,5 %.

In den folgenden Abbildungen sind die Kaplan-Meier-Kurve fur das PFS (Abb.11) und
OS (Abb.12) fur die Patienten mit negativer oder positiver MRD mittels NGS-
Diagnostik dargestellt. Als Ausgangszeitpunkt fur die Bestimmung wéhlten wir den
Zeitpunkt der ersten MRD-Untersuchung bzw. Knochenmarkentnahme, im Median 5
Monate nach der zweiten SZT. Fur Patient 1 und 5 stand uns keine Probe ca. ein
halbes Jahr nach zweiter SZT zur Verfigung, sodass wir das Ergebnis aus der Probe

ein Jahr nach SZT hierfur verwendeten bzw. voraussetzten.

X
o —
=} ‘
—
S
o
N~
a _|
=
2
]
(%]
[}
g 2|
5§ 3
K]
[%]
g
(=]
e
o
o\o
A
N
X
o
T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
. Time since MRD in months
No. at risk
MRD- 11 8 6 6 5 4 3

MRD+

Abbildung 11 PFS-Kaplan-Meier-Kurve

Aus der Kaplan-Meier-Kurve geht hervor, dass das PFS fur die Gber die NGS-Methodik
MRD-positiv getesteten Patienten signifikant (P-Wert 0,016) geringer war als fur die
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MRD-negativ getesteten Patienten. Fir die MRD negativen Patienten lag das Zehn-
Jahres progressionsfreie/ rezidiv freie Uberleben bei 70 %, fiir die MRD-positiven
Patienten nur bei 18,2 %. Auf der X-Achse ist die No. at risk im zeitlichen Verlauf

angegeben.
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Abbildung 12 OS-Kaplan-Meier-Kurve

In der Kaplan-Meier-Kurve bezuglich der MRD-Testung mittels NGS in Bezug zum OS
zeigt sich, dass die MRD-positiven Patienten eine signifikant (P-Wert bei 0,28) héhere
Mortalitat aufweisen. Fur die MRD-negativen Patienten lag das Zehn-Jahres-
Uberleben bei 81,8 %, fur die MRD positiven Patienten nur bei 34,1 %. Auf der X-

Achse ist die No. at risk im zeitlichen Verlauf angegeben.
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7.4 Statistische Gegenuberstellung der NGS- und MFC-Ergebnisse

Fur einen Grol3teil der Patienten stand uns fiir die gleiche Probe, die wir mit der NGS-
Diagnostik untersuchten, auch das Ergebnis mittels des MFC-Verfahrens zur
Verfugung, das an unserer Klinik durchgefiihrt wurde. Die MFC-Daten wurden wie
unter Abschnitt 6.15 beschrieben erhoben. In Tabelle 17 sind die MRD-Ergebnisse aus
MFC- und NGS-Verfahren gegenibergestellt.

Tabelle 17 NGS- und MFC-Ergebnisse

MRD: MFC
MRD: NGS
Negativ Positiv
Negativ 13 (40,6 %) 5 (15,6 %)
Positiv 3 (9,4 %) 11 (34,3 %)

Fir 32 Proben standen uns die MRD-Ergebnisse, welche tber die MFC-Diagnostik
ermittelt wurden, zur Verfigung, um diese mit unseren Ergebnissen mittels NGS-
Diagnostik zu vergleichen. Von diesen 32 Proben waren 24 tibereinstimmend in ihrem
MRD-Ergebnis, was einem Anteil von 75 % entspricht. 13 Proben zeigten hierbei einen
Ubereinstimmend negativen MRD-Nachweis und elf einen tibereinstimmend positiven.
Im Fall der acht, entsprechend 25 %, nicht ibereinstimmenden MRD-Ergebnisse waren
funf Proben im MFC-Verfahren MRD-positiv und im NGS-Verfahren negativ und drei

im NGS-Verfahren positiv und im MFC-Verfahren negativ.

7.5 Vergleich der NGS-MRD-Diagnostik ftr gesamtes KM und CD138-

positiv selektierte Probenform

Da wir in der Untersuchung der Verlaufsproben neben dem gesamten KM fir einige
Patienten auch die CD138-positiv selektierte Fraktion verwendeten, gibt Tabelle 18
Aufschluss  dariber, inwieweit  die NGS-MRD-Ergebnisse miteinander

Ubereinstimmten.

49



Tabelle 18 Gegenuberstellung der NGS-MRD-Ergebnisse fir die gesamte KM- und CD138-positiv selektierten

Proben

CD138-positiv selektierte Fraktion
Gesamtes KM

Negativ Positiv
Negativ 10 (76,9 %) 3 (23,1 %)
Positiv 1 (12,5 %) 7 (87,5 %)

Der Tabelle ist zu entnehmen, dass wir fur 21 Verlaufsproben jeweils eine gesamte KM
und eine CD138-positive Probe sequenziert haben. Von diesen 21 Verlaufsproben
zeigten 17, entsprechend 81%, ein Ubereinstimmendes Ergebnis in der MRD-Testung.
Sieben waren Ubereinstimmend MRD-positiv und zehn Ubereinstimmend MRD-
negativ. Von den tbrigen vier Proben (19 %) waren drei in der CD138-positiven Probe
MRD-positiv und in der gesamten KM-Probe dagegen MRD-negativ. Nur in einer
Verlaufsprobe zeigte die gesamte KM-Probe ein positives MRD-Testergebnis im

