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1. Einleitung

Das multiple Myelom ist eine Erkrankung monoklonaler B-Lymphozyten mit terminaler
Differenzierung (Plasmazellen) und geht in der Regel mit einer diffusen oder multilokul&ren
Infiltration des Knochenmarks einher. Das multiple Myelom umfal3t 10% der
hamatologischen Neoplasien und ist somit etwa gleich haufig wie Morbus Hodgkin. Die
klinische Symptomatik ist einerseits durch den Einflu? des malignen Plasmazellklons auf den
Knochenstoffwechsel mit Stimulation der Osteoklasten, andererseits durch die infektidsen
Probleme bei der Immundefizienz gepragt. Knochenschmerzen stellen die haufigsten
subjektiven Beschwerden der Patienten dar, Infektionen sind die haufigste Todesursache. Das
therapeutische Zidl ist die Verlangerung des Uberlebens mit Besserung der Lebensqualitét. In
Zusammenarbeit mit der European Organization for Research and Treatment of Cancer
(EORTC) haben wir speziell fur Patienten mit multiplem Myelom einen Fragebogen
entwickelt, der zur Evaluation der Lebensqualitdt der Patienten sowie zur Erfassung der
subjektiven Verdnderungen der Lebensqualitét eingesetzt werden kann (Stead et al. 1999).

1.1 Plasmazelldyskrasen: MGUS, AL-Amyloidose, multiples Myelom

Fur die Diagnosestellung des multiplen Myeloms werden am haufigsten die Diagnosekriterien
von Durie & Salmon herangezogen, die in den Siebziger Jahren erstellt und 1986 in der heute
gultigen Form modifiziert wurden (Durie und Salmon 1975, Durie 1986). Neben diesen
Diagnosekriterien existieren weitere publizierte Klassifikationssysteme, um ein multiples
Myelom von einer monoklonalen Gammopathie unbestimmter Signifikanz (MGUS)
abzugrenzen (Ong et a. 1995). MGUS kann im weiteren Verlauf in ca. 25% der Féle in ein
multiples Myelom Ubergehen (Kyle 1995). Die Standardtherapie des multiplen Myeloms
beginnt bei asymptomatischen Patienten nicht im Frihstadium, sondern im progredienten
Stadium 11/111. Falls jedoch neue Therapiestrategien entwickelt werden, die eine Intervention
im Frihstadium des multiplen Myeloms sinnvoll erscheinen lassen, wirde die genaue
Abgrenzung zwischen MGUS und Frihstadium eines multiplen Myeloms weiter an
Bedeutung gewinnen (s. Kapitel 1.7).

Eine wichtige Manifestation der monoklonalen Gammopathie ist die primére systemische AL

(amyloid light-chain) Amyloidose. Sie ist eine monoklonale Plasmazellerkrankung, bei der die



Einlagerung des Leichtkettenproteins in verschiedenen Organen zu deren progressivem
Funktionsverlust fuhrt. Am haufigsten werden die Nieren, das Herz und die Leber befallen
(Sezer et a. 2000d). Die Prognose ist mit einer medianen Lebenserwartung von 1 bis 2 Jahren
sehr schlecht. Die Chemotherapie mit Melphalan und Prednison kann die mediane
Uberlebenszeit von 8,5 auf 18 Monate erhohen (Kyle et al. 1997). Weniger als 30% der
Patienten, die mit Melphalan und Prednison behandelt werden, zeigen ein Ansprechen. Mit
der Hochdosischemotherapie mit autologer Stammzelltransplantation steht eine wesentlich
wirksamere Therapie zur Verfigung (Sezer et al. 1999d, Sezer et a. 2000f). Aufgrund der
Einschrankung der Funktionsreserven verschiedener Organsysteme ist jedoch die
therapieassoziierte Mortalitét der Hochdosischemotherapie mit autologer
Stammzelltransplantation bei der Amyloidose ungewohnlich hoch und liegt bei ca. 20%
(Comenzo et al. 1998). Neue Therapieansdtze sind in Entwicklung (Sezer et al. 2000c, Sezer
et al. 2000i).

1.2. Stadieneinteilung und Remissionskriterien des multiplen Myeloms

Die Stadieneinteilung des multiplen Myeloms erfolgt nach Durie und Samon (Durie und
Salmon 1975). Auch wenn in den letzten Jahren gezeigt werden konnte, dal3 Parameter wie
B2-Mikroglobulin, S-Phasenanalyse (San Miguel et al. 1995) und Zytogenetik (Seong et al.
1998) die Prognose besser voraussagen als die Stadieneinteilung nach Durie und Salmon, liegt
die Bedeutung dieser Eintellung darin, dal3 sie zur Entscheidung des Beginns einer
Chemotherapie herangezogen werden kann, da asymptomatische Patienten im Stadium | nicht
von einer zytostatischen Therapie profitieren (Hjorth et al. 1993). Die Remissionskriterien
wurden fur eine konventionell dosierte Chemotherapie (Chronic Leukemia and Myeloma
Task Force 1973) wund fur die Hochdosistherapie mit  hamatopoetischer
Stammzelltransplantation (Blade et al. 1998) getrennt publiziert.

1.3.  Therapieverfahren

Das progressive multiple Myelom im Stadium 11 und [11 erfordert eine Chemotherapie. Das
multiple Myelom ist die einzige Krankheit, bei der der Vortell einer Hochdosischemotherapie
(HDCT) im Rahmen der Erstlinienbehandlung bei Patienten unter 60 Jahren gesichert ist. Eine



grol3e randomisierte Studie der franzosischen Myelomgruppe zeigte bei Patienten im Stadium
[I/111 in dem HDCT-Arm mit autologer Stammzelltransplantation einen deutlichen
Uberlebensvorteil (Attal et a. 1996). Die 5-Jahres-Uberlebensrate betrug fur die
Hochdosisgruppe 52%, fur die konventionell behandelte Gruppe dagegen lediglich 12%. Alle
Patienten unter 60 Jahren, die keine Kontraindikation aufweisen, sollten im Rahmen der
Erstlinientherapie einer HDCT zugefuhrt werden. Dies ist deswegen von besonderer
Relevanz, da eine vorgeschaltete etwaige Therapie mit Melphalan ene hohe
Stammzelltoxizitét aufweist und eine spdtere hamatopoetische Stammzellgewinnung
erschwert oder verhindert. Es gibt Hinweise, dal3 die HDCT auch bel einem Alter Gber 60
Jahren durchgefiihrt werden kann, wobel die Toxizitét der HDCT mit zunehmendem Alter
ansteigt. Nach der HDCT entwickeln die Patienten eine schwere Neutropenie und sind durch
infektiose Komplikationen gefahrdet. Die Art der Infektionen nach autologer
Stammzelltransplantation weicht von der nach alogener Stammzelltransplantation ab und
wurde in wenigen Studien mit haufig kleiner Patientenzahl untersucht (Salazar et al. 1999).
Einige Autoren haben die Infektionen nach der autologen Knochenmarktransplantation
untersucht (Mossad et al. 1996). Da diese Transplantations-form heute weitgehend
zurlickgedrangt worden ist, wurden in der vorliegenden Arbeit die determinierenden Faktoren
der  dokumentierten  Infektionen nach HDCT  mit  autologer  peripherer
Stammzelltransplantation in einem grofRen Patientenkollektiv multivariat untersucht (s.
Kapitel 4.1). Diese Daten kdnnen zu einem besseren Verstandnis der therapieassoziierten
infektiosen Risiken fuhren und ener rationalen Entwicklung prophylaktischer Mal3nahmen

dienlich sain.

Bel Patienten, bel denen sich eine HDCT verbietet, ist Melphalan und Prednison (MP)
weiterhin die Standardtherapie (Alexanian et al. 1969). Mit dieser Behandlung erreichen 40%
der Patienten eine Remission, die etwa 2 Jahre anhalt. Die mediane Uberlebenszeit betragt mit
MP fir Patienten im Stadium Il 40 Monate und fur Patienten im Stadium [1l 23 Monate.
Neben der Chemotherapie kommt der supportiven Therapie bei den Patienten mit multiplem
Myelom eine hohe Bedeutung zu.

Bel Refraktaritét gegentber Alkylantien ist die Standardtherapie die VAD-Kombination
(Barlogie et al. 1984). Sie besteht aus einer Dauerinfusion von Vincristin und Adriamycin



Uber 96 Stunden sowie einer hochdosierten Dexamethasongabe und zeigt in dieser Situation
die hochsten Remissionsraten. Da diese Therapie jedoch einen zentralventsen Katheter und
eine Dauerinfusion Uber 96 Stunden erforderlich macht, wird an Modifikationen dieses
Protokolls gearbeitet, um diese Nachteile zu Uberwinden (Sezer et a. 1999b).

1.4.  Angiogenese

Als Angiogenese oder Neovaskularisation wird die Neubildung von Gefélen bezeichnet. Sie
findet unter verschiedenen physiologischen und pathologischen Bedingungen, wie z.B. beim
zyklischen Aufbau der Gebarmutterschleimhaut, bei der Embryogenese, bei akuten und
chronischen inflammatorischen Reaktionen (Fava et al. 1994) oder bei Hypoxie statt (Sakuda
et a. 1992) und kann somit einerseits zur Reparatur von ischdmischen oder entziindlichen
Lasionen, andererseits aber auch zur Gewebszerstérung und Krankheitsausbreitung fihren.
Die tumorassoziierte Angiogenese bildet eine Grundvoraussetzung fur das fortschreitende
Wachstum und die Metastasierung von soliden Tumoren (Folkman 1995, Liotta et al. 1991).
Als MaR} fir die Angiogenese dient die Anzahl der Gefél3e pro Area (microvessel density,
MVD). Die Gefélde werden mittels immunhistochemischer Farbungen (CD31, CD34, Faktor
VIl oder Thrombomodulin) dargestellt (Weidner et al. 1991). Zu den Prozessen, die zur
Gefal3neubildung flhren, gehtren die Migration und Proliferation von Endothelzellen, die
Expression proteolytischer Enzyme, der Umbau der extrazelluldren Matrix und schliefilich
der morphologische Prozef3 der tubuléren Anordnung der Endothelzellen und die Formierung
eines neuen Geféldes. Diese Prozesse stehen in vivo unter der Kontrolle verschiedener
angiogenetischer bzw. antiangiogenetischer Faktoren, die Uberwiegend as l6sliche Molekile
freigesetzt werden. Sie sind am Ort der Gefél3neubildung, aber auch im peripheren Blut des
jeweiligen Patienten mef3bar. An der Produktion und Regulation dieser Faktoren sind unter
anderem Monozyten/M akrophagen, Mastzellen, Bindegewebszellen, Endothelzellen und auch
Tumorzellen beteiligt (Montesano et al. 1992). Esist jedoch nicht im Einzelnen geklart, Gber
welche Mechanismen die Aktivierung der genannten Effektorzellen zustande kommt. Eine
Gewebshypoxie und die damit assoziierten Produkte des Intermediarstoffwechsels, z.B. der
Laktatanstieg und Abfall des pH-Wertes, wie sie im ischamischen, inflammatorischen oder
auch in schnell wachsenden Tumorgeweben auftreten, scheinen ein Hauptstimulus fur die

Freisetzung der angiogenetischen Faktoren zu sein (Plate et al. 1993, Shweiki et al. 1992).



Weitere hypoxieunabhéngige Mechanismen sind ebenfals betelligt, hier ist vor alem die
Aktivierung extrazellulérer Matrixenzyme zu nennen, die unter anderem zur Aktivierung und
Freisetzung angiogenetisch wirksamer Molekile fuhren. Schlieflich kdnnen Tumorzellen
selbst angiogenetische Faktoren produzieren oder die Zellen in ihrer Umgebung, z.B. die
Zéllen des Knochenmarkstromas, zur Produktion dieser Faktoren anregen. Die Summe der
Veranderungen, die schliefdlich zur Neubildung von Gefal3en in einem Tumor fahrt, wird als
»angiogenic switch® bezeichnet (Hanahan und Folkman 1996). Dieses ,Einschalten® des
angiogenetischen Prozesses geschient unabhangig von der malignen Transformation
(Folkman und Shing 1992), wobei nicht im Einzelnen geklart ist, inwieweit die Initiilerung der
Angiogenese einer Kontrolle durch bestimmte Onkogene oder Tumorsuppressorgene
unterliegt (Weinstat-Saslow und Steeg 1994).

Audloser fir den angiogenetischen Prozef3 ist ein Ungleichgewicht zwischen den
angiogenetischen und antiangiogenetischen Faktoren (Hanahan und Folkman 1996). Wichtige
stimulierende angiogenetische Faktoren sind die Zytokine vascular endothelial growth factor
(VEGF), basic fibroblast growth factor (bFGF) und hepatocyte growth factor (HGF). Sie
werden von verschiedenen Zelltypen, wie z.B. Endothelzellen, glatten Muskelzellen,
Makrophagen oder Tumorzellen produziert (Brindle et al. 1993). Die angiogenetische Potenz
dieser Peptide wurde in verschiedenen in vivo- und in vitro-Untersuchungen charakterisiert.
Auch deren Rezeptoren konnten auf Endothelzellen identifiziert werden (Baird und Bohlen
1990). Neben den oben genannten Substanzen gibt es zahlreiche weitere angiogenetisch
wirksame Molekile, vornehmlich aus der Gruppe der Zytokine und Wachstumsfaktoren
(Schott und Morrow 1993, Leibovich et a. 1994), aber auch niedermolekulare Substanzen
wie Stickstoffmonoxid (NO) besitzen eine direkte oder indirekte angiogenetische Potenz. Um
die Hombostase der Angiogenese aufrecht zu erhalten, existiert eine grof3e Anzahl endogener
antiangiogenetischer Peptide. Dazu gehdren Angiostatin (O'Reilly et a. 1994),
Thrombospondin (Rastingjad et a. 1989), Somatostatin (Grant et al. 1993), Interferon-o
(Ezekowitz et a. 1992) und verschiedene Enzyme der extrazelluldren Matrix (Johnson et al.
1994). Die Vielzahl der bereits identifizierten endogenen Stimulatoren und Inhibitoren 1a/3t
bereits die Komplexitét der Regulation des Angiogenesemechanismus erkennen. Wie sich die
Interaktion dieser Faktoren unter physiologischen und pathologischen Bedingungen in vivo

abspielt, ist nur teilweise untersucht. So ist nicht definitiv geklart, ob die Tumorangiogenese



durch genotypische oder phanotypische Veranderungen maligner Zellen initiiert wird oder ob
der durch das GréRenwachstum des Tumors entstehende Sauerstoff- und Nahrstoffmangel
einen wesentlichen indirekten angiogenetischen Reiz darstellt (Battegay et al. 1995).

Die Klinische Bedeutung dieser Vorgange als Schllsselprozef3 fur das Wachstum und
Fortschreiten von soliden Tumoren kann allerdings als gesichert gelten. Morphologische
Untersuchungen der Tumorgefal3dichte beim Mammakarzinom haben eine Korrelation mit der
Metastasierung (Weidner et a. 1991) sowie eine prognostische Relevanz der Angiogenese fur
das Uberleben der Patienten gezeigt (Horak et al. 1992, Gasparini et a. 1994). Ahnliche
Beobachtungen wurden beim Kkleinzelligen Bronchialkarzinom, beim Prostatakarzinom
(Wakui et a. 1992), bei HNO-Tumoren (Craft und Harris 1994) und beim malignen Melanom
(Graham et a. 1994) publiziert. Auch fir einzelne angiogenetische Faktoren, wie z.B. fur
VEGF (Salven et a. 1997), bFGF (Nguyen et al. 1994, Brattstrom et al. 1998) und HGF
(Taniguchi et al. 1995) konnte bereits gezeigt werden, dal3 sie bel Patienten mit verschiedenen
soliden Tumoren gegenuber Normalpersonen erhoht sind und in fortgeschrittenen
Ausbreitungsstadien weiter ansteigen. Aufgrund dieser Ergebnisse gibt es begrindete
Hoffnung, dai’ die Messung angiogenetischer Faktoren im Blut oder im Urin das Ausmal3 der
Neovaskulariserung anzeigt und somit Einblicke in die angiogenetische Aktivitét und den
Ausbreitungsgrad liefert und zur Beurteilung des Therapieerfolges herangezogen werden

konnte (Nguyen et al. 1994).

Seitdem man die Angiogenese as zentrales pathophysiologisches Prinzip beim malignen
Wachstum erkannt hat, sind die Bemihungen zur Hemmung dieses Vorgangs zu einem
Schwerpunkt in der Entwicklung neuer Therapiestrategien geworden. Als synthetische
Angiogeneseinhibitoren wurden unter anderen das Fumagillin Derivat TNP-470 (Oliver et al.
1994) und Thalidomid (D’Amato et al. 1994) beschrieben. In Tiermodellen konnte das
Tumorwachstum mit antiangiogenetischen Substanzen (Fotsis et al. 1994) oder durch die
Blockade endogener angiogenetischer Faktoren (Kim et al. 1993, Millauer et al. 1994)
unterdrtickt werden. Beim Menschen wurde eine antiangiogenetische Therapie mit Interferon-
o bei kindlichen Hamangiomen erfolgreich angewandt, wodurch eine deutliche Reduktion der

Tumormasse erreicht werden konnte (White et al. 1991). In einer weiteren Therapiestudie mit



Interferon-ou bel kindlichen Hamangiomen konnte aufl3erdem ein signifikanter Abfall der bFGF
Spiegel im Urin der Patienten paralel zum Rickgang des Tumors beobachtet werden (Chang
et al. 1997). Bel malignen Tumoren ist die antiangiogenetische Therapie von besonderem
Interesse, da davon auszugehen ist, dal3 die genetische Instabilitédt des Tumors, die letztlich
zur Zytostatikaresistenz fuhrt, sich nicht in dem Mal3e auf die antiangiogenetische Therapie
auswirken wirde, wenn diese auf die genetisch stabilen Endothelzellen zielt (Folkman 1995).
Im Tiermodel konnte gezeigt werden, dal? eine Kombination von konventionellen Zytostatika
mit Angiogeneseinhibitoren zu einer synergistischen antineoplastischen Wirkung flhrt
(Teicher et a. 1993). Zusammenfassend erscheint die Angiogenese als pathophysiologisches
Prinzip des Tumorwachstums von grofRer Bedeutung und die Hemmung der Angiogenese

konnte eine attraktive Therapiestrategie in der Behandlung maligner Erkrankungen darstellen.

1.5. Beziehung zwischen der Angiogenese und K nochenresorption

Angiogenese ist fir das Wachstum, die Entwicklung und Modifikation von Geweben
erforderlich. Im Knochen geht das Auftreten von Osteoklasten mit einer Geféldinvasion
einher. Die Koinzidenz von Knochenresorption und der Neubildung von Kapillaren findet sich
sowohl unter physiologischen as auch unter pathologischen Bedingungen wie bel
Knochenmetastasen, so dal3 vermutet wird, dal3 diese beiden Prozesse gemeinsame
Modulatoren aufweisen (Pluijm et al. 2000). Nach Zellkontakt mit Myelomzellen setzen
Osteoblasten IL-6 frel, das zu einer Stimulation der Osteoklastenaktivitét fuhrt (Bataille 1995,
Karadag et al. 2000). Es wurde gezeigt, dal3 IL-6 in vitro die VEGF Produktion der
Myelomzellen stimuliert (Dankbar et a. 2000). In einem in vitro Modell isolierter
Osteoklasten fihrte VEGF zu einer Zunahme der Knochenresorption (Nakagawa et al. 2000).
Diese Befunde lassen eine Beziehung zwischen der Angiogenese und Knochenresorption
madglich erscheinen. Dartiber hinaus wird vermutet, dal3 auch die FGF- und HGF-Produktion
maligner Zellen zu einer Stimulation der Osteoklasten fuhrt (Hjertner et al. 1999).

1.6. K nochenresorption
Die lokale Produktion von Zytokinen durch Tumorzellen und durch Zellen des

Knochenstromas, die zu einer Stimulation von Osteoklasten fuhrt, ist das Schltisselereignis bei

10



der Entstehung von Knochenlasionen bel Krebspatienten. Da Knochenmetastasen haufig zu
Schmerzen, pathologischen Frakturen, zu Rickenmarkkompression oder Hyperkalzamie
fuhren, beeinflussen sie die Lebensqualitdt der Patienten erheblich. Die erhohte
Knochenresorption ist eines der wichtigsten pathophysiologischen Phanomene beim multiplen
Myelom. Nur wenige Myelompatienten entwickeln keine Osteolysen (Kyle 1975). Die
Osteolysen stehen im weiteren Krankheitsverlauf fur die Patienten wegen der damit
verbundenen Schmerzen und Frakturen im Vordergrund. Eine Rickbildung der Osteolysen
durch die Therapie gelingt selten. Daraus ergibt sich die Notwendigkeit einer frihzeitigen
Intervention gegen den Knochenabbau. Mit Bisphosphonaten bietet sich die Mdglichkeit, die
Osteoklastenaktivitédt, die beim multiplen Myelom bereits in den Frihstadien erhoht ist, zu
hemmen. Der Wert einer begleitenden Bisphosphonattherapie ist bei Patienten, die wegen
eines multiplen Myeloms chemotherapiert werden, gesichert. Die pathophysiologischen
Erkenntnisse legen nahe, dal3 Bisphosphonate auch im Frihstadium des multiplen Myeloms
eine Wirksamkeit gegen Knochenveranderungen entfalten (Sezer et a. 1999c). Eine von uns
geleitete randomisierte Studie der Deutschen Studiengruppe Multiples Myelom untersucht, ob

mit einer Bisphosphonattherapie die Progression der Krankheit verzogert werden kann.

K nochenstoffwechselparameter ICTP, DPD und NTx

Etwa % der Patienten mit einem multiplen Myelom haben zum Zeitpunkt der Diagnose bereits
osteolytische Lasionen, eine diffuse Osteopenie oder beides und weitere entwickeln solche
Veranderungen im spéteren Krankheitsverlauf. Histomorphologische Untersuchungen am
Knochengewebe von Patienten mit multiplem Myelom haben gezeigt, dal’ ein Zusammenhang
zwischen dem Ausmald der Knochenresorption und der Aktivitét der Erkrankung besteht
(Bataille 1995). Die Standardmethode zur Evaluation der Knochenbeteiligung ist beim
multiplen Myelom nach wie vor die konventionelle Rontgenuntersuchung des Skeletts. Sie
kann durch die Magnetresonanztomographie erganzt werden, die zusétzliche Informationen,
vor alem bei der Differentialdiagnose zwischen osteoporotischen und myelombedingten
Knochenveranderungen, liefert. Diese aufwendigen bildgebenden Untersuchungsmethoden
sind jedoch insbesondere in frihen Krankheitsstadien in ihrer Sengtivitdt begrenzt, zumal
bereits gezeigt werden konnte, dal3 die Knochenabbauprozesse beim multiplen Myelom
bereits lange aktiv sind, bevor radiologische Veranderungen sichtbar werden oder Kklinische

Symptome auftreten (Bataille et al. 1990). Auch die Beurteilung der Krankheitsaktivitat im
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Bereich der Knochenresorption ist mit bildgebenden Verfahren nach einer Chemotherapie nur
bedingt moglich, da sich einma aufgetretene Osteolysen nur selten zurtickbilden. Hinzu
kommt, da die Knochenmanifestation auch nach intensver Chemotherapie weiter
fortschreiten kann, ohne dal’ dies an den hamatologischen oder Ublichen klinisch-chemischen
Parametern der Krankheitsaktivitét erkennbar wird (Thornton et a. 1996). Wegen der
insgesamt eingeschrankten Aussageféahigkeit der bildgebenden Verfahren in Bezug auf die
momentane Aktivitdt des multiplen Myeloms im Knochengewebe, wéren zuverlassige
Parameter der Knochenresorption von grof3em Wert. Als Parameter der Osteoblastenaktivitét
gelten das Osteocalcin, das carboxyterminale Propeptid des Typ | Prokollagens (PICP) und
die knochenspezifische alkalische Phosphatase (Risteli & Risteli 1993). Parameter der
Osteoklastenaktivitdt sind die Knochenabbauprodukte Desoxypyridinolin (Dpd) und das
aminoterminale Kollagen Typ | Telopeptid (NTX) sowie das carboxyterminale quervernetzte
Typ | Kollagen Telopeptid (ICTP).