Vergleich zu einem negativen MRD-Test in der CD138-positiven Probe.
7.6 Patienten mit polyklonalen Sequenzen in der Ausgangsprobe

Fur die sechs Patienten, bei denen wir in der Ausgangsprobe keine Monoklonalitat
nachweisen konnten, haben wir dennoch die Verlaufsproben sequenziert. Bei diesen
Proben wollten wir Gberprifen, ob wir in den Verlaufsproben monoklonale Sequenzen
detektieren, die wir dann rickwirkend mit der Ausgangsprobe bzw. den anderen
Proben des jeweiligen Patienten vergleichen konnten. Hierbei konnten wir fir Patient
11 und 27 in jeweils einer Verlaufsprobe eine monoklonale Sequenz detektieren, die
mittels der MRD-Software auch in der Ausgangsprobe identifiziert wurde. Beide
Verlaufsproben wurden im naheren zeitlichen Zusammenhang bei Rezidiv des
Myeloms enthommen. Fur Patient 02 und 26 konnten monoklonale Sequenzen in den
Verlaufsproben bestétigt werden, welche aber in den fur diese Patienten zur Verfigung
stehenden Ausgangsproben nicht nachgewiesen werden konnten. Fur Patient 12 und
24 waren die Ausgangsproben sowie alle sequenzierten Verlaufsproben polyklonal,

sodass hier keine addquate MRD-Untersuchung durchgefiihrt werden konnte.
7.7 Ergebnis der NGS-Diagnostik flr die Ausgangsprobe der Zelllinie

Nach der Sequenzierung der unverdinnten U266-DNA-Probe und der U266-cDNA-

Probe konnte jeweils dieselbe Sequenz in der VH1-J6 Region mit monoklonalem
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Muster (in Abb.11 fir die DNA und in Abb.12 fur die cDNA dargestellt) detektiert
werden, die wir anschlielend fur die MRD-Testung in der Verdinnungsreihe

verwendeten.
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Abbildung 13 Graphische Darstellung der VJ-Sequence Frequency der unverdinnten U266-DNA-Probe mit

monoklonalem Muster.
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Abbildung 14 Graphische Darstellung der VJ Sequence Frequency der unverdinnten U266-cDNA-Probe mit

monoklonalem Muster.
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7.8 MRD-Testung der U266-DNA und cDNA-Verdinnungsreihe

Tabelle 19 Ergebnisse der MRD-Testung in der DNA-Verdiinnungsreihe

Prozentualer Anteil der
Myelomzell-DNA in der Exact Match Ein Mismatch Zwei Mismatches
Probe
10 % 116155 45927 12937
1% 37231 14805 4074
0,1% 4286 1825 470
0,01 % 534 247 69
0,001 % 33 15 4
0,0001 % 27 22 8
0,00001 % 26 16 8

Tabellarische Auflistung der Ergebnisse der MRD-Testung in der DNA-Verdiinnungsreihe. Angegeben ist die
Anzahl der Exact Matches, sowie die der ein und zwei Mismatches.

Tabelle 20 Ergebnisse der MRD-Testung in der cDNA-Verdunnungsreihe

Prozentualer Anteil der
Myelomzell-cDNA in der Exact Match Ein Mismatch Zwei Mismatches
Probe
10 % 185729 97378 30436
1% 3700 1917 612
0,1 % 22800 10864 3270
0,01 % 3679 1653 528
0,001 % 275 141 40
0,0001 % 1 0 0
0,00001 % 3 1 0

Tabellarische Auflistung der Ergebnisse der MRD-Testung in der cDNA-Verdinnungsreihe. Angegeben ist die
Anzahl der Exact Matches sowie die der ein und zwei Mismatches.

Der Tabellen 19 und 20 ist zu entnehmen, dass wir in jeder Verdinnungsstufe sowohl
fir die DNA- als auch fir die cDNA-Proben, eine MRD nachweisen konnten. Der
Nachweis einer MRD in der Verdinnungsstufe, die einen Anteil von 0,0001 %
Myelomzell-DNA/cDNA enthalt, bedeutet, dass eine Myelomzelle unter 1.000.000
Zellen detektiert werden konnte, entsprechend einer Sensitivitit von 10 . Die
darauffolgende Stufe mit 0,00001 % Anteil Myelomzell-DNA/cDNA bedeutet, dass eine

Myelomzelle unter 10.000.000 Zellen detektiert wurde was einer Sensitivitat von 107
entspricht.
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8. Diskussion

Die MRD-Untersuchung spielt eine zunehmend wichtige Bedeutung in der
Remissionsbeurteilung beim MM. Dies liegt unter anderem an den immer effektiver
werdenden Therapieoptionen, zu denen neue medikamentdse Strategien, aber auch
optimierte SZTs gehoéren. Nach Einsatz solcher Therapien ist die Bestimmung der CR
allein nicht mehr aussagekréftig genug, da ein Grol3teil der Patienten mit CR dennoch
vereinzelt Myelomzellen im Kdorper hat, die zu einem Rezidiv der Erkrankung fiihren
kbnnen. Somit hat die CR in der Remissionsbeurteilung keine ausreichende

Sensitivitdt mehr (Paiva et al., 2015).
8.1 Bedeutung der MRD fur die Prognose beim MM

Dass ein hoher Remissionsstatus nach Therapie und die Uberlebenszeiten der
Patienten miteinander Kkorrelieren, ist nahezu bei jeder h&matoonkologischen
Erkrankung zu beobachten. So hat der Status einer CR im Vergleich zu einem

geringeren Status eine langere Uberlebenswahrscheinlichkeit (Paiva et al., 2015).