Fur einige dieser Parameter konnte bereits eine klinische Bedeutung bei malignen
Erkrankungen mit Knochenbeteiligung gezeigt werden. Fir Osteocalcin wurde eine inverse
Beziehung zwischen Serumspiegel und Stadium des multiplen Myeloms gefunden (Carlson et
a. 1992). Fur ICTP wurde eine Korrelation mit dem Ausmal3 der histomorphologisch
bestimmten Knochenresorption gezeigt (Eriksen et a. 1993). Beide Parameter, Osteocalcin
und ICTP besitzen prognostische Bedeutung beim multiplen Myelom (Carlson et al. 1992,
Abildgaard et a. 1997). DPD im Urin scheint ebenfalls mit dem Ausmal} der
Knochenresorption zu korrelieren (Bettica et al. 1992), im Urin von Myelompatienten war
DPD signifikant gegentiber einem Normalkollektiv erhéht (Pecherstorfer et a. 1997). Auch
das Kollagenabbauprodukt NTx zeigt eine Korrelation zu histomorphologischen Zeichen der
Knochenresorption (Abildgaard et a. 2000). Um die prognostische Wertigkeit der
Knochenstoffwechselparameter bei Myelompatienten weiter zu evaluieren, wurden in der
vorliegenden Arbeit die Knochenabbauprodukte ICTP, DPD und NTx sowie die Parameter
der Osteoblastentétigkeit, Osteocalcin und knochenspezifische alkalische Phosphatase, bei
Patienten mit multiplem Myelom in verschiedenen Stadien der Erkrankung und bei Individuen
mit MGUS analysiert. Zusétzlich wurden p2-Mikroglobulin und das CRP als etablierte
Parameter der Krankheitsaktivitdt evaluiert. Diese Parameter besitzen eine prognostische
Bedeutung beim multiplen Myelom, sind jedoch nicht Bestandteil der Durie & Salmon
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Klassifikation. Es wurde ebenfalls untersucht, welche prognostische Wertigkeit die Parameter

der Knochenresorption fiir das Uberleben aufweisen.

1.7. Differenzierung zwischen multiplem Myelom und M GUS

MGUS und das multiple Myelom sind die haufigsten Formen der monoklonalen
Gammopathien. MGUS tritt bei etwa 1% der Bevolkerung tber 50 Jahren und in bis zu 10%
der Uber 75-Jahrigen auf (Kyle 1995). Individuen mit MGUS entwickeln in etwa 25% der
Féale ein multiples Myelom. Fir die Differentialdiagnose zwischen MGUS und multiplem
Myelom existieren verschiedene Klassifikationssysteme, die auf einer Kombination von
klinischen Kriterien basieren, wie z.B. dem Ausmal® der Knochenmarkinfiltration durch
Plasmazellen, der Konzentration monoklonaler Immunglobuline im Serum oder dem
Vorhandensein von Osteolysen. Die am haufigsten verwendeten Systeme sind die nach Durie
& Samon, Kyle & Greipp sowie der British Columbia Cancer Agency. Diese Systeme
kommen jedoch lediglich in 2/3 der Fale zu einer identischen Diagnose bezlglich des
multiplen Myeloms oder der MGUS (Ong et al. 1995). Die Differentialdiagnose anhand der
Kombination verschiedener klinischer Parameter ist daher mit einem gewissen Grad an
Unsicherheit verbunden und eine sichere Unterscheidung ist manchmal nur durch eine
Verlaufsbeobachtung méglich. Zusétzliche Informationen Uber zellulére Charakteristika von
Plasmazellen, die durchflul3zytometrisch analysiert werden konnen, kdnnten deshalb von
Nutzen sein. Eine Kombination von Oberflachenantikorpern erméglicht die Identifizierung
von Plasmazellen im Knochenmark und im peripheren Blut. Plasmazellen exprimieren an der
Zelloberflache stark CD38 (++) (Kawano 1993 et a.). Im Knochenmark konnen die
Plasmazellen als CD38++/CD138+ (Synonym fur CD138: Syndecan, B-B4) positive Zellen
identifiziert werden (Van Zaanen et a. 1995, Wijdenes et a. 1996). Im peripheren Blut
konnen abnorme Plasmazellen as CD38++ und CD45-negative oder nur schwach (dim)
CD45 exprimierende Zellen identifiziert werden (Witzig et al. 1996, Rawstron et a. 1997,
Schneider et a. 1997). In einem Telprojekt wurde die Frage untersucht, ob
durchfluf3zytometrische Charakteristika von Plasmazellen fir die Differenzierung zwischen
MGUS und multiplem Myelom genutzt werden konnen, da eine sicherere Abgrenzung
zukinftig weiter an Bedeutung gewinnen kann, wenn Therapieoptionen im Frihstadium des

multiplen Myeloms zur Verfligung stehen.
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2. Zielstellung der Arbeit

Die pathophysiologische Bedeutung der Angiogenese bei malignen Erkrankungen wurde bei
soliden Tumoren entdeckt. Aktuelle Publikationen geben jedoch Hinweise darauf, dal3 die
Angiogenese nicht, wie friher angenommen, auf solide Tumoren beschrankt ist, sondern auch
bei hdmatologischen Neoplasien bedeutsam sein kdnnte. Das Hauptziel der hier dargestellten
Arbeit ist die Klérung der prognostischen Relevanz der Angiogenese bel Patienten mit
multiplem Myelom. Zusétzlich zu der Messung der Angiogenese durch immunhistochemische
Verfahren in Knochenmarkbiopsaten sollen auch die Konzentrationen angiogenetisch
wirksamer Zytokine sowie die Veranderungen dieser Parameter unter systemischer Therapie
analysiert werden. Durch diese Untersuchungen soll geklart werden, welchen Einflul? die
systemische Chemotherapie auf die Angiogenese bei Myelompatienten hat. Darlber hinaus
soll die Analyse der Angiogenese und der Zytokinspiegel in verschiedenen Stadien der
Erkrankung Hinweise fur zukinftige Ansétze einer gezielten antiangiogenetischen Therapie

liefern.

Ein weteres Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung verschiedener Parameter der
Knochenresorption und deren prognostischer Relevanz beim multiplen Myelom. Diese
Analysen sollen dazu beitragen, dal3 wahrend einer bundesweiten Studie der Deutschen
Studiengruppe Multiples Myelom (Leitung: Dr. Sezer & Prof. Dr. Freund), die den Wert
einer innovativen Therapiestrategie zur frihzeitigen Hemmung der Knochenresorption beim
multiplen Myelom untersucht, die Veranderungen der Knochenresorption adaquat erfal3t

werden konnen.

Nebenaspekte dieser Arbeit befassen sich darlber hinausgehend mit anderen aktuellen
Problemen: Unter den Standardtherapien ist die Hochdosistherapie die wirksamste
Therapieform des multiplen Myeloms. In einer Multivarianzanalyse mit 600 Zyklen
Hochdosistherapie werden multivariat die determinierenden Faktoren fur die dokumentierten
Infektionen untersucht. Ein Tellaspekt der Arbeit beschéftigt sich mit zytogenetischen
Veranderungen beim multiplen Myelom. Des weiteren wird untersucht, ob mit Methoden der

durchfluf3zytometrischen Immunphanotypisierung und DNA-Analyse die Unterscheidung

14



zwischen monoklonaler Gammopathie unbestimmter Signifikanz und multiplem Myelom
gelingt, da diese Trennung fur innovative Therapiestrategien, die zukinftig im Frihstadium

des multiplen Myeloms einsetzt werden konnten, an Bedeutung gewinnen kann.

Ein Teil der in dieser Arbeit beschriebenen Daten wurde bereits in internationalen peer-
reviewed Zeitschriften publiziert oder befindet sich im Druck. Ebenso wurde ein Teil der
Daten auf internationalen Kongressen, zuletzt auf der Tagung der American Society of

Hematology im Dezember 2000 prasentiert.
Die Darstellung erfolgt as Monographie ergénzt durch publizierte Forschungsergebnisse

entsprechend der Habilitationsordnung der Medizinischen Fakultét Charité der Humboldt-
Universitét zu Berlin vom 29.1.1999.
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3. Patienten und M ethoden

3.1 Patienten

Fur die Diagnose des multiplen Myeloms wurden die Southwest Oncology Group (SWOG)
Diagnosekriterien in der heute gultigen, modifizierten Form herangezogen (Durie 1986). Die
Stadieneinteilung erfolgte nach Durie & Salmon (Durie und Salmon 1975). Das Ansprechen
auf konventionell-dosierte Chemotherapie wurde nach den Kriterien der Chronic Leukemia
and Myeloma Task Force ermittelt (Chronic Leukemia and Myeloma Task Force 1973). Eine
Remission lag demnach vor, wenn mindestens eins der folgenden Kriterien erfullt war: 1.
Reduktion des M-Proteins im Serum um mindestens 50% der Werte vor der Therapie. 2.
Abfall des M-Proteins im Urin auf 50% oder weniger der Ausgangswerte, falls der Betrag
groRer als 1g/24h war oder ein Abfall auf weniger as 0,1g/24h erreicht wurde, sofern die
Ausgangswerte zwischen 0,5 und 1g/24h lagen. Das M-Protein im Urin wurde nicht als
Indikator fur das Ansprechen verwandt, falls die Werte vor der Therapie unter 0,59/24h
lagen. 3. Eine Reduktion von mindestens 50% des Produkts der zwei im Durchmesser
groften palpablen oder radiologisch erkennbaren Myelom-Manifestationen. 4. Radiologisch
erkennbarer Rickgang der Osteolysen. Dabei darf keine gleichzeitige Progression innerhalb
eines der anderen Kriterien auftreten. Das Ansprechen der mit Hochdosischemotherapie und
autologer Stammzelltransplantation behandelter Patienten wurde nach den EBMT-Kriterien
beurteilt (Blade et al. 1998).

Um die Haufigkeit, Art und Risikofaktoren fur Infektionen nach der Hochdosistherapie mit
autologer peripherer Stammzelltransplantation zu evaluieren, wurden 600 HDCT-Zyklen mit
anschlieRender autologer peripherer Stammzelltransplantation, die bei 490 erwachsenen
Patienten durchgefihrt wurden, retrospektiv untersucht. Die Erfassung aller Daten erfolgte in
Zusammenarbeit mit Herrn C. Bauhuis. Berticksichtigt wurden die ersten 30 Tage nach der
Transplantation. Die HDCT wurde zwischen 1993 und 1999 in einer der folgenden vier
Kliniken durchgeftihrt: Universitétsklinikum Charité, Campus Mitte, Stadtische Kliniken
Oldenburg (OA Dr. B. Metzner, Prof. Dr. H.J. llliger), Evang. Krankenhaus Essen-Werden
(OA Dr. M. Wattad, Prof. Dr. W. Heit) und Humaine Klinikkum Bad Saarow (OA Dr. H.
Fuss, PD Dr. W. Schulze). Die Patienten wurden mindestens einmal am Tag routineméal3ig
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untersucht und die Korpertemperatur wurde mindestens dreimal téglich kontrolliert. Bel
Auftreten von Fieber wurden Blutkulturen peripher und aus dem zentralvendsen Katheter
entnommen. Zusatzliche Abstriche oder Kulturen wurden von klinisch infektionsverdachtigen
Bereichen entnommen. Es wurden eine kdrperliche Untersuchung und eine Rontgenaufnahme
des Thorax durchgefihrt. Neutropenische Patienten wurden beim Auftreten von Fieber nach
publizierten, internationalen Richtlinien mit Breitbandantibiotika behandelt (Hughes et al.
1997). Die Neutropenie wurde als eine absolute Neutrophilenzahl unter 500/ul definiert.
Unter klinisch dokumentierten Infektionen wurde Fieber, begleitet durch klinische
Infektionssymptome wie Lungeninfiltrate, Haut- oder Weichteilentzindung, perianae
Infektion, Harnwegsinfektion oder Sinusitis, verstanden (Link et al. 1994). Mikrobiologisch
dokumentierte Infektionen wurden als Fieber, begleitet von mindestens einer positiven
Blutkultur oder einer Kultur aus normalerweise sterilen Korperflussigkeiten, definiert. Fir den
Nachweis einer Infektion durch Koagulase-negative Staphylokokken oder Corynebakterien
wurden mindestens zwei getrennte positive Kulturen gefordert (Link et a. 1994).
Clogtridium-difficile Enterokolitis wurde bei Patienten mit Diarrhoe und positivem
Clogtridium-difficile  Toxinnachweis diagnostiziert. Fieber ohne Klinischen und
mikrobiologischen Nachweis einer Infektion wurde als Fieber unklarer Genese klassifiziert
(fever of unknown origin, FUO). Infektionen und Komplikationen innerhalb der ersten 30

Tage nach der Transplantation wurden analysiert.

Patientenkollektive, die fur andere Fragestellungen herangezogen wurden, wurden
ausschliefdlich im Universitétsklinikum Charité behandelt. Die Charakteristika der Patienten in
den einzelnen Teilprojekten werden wegen der besseren Ubersicht im Ergebnisteil der
jeweiligen Tellprojekte zusammengefaldt. Die Teilprojekte, deren Ergebnisse in dieser Arbeit
dargestellt werden, wurden zu verschiedenen Zeitpunkten durchgefihrt, so daf3 die
Patientenkollektive unterschiedlich sind. Die Rontgen- und MRT-Untersuchungen erfolgten

im Ingtitut fur Radiologie der Charité Campus Mitte (Direktor: Prof. Dr. B. Hamm).

3.2. Messung der MVD

Paraffin-eingebettete Knochenmarkbiopsien von adulten Patienten mit multiplem Myelom
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wurden untersucht. Die Knochenmarkbiopsien wurden in Formalin fixiert und in Paraffin
eingebettet. Fur die Identifizierung von Kapillaren wurde in dieser Arbeit durchgehend eine
immunhistochemische  Farbung mittels eines CD34-Antikorpers  angewandt. In
Voruntersuchungen fanden wir in Ubereinstimmung mit Pruneri et a. (Pruneri et al. 1999),
der die Angiogenese bei Patienten mit myelodysplastischen Syndromen untersuchte, dal3 die
besten immunhistochemischen Resultate mit einem monoklonalen anti-CD34-Antikdrper zu
erzielen waren, der vorwiegend an Endothelzellen und nur in geringer Zahl an CD34
exprimierenden hdmatopoetischen Zellen (Blasten) bindet. Die Kapillaren waren durch ihre
Morphologie klar erkennbar und von den Knochenmarkzellen zu unterscheiden. Im
Unterschied zu der Immunhistochemie mit dem anti-CD34-Antikdrper, wurden Antikorper,
die gegen CD31 bzw. FaktorVIIl gerichtet waren, von einer grof3en Zahl von
héamatopoetischen Zellen einschliefflich Megakaryozyten und myeloischen Zellen exprimiert,
so dal3 eine exakte Messung der MV D mit diesen Antikdrpern weniger praktikabel erschien.

Dekalzifizierung der K nochenmarkbiopsien und mmunhistochemie

Die Knochenmarkbiopsien wurden in einer Losung von 10%igem Formalin (Sigma Chemie,
Deisenhofen) mit 10% (10g/100ml) Ethylen-Diamin-Tetra-Essigsdure (EDTA, Merck,
Darmstadt, Germany) dekalzifiziert. Die Schnitte wurden mit Hamatoxylin und Eosin (HE),
Giemsa, Perjodsaure-Schiff-Reagenz (PAS) und mit der Gomori-Farbung fir die Darstellung
von Retikulin-Fasern geférbt.

Die immunhistochemische Farbung erfolgte mit Hilfe der Bindung von Streptavidin und
Biotin (LSAB-Methode). Die Immunhistochemie erfolgte in Zusammenarbeit mit Herrn Dr.
O. Kaufmann (Institut fur Pathologie der Charité, Direktor: Prof. Dr. M. Dietel). Die
deparaffiniserten und rehydrierten 3-5 pm dicken Schnitte wurden mit 3% H,O, in
degtilliertem Wasser fur 15 Minuten inkubiert, um die endogene Peroxidaseaktivitét zu
blockieren. Zur Wiederherstellung der Antigenitét wurden die Schnitte unter Druck in 0,1 M
Natrium-Citrat-Puffer, pH 6,0 erhitzt. Im Anschlul? erfolgte eine 15-mintige Blockade der
Préparate mit 10%igem Ziegenserum in TBS (tris-buffered saline) und die Inkubation mit dem
monoklonalen Antikdrper QBENd10 gegen CD34 (DAKO, Hamburg) bei einer Verdinnung
von 1:50 fur 1 Stunde bel Raumtemperatur. Der biotinylierte Sekundarantikdrper sowie das

Streptavidin/Peroxidase-Konjugat wurden anschlief3end nach den Anleitungen des Herstellers
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(Super Sensitive System, BioGenex, San Ramon, CA) zugefigt. Durch 10-minltiges
Eintauchen der Schnitte in eine AEC-Substrat-Fertiglosung (DAKO, Hamburg) konnte das
farbige Prézipitat hergestellt werden. Nach Gegenfarbung mit Mayers Hamatoxylin erfolgte
der Uberzug der Schnitte mit Glycerol-Gelatine.

Mikroskopie

Die Messung der MVD erfolgte in Ubereinstimmung mit der Methode nach Weidner et al.
(Weidner et a. 1991). Die Auszéhlung der Kapillaren erfolgte an einem zweikopfigen
Lichtmikroskop (Leitz DMRB, D-Wetzlar) smultan durch zwei Untersucher in verblindeter
Form in Zusammenarbeit mit Frau K. Niemdller. Die Praparate wurden bei 100facher
Vergrofderung betrachtet und bel 250facher Vergrof3erung wurden jewells drel Areale mit
hoher Kapillardichte (,,hot spots*) identifiziert. Bei 400facher VergréfRerung erfolgte in jedem
dieser Arede die Auszéhlung der Kapillaren. Ein 10x15 mm grof3es Raster wurde in das
Okular eingelegt und formierte ein Referenzareal von 0,375 mn? bel  400facher
VergrofRerung. Bei jedem Préparat fand die MVD-Messung in 9+3 Referenzarealen innerhalb
der hot spots statt. Die MVD konnte as Kapillaren pro mm? angegeben werden. Kapillaren
wurden als Endothelzellgruppen identifiziert. Die Kapillaren konnten klar voneinander
abgegrenzt werden, und die Auszdhlung erfolgte sowohl bei vorhandenem Lumen als auch
ohne, wobel das Lumen einen Durchmesser von 10um nicht Ubersteigen sollte. Die
Abbildungen 1-3 stellen die anti-CD34-geféarbten Knochenmarkschnitte mit einer hohen (1, 2)
und einer niedrigen (3) Gefalkdichte dar.
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Abbildung 1.

Abbildung 1-3.

Mit anti-CD34 immunhistochemisch geférbte Knochenbiopsate von Patienten mit multiplem
Myelom. Oben in Abb. 1 ist bei 250facher VergrofRerung eine hohe Vaskularisation mit vielen
dinnen, spreitenden und sich schldngelnden Gefél3en, mit oder ohne sichtbare Lumina
dargestellt. Auf der nachsten Seite ist in Abb. 2 dasselbe Préparat mit hoher MVD bel
400facher VergroRRerung présentiert. Abb. 3 demondtriert eine niedrige MVD bei einem
anderen Patienten bei ebenfalls 400facher Vergrof3erung.
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Abbildung 2.

Abbildung 3.
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Zur Beurtellung der MVD subtrahierten einige Autoren die Summe der Areale jedes Feldes,
welche durch Fett Uberlagert waren und bezeichneten diese Messung als ,,optimierte* MVD,
welche gegenuiber der herkommlichen Methode allerdings keinen Vorteil erbrachte (Rajkumar
et al. 1999b). In dieser Arbeit wurde deswegen auf diese Modifikation verzichtet. Die
Variabilitét zwischen den drei Arealen der maximalen MV D, den hot spots, betrug 3,7% bel
den Praparaten vor der Behandlung und 4,2% bei denen nach der Therapie. Um die
Reproduzierbarkeit der in dieser Arbeit angewandten Technik zu evaluieren, wiederholten wir
nach 3 Monaten die Messung der MV D der Knochenmarkbiopsate in der selben Art wie oben
beschrieben. Die mittlere absolute Differenz zwischen der ersten und der zweiten Messung

betrug 6% des Mittelwertes der beiden Messungen, die Standardabweichung war 4%.

3.3. Messung der Zytokinkonzentrationen

Fur diese Untersuchungen wurden Serum und Plasmaproben von Personen mit MGUS (n=11)
und Patienten mit multiplem Myelom (n=56) sowie von gesunden Blutspendern (n=20)
asserviert. Das periphere Blut wurde sofort nach der Blutabnahme verarbeitet und zunéchst
bei 1500 x g fur 10 min zentrifugiert. Die zentrifugierten Blutproben wurden umgehend in
mehreren Aliquots eingefroren und bis zur Messung bel —76°C aufbewahrt. Ein wiederholtes
Auftauen und Einfrieren wurde vermieden, um einen proteolytischen Abbau der Zytokine
auszuschlief3en. Fir die Analyse des Einflusses der Chemotherapie auf den Zytokinspiegel
wurden die Proben unmittelbar vor Beginn der Chemotherapie und nach Beendigung der
Behandlung entnommen. Patienten, die eine Strahlentherapie erhielten, wurden nicht

eingeschlossen.

Die Bestimmung der Zytokinspiegel im Serum erfolgte in Zusammenarbeit mit Herrn C.
Jakob und Frau F. Gatz mittels eines Sandwich-ELISA unter Verwendung monoklonaler
Antikorper gegen bFGF, VEGF, HGF und IL-6 (R&D Systems Inc., Minneapolis, USA). Die
Detektion der Immunreaktion erfolgte fur VEGF, HGF und IL-6 mit Meerrettich Peroxidase
as Enzymsystem, und fur bFGF durch ein hochempfindliches System mit akalischer
Phosphatase, das einen zusétzlichen Amplifikationsschritt beinhaltete. Standards und Proben

wurden jeweils in Doppelbestimmung gemessen, die Intra- und Interassay-Varianz lag jeweils
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innerhalb der vom Hersteller angegebenen Bereiche. Die Nachweisgrenzen lagen fur bFGF bel
1 bis 64 pg/ml fur den hochempfindlichen Assay und bel 9,97 bis 640 pg/ml fir den
konventionellen Assay, fur VEGF bel 31,2 bis 2000 pg/ml, fiur HGF bel 125 bis 8000 pg/ml
und fr IL-6 bel 3,12 bis 300 pg/ml.

3.4. K nochenstoffwechselparameter

Es wurden Serum- und Urinproben von insgesamt 72 Patienten mit MGUS (n=12) oder
multiplem Myelom in den Stadien I-111 (n=60) untersucht. Patienten im Stadium | (n=19)
waren unvorbehandelt, die Patienten in Stadium Il und I11 (n=41) befanden sich vor einer
Chemotherapie. Die Blutproben wurden bei 1500 x g fur 10 min zentrifugiert und das Serum
bis zur Messung bei —76°C asserviert.