Welche Bedeutung hat nun die MRD fir das Myelom bzw. welche Aussage kann sie

treffen? Dieser Fragestellung wurde schon in einigen Studien nachgegangen.

Bereits Martinelli et al. untersuchten 2000 den prognostischen Unterschied zwischen
der kompletten klinischen Remission und der molekularen klinischen Remission beim
Myelom. Hierbei konnten sie zeigen, dass Patienten mit molekularer klinischer
Remission eine signifikant geringere Rezidiv-Rate und auch ein langeres rezidiv-freies

Uberleben erlangten (Martinelli et al., 2000).

Die Studie von Paiva et al. untersuchte den prognostischen Einfluss bei der MRD-
Bestimmung mittels MFC nach autologer SZT fir das MM. Auch hier zeigte sich bei

den MRD-negativen Patienten ein deutlich langeres PFS und OS (Paiva et al., 2008).

In unserer Untersuchung konnten wir ebenfalls Ruckschlisse fur die Prognose-
Bedeutung der NGS-MRD-Ergebnisse ziehen. So zeigten wir, dass eine positive MRD-
Testung sowohl Uber die NGS- als auch Uber das MFC-Verfahren mit einer hohen
Wabhrscheinlichkeit einhergeht, ein Kklinisches Rezidiv im Krankheitsverlauf zu
entwickeln (NGS: Sensitivitat 76,9 %, Spezifitat: 88,9 %, MFC: Sensitivitat: 83,3 %,

Spezifitat: 62,5 %). Im Zehn-Jahres-Follow-Up des progressionsfreien bzw. rezidiv-
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freien Uberlebens zeigte sich ein deutlicher Vorteil fir die MRD-negativ getesteten
Patienten (70 % vs. 18,2 %). Auch im OS waren die MRD-negativ Patienten signifikant
Uberlegen (Zehn-Jahres-Follow-Up: 81,8 % vs. 34,1 %). Wichtig ist anzumerken, dass
die Aussage bzw. die Validitat aufgrund der kleinen Patienten-Kohorte (22 Patienten)

eingeschrankt ist.

Dennoch werden unsere Ergebnisse auch durch die Studie von Martines-Lopez et al.
unterstitzt. Sie untersuchten auf dhnliche Weise die MM-Patienten-Proben im Hinblick
auf eine MRD mit der Erkenntnis, dass eine negative MRD-Bestimmung mit einem
langerem rezidiv-freien Uberleben einhergeht. Untersucht wurden hier unter anderem
62 Patienten mit CR-Status. 36 Patienten waren davon MRD-positiv in der
Sequenzierung. Das PFS lag fur die MRD-negativen Patienten im Median bei 131
Monaten und fur die MRD-positiven Patienten bei 35 Monaten, der P-Wert wurde mit
0,0009 angegeben (Martinez-Lopez et al., 2014).

8.2 MRD als neues Remissionskriterium

Aufgrund unserer deutlichen Ergebnisse (immer in Rucksichtnahme der geringen
Patientenzahl), die zeigen, dass die MRD eine hohe prognostische Aussagekraft fir
den Verlauf der Myelom-Erkrankung hat, stellt sich die Frage, ob die MRD-Diagnostik
zum Standard in der Remissionsbeurteilung und somit zu einem neuen
Remissionskriterium werden sollte. Von den 16 Patienten mit CR entwickelten acht ein
Myelom-Rezidiv. Sechs von ihnen hatten in der NGS- und sieben in der MFC-Methodik
in einer oder beiden Verlaufsproben eine positive MRD. So finden wir, wie auch Paiva
et al., dass die bis dato gangigen Remissionskriterien nicht mehr ausreichend sind
(Paiva etal., 2015). Auch Munshi et al. kommen in ihrer Meta-Analyse zu dem Schluss,
dass die MRD-Bestimmung eine entscheidende Bedeutung fir die Prognose der
Patienten besitzt und auch gegeniber dem CR-Remissionstaus tUberlegen ist (Munshi
et al., 2017). In Zusammenschau dieser und unserer Ergebnisse wird deutlich, dass
der MRD-Diagnostik in  Zukunft eine wesentliche Bedeutung in der

Remissionsbeurteilung beim MM zukommen muss und wird.

8.3 Vergleich NGS- und MFC-MRD Ergebnisse

Im Vergleich NGS-MRD und MFC-MRD lag die Ubereinstimmung bei 75 %. Bei den

acht (25 %) nicht Gbereinstimmenden Proben waren funf nur im MFC-Verfahren MRD-
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positiv und drei nur im NGS-Verfahren. Somit konnten wir keine deutliche
Uberlegenheit eines der beiden Verfahren feststellen. Fiir eine hohere Validitat dieser

Aussage musste man aber noch deutlich mehr Proben miteinander vergleichen.