NTx wurde aus dem Urin mittels eines kompetitiven Enzymimmunoassays (Elitest NTX,
Ostex Inc., Seattle, USA) mit monoklonalen Antikérpern gegen das aminoterminae
Telopeptid des Typ | Kollagens bestimmt. Die Referenzbereiche fir NTx lagen bei 89-637
nmol/g Kreatinin fur Manner und bel 44-575 nmol/g Kreatinin fur Frauen vor der
Menopause, die obere Normgrenze flr postmenopausale Frauen liegt bel 1150 nmol/g
Kreatinin (Sone et al. 1995). DPD wurde ebenfalls aus dem Urin mit einem kompetitiven
Enzymimmunoassay (Pyrilinks-D, DPC Corp., Los Angeles, USA) mit monoklonalen anti-
DPD-Antikorpern bestimmt. Dieser Assay erfaldt die freie DPD-Konzentration mit einer
Spezifitdt von 100%, die Kreuzreaktivitdt mit dem peptidgebundenen DPD betragt weniger
as 2,5%. Der Referenzbereich fur DPD lag fir gesunde méannliche Normalpersonen bel 20—
48 nmol/g Kreatinin und fur weibliche Personen vor der Menopause bei 27-66 nmol/g
Kreatinin. NTx und DPD-Werte im Urin sind von der Urinproduktion abhangig, so dal3 die
Mel3werte in nmol/l auf die Kreatininausscheidung als Parameter der Urinkonzentration
bezogen werden. Das ICTP wurde mittels eines kompetitiven Radioimmunoassays (Orion
Diagnostika, Espoo, Finland) mit 1'®-markierten monoklonalen Antikérpern gegen ICTP
bestimmt. Die Referenzbereiche fir gesunde Normalpersonen lagen bei 1,6-5,0 pg/l fir
weibliche und bei 1,3-5,2 pg/l fur mannliche Personen. Die Messungen erfolgten in
Zusammenarbeit mit Herrn C. Jakob. Die Erfassung von klinisch-chemischen

Routineparametern erfolgte im Institut fir Laboratoriumsmedizin und Pathobiochemie der
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Charité (Direktor: Prof. Dr. med. E. Kéttgen) in Zusammenarbeit mit Frau Dr. B. Brux und
Herrn PD Dr. Dr. P. Sinha.

3.5. DurchfluRzytometrie: Immunphanotypisierung und DNA-Analyse

Immunphanotypisierung

Knochenmarkaspirate und Proben von peripherem Blut, die mit EDTA antikoaguliert wurden,
wurden innerhalb von 8 Stunden analysiert. Die Durchfluzytometrie wurde mit einer
Dreifarbmarkierung unter Verwendung folgender Antikorper durchgefihrt: CD19 FITC,
CD56 FITC, CD56 PE, CD38 PE (Becton Dickinson, San Jose, CA), CD19 RPE-Cy5, CD45
RPE-Cy5 (DAKO, Glostrup, DK), CD138 FITC (B-B4) (Serotec, Oxford, UK), Kappa-
FITC und Lambda-FITC (Becton Dickinson, San Jose, CA). Fur die Oberflachenmarkierung
wurden je 10 pl eines FITC-, PE- und RPE-Cy5 konjugierten Antikoérpers zu 100 pl der
Probe (0.5-1 x 10° Zellen/ml) zugesetzt. Nach 15-minitiger Inkubation bei Raumtemperatur
wurden die Erythrozyten mittels Ortho-mune (Ortho-Clinical Diagnostics, Neckargmund,
Germany) durch Ammoniumchlorid lysiert. Im Anschluf3 daran wurden die Zellen in PBS
gewaschen und am FACSort Durchfluzytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA) mit Hilfe
der Cellquest-Software analysiert. 50.000 Zellen jeder Probe wurden gemessen. Plasmazellen
im Knochenmark wurden als CD38++ und CD138 (B-B4) positive Zellen identifiziert. Im
peripheren Blut wurden die CD38++/CD45- Zellen as abnorme Plasmazellen definiert. Diese
Zellen wurden bereits als monoklonale Zellen publiziert (Schneider et al. 1997). Die
Validierung des monoklonalen Ursprungs in unserem Testsystem wurde durch die
intrazellulére Leichtkettenrestriktion durchgefthrt. Daflr wurden die Proben zweimal in PBS
gewaschen und anschlieRend die Erythrozyten lysiert. Nach der Markierung mit
Oberflachenantikdrpern wurden die Proben zuerst mit Lésung A des Fix & Perm Kits (Caltag
Laboratories, San Francisco, CA) und danach mit Losung B und FITC-konjugierten anti-k
oder anti-A Antikdrpern inkubiert. Monoklonalitét wurde als eine k/A-Ratio >5 oder <0,5
definiert (Rawstron et a. 1997). Das Projekt wurde in Zusammenarbeit mit Frau U. Heider
durchgefihrt.
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Zdllzyklusanalyse und Ploidie

Eine DNA-Analyse der Plasmazellen im Knochenmark wurde durchgefihrt, um den Antell
der Plasmazellen in der S-Phase sowie den DNA-Gehalt der Plasmazellen zu untersuchen.
Dies erfolgte mit Hilfe der Doppelfarbung fir Oberflachenantigene und Propidiumiodid (PI)
nach der Methode von Vindelov in der nach Orfao modifizierten Form (Orfao et a. 1994, San
Miguel et al. 1995b). Es wurden 100 pl des Knochenmarkaspirats mit 10 pl des unmarkierten
anti-Maus-CD38 Antikorpers (Immunotech, Marseille, France) oder anti-Maus-CD138 fir 15
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, zweimal in PBS gewaschen und anschlief3end mit 10
pl eines FITC-markierten Ziege-anti-Maus-Antikdrpers (Becton Dickinson) fir weitere 15
Minuten inkubiert. Nach der Lyse der Erythrozyten mittels Ammoniumchlorid-Lyse, Waschen
und Resuspendieren der Zellen in 100 pl PBS wurden 300 pl der Lésung | (100 mg/l RNASse,
34 mM Trisodiumcitrat, 0.1% Igepa, 1,5 mM Spermintetrahydrochlorid, 0,5 mM
Tris(hydroxymethyl)aminomethan) zugefiigt. Nach 10 Minuten wurden 300 pl der Losung 11
(208 mg/l  Propidiumiodid, 3,4 mM Trisodiumcitrat, 0,1% Igepal, 15 mM
Spermintetrahydrochlorid, 0.5 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan) zugefigt und fir 15
Minuten im Dunkeln inkubiert. Die Zellen wurden danach an einem FACSort
DurchfluBzytometer im CellFit-Programm analysiert. Zuerst wurden 10.000 Zellen der
Gesamtzellpopulation analysiert, im Anschlul daran 10.000 Plasmazellen im sog. Lifegate.
Plasmazellen wurden anhand ihrer CD38++ oder CD138 Expression identifiziert. Beides
fuhrte zu vergleichbaren Ergebnissen. Der Prozentsatz an Plasmazellen in der S-Phase wurde

mittels des CellFit-Software-Programms unter Nutzung des RFIT-Modells ermittelt.

3.6.  Zytogenetik

Die zytogenetischen Untersuchungen wurden in der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. G.
Thiel, Institut fir Medizinische Genetik der Charité, nach Standardmethoden durchgefihrt.
Fur die FISH Untersuchungen wurden zwei FISH-Sonden, 13ql4 zur Detektion einer
Deletion des RB-1-Lokus und 17p13.1 zur Detektion einer Deletion des p53-Lokus (Vysis,
Bergisch-Gladbach), verwendet. Das verwendete Protokoll folgte im wesentlichen der von
Vysis empfohlenen Prozedur. Es wurde eine Hybridisierungsdsung aus jewells 1ul der beiden

Vysis-Sonden, 7ul LSI-Puffer und 1ul H,O hergestellt. 5-8ul dieser Hybridisierungslésung
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wurden auf den Objekttrdger des zu untersuchenden Falls aufgebracht, mit einem Deckglas
abgedeckt und mit Fixogum abgedichtet. Nach kurzem Antrocknen der Gummildsung wurden
die Préparate in einem Metallkasten fir 10 min bel  75°C denaturiert und anschlief3end bei
37°C Uber Nacht hybridisiert. Am nachsten Tag wurde die Gummildsung entfernt und die
Objekttrager 3 x 5 min in 4 x SSC/0,1% Tween 20 gewaschen. Nach kurzem Spulen wurden
die Praparate im Dunkeln luftgetrocknet. Die Gegenfarbung erfolgte anschlieRend mit DAPI-
Antifade.

3.7. Statistik

Zum Vergleich von zwei unabhangigen Stichproben wurden die nicht-parametrischen Tests
v>-Test sowie Mann-Whitney U-Test verwendet. Fiir mehrere unabhingige Stichproben
wurde der Kruskal-Wallis Test angewandt. Fur den Vergleich von gebundenen Stichproben
wurde der nicht-parametrische Test nach Wilcoxon herangezogen. Korrelationen wurden mit
dem Spearman-Rank-Test berechnet. Die Berechnung der medianen Uberlebenszeit erfolgte
nach der Kaplan-Meier Methode. Die Uberlebenszeit wurde vom Zeitpunkt der
Probenabnahme (z.B. Knochenmarkbiopsie bei der Analyse des prognostischen Wertes der
Angiogenese im Knochenmark) bzw. Intervention bis zum Tod des Patienten berechnet. Die
univariate Uberlebensanalyse erfolgte mittels des Log-Rank Tests. Fir die Analyse der
Einflu3faktoren fur Infektionen nach der HDCT wurden das Lebensalter zum Zeitpunkt der
HDCT und die Zahl der transplantierten CD34+ Zellen/kg als kontinuierliche Variablen;
Geschlecht, Grundkrankheit, Positiv- oder Negativselektion des Transplantats, Einsatz der
HDCT innerhalb der Erdtlinientherapie oder nach Auftreten eines Rezidivs,
Ganzkorperbestrahlung, Dosis der G-CSF-Gabe nach der autologen Stammzell-
transplantation und Medikamente zur antimikrobiellen Prophylaxe als kategoriale Faktoren in

der Multivarianzanalyse bertcksichtigt.
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4. Ergebnisse

4.1. Infektiose Komplikationen der Hochdosischemotherapie mit autologer

peripherer Stammzelltransplantation

Da die Hochdosischemotherapie mit autologer peripherer Stammzelltransplantation beim
multiplen Myelom die effektivste Therapieform unter den Standardtherapien darstellt, aber
mit dem Risiko von Infektionen in der Phase der Knochenmarkaplasie verbunden ist, wurde in
einem Teilprojekt untersucht, welche Faktoren mit dem Auftreten von dokumentierten

Infektionen nach der Hochdosistherapie vergesellschaftet sind.

Zunéchst wurde der Einfluf der transplantierten Stammzellen auf die Dauer der Neutropenie
(ANC, absolute Neutrophilenzahl < 500/ul) in 559 Zyklen HDCT mit autologer peripherer
Stammzelltransplantation bel Patienten mit Lymphomen und soliden Tumoren untersucht.
Patienten, die mit 5,0 — 8,0 x 10° CD34" Zellen/kg autolog transplantiert wurden, zeigten eine
signifikant schnellere Rekonstitution der Neutrophilenzahlen als die beiden Patientengruppen,
die weniger as 2,0 x 10° CD34" Zellen/kg (log-rank Test, P <0,005) bzw. 2,0 — 5,0 x 10°
CD34" Zellen’kg (P<0,005) erhielten. Eine weitere Steigerung der transplantierten
Stammzellmenge (> 8.0 x 10° CD34" Zellen/kg) fiihrte im Vergleich zu der Gruppe der mit 5
— 8 x 10° Stammzellen/kg transplantierten Patienten nicht zu einer weiteren Verkirzung der
Dauer der Neutropenie. Die absolute Dauer der Neutropenie in verschiedenen Gruppen von
Patienten, die mit unterschiedlicher Stammzellzahl transplantiert wurden, sind in der
Abbildung 4 dargestellt, die 95% Konfidenzintervalle sind in der Tabelle 1 angegeben. Die
Daten zeigen, dal3 eine optimale Stammzellzahl bezliglich der Dauer der Neutropenie bei > 5
x 10%/kg liegt (Sezer et al. 2000K).
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Probability of reaching 500 neutrophils/puL

Days with neutropenia

Abbildung 4.

Kaplan-Meier Kurven der Dauer der Neutropenie nach Hochdosischemotherapie mit
autologer peripherer Stammzelltransplantation als eine Funktion der Stammzellmenge. Diinne
durchgezogene Linie: > 8 x 10° CD34"/kg, dicke durchgezogene Linie: < 8 aber > 5 x 10°
CD34"/kg, dicke gestrichelte Linie < 5 aber > 2 x 10° CD34"/kg, diinne gestrichelte Linie < 2
x 10° CD34"/Kkg.

Tabelle 1.
Absolute Dauer der Neutropenie nach der Hochdosischemotherapie mit autologer peripherer
Stammzelltransplantation (ANC < 500/uL). Cl: Konfidenzintervall.

CD34" (x 10°/kg) 95% Cl
<2 14d
>2-<5 12d
>5-<8 10d
>8 10d
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In einem zweiten Schritt wurden neben der Zahl der CD34" Zellen/kg eine Reihe weiterer
Einflu3faktoren auf die Rate der dokumentierten Infektionen nach einer HDCT mit autologer
peripherer Stammzelltransplantation univariat und multivariat in einem grof3en Kollektiv
erstmals untersucht. Demographische Charakteristika der 600 HDCT Zyklen sind in der
Tabelle 2 angegeben. Das mediane Alter der Patienten betrug 46 Jahre, die Spannbreite 18-
72. Alle Patienten, die mit HDCT und Stammzelltransplantation behandelt wurden,
entwickelten eine Neutropenie < 0.5 x 10% mit einem medianen Nadir von < 0.1 x 107%1.
Febrile Neutropenie und dokumentierte Infektionen traten in 80,5% bzw. 29% der HDCT
Zyklen auf. Die Rate der dokumentierten Infektionen in verschiedenen Subgruppen von
Patienten sind in der Tabelle 3 wiedergegeben. In der univariaten Analyse waren die Art der
Grundkrankheit (Krankheitskategorien Leukdmien vs. Lymphome einschliefdlich multiples
Myelom vs. solide Tumoren), Alter, Geschlecht und Positivselektion des Transplantates
Riskofaktoren, die signifikant mit der Entwicklung von dokumentierten Infektionen nach der
HDCT assoziiert waren (Tabelle 4). Als Néachstes wurde eine multivariate Analyse
durchgefihrt, in die alle Variablen, die in der Tabelle 4 aufgefuhrt sind, eingebracht wurden.
In der multivariaten Analyse waren die Art der Grundkrankheit, Alter und die Zahl der
transplantierten Stammzellen unabhangige Faktoren, die mit einem erhdhten Risiko des

Auftretens dokumentierter Infektionen vergesellschaftet waren (Tabelle 5).

Die Rate sowohl der mikrobiologisch dokumentierten als auch der klinisch dokumentierten
Infektionen war in den drei Krankheitskategorien signifikant unterschiedlich (Tabelle 6).
Mikrobiologisch dokumentierte Infektionen traten in 25,5% und klinisch dokumentierte
Infektionen in 10,8% der HDCT Zyklen auf. Bakteriamie war mit 77% die haufigste Form
aler dokumentierten Infektionen nach HDCT mit autologer Stammzelltransplantation. Gram-
positive Erreger machten 82% unter den mikrobiologisch gesicherten Infektionen aus.
Gesicherte invasive Pilzinfektionen, virale Infektionen oder Pneumocystis carinii Infektionen
traten im Gegensatz zu der alogenen Stammzelltransplantation selten auf und machten

weniger als 5% aler dokumentierten I nfektionen aus.
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Tabelle 2.
Charakteristika der Hochdosischemotherapie und der Empfénger der autologen
Stammzelltransplantation

Charakteristikum Zahl %
Zahl der HDCT Zyklen 600 100
Geschlecht
weiblich 300 50
mannlich 300 50
Alter Median 46
<40 221 36,8
41-50 157 26,2
51-60 197 32,8
>60 25 4,2
Diagnose
Hamatologische Neoplasien 360 60,0
- Multiples Myelom 116 19,3
- Non-Hodgkin Lymphome 163 27,2
- Morbus Hodgkin 40 6,7
- Leukémien 41 6,8
Solide Tumoren 240 40,0
- Mammakarzinom 144 24,0
- Keimzelltumoren 55 9,2
- Andere solide Tumoren 41 6,8
Zeitpunkt der HDCT
Im Rahmen der Erstlinientherapie 333 55,5
Als Rezidivtherapie 267 44,5
Ganzkorperbestrahlung 52 8,7
Stammzellzahl (CD34" x10°Zellenvkg) Median 3.8
<5 x10° /kg 403 67,2
>5 x10°/kg 197 32,8
Purging
Positiv-Purging 207 34,5
Negativ-Purging 4 0,7
G-CSF Dosis nach der Transplantation
keine 70 11,7
5 po/kg 461 76,8
10 po/kg 69 11,5
Antimikrobielle Prophylaxe
Chinolone 520 86,7
Trimethoprim-sulfamethoxazol 80 13,2
Amphotericin B p.o. 570 95,0
Fluconazol 324 54,0
Itraconazol 121 20,2

Immunoglobuline 294 49,0



Tabelle 3.

Rate der dokumentierten Infektionen in verschiedenen Patientensubgruppen

Charakteristikum

Rate der dokumentierten

Infektionen (%)
Gesamt: 29,0
Geschlecht: weiblich 24,3
mannlich 33,7
Alter: <40 21,7
41-50 27,4
51-60 38,1
>60 32,0
Diagnose: Hamatologische Neoplasien 35,8
- Multiples Myelom / Lymphom 34,5
- Leuk&mie 46,3
Solide Tumoren 18,8
Zeitpunkt der HDCT: Im Rahmen der Erstlinientherapie 28,8
Als Rezidivtherapie 29,2
Ganzkorperbestrahlung:  ja 32,7
nein 28,6
CD 34+ Zellzahl: <5 x 10° Zellervkg 30,5
>5 x 10° Zellervkg 25,9
Positiv-Purging: ja 34,3
nein 26,2
Negativ-Purging: ja 25,0
nein 29,0
G-CSF Gabe nach der Transplantation:
keine 28,6
5 ug/kg 30,4
10 pg/kg 20,3
Antimikrobielle Prophylaxe:
Chinolone: ja 28,8
nein 30,0
Cotrimoxazol: Ja 21,3
nein 30,2
Amphotericin B p.o.: Ja 28,6
nein 36,7
Fluconazol: ja 27,5
nein 30,8
Itraconazol: ja 28,9
nein 29,0
I mmunoglobuline: ja 31,6
nein 26,5
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Tabelle 4.
Univariate Analyse der Risikofaktoren fir dokumentierte Infektionen

Charakteristikum P
Leukamie vs. Myelom/Lymphom vs. solider Tumor <0,0005
Alter <0,0005
Geschlecht 0,015
Positiv-Purging 0,047
G-CSF Dosis nach der Transplantation 0,107
Stammzellzahl / kg 0,324
Ganzkorperbestrahlung 0,526
Zeitpunkt der HDCT 0,928
Negativ-Purging 1,000
Antimikrobielle Prophylaxe
Cotrimoxazol 0,113
Immunoglobuline 0,177
Amphotericin B p.o. 0,409
Fluconazol 0,417
Chinolone 0,895
Itraconazol 1,000

Tabelle5.

Multivariate Analyse der Risikofaktoren fir dokumentierte I nfektionen
Charakteristikum P
Leukamie vs. Myelom/Lymphom vs. solider Tumor 0,0014
Alter 0,0197
Stammzellzahl / kg 0,0455
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Tabelle 6.
Neutropenisches Fieber und dokumentierte Infektionen nach HDCT in verschiedenen
Krankheitsgruppen

Leukdmien  Multiples Myelom/ Solide P-Wert
Lymphome Tumoren
Febrile Neutropenie 92,7 % 80,3 % 78,8 % 0,114
Dokumentierte Infektionen 46,3 % 34,5 % 18,8 % <0,0005
- mikrobiologisch 39,0 % 28,8 % 18,8 % 0,003
dokumentiert
- klinisch dokumentiert 22,0 % 14,7 % 3,8% <0,0005

Die HDCT kann schwere Einschrénkungen der Mukosafunktion und -regeneration im
gesamten Gastrointestinaltrakt hervorrufen. Sie tritt bei mehr als 50% der Patienten nach der
HDCT auf. Die Mukositis stellt sich einerseits aus der Sicht des Patienten als eine besondere
Belastung dar, andererseits kann die Mukosa ihre Funktion als Barriere gegen stets prasente
pathogene Mikroorganismen der Gastrointestinalflora nicht mehr aufrechterhalten. Deswegen
analysierten wir in ener Serie von 592 HDCT-Zyklen mit autologer peripherer
Stammzelltransplantation bel 484 erwachsenen Patienten Faktoren, die mit der Mukositis
assoziiert waren sowie den Einfluf3 der Mukositis auf die Rate dokumentierter Infektionen
und auf die therapieassoziierte Mortalitét. Da der Einsatz der bekannten Mukositis-Scores
nicht unproblematisch ist (Peterson 1999), verwendeten wir in dieser Studie die Dauer der
aufgrund der Mukositis notwendigen parenteralen  Morphintherapie (DPM) as
Surrogatmarker fur die Dauer der schweren Mukositis (Sezer et a. 2000e).

Die mediane DPM betrug 50 Tage (Range: 0-31 Tage, Mittelwert 5,6). Die
Grunderkrankung  (Leukdmien,  Lymphome/Myelome  oder  solide  Tumoren),
Ganzkorperbestrahlung und Neutropeniedauer, jedoch nicht das Alter, waren signifikante

Faktoren fur die DPM in der univariaten Analyse (Tabelle 7). Wurden diese Parameter in eine
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multivariate Analyse eingesetzt, so war die Neutropeniedauer der einzige signifikante Faktor
(P < 0,05) fur die DPM. Bei 269 HDCT-Zyklen dauerte die DPM weniger als 5 Tage. Wenn
die DPM > 5 Tage betrug, traten dokumentierte Infektionen im Vergleich zu einer DPM von
unter 5 Tagen etwa doppelt so haufig auf. Bel einem Cut-off-Wert fur die DPM von > 5
Tagen zeigte sich eine hochsignifikante Assoziation der DPM nicht nur mit mikrobiologisch
und Klinisch dokumentierten Infektionen (P < 0,0005), sondern auch mit der
therapieassoziierten Mortalitdt nach HDCT mit autologer PBSCT (P < 0,05, Tabelle 8).

Tabelle7.
Univariate Analyse zur Dauer der parenteralen Morphintherapie
Kovariate Median P
Diagnose 0,031
Leukémie 8
Lymphom/ Myelom 6
Solide Tumoren 5
Hochdosistherapie-Protokoll 0,013
mit TBI 8
hne TBI 5
Altersverteilung 0,497
18-20 9
21-30 4
31-40 5
41-50 6
51-60 5
> 60 6
Dauer der Neutropenie (Tage bis ANC 0,002
500)
<10 5
> 10 8




Tabelle 8.