Martinez-Lopez et al. verglichen in ihrer Studie ebenfalls MRD-Ergebnisse, die mittels
NGS- und MFC- (Four-Colour-Flow) Verfahrens bei Myelom-Patienten gewonnen
wurden. Hierbei konnten sie fir 99 Patienten jeweils MRD-Daten tber das NGS- und
MFC-Verfahren generieren. 60 der untersuchten Patienten hatten in beiden Verfahren
ein positives MRD-Ergebnis und 22 ein negatives. Somit zeigten beide Verfahren fur
83 % der Patienten ein gleiches Ergebnis. Bei den restlichen 17 Patienten waren zwolf
Patienten MRD-positiv in der NGS-Methodik, aber nicht in der MFC-Untersuchung und
fur die Ubrigen funf Patienten zeigte sich das umgekehrte Bild (Martinez-Lopez et al.,
2014).

Hinsichtlich der Sensitivitat im Hinblick auf das Auftreten eines klinischen Rezidivs des
Myeloms zeigte sich in unserer Untersuchung kein grofRer Unterschied zwischen
beiden Verfahren (NGS: 76,9 %, MFC: 83,3 %). Ein deutlicher Unterschied zeigte sich
jedoch in der Spezifitat, die fir die NGS-Diagnostik bei 88,9 % und fur die MFC-
Diagnostik nur bei 62,5 % lag. Auch hier ist insbesondere die kleine Patientenkohorte
einschrankend fir eine valide Aussage. So gab es insgesamt nur bei vier Patienten
Unterschiede in der Gesamtbetrachtung beziiglich der MRD-Ergebnisse aus MFC-und
NGS-Diagnostik und dem Auftreten eines klinischen Rezidivs. Patient 19, fur welchen
sowohl in der NGS- und MFC-Diagnostik positive MRD-Ergebnisse detektiert wurden,
sich aber kein klinisches Rezidiv seiner Erkrankung im Verlauf zeigte, ist in diesem
Zusammenhang auch kritisch zu betrachten. So wurde im kurzen Zeitabstand nach
Entnahme der Verlaufsproben eine erneute allogene SZT aufgrund einer anderen
klinischen Komplikation durchgefiihrt. Entsprechend lasst sich im Nachhinein nicht
rickschlieRen, ob es ohne die zweite allogene SZT nicht doch zu einem Rezidiv der

Erkrankung gekommen waére.

Eine weitere Auffalligkeit zwischen den NGS- und MFC-Ergebnissen zeigte sich im
Vergleich beider Verlaufsproben. So waren in der NGS-Diagnostik beide
Verlaufsproben in allen Fallen gleich in ihrem MRD-Ergebnis, ob positiv oder negativ.
Dem gegenuber waren die MFC-Ergebnisse flr beide Verlaufsproben nicht immer

konkordant. So waren bei den Patienten 3 und 28 die erste Verlaufsprobe negativ und
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erst die zweite positiv und fur Patient 21 konnte das umgekehrte Ergebnis beobachtet

werden.

In Zusammenschau der Ergebnisse zeigt sich in unserer Untersuchung eine leichte
Uberlegenheit in der MRD-Diagnostik tiber das NGS-Verfahren. Diese ist aber

insbesondere durch das kleine Patientenkollektiv kritisch zu betrachten.
8.4 Voraussetzungen fur die MRD-Diagnostik mittels NGS

Grundvoraussetzung fir die Durchfihrung der MRD-Diagnostik mittels NGS-Verfahren
ist die Detektion einer DNA-Sequenz mit einem IGH-Rearrangement, die von der
Myelomzelle stammt und wie ein unverwechselbares Erkennungsmerkmal fur diese
fungiert. Diese DNA-Sequenz prasentiert sich bei einer KM-Probe mit hoher
Myelomzellzahl durch eine deutliche Monoklonalitat und wird so fur uns als
Untersucher erkennbar. Die Detektion der Ausgangssequenz stellte sich in unserer
Untersuchung in einigen Féallen als grof3e Herausforderung dar. Die Patienten aus der
Auto-/Allo-Studie erhielten vor der SZT haufig therapeutische Interventionen.
Problematisch hieran war, dass das Probenmaterial, das wir fur die Ausgangsprobe
zur Verfugung hatten, haufig in einem engen zeitlichen Zusammenhang zu solchen
Interventionen entnommen wurde. In solchen Fallen ist die Zahl der Myelomzellen und
somit auch die der entsprechenden DNA-Menge drastisch reduziert. Nach
Sequenzierung der aus der Probe isolierten DNA zeigte sich so haufig ein polyklonales
Muster, was es unmoglich machte, die spezifische Myelom-DNA zu bestimmen. Dies
war in unserer Untersuchung bei sechs unserer Patienten der Fall. Dass in den
Ausgangsproben in einem solchen Fall dennoch die Tumor-DNA vorhanden sein kann,
konnten wir zeigen, indem wir bei den Patienten 11 und 27 eine monoklonale Sequenz
in den Verlaufsproben fanden, die sich rickwirkend auch in deren jeweiligen
polyklonalen Ausgangsproben prasentierte. Diese Beobachtung zeigt, dass es
notwendig ist, eine Ausgangsprobe fur die Untersuchung zu verwenden, die von einer
hohen Tumorlast gepragt ist. So ist eine KM-Entnahme in zeitlicher Nahe zur
Erstdiagnose sinnvoll fur eine spatere adaquate MRD-Diagnostik mittels NGS-

Verfahren.