Beziehungen zwischen der Dauer der parenteralen Morphintherapie (DPM) und klinisch oder
mikrobiologisch dokumentierten I nfektionen sowie therapieassoziierter Mortalitét nach
Hochdosischemotherapie mit autologer Stammzelltransplantation

Mikrobiologisch dokumentierte Infektionen

Ja Nein
n % n % P
DPM, Tage < 0,0005
<5 222 82,5 47 17,5
>5 219 67,8 104 32,2

Mikrobiologisch oder klinisch dokumentierte Infektionen

DPM, Tage < 0,0005
<5 213 79,2 56 20,8
25 208 64,4 115 35,6

Therapieassoziierte Mortalitét

DPM, Tage 0,034
<5 269 100 0 0
>5 317 98,1 6 19




4.2. Prognostische Relevanz der Angiogenese beim multiplen Myelom

Das Kollektiv fir diese Untersuchung bestand aus 44 Patienten mit multiplem Myelom (16
Patienten im Stadium I, 3 im Stadium |11 und 25 Patienten im Stadium 111). Das mediane Alter
betrug 63 Jahre (34-87 Jahre), 17 Patienten waren weiblich und 27 mannlich. Alle
eingeschlossenen Patienten wiesen ein neu diagnostiziertes multiples Myelom auf und waren
somit zum Zeitpunkt der Knochenmarkpunktion unvorbehandelt. Wahrend des weliteren
Krankheitsverlaufs im Beobachtungszeitraum wurden 32 der Patienten chemotherapiert.
Dabei wurden 23 Patienten mit einer konventionellen Chemotherapie und 9 Patienten mit
einer Hochdosischemotherapie und anschlief3ender autologer peripherer
Stammzelltransplantation (PBSCT) behandelt. In dieser Untersuchung wurde die
krankheitsbezogene Uberlebenszeit herangezogen. Nur ein Patient verstarb an einer anderen
Erkrankung als an dem multiplen Myelom (pl6tzlicher Herztod bei koronarangiographisch
gesicherter koronarer Herzkrankheit, ohne Myelom-assoziierte Hyperviskositét). Die mediane
MVD betrug 48 Kapillarens/mm? (Bereich 0-125/mm?). Das Kollektiv wurde durch den
Medianwert der MVD als cut-off in zwei Gruppen mit einer hohen und einer niedrigen MV D
dichotomisiert. Die Uberlebenskurven nach der Kaplan-Meier-Analyse sind in Abbildung 5
dargestellt (Sezer et a. 2000h).

Das mediane Uberleben der Patienten mit hoher MVD betrug 22 Monate, wahrend in der
Gruppe mit niedriger MV D die mediane Uberlebenszeit nicht erreicht wurde (P<0,01). Bei
der Analyse der Untergruppe der 23 Patienten, die im weiteren Verlauf der Beobachtung eine
konventionelle Chemotherapie erhielten, zeigte sich eine mediane Uberlebenszeit von 10
Monaten bei hoher MVD, die mediane Uberlebenszeit wurde bei Patienten mit niedriger
MV D wiederum nicht erreicht (P<0,03).

Zusétzlich wurde der prognostische Wert der MVD im Knochenmark in einer multivariaten
Analyse mittels des Cox-Regressionsmodells untersucht. Dabei wurden die Spiegel von 2-
Mikroglobulin (2-MG) und C-reaktivem Protein (CRP), das IL-6 abhéngig in der Leber
gebildet wird, berticksichtigt, da bereits von Bataille et a. die prognostische Relevanz dieser
beiden Parameter gezeigt wurde (Bataille et a. 1992). Zusétzlich zu den Parametern in

seinem Model (dichotomisierte Werte mit den Grenzwerten von 6 mg/l fir B2-MG und 0,6
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mg/dl fir CRP) wurde in unserer Untersuchung die MVD in die Analyse eingeschlossen. Die
MVD stellte sich in dieser Analyse als signifikanter Prognosefaktor fiir das Uberleben in der
multivariaten Analyse heraus (P<0,03).

Probability of survival (%)

0 10 20 30 40 50
Survival (months)

Abbildung 5.

Uberlebenskurven von unvorbehandelten Patienten mit multiplem Myelom nach Kaplan-Meier
in Abhangigkeit von der Knochenmark-V askularisation (Cut-off: 48 Mikrogefal3e/mimy).
Patienten mit hoher MV D (durchgezogene Linie) haben ein signifikant kiirzeres
krankheitsbedingtes Uberleben als Patienten mit einer niedrigen MV D (gepunktete Linie)
(P<0,01).
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4.3.  Veranderungen der Angiogenese unter Chemotherapie und die prognostische

Relevanz dieser Veranderungen fiir das progressionsfreie Uberleben

In dieser Untersuchung wurde die Verénderung der MVD im Knochenmark bei Patienten mit
multiplem Myelom, die eine komplette oder partielle Remission nach einer Chemotherapie
erreichten, im Vergleich zu Nicht-Ansprechern analysiert. Fir diese Untersuchung wurden 42
Paraffin-eingebettete Knochenmarkbiopsien von 21 Patienten im Stadium 111 untersucht. Das
mediane Alter der Patienten mit multiplem Myelom im Stadium I11 betrug 60 Jahre (48-70).
14 Patienten wiesen ein 1gG, 3 Patienten ein IgA und 4 Patienten ein Bence-Jones Myelom
auf. Die Knochenmarkbiopsate wurden zweimal fir die Therapiebeurteilung entnommen: Die
erste Biopsie erfolgte unmittelbar vor dem Beginn der Chemotherapie bei unvorbehandelten
Patienten und die zweite Biopsie nach dem Ende der Behandlung. Dies erfolgte im Median
nach 1,6 Monaten nach dem ersten Tag des letzten Chemotherapiezyklus. 15 Patienten
erhielten eine konventionell-dosierte Chemotherapie und bel 6 Patienten wurde eine
Hochdosischemotherapie mit autologer peripherer Stammzell-transplantation durchgefihrt.
Die konventionell-dosierte Therapie setzte sich entweder aus Melphalan und Prednison (MP)
oder aus Vincristin, Adriamycin und Dexamethason (VAD) zusammen. In der transplantierten
Gruppe wurde die Hochdosistherapie mit hochdosiertem Melphalan (200 mg/m?)
durchgefuhrt. Innerhalb der 21 untersuchten Patienten erreichten 15 eine komplette oder

partielle Remission nach der Therapie.

Das mediane Intervall der Beobachtungen vor der Therapie bis nach der Therapie betrug 303
Tage bei Ansprechern und 198 Tage bei Nicht-Ansprechern, der Unterschied war nicht
signifikant. Insbesondere war der Abstand zwischen den Mef3wiederholungen auch bel den

Nicht-Ansprechern fir eine Beurteilung der Veranderungen der MV D ausreichend grol3.

Beispiele fur die immunohistochemisch geférbten Knochenmarkbiopsien der Patienten mit

multiplem Myelom sind auf den néchsten Seiten in den Abbildungen 6-11 dargestellt.
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Abbildungen 6-11.
Immunohistochemisch gefarbte Knochenmarkbiopsate von Patienten mit multiplem Myelom
(400fache Vergrof3erung).

Abbildung 6 zeigt eine hohe Gefal3dichte (microvessel density, MV D) vor der Therapie mit
zahlreichen diinnen, geschlangelten und spreitenden Gefal3en mit oder ohne sichtbares Lumen.
Abbildung 7 demonstriert eine niedrige MV D des selben Patienten nach der Therapie, zum
Zeitpunkt des Erreichens einer Remission nach konventionell-dosierter Chemotherapie.
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Abbildung 8 und Abbildung 9 stellen korrespondierend eine hohe MVD vor der Therapie
und eine niedrige MV D nach der Therapie eines Patienten dar, der eine komplette Remission

nach der Hochdosischemotherapie erreichte.



Abbildung 10 und Abbildung 11 demonstrieren die MV D vor bzw. nach der Therapie bei
einem Patienten, der keine Remission nach der Chemotherapie erreichte.
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Die mediane MVD vor dem Beginn der Chemotherapie betrug 53,1 Gefal3e/mn? (Spannweite
15,5-174,7 Gefale/mm?). Die MVD der Patienten, die nach der Therapie eine Remission
erreichten und die MVD der Nicht-Ansprecher war bel der priméren Messung vor der
Therapie nicht unterschiedlich (P=0,56). Im Gegensatz dazu unterschied sich die MVD nach
der Therapie signifikant zwischen den beiden Gruppen: die mediane MVD betrug bei den
Ansprechern 25,1 Gefal3e/mn? und bei Nicht-Ansprechern 84,0 GeféalRe/mm? (P=0,001). Die
MV D-Werte sowohl vor als auch nach der Therapie wurden in der Abbildung 12 dargestelit.
Obwohl die MVD bel Nicht-Ansprechern unveréndert blieb, kam es bel Patienten mit
Remission zu einer signifikanten Reduktion (P=0,001; Tabelle 10). Die mediane Reduktion
der MVD betrug 58% bei den Therapie-Ansprechern. Die Abnahme der MV D zum Zeitpunkt
der Remission war im Vergleich zu den Werten vor der Therapie sowohl in der Gruppe der
konventionell behandelten Patienten (P=0,007) as auch bei Patienten, die eine
Hochdosischemotherapie mit Stammzelltransplantation erhielten (P=0,043), signifikant.

Die Assoziation des Chemotherapie-induzierten Abfalls der MVD im Knochenmark mit dem
progressionsfreien Uberleben ist in der Abbildung 13 dargestellt. Das mediane
progressionsfreie Uberleben betrug bei den Patienten, die nach Chemotherapie eine Reduktion
der Angiogenese zeigten, 23,3 Monate im Vergleich zu 7,1 Monaten bei Patienten ohne
Reduktion der Angiogenese (P=0,006) (Sezer et a. 2000)).

Im Weiteren verglichen wir die MVD der Myelom-Patienten im Stadium I11 mit der von
Patienten im Stadium | (n=15, medianes Alter 65). Vor der Chemotherapie war die MVD der
Patienten im Stadium 111 signifikant héher as die MVD der Patienten im Stadium | (Median
MVD 53,1 versus 23,7; P=0,026). Nach der Therapie zeigte sich kein statistischer
Unterschied mehr zwischen den Stadium I11 Patienten, die eine Remission erreichten (Median
25,1; Mittelwert 23,9) und den unbehandelten Stadium | Patienten (Median 23,7; Mittelwert
36,9) (Sezer et al. 2001b).
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Tabelle9.

Klinische Daten der Patienten mit multiplem Myelom im Stadium I11 und der Anteil der
Patienten mit einem Abfall der MV D im Knochenmark nach Chemotherapie. Patienten, die
eine komplette oder partielle Remission erreichten, wurden als Ansprecher bezeichnet.

Ansprecher Nicht-
Ansprecher

Anzahl 15 6
Alter (Median) 60 60
Anzahl der Patienten mit einem Abfall der MV D nach der 14/15 1/6
Chemotherapie
Anzahl der Patienten mit einem Abfall der MV D nach der 9/10 1/5
konventionell-dosierten Chemotherapie
Anzahl der Patienten mit einem Abfall der MV D nach der 5/5 0/1

Hochdosischemotherapie und autologen peripheren

Stammzelltransplantation

Tabelle 10.

MV D und Plasmazdllinfiltration im Knochenmark vor und nach der Chemotherapie bel
Ansprechern und Nicht-Ansprechern.

Ansprecher Nicht-Ansprecher
vor nach vor nach
Chemotherapie Chemotherapie
Mediane MVD im 59,5 25,1 P=0,001 40,9 84,0 P=0,249
Knochenmark (Kapillaren/mimg)
Mediane Plasmazellinfiltration 25 15 P=0,068 30 35 P=0,854

im Knochenmark (%)
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Abbildung 12.

MVD vor (MVD 1) und nach (MVD 2) Chemotherapie bei den individuellen Patienten.

(A) Patienten, die eine Remission nach Chemotherapie erreichten, (B) Patienten, die auf die
Therapie nicht ansprachen.
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Abbildung 13.

Kaplan-Meier Kurven des progressionsfreien Uberlebens (PFS) in zwei Gruppen von
Patienten: Patienten mit einer Reduktion der MV D nach Chemotherapie (durchgezogene
Linie) haben ein signifikant 1angeres PFS (P=0,006) als Patienten, die keine Reduktion der
MV D nach Therapie erreichten (gepunktete Linie).
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4.4, Korrelation zwischen der Angiogenese und der Plasmazellinfiltration sowie dem

Serum B2-Mikroglobulin bei Patienten mit multiplem Myelom

Das Ziel der hier préasentierten Untersuchung war, die Korrelation zwischen der Angiogenese
und der Plasmazellinfiltration im Knochenmark sowie der B2-MG-Konzentration im Serum
bei unvorbehandelten und behandelten Patienten mit multiplem Myelom zu analysieren.
Untersucht wurden 91 in Paraffin eingebettete Knochenmarkbiopsien von 69 erwachsenen
Patienten mit multiplem Myelom (22 Frauen und 47 Manner). Die Patienten wurden in zwei
Gruppen unterteilt: Der ersten Gruppe gehorten solche Patienten an, bel denen die
Knochenmarkbiopsien direkt vor dem Beginn einer Chemotherapie vorlagen. Diese Gruppe
bestand aus 56 Patienten mit neu diagnostiziertem multiplen Myelom und 11 Patienten mit
rezidivierter Erkrankung vor einer erneuten Behandlung. Die zweite Gruppe bildeten 24
Patienten, bei denen die Biopsie nach dem Ende der Chemotherapie durchgefiihrt wurde. Das
Zetintervall zwischen dem letzten Tag der Chemotherapie und der zweiten
Knochenmarkbiopsie betrug im Median 47 Tage. Die Behandlung bestand bel 17 Patienten
aus ener konventionell-dosierten Chemotherapie und bei 7 Patienten wurde eine
Hochdosischemotherapie mit autologer peripherer Stammzelltransplantation durchgefhrt.
Unter den untersuchten 24 Patienten erreichten 18 eine komplette oder partielle Remission

nach der Chemotherapie.

Von den 91 Knochenmarkbiopsien wurden 23 Biopsien von 23 Patienten im Stadium | und 68
Biopsen von 46 Patienten im Stadium 1l/II1 entnommen. Die mediane MVD im
Knochenmark betrug 22,7 GefalRe/mm? (Spannweite 5,8-111 GefalRe/mn?) bei Patienten im
Stadium | und 41,8 GefalRe/mm? (Spannweite 0-220 GefélRe/mm?) bei Patienten im Stadium
/111 (P<0,01).

Bel 67 Patienten erfolgte die Biopsie vor der Behandlung (Gruppe 1) und bei 24 Patienten
nach Chemotherapie (Gruppe 2). Wie in der Tabelle 11 und in der Abbildung 14 dargestellt,
bestand innerhalb der Gruppe 1 eine Korrelation zwischen der MVD im Knochenmark
(Median 39,6 GefalRe/mni) und der Plasmazellinfiltration (Median 25%, r=0,521, P<0,001),
wahrend nach der Chemotherapie keine Korrelation mehr vorlag (mediane MVD 31,0
Gefalie/mm? und 20% Plasmazellinfiltration, r=0,208, P=0,329).
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Abbildung 14.
Korrelation der MV D und der Plasmazellinfiltration bei 67 Patienten mit multiplem Myelom
vor einer Chemotherapie (r=0,521, P<0,01).
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Dartber hinaus fanden wir eine Korrelation zwischen der MVD und der B2-MG-
Konzentration im Serum bei den 67 Patienten vor einer Chemotherapie (medianes f2-MG 2,5
mg/l; r=0,509; P<0,001). In der Gruppe 2 fand sich wiederum keine signifikante Korrelation
zwischen diesen Parametern (medianes B2-MG 2,55 mg/l; r= -0,072; P=0,737). Die
Ergebnisse dieser Analysen sind in der Tabelle 11 zusammengefaldt. Die Angiogenese im
Knochenmark korrelierte in keiner der Gruppen mit der Konzentration des Immunoglobulins,

des CRP im Serum oder mit dem Serum-Calciumspiegel.

Tabelle 11.

Klinische Daten, microvessel density (MVD) und Plasmazellinfiltration im Knochenmark bei
Patienten mit multiplem Myelom. Die Gruppe 1 besteht aus Patienten vor einer
Chemotherapie, Gruppe 2 aus Patienten nach der zytostatischen Behandlung.

Gruppe 1 Gruppe 2 Gesamt

Anzahl der Knochenmarkbiopsien 67 24 91
Anzahl der Patienten 67 24 69
Patienten im Stadium | 23 0 23
Plasmazellinfiltration des Knochenmarks (%), 25 20 25
Median (Spannweite) (5-95) (5-80) (5-95)
MV D des Knochenmarks (Kapillaren/mng), 39,6 31,1 33,6
Median (Spannweite) (0-175) (0-220) (0-220)
Serum B2-Mikroglobulin (mg/l), 2,5 2,5 2,5
Median (Spannweite) (0,9-36,7) (0,9-27,6) (0,9-36,7)
Korrelation der MVD und Plasmazellinfiltration 0,52 0,21 0,44
.

P <0,001 0,339 <0,001
Korrelation der MVD und B2-MG im Serum 0,51 - 0,07 0,35
.

P <0,001 0,737 0,001




45.  Angiogenetisch wirksame Zytokine in verschiedenen Stadien des multiplen

Myeloms

Fur die Zytokinmessungen wurden Serumproben von 67 Personen mit MGUS (n=11) oder
multiplem Myelom (n=56) sowie von gesunden Blutspendern als Kontrollpersonen (n=20)
analysiert. Das mediane Alter aler Personen mit Myelom oder MGUS lag bei 61 Jahren (39-
86 Jahre), das mediane Alter der chemotherapierten Patienten betrug 60 Jahre (49-74 Jahre).
Werte fur bFGF, VEGF und HGF waren bei alen untersuchten Personen mef3bar. Die
Spannweite der Werte bei den Kontrollpersonen betrug fur bFGF 1,1-10,3 pg/ml (Median
4,7) und fir VEGF 36-409 pg/ml (Median 140). In den untersuchten Kollektiven lag eine
Korrelation der Serumzytokinspiegel mit dem Alter nicht vor. IL-6 war bei 23 von 67
Individuen mit monoklonaler Gammopathie oder multiplem Myelom nicht detektierbar, wobei
die Werte unter der Nachweisgrenze nicht bevorzugt in der Gruppe MGUS oder Stadium |

auftraten.

Die Ergebnisse der Analyse von 67 Individuen mit MGUS oder multiplem Myelom sind in der
Tabelle 12 dargestellt. Die bFGF Serumkonzentrationen von Patienten mit multiplem Myelom
waren signifikant hoher als bei Kontrollpersonen (P<0,001). Die bFGF Spiegel (vor einer
Chemotherapie) unterschieden sich signifikant zwischen den einzelnen Stadien I, Il und |11
nach Salmon und Durie (Abb. 15). Im Gegensatz zu bFGF konnten fir VEGF, HGF und IL-6
keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Krankheitsstadien
ermittelt werden (Tabelle 12). Serum bFGF- und B2-Mikroglobulin-Spiegel waren in den
Stadien 11/111 gegentiber Stadium | signifikant erhdht (P=0,02 und P<0,001). Fir die VEGF-,
HGF- und IL-6-Spiegel zeigten sich keine signifikante Unterschiede zwischen Stadium | und
Stadium 11/111 (Tabelle 13).
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Abbildung 15.

Serumspiegel von bFGF bei Kontrollpersonen, Individuen mit MGUS und Patienten mit
multiplem Myelom in Stadium I, 11 und 111 (vor Chemotherapie).
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Tabelle 12.

Medianwerte von bFGF, VEGF, HGF und IL-6 bei MGUS und Myelompatienten vor

Chemotherapie.

MGUS Stadium | Stadium 11 Stadium 111 Kruskal-

Wallis Test
n=11 n=14 n=7 n=35

bFGF (pg/ml) 6,2 6,3 13,4 21,7 P=0,02
VEGF (pg/ml) 167 239 189 212 P=0,80
HGF (pg/ml) 1281 1345 1900 1498 P=0,23
IL-6 (pg/ml) 31 3,2 7,3 6,2 P=0,25
Tabdlle 13.

Medianwerte von bFGF, VEGF, HGF und IL-6 im Serum von Patienten mit multiplem
Myelom im Stadium | (n=14) versus Stadium I1/111 (n=42).

Stadium | Stadium [1/111 Mann-Whitney U Test
bFGF (pg/ml) 6,3 16,5 P=0,02
VEGF (pg/ml) 239 206 P=0,82
HGF (pg/ml) 1345 1568 p=0,21
IL-6 (pg/ml) 32 6,3 P=0,22
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4.6. Veranderungen der Zytokinspiegel unter Therapie des multiplen Myeloms

Um den Einflul der Chemotherapie auf die Spiegel von bFGF, VEGF und HGF zu
untersuchen, wurden bel 32 Patienten in den Stadien I1/111 die Werte vor Beginn und nach
Abschlu? der Chemotherapie miteinander verglichen. 25 Patienten erhielten eine
konventionell-dosierte Chemotherapie und 7 Patienten eine Hochdosischemotherapie mit
anschliefRender autologer peripherer Stammzelltransplantation. Diese Ergebnisse wurden in
der Tabelle 14 dargestellt. Entsprechend den Kriterien von Chronic Leukemia and Myeloma
Task Force erreichten 21 Patienten eine Remission nach Chemotherapie, wahrend 11
Patienten kein Ansprechen auf die Therapie zeigten. Die B2-Mikroglobulin-Werte zeigten
einen signifikanten Abfall bei den Patienten, die eine Remission erreichten, nicht jedoch bel
den Patienten, die nicht auf die Therapie ansprachen. Innerhalb der Ansprecher zeigte sich ein
sgnifikanter Abfal der bFGF-, VEGF- und HGF-Spiegel im Vergleich zu den
Konzentrationen vor Beginn der Chemotherapie (Abb. 16). Die Medianwerte fur bFGF waren
23,9 pg/ml vor der Behandlung versus 6,5 pg/ml nach dem Erreichen einer Remission
(P<0,001), dieser Wert lag bereits nahe dem Medianwert fir das Normalkollektiv. Im
Gegensatz dazu zeigte sich bel Patienten, die keine Remission erreichten, auch keine
signifikante Verénderung der bFGF-, VEGF- und HGF- Serumspiegel (Tabelle 14) (Sezer et
al. 20014).
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Tabelle 14.
Medianwerte vor und nach Chemotherapie von bFGF, VEGF, HGF und IL-6 im Serum von
Patienten nach Ansprechen (n=21) und Nicht-Ansprechen (n=11) auf die Chemotherapie.

Ansprechen Nicht-Ansprechen Wilcoxon Test
vor nach vor nach Ansprechen Nicht-
Therapie Therapie Therapie Therapie Ansprechen
bFGF
(pg/ml) 239 6,5 13,3 18,1 P<0,001 P=0,65
VEGF
(pg/ml) 223 105 271 251 P=0,02 P=0,93
HGF
(pg/ml) 1429 1077 1554 2011 P=0,02 P=0,68
IL-6
(pg/ml) 6,9 39 4,7 6,9 P=0,79 P=0,59
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Abbildung 16.

Serumspiegel von bFGF, VEGF, HGF und IL-6 vor und nach Chemotherapie bei
Myelompatienten, die eine Remission erreichten. Fur bFGF, VEGF und HGF sind die Werte
auf der Ordinate in 1x pg/ml, bzw. 10x pg/ml und 100x pg/ml aufgetragen.



4.7. Korrelationen angiogenetisch wirksamer Zytokine beim multiplen Myelom

Korrelationen zwischen bFGF, VEGF, HGF, IL-6 und B2-Mikroglobulin bei unbehandelten
Individuen mit MGUS und Myelom sind in der Tabelle 15 gezeigt. Es zeigt sich eine
signifikante Korrelation zwischen bFGF, VEGF und HGF im Spearman-Rank Test. Beide
angiogenetischen Zytokine, bFGF und HGF, korrelieren signifikant mit 32-Mikroglobulin.

Tabelle 15.
Korrelationen im Spearman-Rank Test zwischen angiogenetischen Zytokinen, I1L-6 und 2-
Mikroglobulin bel Patienten mit MGUS oder multiplem Myelom vor einer Chemotherapie

(n=67).

bFGF VEGF HGF IL-6 B2-MG
r p r p r p r p r p
bFGF - 0,33 0,01 0,25 <0,05 019 0,14 0,26 0,04
VEGF 0,33 0,01 - 0,26 0,04 0,08 0,6 -0,34 0,78
HGF 0,25 <0,05 0,26 0,04 - 015 0,55 0,49 <0,01
IL-6 019 0,14 0,08 06 015 0,55 - 042 0,01
B2-MG 0,26 0,04 -0,34 0,78 049 <0,01 042 0,01 -
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4.8. Prognostische Relevanz der zytogenetischen Veranderungen beim multiplen

Myelom

Bel 46 Patienten mit multiplem Myelom wurden zytogenetische Untersuchungen im
Knochenmark durchgefiihrt. Das Kollektiv bestand aus 25 Mannern und 21 Frauen, das
mediane Alter lag bei 63 Jahren (£ 8 Jahren). 12 Patienten befanden sich im Stadium | der
Erkrankung, 2 Patienten im Stadium |1 und 32 Patienten im Stadium 111. 26 der 46 Patienten

waren zum Zeitpunkt der zytogenetischen Untersuchung unvorbehandelt.

Bel 15 Patienten ergab sich in den zytogenetischen Untersuchungen eine chromosomale
Aberration. In der konventionellen Metaphasenanalyse stellte sich bel 11 Patienten ein
aberranter Karyotyp dar. Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridiserung (FISH) erbrachte das
Ergebnis, dal3 bei 11 Patienten eine Deletion des RB-1-Lokus (13g14) und bei 8 Patienten
eine Deletion des p53-Lokus (17p13.1) vorlag. Zur Beurteilung des Einflusses einer
zytogenetischen Veranderung auf die krankheitsbezogene Uberlebenszeit wurde das
Patientenkollektiv in Patienten mit und ohne zytogenetische Verdnderung dichotomisiert. Es
zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der Uberlebenszeit zwischen den beiden Gruppen:
Die mediane Uberlebenszeit der 15 Patienten mit einer zytogenetischen Aberration lag bei 10
Monaten, wahrend die mediane Uberlebenszeit in dem Kollektiv ohne zytogenetische
Veranderungen noch nicht erreicht wurde (P<0,0001) (Abb. 17).

Desweiteren wurde der Einflu? der 13gl14-Deletion (RB-1-Lokus) sowie der 17pl13.1-
Deletion (p53-Lokus) auf die krankheitsbezogene Uberlebenszeit getrennt untersucht (Abb.
18 und 19). Beide Deletionen waren jewells mit einer signifikanten Verklrzung der
Uberlebenszeit beim multiplen Myelom verbunden. Beim Vorliegen einer Deletion der 13q14-
Region (Abb. 18) hatten die Patienten eine signifikant kiirzere Uberlebenszeit als Patienten
ohne diese Veranderung (P=0,002). Auch die 17p13.1-Deletion des p53-Lokus ging mit einer
signifikant (P=0,008) reduzierten Uberlebenswahrscheinlichkeit einher (Abb. 19).

Patienten mit oder ohne zytogenetische Veranderungen wurden hinsichtlich klinischer und
laborchemischer Parameter sowie ihrer angiogenetischen Aktivitdt im Knochenmark

miteinander verglichen. Signifikante Unterschiede fanden sich in den beiden Patientengruppen
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fur die B2-Mikroglobulinkonzentration im Serum (2 mg/l versus 5,4 mg/l; P<0,001) und in
dem Grad der histologisch ermittelten Plasmazellinfiltration im Knochenmark (30% versus
55%; P<0,001). Ein weiterer angedeuteter Unterschied, der jedoch keine statistische
Signifikanz erreichte, war die MV D im Knochenmark als Mal3 der angiogenetischen Aktivitét:
in der Gruppe der Patienten ohne Aberration lag die mediane MVD bel 29,6 Kapillaren/mn?
und in der Gruppe mit Aberration bei 60,4 Kapillaren/mn? (P=0,15). Beim Vergleich der
zwel Patientengruppen mit und ohne zytogenetische Veranderungen zeigten sich keine
Unterschiede hinsichtlich des Geschlechts, des Alters zum Zeitpunkt der Untersuchung, des
Krankheitstadiums nach Durie & Salmon, der Konzentration des Paraproteins sowie des CRP

im Serum.
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Abbildung 17.

Kaplan-Meier-Kurven der krankheitsbezogenen Uberlebenszeit bei Patienten mit multiplem
Myelom in Abhangigkeit von einer zytogenetischen Aberration. Patienten mit einer
zytogenetischen Aberration (gepunktete Linie) weisen ein signifikant kiirzeres Uberleben als
Patienten ohne eine zytogenetische Veranderung auf (durchgezogene Linie) (P<0,0001).
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Abbildung 18.

Krankheitshezogene Uberlebenswahrscheinlichkeit bei Patienten mit multiplem Myelomin
Abhangigkeit von der 13g14-Deletion (RB-1-Lokus). Patienten mit der 13q14-Deletion
(gepunktete Linie) weisen eine signifikant (P=0,002) geringere Uberlebenswahrscheinlichkeit
gegeniiber Patienten ohne diese Veranderung auf (durchgezogene Linie).
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Abbildung 19.

Krankheitsbezogene Uberlebenswahrscheinlichkeit bei Patienten mit multiplem Myelomin
Abhangigkeit von der 17p13.1-Deletion des p53-Lokus. Patienten mit der 17p13.1-Deletion
(gepunktete Linie) weisen eine signifikant (P=0,008) geringere Uberlebens-wahrscheinlichkeit
gegeniiber Patienten ohne diese Veranderung auf (durchgezogene Linig).
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4.9. K nochenresorption

Das untersuchte Kollektiv bestand aus 44 weiblichen und 28 ménnlichen Individuen mit der
Diagnose MGUS (n=12) oder multiples Myelom (n=60). Das mediane Alter aller Personen
lag bei 62 Jahren (MGUS: 58 Jahre, multiples Myelom Stadium [-111: 63 Jahre), mit einer
Spannweite von 38 bis 86 Jahren. Werte fur ICTP, NTx, und DPD waren be allen
untersuchten Personen mef3bar. Bei 34 von 72 untersuchten Individuen (47%) waren die
|CTP-Serumwerte erhdht, wobei dies haufiger in den fortgeschrittenen Myelomstadien der
Fall war (80% bzw. 55% der Werte in den Stadien 11 und I11). NTx lag bei nur 14 von 54
Messungen (26%) von Personen mit MGUS oder multiplem Myelom Uber der oberen
Normgrenze, ebenfals mit einer Tendenz zu erhdhten Werten in fortgeschrittenen
Myelomstadien. DPD lag bel 41 von 54 Messungen (77%) Uber der Normgrenze, allerdings
waren die erhbhten Werte in alen Gruppen von MGUS und multiplem Myelom in den
Stadien I-111 gleichermal3en vertellt.

Die Ergebnisse der statistischen Vergleiche zwischen den Kollektiven MGUS und multiplem
Myelom sind in der Tabelle 16 dargestellt. Die ICTP-Werte unterschieden sich im Kruskal-
Wallis-Test signifikant (P=0,002) zwischen den Gruppen MGUS, Stadium | und Stadium I1-
[11 und zeigten einen geordneten Anstieg (Abb. 20). ICTP-Werte waren aul3erdem bei
Patienten mit multiplem Myelom signifikant erhoht (P=0,003) gegentiber Individuen mit
MGUS (Abb. 21). Weiterhin zeigte sich ein signifikanter Unterschied (P=0,04) zwischen den
ICTP Werten der Gruppe MGUS und Myelom im Stadium |I. Dennoch ist ICTP fur die
Differenzierung zwischen MGUS und Myelom im Stadium | nur bedingt geeignet. Bei einem
Cut-off-Wert, der der oberen Normgrenze entspricht, ergibt sich eine Sengtivitét von 42%
bei einer Spezifitdt von 83%. Bei einem Cut-off-Wert 10 pg/l wird zwar eine Spezifitdt von
100% erreicht, die Sengitivitét betragt jedoch bei diesem Cut-off-Wert nur 16%.

Im Gegensatz zu ICTP konnten fir NTx, DPD und Osteocalcin keine statistisch signifikanten

Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen MGUS, multiples Myelom im Stadium | und
multiples Myelom im Stadium [1-111 ermittelt werden (Tabelle 16).
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ICTP war in der Analyse nach Kaplan-Meier ein signifikanter prognostischer Faktor fir das
Uberleben von Patienten mit multiplem Myelom (P=0,014). Die Patientengruppe wurde nach
dem Medianwert von ICTP dichotomisiert. Bei ICTP-Werten unter dem Medianwert betrug
die mittlere Uberlebenszeit 30,1 Monate versus 14,3 Monate bei Patienten mit ICTP-Werten
Uber dem Median (Abb. 22). Fir NTx und DPD ergab sich dagegen keine prognostische
Bedeutung fiir die Uberlebenszeit.

Die Korrelationen zwischen ICTP, NTx, DPD, B2-Mikroglobulin, CRP und den Serum-
Zytokinspiegeln von bFGF, HGF, VEGF und IL-6 bei Myelompatienten sind in den Tabellen
17 und 18 dargestellt. Es fand sich ene deutliche Korrelation zwischen den
Knochenstoffwechselparametern ICTP und NTX (P= 0,001) sowie zwischen ICTP und B2-
Mikroglobulin  (P=0,009). Zwischen ICTP und Osteocalcin sowie knochenspezifischer
alkalischer Phosphatase fand sich keine signifikante Korrelation, dieser Befund deutet auf die
Entkopplung der osteoklastischen und osteoblastischen Aktivitét hin. Bemerkenswert ist die
signifikante Korrelation zwischen ICTP und den angiogenetischen Zytokinen bFGF
(P=0,013), VEGF (P=0,047) und HGF (P=0,008) sowie mit IL-6 (P=0,023). DPD zeigte

keine signifikante Korrelation mit anderen evaluierten Knochenstoffwechselparametern.
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Tabelle 16.

Vergleich der Knochenstoffwechselparameter ICTP, NTx, DPD, Osteocalcin (OC),
knochenspezifische Alkalische Phosphatase (Kn-AP) und der Parameter der
Krankheitsaktivitdt CRP und p2-Mikroglobulin bel Patienten mit MGUS und multiplem
Myelom in verschiedenen Stadien.

MGUS Stadium | Stadium 11-111 Kruskal-Wallis-Test
n=12 n=19 n=41 P
ICTP [pg/l] 2,34 4,55 6,50 0,002
NTx [nmol/gKrea] 275 234 439 0,129
DPD [nmol/gKreg] 63,00 62,15 83,05 0,764
OC [ug/l] 9,05 10,40 16,00 0,184
Kn-AP [U/l] 38,00 42,00 39,30 0,822
CRP [mg/dl] 0,29 0,31 0,85 0,008

B2-MG [mg/I] 1,50 1,50 2,80 <0,001
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Abbildung 20.

Boxplots zum Vergleich der ICTP-Werte in den Gruppen MGUS (n=12), multiples Myelom
(MM) Stadium I (n=19) und multiples Myelom Stadium I1-111 (n=41).
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Abbildung 21.

Boxplots zum Vergleich von ICTP, NTx und DPD bel Patienten mit MGUS versus multiplem
Myelom (MM) Stadium I-111.

ICTP wurde in pg/l, NTx in 100 x nmol/g Kreatinin und DPD in 100 x nmol/g Kreatinin
angegeben.
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Abbildung 22.

Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier fiir Patienten mit multiplem Myelom. Die Patienten
wurden nach den ICTP Serumspiegeln vor der Chemotherapie in 2 Gruppen dichotomisiert:
ICTP < Medianwert und ICTP > Medianwert (P=0,014).
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Tabelle 17.

Korrelationskoeffizienten zwischen den Knochenstoffwechselparametern ICTP, NTx, DPD,
Osteocalcin (OC), knochenspezifische akalische Phosphatase (Kn-AP), den Parametern der
Krankheitsaktivitdt CRP und 32-Mikroglobulin und den Angiogenesefaktoren bFGF, VEGF,
HGF und IL-6 bei Patienten mit multiplem Myelom (n=60).

ICTP NTX DPD OC Kn-AP CRP (2-MG bFGF VEGF HGF IL-6

r r r r r r r r r r r
ICTP - 0,461 0,031 0,372 0,137 0,085 0,333 0,319 0,257 0,348 0,300
NTx 0,461 - 0,220 0,711 0437 -0,135 0,255 0,038 0,102 0,339  -0,055
DPD 0,031 0,220 - 0,074 -0,006 -0,023 -0,087 0,084 -0,071 0,223 0,026
ocC 0,372 0,711 0,074 - 0,230 -0,001 0,254 -0,043 0,241 0,213 0,184
Kn-AP 0,137 0,437  -0,006 0,230 - -0,295 -0,276 0,100 0,155 0,083 -0,211
CRP 0,08 -0,135 -0,023 -0,091 -0,295 - 0,446 0,042 -0,050 0,238 0,498
B2-MG 0,333 0,255 -0,087 0254 -0,276 0,446 - 0,226 0,076 0,543 0,396
bFGF 0,319 0,038 0,084 -0,043 0,100 0,042 0,226 - 0,381 0,298 0,202
VEGF 0,257 0,102 -0,071 0,241 0,155 -0,050 0,076 0,381 - 0,458 0,044
HGF 0,348 0,339 0,223 0,213 0,083 0,238 0,543 0,298 0,458 - 0,184
IL-6 0,300 -0,005 0,026 0,184 -0,211 0,498 0,396 0,202 0,044 0,184 -
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Tabelle 18.

Signifikanzniveau der Korrelationen im Spearman-Rank-Test zwischen den Knochenstoff-
wechselparametern ICTP, NTx, DPD, Osteocalcin (OC), knochenspezifische alkalische
Phosphatase (Kn-AP), den Parametern der Krankheitsaktivitét CRP und B2-Mikroglobulin
und den Angiogenesefaktoren bFGF, VEGF, HGF und IL-6 bel Patienten mit multiplem
Myelom (n=60).

ICTP  NTx DPD OC KnAP CRP (2-MG bFGF VEGF HGF IL-6

P P P P P P P P P P P
ICTP - 0001 0833 0107 0382 0520 0009 0013 0047 0008 0023
NTx 0,001 - 0133 0004 0007 0355 0077 079 0488 0018 0712
DPD 0833 0133 - 0809 0974 0875 0558 0571 0632 0131 0863
ocC 0107 0004 0,809 - 0357 0703 0281 0858 0306 0381 0450
Kn-AP 0382 0007 0974 0357 - 0055 0073 0525 0321 0607 0,186
CRP 0520 0355 0875 0703 0,055 - <0001 0749 0702 0075 <0,001
B2-MG 0009 0077 0558 0281 0073 <0001 - 0083 0566 <0001 0,002
bFGF 0013 079 0571 0858 0525 0749 0083 - 0003 0024 0,132
VEGF 0047 048 0632 0306 0321 0702 0566 0,003 - <0001 0746
HGF 0008 0018 0131 038 0607 0075 <0001 0024 <0001 - 0,172
IL-6 0023 0712 0863 0450 0,86 <0001 0002 0132 0746 0172 -
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4.10. DurchfluRzytometrische Untersuchungen zur Differenzierung des multiplen

Myeloms und der monoklonalen Gammopathie unbestimmter Signifikanz

In dieser Teilstudie wurde die Frage untersucht, ob durchfluf3zytometrische Charakteristika
von Plasmazellen fir die Differenzierung zwischen MGUS und multiplem Myelom
herangezogen werden konnen. Knochenmarkaspirate von 9 gesunden Knochenmark-
spendern, 18 Patienten mit MGUS und 49 Myelompatienten wurden analysiert. Stark CD38
exprimierende und CD138 (B-B4) koexprimierende Plasmazellen konnten in alen Féllen
charakterisiert werden. Um normale Plasmazellen von atypischen Plasmazellen zu
unterscheiden, wurde die Koexpression der Oberflachenantigene CD19 und CD56 analysiert.

Plasmazellen normaler Personen waren CD19+/CD56-.

Anteil der phanotypisch normalen Plasmazellen an allen Plasmazellen im
Knochenmark

Bel Myelompatienten waren die Plasmazellen in 36/49 Féllen (73%) CD19-/CD56+ und in
13/49 Fdlen (27%) CD19-/CD56-. Die Untersuchungen der intrazelluldren Leichtketten-
restriktion zeigten, dal3 die CD19-/CD56+ und CD19-/CD56- Plasmazellen monoklonal
waren. In 92% der Féle eines multiplen Myeloms war der Anteil der normalen Plasmazellen
zu alen Plasmazellen im Knochenmark < 5%. In 64% der Myelompatienten fanden sich keine
phanotypisch normalen Plasmazellen. Im Gegensatz dazu lagen bel alen der 18 MGUS-
Patienten zwel verschiedene Subpopulationen von Plasmazellen vor. Die erste Subpopulation
zeigte einen normalen Phanotyp (CD19+/CD56-) und betrug zwischen 20-95% (Median
60%) dler Plasmazellen im Knochenmark. Die Anayse der intrazelluléren
Leichtkettenrestriktion zeigte, dal3 diese Zellen polyklonal waren. Eine zweite Subpopulation
war phanotypisch abnorm: CD19-/CD56+ in 12/18 Falen (67%) und CD19-/CD56- in
6/18 (33%) der MGUS Patienten. Alle Individuen mit MGUS und keine Patienten mit
multiplem Myelom wiesen einen Antell von > 20% phanotypisch normalen Plasmazellen von
alen Plasmazellen im Knochenmark auf (Abb. 23). Der Antell der phanotypisch normalen
Plasmazellen an adlen Plasmazellen im Knochenmark war hochsignifikant fur die
Differentialdiagnose zwischen multiplem Myelom und MGUS (P<0,0005) und zwar

unabhangig vom Grad der Knochenmarkinfiltration durch Plasmazellen. In der untersuchten
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Gesamtpopulation korrelierte das Verhdtnis von normalen zu alen Plasmazellen im

Knochenmark signifikant mit Hamoglobin (P<0,0005), und invers mit der absoluten Anzahl

zirkulierender atypischer Plasmazellen im peripheren Blut (P<0,0005) und dem [2-

Mikroglobulin im Serum (P<0,0005).
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Abbildung 23.
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MM

Anteil phanotypisch normaler Plasmazellen an allen Plasmazellen im Knochenmark bei MGUS

und multiplem Myelom.
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Zirkulierende Plasmazellen im peripheren Blut

Abnorme Plasmazellen (CD38++/CD45 dim oder -) konnten im peripheren Blut in 33% aller
Individuen mit MGUS und 71% der Myelompatienten gefunden werden. Die maximale
Anzahl der phanotypisch abnormen Plasmazellen im peripheren Blut betrug in der MGUS-
Gruppe 2/ul (Median O/ul, Mittelwert 0,4/ul) und in der Myelom-Gruppe 211/ul (Median
2/ul, Mittelwert 16/ul). Keine Person mit MGUS wies > 3/ul abnorme Plasmazellen im
peripheren Blut auf, jedoch 38% der Patienten mit multiplem Myelom (20% im Stadium | und
41% im Stadium I11). Die Anzahl zirkulierender atypischer Plasmazellen war signifikant fur
die Differentialdiagnose zwischen multiplem Myelom und MGUS (P=0,001). In der
Gesamtpopulation korrelierte die Anzahl der zirkulierenden abnormen Plasmazellen mit der
Knochenmarkinfiltration (P<0,0005), dem B2-Mikroglobulin (P=0,023) sowie invers mit
Hamoglobin (P=0,004).

10

CD 38++/CD45- or dim cells (/pl)

MGUS MM

Abbildung 24.
Absolute Anzahl zirkulierender atypischer Plasmazellen (CD38++/CD45-) im peripheren Blut
bei MGUS und multiplem Myelom.
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Aneuploidie und S-Phasen Analyse

Zur Anadyse der Ploidie wurde der DNA-Index as Verhdtnis von Go/G;-Gipfel der
Plasmazellen (CD38++/CD138+) und der Ubrigen (CD38-/dim oder CD138-) Zellen, die
diploid sind, berechnet. Aneuploidie (DNA-Index <1 oder >1) wurde in 12% der MGUS-
Fale und in 46% der Patienten mit multiplem Myelom festgestellt. Der Prozentsatz der
Knochenmarkplasmazellen in der S-Phase betrug in der MGUS-Gruppe zwischen 0,7% - 3%
(Median 1,6%). Im Gegensatz dazu wiesen 38% der Myelompatienten einen S-Phasenantell
der Knochenmarkplasmazellen tber 3% (0,3-10%, Median 2,4%) auf. Die S-Phasen-Fraktion
der Knochenmarkplasmazellen unterschied sich signifikant bei multiplem Myelom und MGUS
(P=0,035). Der Anteil an Knochenmarkplasmazellen in der S-Phase korrelierte mit dem Grad
der Knochenmarkinfiltration (P=0,001), dem B2-Mikroglobulin (P=0,001) und invers mit
Hamoglobin (P=0,018).
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Abbildung 25.
DNA Index der Knochenmarkplasmazellen bei MGUS und multiplem Myelom.
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Abbildung 26.
Prozentsatz der Knochenmarkplasmazellen in der S-Phase bei MGUS und multiplem Myelom.

Differenzierung zwischen multiplem Myelom und M GUS

Unter den durchfluf3zytometrischen Parametern waren der Anteil der phanotypisch normalen
Plasmazellen an alen Plasmazellen im Knochenmark, der DNA-Gehalt und der Prozentsatz
der Knochenmarkplasmazellen in der S-Phase sowie die absolute Anzahl zirkulierender
atypischer Plasmazellen im peripheren Blut in den beiden Gruppen multiples Myelom und
MGUS dgnifikant unterschiedlich. Unter diesen Parametern kam dem Verhdltnis
phanotypisch normaler Plasmazellen gegenlber allen Plasmazellen im Knochenmark eine
besondere Bedeutung zu, da mit diesem Parameter die Gruppen MGUS und multiples

Myelom mit einer Sengitivitdt und Spezifitét von jeweils 100% differenziert werden konnten.
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Patienten, bei denen die Differenzierung zwischen einem multiplem Myelom und MGUS mit
den herkémmlichen Kriterien nach Durie und Salmon besonders schwierig ist, wurden naher
untersucht. Diese Patienten weisen eine Plasmazellinfiltration des Knochenmarks von < 30%
und einen Paraproteingradienten von < 3,5g/dl 1gG bzw. < 2g/dl IgA auf und haben keine
Osteolysen im Rontgen des Skelettsystems. In dieser ,, Grenzgruppe” aus 29 Patienten wurden
in der vorliegenden Arbeit 2 Gruppen definiert: Gruppe 1 (n=12): Patienten, bei denen der
MRT-Befund fir ein multiples Myelom sprach oder Patienten, die innerhalb von 18 Monaten
durch Progression die diagnostischen Kriterien eines multiplen Myeloms erfillten, Gruppe 2
(n=17): Patienten, die die Merkmale der Gruppe 1 nicht aufwiesen.