Neben der Tumorlast in der Probe an sich spielt vor allem auch die Menge an isolierter
DNA aus der Patientenprobe eine entscheidende Rolle fir die Frage, ob eine
monoklonale Sequenz mit hohem Sensitivitatsniveau detektiert werden kann. So war
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nach unserem Protokoll eine Mindestmenge von 500 ng DNA bzw. RNA fir eine
hinreichend sensitive MRD-Diagnostik notwendig, die wir aber auch nach
Aufkonzentrierung nicht fur alle Ausgangs-Patientenproben erreichen konnten. Die
DNA-Menge ist daneben auch bei den Verlaufsproben von entscheidender Bedeutung,
um mit ausreichender Sensitivitat die MRD-Testung durchfiihren zu kénnen. So sollte
bei der Probenentnahme darauf geachtet werden, eine méglichst zellreiche Probe zu

gewinnen.

Fur einen mdglichst sicheren Nachweis der Monoklonalitat besagt das Protokoll des
von uns verwendeten LymphoTrack DX IGH (FR1/FR2/FR3) Assays-S5/PGM, dass
moglichst alle drei FR-Regionen sequenziert werden sollten, da es zu somatischen
Hypermutationen an den Primer-Bindungsstellen kommen kann, die eine DNA-
Amplifizierung verhindern kénnen (Technologies, 2018). Mit jedem verwendeten FR-
Primer steigen aber auch der finanzielle sowie der Arbeitsaufwand deutlich an, was die

routinemalfige Anwendung zusatzlich erschwert.
8.5 Vergleich gesamtes KM oder CD138-positiv selektierte Probe

In unserer Untersuchung sind wir weiter auch der Frage nachgegangen, inwiefern die
CD138-positive Selektion und anschlieRende DNA-Isolierung als Material einen Vorteil
gegenuber der Verwendung der gesamten KM-Proben-DNA fir die NGS-Diagnostik
bietet. Puig et al. sind dieser Fragestellung ebenfalls nachgegangen (Puig et al., 2013).
Sie untersuchten 25 Patienten, fur die sie jeweils eine CD138-positiv selektierte KM-
Probe und eine nicht selektierte Probe im Hinblick auf die Detektion der monoklonalen
Ausgangssequenz mittels PCR und Sequenzierung verglichen. In den CD138-positiv
selektierten Proben konnte nach der Sequenzierung fiur 24 (96 %) Patienten eine
Zielsequenz fur die MRD-Untersuchung detektiert werden, in den nicht selektierten
Proben hingegen nur bei 15 Proben (60 %). Damit kamen Puig et al. zu dem Schluss,
dass die CD138-positive Selektierung die Anwendbarkeit der MRD-Untersuchung tber
Sequenzierung mittels PCR erhoht. In unserer Untersuchung haben wir bei einem
Grof3teil der CD138-positiv selektierten KM-Proben die RNA isoliert und in cDNA
umgeschrieben. Im Vergleich der gDNA aus der gesamten KM-Probe und der gDNA
bzw. cDNA aus der CD138-positiv selektierten Proben konnten wir zehn
Ausgangsproben vergleichen. Bei acht von diesen konnten wir sowohl in der gesamten

KM-Probe als auch in der CD138-positiv selektierten Probe eine monoklonale Sequenz
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detektieren. Fir zwei Proben konnten wir hingegen nur eine monoklonale Sequenz in
der cDNA-Variante aus der CD138-positiven Probe belegen. Somit zeigte sich ein
leichter Vorteil fur die CD138-positive Selektion in Hinblick auf die Detektionsfahigkeit

der monoklonalen Ausgangssequenz.

Von den Verlaufsproben konnten wir 21 Proben hinsichtlich der MRD-Detektion in der
gesamten KM und CD138-positiv selektierten Variante vergleichen. Hierbei stimmten
17 (81 %) Verlaufsproben in beiden Varianten tberein bezuglich der MRD-Detektion.
Bei drei Proben konnten wir aber eine MRD nur in der CD138-positiv selektierten Probe
nachweisen und in einem Fall nur in einer gesamten KM-Probe. Auch flr die Detektion
der MRD in den Verlaufsproben konnten wir somit einen leichten Vorteil fir die CD138-
positiv selektierte Probe feststellen. Fir eine aussagekraftigere Beurteilung musste
man aber noch wesentlich mehr Proben miteinander vergleichen. Wichtig zu erwahnen
ist zudem, dass durch die CD138-Selektion und/oder die Verwendung von cDNA der
materielle, finanzielle und zeitliche Aufwand ansteigt. Hieraus ergibt sich die Frage, ob
dieser Mehraufwand in einem sinnvollen Verhaltnis beztglich der leicht erhhten MRD-
Detektionswahrscheinlichkeit steht. In unserer Arbeit konnten wir somit keinen
signifikanten Vorteil fir die CD138-positive Selektion feststellen, die insbesondere den
Mehraufwand rechtfertigen wirde. Auch diese Aussage ist aber aufgrund der geringen