Die Gruppen 1 und 2 zeigten einen signifikanten Unterschied in dem Anteil der
immunphanotypisch normalen Plasmazellen an alen Plasmazellen im  Knochenmark
(P<0,0005). Zwischen den Gruppen 1 und 2 bestand kein signifikanter Unterschied in 2-
Mikroglobulin, CRP sowie der Anzahl zirkulierender Plasmazellen im peripheren Blut. Bei
einem Grenzwert von > 20% phéanotypisch normaler Plasmazellen von alen Plasmazellen im
Knochenmark konnten die Gruppen 1 und 2 mit einer Sensitivitdt und Spezifitét von jewells

100% differenziert werden.
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5. Diskussion

5.1. Infektiose Komplikationen der Hochdosistherapie mit autologer peripherer

Stammzelltransplantation

Die in dieser Arbeit aufgefiihrten Daten analysieren erstmals in einer Multivarianzanalyse die
determinierenden Faktoren der dokumentierten Infektionen nach einer Hochdosistherapie mit
autologer peripherer  Stammzelltransplantation in einem grof3en Patientenkollektiv. Die
bisher von anderen Autoren publizierten Daten bezogen sich auf wesentlich kleinere
Patientenkollektive und beinhalteten meist univariate Analysen einiger weniger
Einflu3faktoren (Kolbe et al. 1997, Salazar et al. 1999). Einige Studien, die die infektidsen
Probleme nach einer autologen Knochenmarktransplantation analysieren, wurden publiziert
(Mossad et a. 1996). Die autologe Knochenmarktransplantation wurde jedoch durch die
autologe periphere Stammzelltransplantation weitgehend verdrangt, da bel der letzteren die
héamatopoetische Rekonstitution sowohl bei hdmatologischen Neoplasien als auch bei soliden
Tumoren schneller verlauft (Beyer et al. 1995, Schmitz et al. 1996). Nach den Daten der
European Blood and Marrow Transplantation Registry wurden im Jahre 1997 90% der
autologen  Stammzelltransplantationen  as  periphere  Blutstammzell-transplantation
durchgefuihrt (Gratwohl et a. 1999). Dieser hohe Prozentsatz &3t eine separate Analyse der
infektiosen Probleme bei der HDCT mit autologer peripherer Blutstammzelltransplantation

angemessen erscheinen.

In die vorliegende Analyse wurden 600 HDCT-Zyklen eingeschlossen. Bei der univariaten
Analyse zeigte sich, dal3 Alter, Krankheitskategorie, Selektion der CD34+ Zellen des
Transplantats und das Geschlecht signifikant mit der Rate dokumentierter Infektionen
assoziiert waren. Diese Daten stehen im Einklang mit zwei Publikationen unserer
Arbeitsgruppe, in denen erstmals der Einflul3 der Grundkrankheit auf die Rate der
dokumentierten Infektionen gezeigt werden konnte (Sezer et al. 2000a, Sezer et a. 2000b).
Der Angtieg der Infektionshaufigkeit mit zunehmendem Alter stellt einen wesentlichen Punkt
dar, der die HDCT bei Patienten in hoherem Alter tber 60 Jahren beeinflu3t. Die Zunahme
der Infektionen nach Selektion der CD34+ Zellen wurde in univariaten Analysen auch von
anderen Gruppen berichtet (Miyamoto et al. 1998, Holmberg et al. 1999).

75



In der multivariaten Analyse zeigten sich erstmals folgende Parameter als unabhangige
EinflugréRen auf die Rate der dokumentierten Infektionen: Alter des Patienten, Art der
Grundkrankheit sowie Zahl der Stammzellen bezogen auf das Korpergewicht. Mit steigender
Stammzellzahl/kg verkirzte sich die Dauer der Neutropenie. Ein Optimum fanden wir bei
einer Stammzellzahl Uber 5 x 10° CD34+ Zellenvkg (Sezer et al. 2000k). Andere Gruppen
waren bisher nicht in der Lage, in der Multivarianzanalyse die Risikofaktoren fur Infektionen
nach der HDCT mit autologer PBSCT zu identifizieren (Seropian et a. 1999, Ketterer et al.
1999). Ketterer et al. fanden keine signifikanten pradiktiven Faktoren fur Infektionen
innerhalb von 30 Tagen nach Transplantation bei Patienten mit lymphoproliferativen
Neoplasen (Ketterer et a. 1999). Dies kann an den geringeren Patientenzahlen liegen
(Seropian et a. 1999, Ketterer et al. 1999), die in die jeweiligen Untersuchungen eingebracht

wurden.

Zusétzlich zu den oben beschriebenen Variablen wurde in einer getrennten Analyse der
Einflul der Mukositis auf die Rate der dokumentierten Infektionen und auf die HDCT-
assoziierte Mortalitdt untersucht. Die HDCT kann schwere Einschréankungen der
Mukosafunktion und -regeneration im gesamten Gastrointestinaltrakt hervorrufen. Bei der
HDCT stellt sich die Mukositis aus der Sicht des Patienten als eines der wichtigsten Probleme
dar, das zu einer Beeintrachtigung der Lebensqualitdt fuhrt (Sezer et a. 2000¢). Darliber
hinaus fuhrt Mukositis zu einer Beeintréachtigung der Barrierefunktion der Schleimhaute
gegen stets prasente pathogene Mikroorganismen der Gastrointestinalflora. Die Analyse der
Daten zeigte bel einem grof3en Kollektiv von Patienten, die mit HDCT und autologer PBSCT
behandelt wurden, dal3 die Dauer der schweren Mukositis sowohl mit dokumentierten
Infektionen als auch mit der therapieassoziierten Mortalitét signifikant korreliert ist (Sezer et
al. 2000e). In einer kirzlich erschienenen Publikation mit 126 HDCT-Zyklen mit autologer
PBSCT konnte zwar die Bedeutung der Mukositis fur Infektionen gezeigt werden, jedoch
konnte eine multivariate Analyse der Determinanten der Mukositis nicht durchgefuhrt
werden, da viele Patienten- und Therapiecharakteristika in diesem Patientenkollektiv stark
miteinander korrelierten (Rapoport et a. 1999). In dieser Studie konnte — mdglicherweise
aufgrund der limitierten Fallzahl — kein signifikanter Zusammenhang zwischen der
therapieassoziierten Mortalitdt und der Mukositis nachgewiesen werden. In unserer Studie

konnte anhand einer grof3en Zahl von HDCT-Zyklen und autologer Stammzellempfanger
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erstmals gezeigt werden, da3 die Dauer der schweren Mukositis signifikant mit der
therapieassoziierten Mortalitdt und mit dem Auftreten dokumentierter Infektionen assoziiert
ist. Da die schwere Mukositis einen der Hauptgrinde fur die Mortaité und Morbiditéat
darstellt, waren Strategien zur Reduktion der transplantationsbedingten Mukosatoxizitét

notwendig.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Wert der antimikrobiellen Prophylaxe ebenfalls
analysiert. Fur keines der Ublicherweise eingesetzten Medikamente zur antimikrobiellen
Prophylaxe zeigte sich eine Reduktion der Infektionsrate. Dieser Befund ist deswegen
bedeutsam, da viele Zentren routinemal3ig eine antivirale oder antifungale Prophylaxe nach
der autologen Stammzelltransplantation verwenden (Kolbe et al. 1997, Salazar et a. 1999),
ohne dal3 Daten fur den Nutzen einer solchen Prophylaxe vorliegen. Die Rate der viraen
Infektionen, invasiven Pilzinfektionen und Pneumonien waren in unserer Serie gering. Diese
Befunde zeigen im Einklang mit anderen Publikationen, dal3 das Spektrum der Infektionen
nach der HDCT mit autologer Stammzelltransplantation von den Infektionen nach allogener
Transplantation abweicht (Bilgrami et al. 1999).

Bakteriamien stellten die haufigste Form der dokumentierten Infektionen nach HDCT mit
autologer PBSCT in unserer Analyse dar. Grampositive Bakteriamien machten 82% der
mikrobiologisch dokumentierten Infektionen aus. Dieser Befund ist vergleichbar mit den
bisher publizierten Daten zu Infektionen nach HDCT mit autologer PBSCT (Offidani et al.
1999, Ketterer et a. 1999). Die haufig als Konsequenz der intensiven Chemotherapie
auftretende Mukositis wurde als eine wichtige Eintrittspforte fir Streptokokkeninfektionen
beschrieben (Ruescher et a. 1998). Dartiber hinaus gibt es Hinweise, dal3 die bel
immunkompromittierten Patienten aus den Blutkulturen isolierten Koagulase-negativen
Staphylokokken haufig aus dem Gastrointestinaltrakt stammen (Herwaldt et al. 1992). Es
wurde gezeigt, dal3 durch eine antimikrobielle Prophylaxe (zusdtzlich zu einem
Gyrasehemmer) mit Rifampicin, einem Medikament mit hoher Wirksamkeit gegen gram-
positive Bakterien, die Rate der Infektionen nach der HDCT gesenkt werden kann (Gilbert et
al. 1994). Solche prophylaktischen Regime wirden jedoch nach HDCT mit autologer PBSCT
nur bei Patientenkollektiven mit einer hohen Infektionswahrscheinlichkeit (hdmatologische

Neoplasien oder erhdhtes Alter oder geringe Stammzellzahl) von potentiellem Nutzen sein

77



und beduirfen in einem solchen Kollektiv einer prospektiv randomisierten Uberpriifung.

5.2.  Angiogenese bei malignen Neoplasien

Untersuchungen der letzten Jahre haben gezeigt, dal? die Angiogenese einen wichtigen Faktor
fur die Progression, Invasion und Metastasierung von soliden Tumoren darstellt (Folkman
1995, Folkman 1996). Die Relevanz der Angiogenese wurde bei soliden Tumoren bereits gut
untersucht. Sie stellt bel einer Vielzahl von soliden Tumoren einen wichtigen Prognosefaktor
dar. Bel Neoplasen der Mamma, der Harnblase, beim kolorektalen Karzinom und beim
malignen Melanom wurde gezeigt, dald die erhdhte Angiogenese mit der Metastasierung,
kiirzerem progressionsfreien Uberleben und kiirzerer Uberlebenszeit korreliert (Weidner et al.
1991, Folkman und Shing 1992, Graham et al. 1994, Acenero et a. 1998, Chaudhary et al.
1999, Gallego et al. 2000). Als ein Schlusselprozeld beim malignen Wachstum, kann die
Initiierung des sogenannten ,angiogenic switch® as Folge enes neu entstanden
Ungleichgewichts zwischen stimulierenden und inhibierenden angiogenetischen Faktoren
betrachtet werden (Hanahan et al. 1996). V erschiedene angiogenetische Zytokine wie VEGF,
bFGF und HGF sind bereits hinreichend as Zytokine mit angiogenetischer Wirkung
charakterisiert worden (Folkman und Klagsburn 1987, Schweigerer et al. 1987, Bussolino et
al. 1992).

Es gibt zunehmende Hinweise dafir, da3 die Angiogenese im Knochenmark bei
héamatologischen Neoplasien einen relevanten pathogenetischen Mechanismus darstellt
(Perez-Atayde et al. 1997, Foss et a. 1997, Vacca et a. 1999a). Eine gesteigerte
Angiogenese wurde bei Patienten mit akuten und chronischen Leukdmien und
myelodysplastischen Syndromen kiirzlich publiziert (Aguayo et al. 2000a). Als Mal3 der
Angiogenese wird die Mikrogefaidichte (microvessal density, MVD) im Tumorpréparat nach
immunhistochemischer Darstellung der Endothelien herangezogen. Aktuelle Ergebnisse
zeigen, dal3 der Angiogenese und der Expression von angiogenetischen Zytokinen nicht nur
bei soliden Tumoren, sondern auch bel malignen hamatologischen Erkrankungen eine

wesentliche Bedeutung zukommen kann.
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Die ersten Publikationen Uber angiogenetisch wirksame Faktoren bel hamatologischen
Erkrankungen erfolgten bei Non-Hodgkin-Lymphomen (NHL). In Lymphombiopsaten zeigte
sich eine VEGF-Expression (Foss et a. 1997). Die prognostische Bedeutung der Zytokine
bFGF und VEGF bei NHL wurde in zwei Publikationen gezeigt (Bertolini et a. 1999, Salven
et a. 1997b). So berichteten Salven et a., dal3 eine erhdhte VEGF-Konzentration im Serum
bei Patienten mit NHL mit einem schlechten Therapieansprechen assoziiert ist (Salven et al.
1997b). Eine Serumkonzentration des VEGF oberhalb des Medians war mit einer reduzierten
korperlichen Leistung, einem ungunstigen prognostischen Index, erhohten Serum-LDH-
Werten und dem histologischen Bild eines grof3zelligen NHL assoziiert. Bertolini et al.
untersuchten bel 36 NHL-Patienten die Bedeutung von Angiogenesefaktoren (Bertolini et al.
1999). Sie konnten zeigen, dal3 bel Patienten mit VEGF- und bFGF- Konzentrationen
unterhalb des Medians das ereignisfreie Uberleben (EFS) signifikant |anger war. Ribatti et al.
fanden eine erhdhte MV D in Lymphknoten von 88 Patienten mit B-NHL (Ribatti et a. 1996).
Bel NHL-Patienten zeigte sich eine signifikant erhdhte Angiogenese im Vergleich zu
Patienten mit benignen Lymphadenopathien. Das Ausmal3 der MVD und die Makrophagen-
Dichte im Knochenmark stieg parallel zu der Progression der Erkrankung an (Vacca et al.
1999h).

Kini et a. gelang der Nachweis einer vermehrten MVD in Knochenmarkbiopsien von
Patienten mit chronisch lymphatischer Leukdmie vom B-Zelltyp (B-CLL) im Vergleich zu
Kontrollpersonen (Kini et a. 2000). Dariiber hinaus korrelierte die MVD positiv mit dem
Stadium der Erkrankung. In einer anderen aktuellen Arbeit konnte bel Patienten mit CLL
dlerdings keine erhohte MVD demondgtriert werden (Aguayo et a. 2000a). Von
prognostischem Wert scheint bei der CLL das Zytokin VEGF zu sein. Die intrazellulére
VEGF-Konzentration (Aguayo et al. 2000b) und der VEGF-Spiegel im Serum (Molica et al.
1999) stellten sich als Prognosefaktoren fir die Gesamtiiberlebenszeit heraus. Erhéhte Serum
VEGF-Konzentrationen im frihen Stadium der CLL waren zudem mit dem Risko einer
frihen Progression der Erkrankung assoziiert. Es wurde gezeigt, dald CLL-Zellen auch bFGF
produzieren und die intrazelluldre bFGF-Konzentration einen prédiktiven Faktor fur das

Therapieansprechen darstellen kann (Menzel et al. 1996).

Bel der akuten lymphatischen Leukdmie fand sich bel Kindern eine erhthte MVD und eine
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vermehrte Ausscheidung von bFGF im Urin (Perez-Atayde et al. 1997, Nguyen et al. 1994).
Bereits vor einigen Jahren wurde berichtet, dal3 AML-Zellen VEGF exprimieren (Fiedler et al.
1997). Kurzlich wurde die prognostische Relevanz der intrazellularen Konzentration des
VEGF bei der AML gezeigt (Aguayo et al. 1999). Auch die Expression von bFGF konnte in
AML-Zellen nachgewiesen werden, hier ist jedoch die prognostische Bedeutung unklar
(Hussong et a. 2000). Hinsichtlich der MVD im Knochenmark stellten sich signifikante
Unterschiede zwischen Gesunden und AML-Patienten dar (Hussong et al. 2000). Zudem
konnte eine Korrelation zwischen der MVD und dem Anteil der Myeloblasten im
Knochenmark festgestellt werden. Weiterhin wurde Uber eine signifikante Abnahme der MV D
im Rahmen einer effektiven Induktionstherapie berichtet (Padro et al. 2000). So konnte am
Tag 16 der Induktionstherapie bel den Patienten, die keine Restinfiltration mehr aufwiesen,
eine Reduktion der MVD von 60% verzeichnet werden. Im Gegensatz dazu zeigte sich nur
eine geringfigige Veranderung der MVD bei Patienten mit einer Restinfiltration im
Knochenmark. Pruneri et al. untersuchten die MVD und die Expression von VEGF im
Knochenmark von Patienten mit myelodysplastischen Syndromen (MDS) (Pruneri et al.
1999). Insbesondere zeigten Patienten mit refraktérer Andmie mit Blastenexzeld in
Transformation (RAEB-T) und Patienten mit chronischer myelomonozytérer Leukémie
(CMML) eine hohe MVD. Auch bel der chronisch myeloischen Leukamie (CML) fand sich
eine erhdhte Plasma-Konzentration von VEGF, bFGF, HGF und TNF-a (Aguayo et al.
20004).

In Myelomzellinien und in Plasmazellen aus dem Knochenmark von Patienten mit multiplem
Myelom wurde die Expression von VEGF nachgewiesen (Bellamy et al. 1999). Der niedrig-
affine Rezeptor fur bFGF, das Syndecan-1 (CD 138) wurde auf der Oberflache von
Myelomzellen und anderer maligner B-Zellen (Witzig et a. 1998) identifiziert. Ihm wird eine
regulatorische Funktion beim Wachstum von Myelomzellen zugeschrieben (Dhodapkar et al.
1998a). In einer kirzlich veroffentlichten Arbeit wurde der Serumspiegel der 16dlichen Form
des Syndecan-1 bei Myelompatienten als ein unabhangiger prognostischer Faktor beschrieben
(Seidel et al. 2000). Ein weiterer angiogenetischer Faktor, das HGF, wurde ebenfalls als
angiogenetisch wirksames Zytokin identifiziert (Bussolino et al. 1992) und spielt darUber
hinaus eine entscheidende Rolle bei der Auflésung von Zellkontakten (,tight junctions’)

wahrend der Zellinvasion von Tumorzellen (Stoker et al. 1987). Aufgrund dieser Eigenschaft
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wird HGF auch als ,scatter Faktor bezeichnet. Das HGF Rezeptorprotein wird durch das
Protoonkogen c-met (Bottaro et al. 1991) kodiert und wurde auf der Zeloberflache von
Myelomzellinien nachgewiesen (Borset et al. 1996). Bei einer Untergruppe von Patienten mit
multiplem Myelom wurde HGF kiirzlich als prognostischer Faktor beschrieben (Seidel et al.
1998). Zusétzlich zu den genannten angiogenetischen Zytokinen kdnnte auch IL-6, das einen
Wachstumsfaktor fur Myelomzellen darstellt, an der Aktivierung von angiogenetischen
Prozessen beim multiplen Myelom beteiligt sein (Dankbar et a. 2000).

5.3. Prognostische Relevanz der Angiogenese fiir die Uberlebenszeit beim multiplen

Myelom

Im Vergleich zu soliden Tumoren stehen bel hamatologischen Neoplasien weniger Daten Uber
die Angiogenese zur Verfligung. Untersuchungen zur Relevanz der Angiogenese wurden bel
malignen hdmatologischen Erkrankungen erst kirzlich initiiert, obwohl in einer Publikation
von Vacca et a. eine erhdhte Angiogenese im Knochenmark von Patienten mit multiplem
Myelom bereits 1994 demonstriert werden konnte (Vacca et a. 1994). In der aktuellen
Untersuchung wandten wir uns der Frage zu, ob die Angiogenese beim multiplem Myelom
eine prognostische Relevanz besitzt. In einem unvorbehandelten Patientenkollektiv mit
multiplem Myelom fanden wir fir Patienten mit hoher bzw. niedriger MVD einen
signifikanten Unterschied in der krankheitsbezogenen Uberlebenszeit (Sezer et al. 2000h). Die
prognostische Relevanz der Angiogenese beim multiplen Myelom wurde dartber hinaus in der
multivariaten Analyse bel zusétzlichem Einschlul? der bereits etablierten Prognosefaktoren 32-
Mikroglobulin, CRP und Alter bestédtigt. Bekanntlich stellt der prozentuale Anteil der
Plasmazellen im Knochenmark beim multiplen Myelom keinen Prognosefaktor fur das
Uberleben dar, so dai der Grad der Plasmazellinfiltration bei dieser Multivarianzanalyse nicht
berticksichtigt wurde.

Unsere Daten stimmen mit den prelimindren Daten von Munshi et a., die in Abstractform
vorgestellt wurden, prinzipiell Gberein (Munshi et al. 1998). Allerdings erhielten die in dieser
Studie untersuchten Patienten alle eine Tandem-Hochdosischemotherapie gefolgt von einer

autologen peripheren Stammzelltransplantation. Unsere Ergebnisse zeigen zum ersten Mal,
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dai3 die MV D einen neuen, unabhangigen Prognosefaktor furr das Uberleben von Patienten mit
multiplem Myelom darstellt und zwar unabhéngig von der Art der Chemotherapie. Auch bei
Patienten, die einer konventionell-dosierten Chemotherapie zugeftihrt wurden, unterstreichen

unsere Ergebnisse die Relevanz der Angiogenese beim Myelom.

54. Verédnderungen der Angiogenese unter Chemotherapie beim multiplen Myelom

In dieser Arbeit analysierten wir die Chemotherapie-induzierten Veranderungen der
Angiogenese im Knochenmark von Myelom-Patienten. Wir fanden als erste Arbeitsgruppe
heraus, dal3 Patienten mit multiplem Myelom, die eine Remission nach der Chemotherapie
erreichten, einen signifikanten Abfall der MVD im Vergleich zu der MVD vor der Therapie
zeigen. Andererseits zeigte sich bei den Nicht-Ansprechern keine signifikante Verdnderung
der MVD. Das progressionsfreie Uberleben der Patienten, bei denen nach der Chemotherapie
eine Reduktion der MVD zu verzeichnen war, stellte sich as signifikant langer als bel
Patienten ohne eine Reduktion der MVD heraus (Sezer et a. 2001b). Darlber hinaus
verglichen wir die MVD der Patienten zum Zeitpunkt der Remisson mit der MVD von
unbehandelten Patienten im Stadium |. Obwohl die MV D der Patienten im Stadium [1/I11 vor
der Chemotherapie signifikant hoher war as bei den Patienten im Stadium |, konnten wir zum
ersten Mal berichten, dal3 sich die MVD der Patienten nach Erreichen einer Remission nicht

mehr von der MV D im Stadium | unterschied (Sezer et al. 2000j).

Diese Ergebnisse zeigen Parallelen zu denen von Padré et a. bei Patienten mit akuter
myeloischer Leukdmie (Padré et al. 2000). Eine erhdhte Angiogenese im Knochenmark
wurde kirzlich bei Patienten mit akuter myeloischer Leukamie berichtet (Hussong et al.
2000). In einer anderen Studie wurde ebenfalls eine signifikant erhtéhte MVD bel Patienten
mit akuter myeloischer Leukémie beschrieben (Padré et a. 2000). In dieser Publikation zeigte
sch am Tag 16 der Induktionschemotherapie in den Kontrollbiopsen ohne eine
Restinfiltration durch Blasten eine um 60% reduzierte MVD im Vergleich zu den initialen
Biopsien. Im Gegensatz dazu fand sich nur eine 17%ige Reduktion bel den Patienten mit einer

Restinfiltration von > 5% Blasten. Die MV D der Knochenmarkbiopsien der AML-Patienten,
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die auf die Therapie ansprachen, lag im selben Bereich wie die MVD der
Knochenmarkbiopsien von Patienten ohne einen Knochenmarkbefall, die eine andere
Erkrankung als AML hatten.

Es liegt bisher nur eine einzige Publikation vor, in der die Veranderung der MVD nach der
Chemotherapie beim multiplen Myelom untersucht wurde. In dieser Studie wurde die MVD
bei 13 Patienten mit multiplem Myelom untersucht (Rakumar et al. 1999b). Alle Patienten
wurden mit einer Hochdosischemotherapie und Stammzelltransplantation behandelt. In dieser
Arbeit konnte keine signifikante Verdnderung der MVD zum Zeitpunkt der kompletten oder
partiellen Remission im Vergleich zu den Werten vor Beginn der Hochdosischemotherapie
gezeigt werden. Im Gegensatz dazu demonstrieren unsere Ergebnisse einen signifikanten
Abfall der MVD bei Patienten mit Remission, unabhéngig von der Art der durchgefihrten
Chemotherapie. Der unterschiedliche Zeitpunkt der Knochenmarkbiopsien und damit der
MV D-Messungen ist eine mogliche Erklarung fur die beobachteten Unterschiede: Wir hatten
Biopsien vor dem Beginn und nach dem Ende der gesamten Chemotherapieepisode
miteinander verglichen, Rajkumar et al. jedoch Biopsien vor und nach der Hochdosistherapie.
Wichtiger durfte jedoch folgender Punkt sein: In unserer Studie wurde die
Hochdosischemotherapie bel wenig vorbehandelten Patienten und bei ,, sensitiver* Erkrankung
durchgefuihrt. Im Gegensatz dazu waren alle Patienten in der Untersuchung von Rajkumar et
a. (Rajkumar et al. 1999b) massiv vorbehandelt und erhielten eine Hochdosischemotherapie
zum Zeitpunkt der refraktéren Erkrankung oder des Rezidivs. Innerhalb der 13 untersuchten
Patienten in deren Studie befanden sich sieben Patienten mit einem Rezidiv nach
konventioneller Chemotherapie und zwei Patienten wiesen ein primér refraktares Myelom auf.
Eine Hochdosischemotherapie mit autologer Stammzelltransplantation bei  neu
diagnostiziertem Myelom auf der einen Seite und nach langer Vorbehandlung rezidivierter
bzw. refraktarer Erkrankung auf der anderen Seite ist jedoch mit Unterschieden im anti-
Myelom Effekt, in der Krankheitskontrolle und auch in der Uberlebenswahrscheinlichkeit
nach der Transplantation vergesellschaftet (Barlogie et al. 1999, Rakumar et al. 1999a). Im
Gegensatz zu einer frihzeitigen Hochdosischemotherapie innerhalb der ersten 12 Monate der
zytostatischen Behandlung kann durch eine autologe Transplantation bei Patienten mit
rezidivierter Erkrankung nach konventioneller Chemotherapie keine Plateauphase erreicht
werden (Barlogie et al. 1999, Desikan et al. 2000, Rakumar et al. 1999a). Die Resultate der
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Studie von Rajkumar et a. (Rajkumar et al. 1999b) kénnen deswegen nicht fur alle Patienten
mit multiplem Myelom verallgemeinert werden. In dieser Studie kdnnte die Persistenz der
Angiogenese nach der Hochdosischemotherapie eine kontinuierliche angiogenetische
Stimulation der endothelialen Zellen durch verbliebene Myelomzellen widerspiegeln, da bel
diesen Patienten residuelle Myelomzellen erwartet werden miissen, auch wenn die Patienten
eine klinische Remission erreichen, da die resultierende Remissionszeit kurz ist (Rajkumar et
al. 1999a).

Unsere Ergebnisse verdeutlichen, dal3 die MVD beim multiplen Myelom nicht nur einen
Prognosefaktor fiir das Uberleben darstellt, sondern daR die Reduktion der MVD als
prognostischer Parameter das progressionsfreie Uberleben widerspiegelt, und unterstreichen

somit die Bedeutung der Angiogenese bei dieser Erkrankung.

5.5. Korrelation zwischen der Angiogenese und der Plasmazellinfiltration sowie dem

Serum B2-Mikroglobulin

Bel Patienten mit multiplem Myelom wurde bereits eine Erhdhung der Angiogenese
beschrieben. Als Mal3 fir die Angiogenese in Knochenmarkbiopsien von Patienten mit
multiplem Myelom und MGUS beurteilten Vacca et al. in immunhistochemischen Praparaten
die Flache, die von Kapillaren bedeckt war und bezeichneten diese Flache als , microvessel
area’ (Vacca et al. 1994). Vacca et . teilten das Patientenkollektiv — unabhéngig von der
Stadieneinteilung von Salmon & Durie — in zwei Gruppen auf: Patienten mit aktivem und
nicht-aktivem multiplen Myelom. Patienten mit aktiver Erkrankung wurden as solche
definiert, die symptomatisch erschienen und bei denen ein Anstieg des monoklonalen Proteins
zu verzeichnen war sowie Patienten, die ein Rezidiv entwickelten. Die Angiogenese im
Knochenmark stieg mit der Aktivitét der Erkrankung an und korrelierte mit dem Antell der
Plasmazellen in der Synthesephase, beurteilt nach dem Plasmazell-Labeling-Index. In deren
Studie konnte eine Beziehung zwischen der ,,microvessel area’ und der Plasmazellinfiltration

nicht demonstriert werden.

Im Gegensatz dazu berichteten Munshi et a. in Abstractform Uber eine Korrelation zwischen



der MVD und dem Grad der Plasmazellinfiltration bel 36 Patienten mit neu diagnostiziertem
multiplem Myelom (Munshi et al. 1998). In einem anderen Abstract wurde bel Patienten mit
multiplem Myelom und MGUS Uber eine positive Korrelation zwischen der Plasmazell-
infiltration im Knochenmark und der VEGF-Expression sowie der Angiogenese berichtet
(Sjak-Shie et a. 1999). In einer bereits publizierten Studie, die alerdings nur rezidivierte
Patienten vor einer erneuten Behandlung untersuchte, korrelierte die MVD im Knochenmark
mit der Plasmazellinfiltration (Singhal et al. 1999).

Aufgrund dieser widersprichlichen, teilweise prelimindren Ergebnisse hinsichtlich der
Beziehung zwischen der MV D und der Plasmazellinfiltration, untersuchten wir diese Relation
in Knochenmarkbiopsien von Patienten mit multiplem Myelom sowohl vor as auch nach einer
Chemotherapie. Wir konnten in unserer Studie zeigen, dal3 die MVD im Stadium I1-111 im
Vergleich zum Stadium | signifikant erhoht ist. Bel Patienten, die vor einer Chemotherapie
evaluiert wurden, fand sich eine signifikante Korrelation zwischen der Angiogenese und dem
Grad der Plasmazellinfiltration im Knochenmark sowie der f2-MG-Konzentration im Serum.
Im Gegensatz zu den Ergebnissen vor der Behandlung, konnte nach einer erfolgten
Chemotherapie keine Korrelation der Angiogenese mit der Plasmazell-infiltration oder der
B2-MG-Konzentration gefunden werden. Diese Resultate lassen vermuten, dald der Abfall der
MVD durch eine Chemotherapie sowohl das Resultat des Anti-Myelom-Effekts der
zytostatischen Behandlung als auch eines direkten toxischen Effekts der Chemotherapeutika
auf endotheliale Zellen darstellt.

5.6.  Angiogenetisch wirksame Zytokine beim multiplen Myelom

Aus Untersuchungen bei soliden Tumoren ist bekannt, dal3 VEGF, bFGF und HGF bel der
Angiogenese eine wesentliche Rolle spielen (Nguyen et al. 1994, Taniguchi et al. 1995). Die
Fahigkeit von Myelomzellen, die Neubildung von Gefal3en zu induzieren, wurde bereits an
Chorionmembranen von Huhnerembryonen sowie in einem Proliferationsassay mit
Endothelzellen aus humanen Nabelschnurvenen gezeigt (Vacca et a. 1999a). Die Beteiligung
von bFGF an der Gefdineubildung konnte indirekt durch die Hemmung der
plasmazellinduzierten Angiogenese mittels polyklonaler anti-bFGF Antikorper, ebenfalls an
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Chorionmembranen von Huhnerembryonen, demonstriert werden (Vacca et al. 1999a). In der
vorliegenden Arbeit analysierten wir die Serumspiegel von bFGF von Kontrollpersonen,
Individuen mit MGUS und Patienten mit multiplem Myelom. Wir konnten erstmals zeigen,
da? Myelompatienten signifikant hhere bFGF Serumspiegel aufweisen als Kontrollpersonen
und das sich die bFGF-Werte vor einer Chemotherapie in den verschiedenen Stadien der
Erkrankung signifikant unterscheiden. Weiterhin analysierten wir die Serumkonzentrationen
der angiogenetischen Faktoren nach Kategorisierung in die Gruppen multiples Myelom
Stadium | versus Stadium 11/111, aso behandlungsbeduirftige Stadien. Die Serumspiegel fir
bFGF waren in den Stadien 11/111 signifikant hoher als im Stadium I. Nach diesem Befund
geht die Zunahme der bFGF-Konzentration mit der Progression des multiplen Myeloms
einher. In dem chemotherapierten Patientenkollektiv konnten wir zum ersten Mal zeigen, dal3
bFGF in der Gruppe der Patienten, die auf die Therapie ansprechen, signifikant abfallt,
wahrend dies fur die Gruppe der Nicht-Ansprecher nicht der Fall ist (Sezer et a. 2000g).

Innerhalb der komplexen Zytokinkaskade, die schliefdlich zur Gefél3neubildung fihrt, konnten
beim multiplen Myelom jedoch auch andere Zytokine als bFGF beteiligt sein. Fir das VEGF
konnte gezeigt werden, dal? es von Myelomzellen freigesetzt wird (Bellamy et a. 1999). Ein
Anstieg der VEGF Serumspiegel parallel zum Stadium der Erkrankung, wie dies fir bFGF
der Fall war, lag jedoch nicht vor. Wegen der moglichen Freisetzung von VEGF aus
Thrombozyten wahrend der Blutgerinnung wurde von Banks et a. die Verwendung von
plattchenarmem Citratplasma fur die Messung von VEGF empfohlen (Banks et al. 1998). Da
nicht von alen Patienten unseres Kollektivs Plasmaproben zur Verfligung standen, wurden
ale Zytokinmessungen einschliefflich VEGF im Serum durchgefihrt, um die Vergleichbarkeit
der Werte sicherzustellen (Sezer et a. 2001a). Allerdings konnte in der Studie von Banks et
a. keine sdgnifikante Korrelation zwischen den VEGF-Serumwerten und den
Thrombozytenzahlen in der Blutprobe ermittelt werden. Die Relevanz der VEGF-Freisetzung
aus Plattchen fir Messungen bei Tumorpatienten wird kontrovers diskutiert, unter anderem
deswegen, da Studien bei einer Reihe von malignen Erkrankungen eine signifikante Beziehung
von Serum-VEGF-Werten mit dem angiogenetischen Potential, dem Tumorwachstum (Dirix
Ann Oncol 1996), dem Ansprechen auf die Chemotherapie (Dirix et a. 1997, Salven et al.
1998) und dem Uberleben (Salven et al. 1997b, Salven et a. 1998) gezeigt haben. Einige
Autoren folgerten sogar, dai3 fur Analysen von VEGF-Spiegeln bei Patienten mit malignen
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Erkrankungen Serum geeigneter als Plasma sei (Vermeulen et al. 1999).

Ein weiterer wichtiger angiogenetisch wirksamer Faktor bei malignen Neoplasien ist HGF. In
einer kirzlich veroffentlichten Arbeit konnte bei 29 Myelompatienten, die auf ene
Chemotherapie ansprachen, ein Abfall der Serum-HGF-Konzentration im Vergleich zu den
Werten vor der Therapie verzeichnet werden (Seidel et a. 1998). In unserer Untersuchung
konnten wir ebenfalls einen signifikanten Abfall der HGF-Werte im Serum von Patienten, die
eine Remission nach der Chemotherapie erreichten, beobachten. Dariiber hinausgehend zeigen
unsere Untersuchungen, dal? der Riickgang der HGF-Konzentration nach der Chemotherapie
bei Patienten, die keine Remission erreichen, ausbleibt. Somit zeigen unsere Daten eine
signifikante Beziehung zwischen dem Erreichen einer Remission nach der Chemotherapie und
dem Abfal der Konzentration der angiogenetischen Zytokine bFGF, VEGF und HGF im
Serum. Ob die Reduktion der bFGF-, VEGF- und HGF-Expression der Myelomzellen fir das
Erreichen einer Remission ursachlich verantwortlich ist oder die Reduktion der Myelommasse

mit einem Abfall der Zytokinbildung einhergeht, ist Inhalt weiterer Untersuchungen.

Weiterhin konnten wir eine signifikante Korrelation von bFGF mit VEGF und HGF ermitteln.
Kirzlich wurde demonstriert, dal3 die Expostion der Stromazellen mit rekombinantem
humanen VEGF einen Anstieg des Interleukin-6 induziert. Umgekehrt stimulierte I1L-6 die
VEGF-Expression und -Sekretion von Myelomzellen (Dankbar et al. 2000). Fir das IL-6
konnten wir jedoch in der vorliegenden Arbeit keine signifikante Korrelation mit einem der
untersuchten angiogenetischen Faktoren feststellen. Wir fanden weder einen signifikanten
Anstieg der IL-6-Werte paralel zum Stadium der Erkrankung, noch einen signifikanten Abfall
bei Patienten, die erfolgreich chemotherapiert wurden. In einer kirzlich verdffentlichten
Arbeit konnte ebenfalls keine prognostische Bedeutung der Serum:-IL-6-Konzentration
ermittelt werden (Schaar et a. 1999). Unsere Untersuchungen zeigen zum ersten Mal, dal3
das Erreichen einer Remission nach Chemotherapie beim multiplen Myelom von einem Abfall
der Serumkonzentration der angiogenetischen Faktoren bFGF, VEGF und HGF begleitet ist.
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5.7. M oglichkeiten der Beeinflussung der Angiogenese

Die von uns festgestellte Reduktion der MVD nach der Chemotherapie beim multiplen
Myelom dirfte Uber zwei Mechanismen zustande kommen: einerseits durch eine Reduktion
der Freisetzung von Angiogenesefaktoren von Myelomzellen und andererseits durch einen
direkten toxischen Effekt der Chemotherapie auf die endothelialen Zellen. Die prognostische
Relevanz der Angiogenese beim multiplen Myelom 1a3t vermuten, dal3 anti-angiogenetisch
wirksame Substanzen eine neue Therapiestrategie fur die Behandlung des multiplen Myeloms
darstellen konnten. Dieses Therapieprinzip wirde einen neuen Angriffspunkt auch bei
Patienten, die auf die zytostatische Therapie nicht mehr ansprechen, darstellen. Auf3erdem hat
dieser Ansatz gegenlber der zytostatischen Therapie den Vorzug, daf3 die Zielzellen keine
Tumorzellen sind, die eine hohe Spontanmutationsrate aufweisen und somit zur Entwicklung
einer Chemotherapieresistenz neigen, sondern genetisch stabilere Endothelzellen ohne
Neigung zu Spontanmutationen und Resistenzentwicklung (Deplanque und Harris 2000).
Kirzlich verdffentlichte Studien mit Thalidomid, das eine antiangiogenetische Wirkung
besitzt, konnten die Aktivititdt dieses Medikaments bei chemotherapierefraktaren Patienten
mit multiplem Myelom zeigen (Singha et al. 1999). Zur Zeit werden Kombinationen von
Thalidomid mit Zytostatika beim multiplen Myelom in Studien eingesetzt. Erste Ergebnisse
zeigen bereits ermutigende Ansprechraten bei sonst refraktdren Myelompatienten (Munshi et
al. 1999, Weber et al. 1999).

Zur Inhibition der Angiogenese befinden sich zur Zeit auch spezifischere Ansdtze as
Thalidomid, das eine Rethe von Wirkungen und Nebenwirkungen aufweist, in der Erprobung.
Unsere klinischen Daten zu bFGF, VEGF und HGF von Myelompatienten legen nahe, nach
spezifischen Inhibitoren dieser angiogenetischen Modulatoren zu suchen und deren mogliche
Anwendbarkeit in der Behandlung des multiplen Myeloms zu untersuchen. Aufgrund der in
dieser Arbeit vorgestellten Daten haben wir in vitro Untersuchungen an humanen
Myelomzellinien und an isolierten Myelomzellen von Patienten mit der Zielsetzung initiiert,

die Synthese angiogenetischer Zytokine in Myelomzellen zu inhibieren.
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5.8. K nochenresorption beim multiplen Myelom

Die Induktion von osteolytischen Lasionen stellt eines der wichtigsten Charakteristika von
malignen Plasmazellen dar. Im Gegensatz zum multiplen Myelom kommt es bei anderen B-
Zell-Neoplasien, unabhdngig vom  Knochenmarkbefall, nur sdten zu  ener
Knochenbeteiligung. Die Knochenresorption kann beim multiplen Myelom zu Schmerzen,
Frakturen, zu einer Einschrankung der Beweglichkeit sowie zur Hyperkalzémie fuhren und ist
aus diesem Grunde fur den Verlauf der Erkrankung und fur die Lebensqualitét der Patienten
von entscheidender Bedeutung (Sezer et al. 1999c¢). Bei ungefahr 10% der Patienten erscheint
die Knochenresorption as diffuse Osteopenie ohne Nachweis lokalisierter Osteolysen. Nur
bei sehr wenigen Patienten mit multiplen Myelom bleibt im Verlauf der Erkrankung die
Entwicklung von osteolytischen Lasionen aus (Bataille et al. 1997). Bemerkenswert ist auch
die Tatsache, da3 beim multiplen Myelom die osteolytischen L&sionen nur sehr selten
aushellen: unter den Patienten, die nach einer Chemotherapie eine Remission erreichen,
kommt es nur bel einem Drittel der Patienten zu einer Regression von Osteolysen (Bataille
1995). Andererseits wird durch eine konventionell-dosierte Chemotherapie bei nur etwa 40%
der Patienten eine Remission erreicht (Alexanian et al. 1994). Diese Daten zeigen, dal3 der
Beginn einer Behandlung der Knochenresorption erst im fortgeschrittenen Zustand beim

multiplen Myelom keine zufriedenstellenden Ergebnisse liefert.

Beim multiplen Myelom stellt die exzessive Knochenresorption ein Phdnomen dar, das bereits
Jahre vor der radiologischen Manifestation und dem Auftreten klinischer Symptome, einsetzt.
Eine exzessve Knochenresorption stellte sich als frihes Symptom der Malignitét bei
monoklonalen Gammopathien unklarer Signifikanz heraus (Bataille et al. 1996). Beim
multiplen Myelom haben quantitative Knochenbiopsien eine vermehrte Anzahl von
Osteoklasten und zudem eine erhohte Aktivitdt der Osteoklasten gezeigt (Bataille et al.
1991). Initiadl kann die Aktivitdét der Osteoblasten als Reaktion auf die Osteoklasten-
Aktivierung ebenfalls ansteigen. Wahrend des weiteren Verlaufs der Erkrankung findet jedoch
eine Entkopplung (,uncoupling*) der Aktivitdt der Osteoklasten und Osteoblasten statt
(Bataille et al. 1991). Die Adhasion von Myelomzellen an das Knochenmarkstroma induziert
bel den letztgenannten Zellen die Freisetzung von Faktoren wie IL-6, IL-13 und
Tumornekrosefaktor, die  Osteoklasten aktivieren (Tricot 2000). Die Osteoklasten-
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aktivierenden Faktoren induzieren bei Osteoblasten die Bildung von TRANCE, einem

Zytokin, das zu einer Differenzierung der Osteoklasten-V orlauferzellen fihrt.

Die Produkte des Kollagenstoffwechsels ICTP, NTx und DPD spiegeln als biochemische
Marker das Ausmald der Knochenresorption wieder (Eriksen et al. 1993). Beim multiplen
Myelom kann die Knochenresorption bereits erhdht sein, bevor eine radiologisch erkennbare
Knochenmanifestation vorliegt. Andererseits ist die Aktivitét der Knochenabbauprozesse
nicht an die sonstige Krankheitsaktivitét des multiplen Myeloms (z.B. Hohe des Paraproteins,
Ausmal’ der Knochenmarkinfiltration) gekoppelt und bestétigt die klinische Beobachtung, dal3
trotz des Erreichens der sonstigen Remissionskriterien ein Fortschreiten der
Knochenbeteiligung auftreten kann (Thornton et al. 1996). In der vorliegenden Arbeit konnte
gezeigt werden, dai3 parallel zu den Krankheitsstadien nach Durie & Salmon ein Anstieg des
ICTP Spiegels im Serum zu verzeichnen ist, wahrend dies bei NTx, DPD und Osteocalcin
nicht der Fall ist. Im untersuchten Kollektiv fanden wir bei Myelompatienten |CTP-Spiegel,
die gegentber Individuen mit MGUS signifikant erhdht waren. Fir NTx und DPD konnte
kein signifikanter Unterschied zwischen MGUS und multiplem Myelom ermittelt werden.
Weiterhin konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals zwischen den Gruppen MGUS und
Stadium | ein signifikanter Unterschied der ICTP-Werte ermittelt werden. In einer Publikation
von Pecherstorfer et al. (Pecherstorfer et al. 1997) wurde bei drei Individuen mit MGUS, die
im weiteren Verlauf in ein multiples Myelom im Stadium | Ubergingen, ein Anstieg der
Pyridinium-Crosslinks beschrieben.

Wir fanden, da3 ICTP einen signifikanten Prognosefaktor firr die Uberlebenszeit darstellt.
Dieser Befund ist in Ubereinstimmung mit zwei aktuellen Publikationen (Abildgaard et al.
1997, Fonseca et a. 2000). Unsere Ergebnisse zeigen dartber hinaus, dald NTx und DPD im
Gegensatz zu ICTP keine Prognosefaktoren beim multiplen Myelom darstellen. In den hier
vorgestellten Untersuchungen zeigte sich unter den Parametern der Knochenresorption,
ICTP, NTx und DPD, dal3 ICTP die grofte Aussagekraft sowohl fur die Trennung zwischen
MGUS und multiplem Myelom als auch fur die Trennung der verschiedenen Myelomstadien
besitzt sowie eine prognostische Relevanz fir das Uberleben aufweist. Die Uberlegenheit des
|CTP-Spiegels kdnnte teillweise durch die geringere Variabilitdt der Serumparameter der
Knochenresorption gegentiber den Urinparametern mitbedingt sein (Woitge et al. 1999).
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Zusétzlich zu den Befunden zur Stadienverteilung und prognostischen Wertigkeit, fand sich
bei Myelompatienten eine Korrelation des |CTP-Spiegels mit den angiogenetisch wirksamen
Zytokinen bFGF, VEGF, HGF und IL-6. Die Korrelation des Knochenabbauproduktes ICTP
mit den angiogenetischen Faktoren erscheint insofern interessant, als es erste Hinweise gibt,
da? HGF, VEGF und IL-6 nicht nur angiogenetisch wirksam sind, sondern auch an der
Aktivierung der Knochenresorption beteiligt sind. Es wurde gezeigt, da? HGF von
Myelomzellen exprimiert wird, und das sowohl freies als auch zellgebundenes HGF die
Expression von Interleukin-11 induziert (Borset et al. 1996, Hjertner et a. 1999), das
wiederum die Osteoklasten aktiviert und die Knochenneubildung hemmt (Girasole et al.
1994). In histologischen Knochenpréparaten von Méausen, denen zuvor rekombinantes VEGF
injiziert worden war, konnte eine gegentber unbehandelten Mausen gesteigerte
Osteoklastendifferenzierung nachgewiesen werden (Niida et a. 1999). Die Spezifitét dieses
Mechanismus konnte durch die Hemmung der sowohl durch HGF as auch VEGF

hervorgerufenen Osteoklastenaktivierung mittels monoklonaler Antikrper gezeigt werden.