Probenmenge kritisch zu bewerten.
8.6 Sensitivitat der NGS-MRD-Messung

Das NGS-Verfahren stellt den neusten Ansatz fir die MRD-Bestimmung dar und hat
den Anspruch, eine sehr hohe Sensitivitat in der Bestimmung der MRD zu erzielen.
Yao et al. konnten in ihrer Studie, (in der sie ebenfalls das LymphoTrack Dx IGH
(FR1/FR2/FR3) Kit von Invivoscribe Technologies verwendeten) fir das NGS-
Verfahren (Sequenzierung mittels MiSeq Instrument von lllumina) eine Sensitivitat von
10° in der MRD-Detektion erreichen (Yao et al., 2019). Diese bemerkenswert hohe
Sensitivitat der NGS-Diagnostik von 107 bis zu 10 wird durch die meisten Studien fuir
die MRD-Diagnostik beim MM bestéatigt (Kumar et al., 2016). Auch wir kdnnen die hohe
Sensitivitat der NGS-Diagnostik bestéatigen, indem wir die MRD-Diagnostik mittels des
NGS-Verfahrens an einer MM-Zelllinie durchfiihrten. Uns gelang die Detektion der
MRD in der Probe mit 0,00001 % Myelomzellen, was einer Sensitivitat von 107

entsprechen wurde. Man muss hier jedoch beachten, dass die Bestimmung der
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Myelom-DNA/cDNA in dieser starken Verdiinnung auch auf dem Zufallsprinzip beruht
und somit nicht unbedingt reproduzierbar wéare. Effektiv. und mit hoher

Reproduzierbarkeit liegt die Sensitivitat somit bei 10-° bis 10°.

8.7 Vergleich von Kosten-, Zeit-, Material- und Arbeits-Aufwand fur das
NGS- und das MFC-Verfahren

Derzeit werden MRD-Untersuchungen haufig nur an grof3eren Kliniken im Rahmen von
Studien durchgefuhrt. Entsprechend wird nur ein ausgewéahltes Patientenkollektiv auf
eine MRD hin untersucht. Grund hierfur ist vor allem, dass die MRD-Diagnostik
technisch hoch aufwendig ist und eine ausreichende Expertise in der MRD-Diagnostik
voraussetzt. Insbesondere das NGS-Verfahren ist neben dem technischen Aufwand
auch mit einem hohen Zeitaufwand verbunden. Fur die Herstellung einer Library, der
Template Praparation, der Sequenzierung und anschlieBenden Daten-Analyse
bendtigten wir in unserer Untersuchung mindestens drei Tage, wobei die Tatsache,
dass ein Grol3teil dieser Arbeitsschritte in unserer Untersuchung manuell ausgefuhrt
werden musste, erschwerend hinzukommt. Es gibt aber schon neuere Systeme wie
das lon Chef und das lon GeneStudio S5 System, beide von Thermo Fisher Scientific,
die manuelle Schritte, wie die Template Praparation, automatisieren und so eine

deutliche Einsparung der Arbeitszeit erzielen.

Das MFC-Verfahren besticht im Vergleich zum NGS-Verfahren durch deutlich weniger
arbeitsaufwendige und zeitlich kirzere Arbeitsschritte. Dadurch lasst sich die
Aufbereitung einer Patientenprobe und die anschlieBende MFC-Untersuchung

problemlos an einem Arbeitstag durchfiihren.

Eine weitere Herausforderung in der NGS-Diagnostik ist der hohe finanzielle Aufwand.
Da das NGS-Verfahren noch relativ neu ist, gibt es bisher wenige Anbieter der
Materialien, wodurch diese vergleichsweise teuer sind und die MRD-Untersuchung
insgesamt somit im Vergleich zum MFC-Verfahren deutlich kostenintensiver ist. So hat
die Sequenzierung einer Probe mithilfe des NGS-Verfahrens und die anschlieRende
MRD-Untersuchung in unserem Labor ca. 350 Euro gekostet. Dieser Preis kann nur
erreicht werden, wenn man mindestens zehn Proben gleichzeitig sequenziert. Im
Vergleich dazu kostete die Aufbereitung und MRD-Untersuchung tber das MFC-
Verfahren in unserem Labor nur ca. 100-150 Euro pro Probe. Zudem mussen hier nicht

mehrere Proben gleichzeitig untersucht werden, um Kosten zu reduzieren.
59



8.8 Limitation

Sowohl fur das NGS- als auch das MFC-Verfahren verwenden wir fur die MRD-
Diagnostik KM-Proben. Dies setzt aber zwingend voraus, dass sich das Myelom auch
nur auf das KM begrenzt. So besteht die Gefahr, dass zwar eine negative MRD
vorliegt, aber ein Rezidiv des Myeloms auf3erhalb des KM nicht erfasst wird. Somit ist
fur ein addquates Screening eine zusatzliche Diagnostik notwendig, die ein solitares
Myelom oder einen Weichteilbefall ausschlieRen kann. Das PET/CT kann diese Liicke

schliel3en und erreicht dabei eine Sensitivitat von ca. 80-100% (Matteucci et al., 2020).

Eine weitere Limitation der MRD Diagnostik mittels MFC und NGS Verfahren ist die
Probengewinnung. Zum einen ist die Knochenmarkpunktion fur den Patienten eine
invasive und schmerzhafte Prozedur, zum anderen verlauft die Aspiration haufig
frustran bzw. die Probe enthalt nicht genug KM-Zellen fur eine adaquate
Untersuchung. Dies schrankt die routinemaRige Durchfihrung der MRD Diagnostik im

klinischen Alltag haufig ein, was sich auch in unserer Untersuchung gezeigt hat.