Fur ICTP konnte in der vorliegenden Untersuchung eine diagnostische Wertigkeit bei
Personen mit MGUS bzw. multiplem Myelom gezeigt werden. Weitere Untersuchungen
werden zeigen, ob dartiber hinaus auch eine pradiktive Bedeutung in der Vorhersage eines
Knochenereignisses besteht, eine Frage, die wir in einer grofRen prospektiven Studie der
Deutschen  Studiengruppe  Multiples  Myelom  (Zentrae  Durchfihrung  der
Knochenstoffwechselevaluation: Dr. Sezer, Leitung der Studie Prof. Freund & Dr. Sezer)
analysieren. Beim multiplen Myelom konnte | CTP aufgrund der bisherigen Ergebnisse den am
besten geeigneten Kandidaten zur Einschétzung des Ausmal3es der Knochenbeteiligung und
zur Verlaufskontrolle der Erkrankung im Skelettsystem darstellen. Beim multiplen Myelom
sollte daher einerseits der diagnostische Wert von ICTP im Vergleich zu bildgebenden
Verfahren (Rontgen des Skeletts, MRT), andererseits die Relevanz der Verdnderungen von
ICTP unter der Therapie mit Zytostatika und Bisphosphonaten prospektiv evaluiert werden.
Die Durchftihrung entsprechender Untersuchungen sind nun von uns im Rahmen mehrerer

Studien der Deutschen Myelom Studiengruppe vorgesehen bzw. bereits initiiert worden.
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5.9. M oglichkeiten der Reduktion der K nochenresorption beim multiplen Myelom

Bisphosphonate sind Pyrophosphat-Analoga, die ein C-Atom statt des Sauerstoff-Atoms
enthalten. Wie Pyrophosphate werden Bisphosphonate wahrend der Mineralisation in die
Oberflache der Matrix des Knochens eingebaut. Verglichen mit Pyrophosphaten werden sie
aber nicht so leicht durch hydrolytische Enzyme der Osteoklasten gespalten (Fleisch 1998).
Sie fihren sowohl zu einer Reduktion der Anzahl an Osteoklasten als auch zu einer
Hemmung der Osteoklasten-Aktivitéat (Krempien 1996, Possinger et al. 1996). Es konnte
gezeigt werden, dal3 Pamidronat und Zoledronat als Aminobisphosphonate die Freisetzung
von IL-6, einem wichtigen Wachstumsfaktor fur Myelomzellen, hemmen (Derenne et al.
1999). Weitere Daten zeigen, dal3 Bisphosphonate bei Myelomzellen in vitro Apoptose
induzieren (Shipman et al. 1997, Aparicio et a. 1998) und in vivo einen anti-Myelom-Effekt
erzielen konnen (Dhodapkar et a. 1998b). Der Wert einer begleitenden Behandlung mit
Bishosphonaten ist bei Patienten, die chemotherapiert werden, in mehreren randomisierten
Studien demonstriert worden (Sezer et al. 1999¢). In einer Studie erhielten 392 Patienten mit
multiplem Myelom im Stadium 1Il und mindestens einer Osteolyse zusétzlich zu einer
Chemotherapie randomisiert entweder 90 mg Pamidronat i.v. monatlich oder Placebo
(Berenson et al. 1996, Berenson et a. 1998). Nach 21 Monaten war die Anzahl der Skelett-
Ereignisse (pathologische Frakturen, spinale Kompression, Notwendigkeit eines operativen
Eingriffs oder der Bestrahlung des Skeletts) in der Pamidronat-Gruppe (1,3/Jahr) im
Vergleich zu der Kontrollgruppe (2,2/Jahr) signifikant verringert (Berenson et a. 1998). In
einer anderen randomisierten Studie bel 350 Patienten mit neu diagnostiziertem,
symptomatischen oder schnell fortschreitenden multiplen Myelom erhielten die Patienten
Clodronat 2,4 g/Tag p.o. oder Placebo in Zusammenhang mit der Chemotherapie, die aus
Melphalan und Prednisolon bestand (Lahtinen et al. 1992). Der Anteil der Patienten, die eine
Progression der osteolytischen Lasionen aufwiesen, lag in der Placebo-Gruppe bei 24% und
in der Clodronat-Gruppe bei 12% (P<0.03). Eine retrospektive Subgruppenanayse der
Ergebnisse dieser Studie zeigte, dal3 nicht nur Patienten in einem fortgeschrittenen Stadium,
sondern auch in einem frilhen Stadium von der Bisphosphonattherapie profitierten (Laakso et
a. 1994). Der relative Nutzen der Behandlung war sogar in einer Subgruppe von Patienten
ohne Osteolysen zu Beginn der Behandlung am groften. In einer weiteren kirzlich

veroffentlichten Phase 111-Studie erhielten 536 Patienten mit multiplem Myelom entweder
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taglich 1600 mg Clodronat p.o. oder Placebo zusétzlich zu einer Chemotherapie (McCloskey
et al. 1998). Unter der Bisphosphonat-Behandlung traten signifikant seltener Frakturen auf.

Eine interessante Studie bei Mammakarzinom deutet darauf hin, dal3 die frihzeitige
Bisphosphonattherapie eine effektive Therapiestrategie darstellen konnte. Bei Patientinnen
mit Mammakarzinom und Nachweis von Tumorzellen im Knochenmark reduzierte die
adjuvante Gabe von Bisphosphonaten (1600 mg Clodronat p.o. téglich) die Inzidenz von
Knochen- und viszeralen Metastasen signifikant (Diel et a. 1998). Der Pathomechanismus
dieser Beobachtung, die Ubrigens in einer anderen Studie mit adjuvanter Therapie des
Mammakarzinoms mit Bisphosphonaten nicht reproduziert werden konnte (Saarto et al.
1999), bedarf weiterer Klarung. In diesem Zusammenhang ist der Befund, dai3
Aminobisphosphonate y0T-Zellen stimulieren, bemerkenswert (Kunzmann et a. 2000).
Solche Mechanismen, falls Sie beim Menschen fir die Krankheitskontrolle relevant sein
sollten, durften ihre hauptsachliche Wirksamkeit in Frihstadien der Krankheit entfalten. Die
Summe der Hinweise, dal3 eine frihzeitige Bisphosphonattherapie die Progression des
multiplen Myeloms hemmen konnte, hat uns veranlaldt, die erste prospektiv randomisierte
Studie einer Bisphosphonattherapie beim multiplen Myelom im Stadium | in Zusammenarbeit
mit der Deutschen Studiengruppe Multiples Myelom zu initiieren. Priméres Zielkriterium
dieser Studie it das progressionsfreie Uberleben im Stadium |. Dieses Zielkriterium ist
deswegen wichtig, da die Patienten im Stadium | die beste Lebensqualitdt aufweisen und die
Verlangerung dieses Stadiums fir den Patienten einen reellen Nutzen darstellen kann.
AuRerdem kann die Uberlebenszeit nach Eintritt der Behandlungsbediirftigkeit beim multiplen
Myelom, auf’er durch die Option der Hochdosistherapie, mit unterschiedlichen
Therapieprotokollen im Vergleich zu Melphalan und Prednison kaum beeinfluf3t werden.
Ferner wird diese Studie uns die Mdoglichkeit geben, einer Reihe von klinisch wie

zellbiologisch interessanter Fragen erstmals nachzugehen.
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5.10. Zytogenetische Veranderungen beim multiplen Myelom

Die zytogenetischen Untersuchungen, die mit konventioneller Metaphasenanalyse sowie mit
FISH-Sonden fur 13g14 und 17p13.1 durchgefihrt wurden, zeigten einen sehr deutlichen
Einflud der zytogenetischen Verdnderungen auf die Uberlebenszeit der Patienten mit
multiplen Myelom. Die mediane Uberlebenszeit der Patienten mit einer zytogenetischen
Aberration lag bei 10 Monaten, wahrend die mediane Uberlebenszeit in dem Kollektiv ohne
zytogenetische Verdnderungen noch nicht erreicht wurde. Der Unterschied war

hochsignifikant.

Da beim multiplen Myelom Metaphasen rar sind, kommt der FISH-Technik eine grofl3e
Bedeutung zu. Die 17p13-Deletion fuhrt zu einer Fehlfunktion des Tumorsuppressorgens
p53. Das p53-Protein ist multifunktionell und ist ein Regulator des Zellzyklus. Es ist in der
Lage, die Progression des Zellzyklus zu stoppen, wenn DNA-Schéaden im Genom der Zelle
vorliegen. Die 13gl4-Deletion fihrt zum Verlust eines Tumorsuppressorgens, des
Retinoblastom-Tumorsuppressorgens. Die Ergebnisse unserer Untersuchungen Uber die
prognostische Relevanz der zytogenetischen Befunde beim multiplen Myelom stehen im
Einklang mit den Daten klrzlich publizierter Studien (Konigsberg et al. 2000).

Die weitere Analyse unserer Daten ergab, dal3 Myelompatienten mit einer zytogenetischen
Verdnderung signifikant hdhere B2-Mikroglobulinkonzentrationen im Serum sowie einen
signifikant hoheren Grad der Plasmazellinfiltration im Knochenmark aufwiesen. Beide
Befunde deuten auf einen Wachstumsvorteil der zytogenetisch aberranten Myelomzellen hin.
Auch die Angiogenese kdnnte durch die zytogenetischen Veranderungen beeinfluf3t werden:
Als Mal3 der Angiogenese lag die mediane MVD bel den Patienten ohne eine zytogenetische
Aberration bei 29,6 Kapillare/mm? und in der Gruppe mit einer  zytogenetischen
Veranderungen bel 60,4 Kapillaren/mn?, dieser Unterschied erreichte jedoch nicht die
statistische Signifikanz. Weitere Untersuchungen mit hoherer Patientenzahl sind von uns

vorgesehen.

In einer multizentrischen Phase 111 Studie der Deutschen Studiengruppe Multiples Myelom

wird die Zytogenetik der Myelomzellen bel Patienten mit multiplem Myelom im Stadium |
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durch die jahrlich durchgefihrten Knochenmarkpunktionen mit der FISH Technik longitudinal
untersucht (Dr. Sezer & Frau Prof. Thiel, Tumorzytogenetik der Charité€). Von der Friihphase
der Erkrankung an beginnend wird diese Studie die zytogenetischen und
molekulargenetischen Veranderungen bis zur klinischen Progression der Erkrankung erstmals
in einem grof3en Kollektiv von tber 200 Myelompatienten longitudinal untersuchen kdnnen.
Dadie Patienten im Stadium | in einem Arm der Studie ohne Therapie beobachtet und in dem
anderen Studienarm einer Bisphosphonattherapie zugefiihrt werden, wird es mdglich sein, die
zytogenetischen Veranderungen bel der klonalen Evolution der Krankheit ohne den Einflul3

der Chemotherapie, die selbst chromosomale Aberrationen hervorrufen kann, zu analysieren.

5.11. DurchfluBzytometrische Untersuchungen zur Differenzierung zwischen

multiplem Myelom und M GUS

Zur Differentialdiagnose  zwischen MGUS und multiplem Myelom existieren
Klassifikationssysteme, die auf einer Kombination von klinischen Kriterien basieren, wie z.B.
dem Ausmald der Knochenmarkinfiltration durch Plasmazellen, der Konzentration
monoklonaler Immunglobuline im Serum oder dem V orhandensein von Knochenlasionen. Die
am haufigsten verwendeten Systeme sind die Klassifikationen nach Durie & Salmon, Kyle &
Greipp sowie der British Columbia Cancer Agency. Diese Systeme kommen jedoch lediglich
in 2/3 der Félle zu einer identischen Diagnose bezlglich multiplem Myelom oder MGUS (Ong
et a. 1995). Die Differentialdiagnose anhand der Kombination verschiedener klinischer
Parameter ist daher mit einem gewissen Grad an Unsicherheit verbunden. Das Ziel dieser
Studie war zu untersuchen, ob durchflulRzytometrische Charakteristika von Plasmazellen
unter Berlcksichtigung immunphanotypischer Merkmale und DNA Anaysen zur
Differentialdiagnose zwischen einem multiplen Myelom und MGUS herangezogen werden
konnen. Im Knochenmark von MGUS-Patienten kommen zwei verschiedene
Plasmazellsubpopulationen vor. Eine davon ist phanotypisch identisch mit Plasmazellen
gesunder Personen (CD19+/CD56-). Eine zweite Population zeigt die gleichen Merkmale wie
Plasmazellen von Myelompatienten, d.h. CD19-/CD56+ oder CD19-/CD56-. In der
vorliegenden Studie wiesen alle Personen mit MGUS, dagegen jedoch kein Patient mit einem

Myelom einen Anteil von > 20% phanotypisch normaler Plasmazellen unter allen Plasmazellen
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im Knochenmark auf. Es wurde gezeigt, da? Myelomzellen durch Interaktion mit
Knochenmarkstroma bei PréB-Lymphozyten Apoptose induzieren (Tsujimoto et al. 1996).
Der Grund fr die Abnahme des Anteils phanotypisch normaler Plasmazellen dirfte einerseits
durch die Expansion klonaler Plasmazellen beim multiplen Myelom, andererseits aber auch
durch die Apoptoseinduktion auf der Pr&-B-Zell-Ebene bedingt sein.

Nach den Kriterien von Durie und Salmon ist die Differentialdiagnose MGUS oder multiples
Myelom bel den Patienten, die eine Plasmazellinfiltration des Knochenmarks von < 30%,
einen Paraproteingradienten von < 3,5g/dl 1gG bzw. < 2g/dl IgA und keine Osteolysen im
Rontgen des Skelettsystems aufweisen, schwierig. In dieser ,Grenzgruppe® wurden in der
vorliegenden Arbeit 2 Gruppen definiert: Gruppe 1 umfaldte Patienten, bei denen der MRT-
Befund fur ein multiples Myelom sprach oder Patienten, die innerhalb von 18 Monaten durch
Progression die diagnostischen Kriterien eines multiplen Myeloms erfillten und Gruppe 2 die
tbrigen Patienten. Die Gruppen 1 und 2 zeigten einen hochsignifikanten Unterschied in dem
Anteil der immunphanotypisch normalen Plasmazellen an allen Plasmazellen im
Knochenmark. Dagegen zeigten unter anderem B2-Mikroglobulin, CRP sowie die Anzahl
zirkulierender Plasmazellen im peripheren Blut in den beiden Gruppen keinen signifikanten
Unterschied. Bel einem Grenzwert von > 20% phanotypisch normalen Plasmazellen von allen
Plasmazellen im Knochenmark konnten im untersuchten Kollektiv die Gruppen 1 und 2 mit
einer Sengitivitdt und Spezifitdt von jeweils 100% differenziert werden. Sollten die zur Zeit
laufenden Untersuchungen zeigen, dald eine frihzeitige therapeutische Intervention beim
multiplen Myelom Vortelle bietet, kdme der Differenzierung zwischen MGUS und multiplem
Myelom eine noch héhere Bedeutung zu, as es heute bereits der Fal ist. Die Validierung

dieser Daten an einem grofReren Kollektiv mit [éangerer Beobachtungszeit ist vorgesehen.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Die Hochdosischemotherapie stellt fir Patienten unter 60 Jahren die Standardtherapie des
multiplen Myeloms dar. Nach 600 Hochdosischemotherapiezyklen mit autologer peripherer
Stammzelltransplantation wurden die Risikofaktoren fir infektiose Probleme analysiert. In der
Multivarianzanalyse zeigten sich erstmals Grundkrankheit, Alter und Zahl der transplantierten
Stammzellen/kg als unabhangige Einflul3faktoren fir die Rate der dokumentierten Infektionen
nach Hochdosischemotherapie (Sezer et al. 1999a, Sezer et a. 2000a, Sezer et al. 2000b). In
einer weiteren Analyse zeigte sich erstmals, dal3 die Dauer der schweren Mukositis sowohl
die Rate der Infektionen, als auch die therapieassoziierte Mortalitéat signifikant beeinflufdt
(Sezer et a. 2000e). Die meisten Infektionen wurden durch gram-positive Organismen
ausgelost. Bemerkenswert war der Befund, dal3 keine der Ublicherweise empirisch zur
antimikrobiellen Prophylaxe eingesetzten Medikamente mit einer Reduktion der Infektionsrate
verbunden war. Diese Daten bilden eine solide Grundlage fur zukinftige Entwicklungen

zur Besserung der Vertraglichkeit der Hochdosischemotherapie.

In der Behandlung des multiplen Myeloms wird heutzutage zusétzlich zu einer Optimierung
der Standardtherapien nach neuen Therapieansdizen gesucht. In ener kidrzlich
veroffentlichten Studie stellten wir die prognostische Bedeutung der Angiogenese im
Knochenmark fur das Uberleben von unbehandelten Patienten mit multiplem Myelom fest
(Sezer et a. 2000h). Die mediane MVD wurde als Cut-off benutzt, um das Kollektiv in zwei
Gruppen zu dichotomisieren. Die Gruppe der Patienten mit einer niedrigen MVD wies ein
signifikant langeres krankheitsbezogenes Uberleben auf, als Patienten mit einer hohen
Angiogenese im Knochenmark. Weiterhin konnten wir erstmals zeigen, dal3 es beim multiplen
Myelom nach effektiver Chemotherapie zu einem signifikanten Riickgang der Angiogenese im
Knochenmark kommt (Sezer et al. 2000j, Sezer et al. 2001b).

Darlber hinaus fanden wir bei Myelom-Patienten signifikant erhthte Serum bFGF-
Konzentrationen im Vergleich zu gesunden Probanden. Es zeigte sich ein signifikanter
Anstieg der bFGF-Konzentration parallel zur Progression der Erkrankung vom Stadium | bis
zum Stadium I11 (Sezer et a. 2000g). Eine effektive Chemotherapie ging mit signifikanten

Reduktionen der Serum-Konzentrationen von drei angiogenetisch wirksamen Zytokinen
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VEGF, bFGF und HGF einher. Bel Nicht-Ansprechern zeigte sich dagegen keine signifikante
Veranderung der Zytokinkonzentration (Sezer et al. 2001a). Diese Untersuchungen
demonstrieren eine gesteigerte Angiogenese beim multiplen Myelom und legen ene
Interaktion von malignen mit endothelialen Zellen Uber eine parakrine Produktion von
angiogenetisch wirksamen Faktoren nahe. Darlber hinaus weisen unsere Daten auf die
besondere Bedeutung des angiogenetisch wirksamen Zytokins bFGF beim multiplen Myelom
hin (Sezer et a. 2001a). Diese Daten sind insofern wichtig, als sie den Weg zur Entwicklung
neuer Therapieansdtze durch spezifische Inhibition der Zytokinexpression der Myelomzellen
oder durch spezifische Blockierung der Zytokinrezeptoren der Endothelzellen zur Hemmung

der Angiogenese bereiten.

Die Induktion der Knochenresorption stellt eines der wichtigsten Charakteristika von
malignen Plasmazellen dar. Nur bel wenigen Patienten mit multiplem Myelom bleibt im
Verlauf der Erkrankung die Entwicklung von osteolytischen Lasionen aus. Der Beginn einer
Behandlung der Knochenresorption erst im fortgeschrittenen Zustand liefert keine
zufriedenstellenden Ergebnisse. Unter den Knochenstoffwechselparametern eignet sich ICTP
am besten zur Kontrolle der Progression. ICTP stellt auch einen signifikanten Prognosefaktor
fur die Uberlebenszeit dar.

Die Hinweise, da3 eine frihzeitige Bisphosphonattherapie die Progression des multiplen
Myeloms hemmen kénnte, hat uns veranlaldt, die erste prospektiv randomisierte Studie einer
Bisphosphonattherapie beim multiplen Myelom im Stadium | in Zusammenarbeit mit der
Deutschen Studiengruppe Multiples Myelom zu initiieren (Studienleitung Prof. Freund & Dr.
Sezer). Priméres Zielkriterium dieser Studie ist das progressionsfreie Uberleben im Stadium
|. Dieses Zielkriterium ist deswegen wichtig, da einerseits Patienten im Stadium | die beste
Lebensqualitdt aufweisen und andererseits die Uberlebenszeit nach Eintritt  der
Behandlungsbediirftigkeit im Stadium 11/111 des multiplen Myeloms mit verschiedenen
Standardtherapieprotokollen, auf3er durch die Hochdosistherapie, kaum beeinflu3t werden
kann. Ferner wird diese Studie uns die Moglichkeit geben, einer Reihe von Klinisch wie

zellbiologisch interessanter Fragen erstmals nachzugehen.

Die zytogenetischen Untersuchungen, die mit konventioneller Metaphasenanalyse sowie mit
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FISH-Sonden fur 13g14 und 17p13.1 durchgefihrt wurden, zeigten einen sehr deutlichen
Einflud der zytogenetischen Verdnderungen auf die Uberlebenszeit der Patienten mit
multiplem Myelom. Nach diesen Vorarbeiten werden wir in der oben genannten
multizentrischen Phase Il Studie der Deutschen Studiengruppe Multiples Myelom die
zytogenetischen Verdnderungen der Myelomzellen im Stadium | durch die jahrlich
vorgesehenen Untersuchungen mit der FISH-Technik analysieren. Von der Frihphase der
Erkrankung an beginnend werden in dieser Studie die zytogenetischen und
molekulargenetischen Veranderungen bis zur klinischen Progression der Erkrankung erstmals
in einem grofRen Kollektiv von tGber 200 Myelompatienten longitudinal untersucht. Da die
Patienten im Stadium | in einem Arm der Studie ohne Therapie beobachtet und in dem
anderen Studienarm einer Bisphosphonattherapie zugefiihrt werden, wird es mdglich sein, die
zytogenetischen Veranderungen bel der klonalen Evolution der Krankheit ohne den Einflul3

der Chemotherapie, die selbst chromosomale Aberrationen hervorrufen kann, zu analysieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde schlieflich noch die Frage untersucht, ob die
durchfluf3zytometrische  DNA-Analyse und der Immunphanotyp der Plasmazellen zur
Differenzierung zwischen MGUS und multiplem Myelom herangezogen werden kdnnen, eine
Differenzierung, die bei einem Teil der Patienten Probleme bereitet. Es zeigte sich, dal3 der
Anteil der phanotypisch normalen Plasmazellen unter alen Plasmazellen im Knochenmark mit
der hochsten Sensitivitat und Spezifitét (jeweils 100%) die Differentialdiagnose erlaubt, und
zwar unabhangig von dem Grad der Plasmazellinfiltration des Knochenmarks. Sollten die zur
Zeit laufenden Untersuchungen zeigen, dal3 eine friihzeitige therapeutische Intervention beim
multiplen Myelom Vortelle bietet, kédme der Differenzierung zwischen MGUS und multiplem

Myelom eine noch héhere Bedeutung zu als es heute bereits der Fall ist.
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AbkUrzungen

AL Amyloidose
ALL
AML
ANC
bFGF
2-MG
DPD
DPM
EORTC
FHSH
HDCT
HGF
ICTP
IL-6
MVD
NTX
PBSCT
PFS
S-Phase
SWOG

VEGF

primare (Amyloid light-chain) Amyloidose

akute lymphatische Leukamie

akute myeloische Leukamie

absolute Neutrophilenzahl

basic fibroblast growth factor

B2-Mikroglobulin

Desoxypyridinolin

Dauer der parenteralen Morphintherapie

European Organization for Research and Treatment of Cancer
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Hochdosischemotherapie

hepatocyte growth factor

Carboxyterminales quervernetztes Typ | Kollagen Telopeptid
Interleukin-6

Mikrogefal3dichte (microvessel density)

Aminoterminales Kollagen Typ | Telopeptid

periphere Blutstammzelltransplantation

progressionsfreie Uberlebenszeit

Synthesephase

Southwest Oncology Group

vascular endothelial growth factor
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