8.9 Ausblick

Neben den DNA-basierten Verfahren hat sich auch die MFC-Methodik bedeutsam
weiterentwickelt. So hat die EuroFlow (EuroFlow, 2021) ein standardisiertes Protokoll
fir die MM-MRD-Detektion unter Verwendung des NGF-Verfahrens eingefiihrt. Das
NGF-Verfahren arbeitet mit einem Eight-Colour-Panel und erreicht eine Sensitivitét
von 10 und ist damit dem NGS-Verfahren ebenbirtig geworden (Flores-Montero et
al., 2017, Paiva et al., 2020). In der Zukunft wird es nun von Interesse sein, dieses

optimierte MFC-Verfahren mit dem NGS-Verfahren zu vergleichen.

In der MRD-Diagnostik wird nicht nur die reine Bestimmung, ob sich in der
Verlaufsprobe eine MRD nachweisen lasst, so wie wir es in unserer Untersuchung
durchfuhrten, eine Rolle spielen, sondern vor allem in welcher Konzentrationshéhe
dies der Fall ist. So zeigten auch schon Martinez-Lopez et al., dass die Hohe der
gemessenen MRD-Konzentration mit dem PFS und OS korreliert (Martinez-Lopez et
al., 2014).

Eine weitere Innovation in der Detektion der MRD beim Myelom kdnnte die

Verwendung von Zell- freier DNA (cfDNA) sein. Diese cfDNA kann aus dem peripheren
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Blut isoliert werden, wodurch die invasive KM-Entnahme und seine beschriebenen
Probleme entfallen wirden. Derzeit bestehen noch deutliche Hurden, wie z.B. der nur
geringe Ertrag an cfDNA als auch insbesondere der frei zirkulierenden Tumor DNA
(ctDNA) aus dem peripheren Blut. In Zukunft wird dieser Bereich aber noch von

grol3em Interesse sein (Thakral et al., 2020, Lampignano et al., 2020).

Eine weitere Diagnostik fir die MRD Bestimmung beim Myelom kénnte zukulnftig auch
das Verfahren der Massenspektrometrie sein. Insbesondere die MALDI-TOF
Massenspektrometrie Methodik erzielt vielversprechende Ergebnisse. So kann dieses
Verfahren derzeit schon als Ersatz fur die IFE verwendet werden (Murray et al., 2021).
Ob die Massenspektrometrie auch fur die MRD-Diagnostik eingesetzt werden kann,
muss noch in ausgedehnteren Studien untersucht werden. So verglichen aber z.B.
schon Eveillard et al. das Serum basierte MALDI-TOF Massenspektrometrie Verfahren
mit der MFC (Ten-Colour-Flow)-Methodik ftr die MRD Diagnostik beim MM und kamen
zu dem Schluss, dass dieses Verfahren hohes Potential bietet und eine wichtige

Erganzung zu den KM basierten MRD-Verfahren ist (Eveillard et al., 2020).
10. Schlussfolgerung

In  unserer Untersuchung, deren Aussage aber aufgrund des Kkleinen
Patientenkollektivs eingeschrankt ist, sowie im Vergleich mit anderen Studien, wird
deutlich, dass die MRD-Erfassung die Mdglichkeit gibt, die Erfolgschancen und
Prognose nach erfolgter Therapie so frih wie moglich abzuschatzen und
gegebenenfalls die entscheidenden Malinahmen einzuleiten. Flr die NGS-Diagnostik
zeigte sich insbesondere die Erfassung der Myelom-Ausgangssequenz sowie eine
hinreichend grof3e DNA-Menge in den aufbereiteten Knochenmarkproben als
Schwierigkeit. Beides ist notwendig, um eine adaquate und hochsensitive MRD-
Bestimmung durchzufiihren. Im Vergleich zwischen dem NGS- und MFC-Verfahren
konnten wir hinsichtlich der MRD-Bestimmung keine deutliche Uberlegenheit
feststellen. Das MFC-Verfahren zeigt sich aber als deutlich kostensparender bei einem
verhaltnismaRig geringeren zeitlichen Aufwand, was einen deutlichen Vorteil fur die
Routine-Diagnostik bietet. Hinzu kommt, dass das Four-Colour-Panel, worliber unsere
MFC-Daten generiert wurden, veraltet ist. Neuere Verfahren, wie die NGF,
ermdglichen eine schon deutlich héhere Sensitivitat in der MRD-Bestimmung. In den

nachsten Jahren wird sich aber auch das NGS-Verfahren weiterentwickeln. So gibt es
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derzeit schon System-Innovationen, die den Arbeitsablauf wesentlich kiirzer gestalten,

weil sie beispielsweise manuelle Schritte automatisieren.

Eine negative MRD-Testung nach SZT beim Myelom wird in Zukunft das
anzustrebende Ziel sein, da sie mit einer deutlich besseren Prognose vergesellschaftet
ist. Umgekehrt kann eine positive MRD-Testung dazu beitragen, dass mdglichst frih
therapeutisch interveniert werden kann und sich so auch die Prognose dieser
Erkrankung weiter verbessert. Abschlielend lasst sich sagen, dass die MRD-
Bestimmung zum  Standard in der Nachsorge-Diagnostik bzw. zur

Remissionsbeurteilung, insbesondere nach SZT-Therapie, beim MM werden sollte.
11. Zusammenfassung

Das Multiple Myelom gehdrt zu den haufigsten hAmatologischen Neoplasien, fir die
eine relative Funf-Jahres-Uberlebensrate von 50% angegeben wird. Zu den
wichtigsten therapeutischen Interventionen z&hlt die Gabe verschiedener
chemotherapeutischer Medikamente in Kombination mit einer autologen und/oder
allogenen Stammzelltransplantation (SZT). Fur die Bewertung des therapeutischen
Erfolgs nach einer solchen Therapie stehen mehrere Remissionskriterien zur
Verfiigung. Durch den zunehmenden Erfolg der therapeutischen Intervention steigt der
Anspruch an eine moglichst tiefe Remissionsbeurteilung. In diesem Zusammenhang
hat sich die Bestimmung der Minimal Residual Disease (MRD) als mogliches
Remissionskriterium hervorgetan. Fir dessen Bestimmung wurden in den letzten
vergangenen Jahren verschiedenste Techniken entwickelt, wobei das Multiparameter
Flow Cytometry (MFC)- und das Next Generation Sequencing (NGS)-Verfahren sich
am starksten durchgesetzt haben. Beide Verfahren bestechen durch eine sehr hohe
Sensitivitat in der Bestimmung der MRD. In unserer Untersuchung bewerteten wir das
Verfahren der NGS-Diagnostik mittels des Lymphotrack Kits von Invivoscribe
Technologies und der Sequenzierung uber das lon Torrent System von Thermo Fisher
Scientific anhand von Patienten, die eine Tandem Transplantation in Form von zwei
autologen oder einer autologen und einer allogenen SZT erhalten haben. Hierbei
zeigte sich, dass wir nur bei 22 der 28 untersuchten Patienten eine monoklonale
Ausgangssequenz fur die spatere MRD-Diagnostik der Verlaufsproben feststellen
konnten. Wir kamen zu dem Schluss, dass fur die Ausgangsprobe eine Probe mit

hoher Tumorlast gewahlt bzw. entnommen werden sollte. Die hohe Sensitivitat der
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NGS-Methodik konnten wir anhand einer MRD-Diagnostik an einer Myelom-Zelllinie in
einer Verdunnungsreihe bestatigen. Weiterhin konnten wir die NGS-MRD-Ergebnisse
anschlieend teilweise auch mit denen vergleichen, die tUber die MFC-Methodik
erfasst wurden. 75% der Ergebnisse waren im Hinblick auf die MRD-Diagnostik
Ubereinstimmend, wobei sich in den unterschiedlichen Ergebnissen keine deutliche
Uberlegenheit fiir eines der beiden Verfahren zeigte. Derzeit ist das MFC-Verfahren
anwenderfreundlicher und kosteneffizienter, wahrend das neuere NGF mit einer hohen
Sensitivitat Uberzeugt. Im Vergleich dazu muss das NGS-Verfahren in Zukunft deutlich
kostensparender und zeitlich effizienter gestaltet werden. Auch wir konnten in unserer
Untersuchung bestatigen, dass eine MRD entscheidenden Einfluss auf das PFS und
OS der Patienten hat und somit hohe Relevanz in der MM-Nachsorge Diagnostik

erhalten wird.
10.1 Abstract

Multiple myeloma is one of the most common haematological neoplasms for which a
relative five-year survival rate of 50% is given. One of the most important therapeutic
interventions is the administration of various chemotherapeutic drugs in combination
with an autologous and/or allogeneic stem cell transplant (SCT). Several remission
criteria are available for evaluating the therapeutic success after such a therapy. Due
to the rising success of the therapeutic intervention, the demand for the deepest
possible remission assessment is increasing. In this context, the determination of
minimal residual disease (MRD) has developed as a potential remission criterion. A
wide variety of techniques has been developed in recent years to determine this, with
the multiparameter flow cytometry (MFC)- and next generation sequencing (NGS)-
methods being the most advanced. Both methods impress with their high sensitivity in
determining the MRD. In our study, we evaluated the NGS diagnostic method using
the Lymphotrack Kit from Invivoscribe Technologies and sequencing using the lon
Torrent System from Thermo Fisher Scientific on the basis of patients who received a
tandem transplant in the form of two autologous SCTs or one autologous and one
allogeneic SCT. It was shown that we were able to detect a monoclonal starting
sequence for the subsequent MRD-diagnosis of the progressive samples from 22 of
the 28 examined patients, concluding that a sample with a high tumor burden should
be selected or taken for the starting sample. We were then able to partially compare
the NGS-MRD results with those recorded using the MFC-method. 75% of the results
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were in agreement with regard to the result in the MRD-diagnostics. The results did
not show any clear superiority of one of the two methods. We were also able to show
that a positive MRD is associated with a poorer prognosis/PFS for the course of the
disease. It follows from this that the detection of the MRD will become increasingly
important in the future. The MFC is currently more user-friendly and cost-efficient and
the newer NGF also impresses with its high sensitivity. In comparison to this, the NGS-
process should be made more cost-saving and time-efficient in the future. We were
able to confirm the high sensitivity of the NGS-method using MRD-diagnostics on a
myeloma-cell line in a dilution series. We were also able to confirm in our investigation
that an MRD has a decisive influence on the PFS and OS of the patients and is thus

of great relevance in MM follow-up diagnostics.
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