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1 Einleitung

1.1 Das Multiple Myelom

Mit einer Inzidenz von 3 - 4 Neuerkrankungen/100.000/Jahr gehdrt das Multiple
Myelom (MM) zu den haufigen hamatologischen Neoplasien.

Das MM ist eine maligne B-Zellerkrankung, die durch eine monoklonale Vermehrung
von Plasmazellen im  Knochenmark (KM) charakterisiert ist. Die
Knochenmarksinfiltration hat eine Verdrangung der Hamatopoese zur Folge. Diese
fuhrt zu Anamie, Leukozytopenie und Thrombozytopenie, die wiederum zu
Belastungsschwache, haufigen Infektionen und Blutungen fuhren. Zudem kommt es
zu Osteolysen vor allem in der Wirbelsaule, Rippen, Becken und Schadel und damit
verbunden zu pathologischen Frakturen (Abbildung 1-1).

Daruber hinaus ist die Erkrankung assoziiert mit monoklonalen Immunglobulinen im
Serum und/oder einer monoklonalen Leichtkettensekretion. Bei etwa 15 Prozent der
Patienten mit MM finden sich Ablagerungen von Leichtketten des monoklonalen
Proteins in den Organen. Besonders in Herz, Niere und Nervenzellen lagern sich die
monoklonalen Immunglobuline ab, so dass es zu Herz- und Niereninsuffizienz sowie

Polyneuropathien kommt.

Multiples Myelom Abbildung 1-1:
Das Multiple Myelom ist
MU|tip|eS Myelom eine  maligne  hamato-
maligne hdmatologische Systemerkrankung logische Systemer-
krankung. Die drei
) ) Hauptmerkmale der
monoklonale Expansion Osteolysen Paraprotein
von Plasmazellen im KM Skelettsystem im Serum und Urin Erkrankung  sind  eine

monoklonale Expansion
von Plasmazellen im KM,
Osteolysen im  Skelett-

system sowie die Sekretion

von Paraprotein in Serum

und Urin.



Zur klinischen Stadieneinteilung des MM wird das System nach Salmon und Durie
aus dem Jahre 1975 verwendet. Basierend auf den Werten von Hamoglobin und
Kalzium, der HoOhe des jeweiligen Paraproteins und dem Ausmald der
Skelettbeteiligung wird der Gesamtbefall des Korpers in gering (Tumorstadium ),
mittel (Tumorstadium Il) und hoch (Tumorstadium lll) eingeteilt. Eine Zusatzeinteilung
wird anhand der Nierenfunktion vorgenommen (A: Serumkreatinin < 2mg/dl, B:
Serumkreatinin >2 mg/dl). Fur die Stadieneinteilung hat sich neben der
Stadieneinteilung nach Salmon und Durie das International Staging System (ISS)
durchgesetzt, da es mit einfachen Parametern wie 32 - Mikroglobulin und Albumin im
Serum eine prognostische Einteilung in 3 Stadien erlaubt. {Greipp 2005}

Eine Behandlung wird bei symptomatischer Erkrankung begonnen. Eine
symptomatische Erkrankung wird nach den CRAB - Kriterien (HyperCalzamie,
Renale Insuffizienz, Anamie, Bone disease) eingeteilt. Patienten, die keine CRAB-
Kriterien aufweisen sind nicht behandlungsbedirftig und missen im weiteren Verlauf
sorgfaltig beobachtet werden.

Die Moglichkeit der Heilung des MM ist bis heute nicht gegeben. Die im Jahre 1969
von Alexanian et al. publizierte konventionelle Chemotherapie mit Melphalan und
Prednisolon stellte jahrzehntelang die Standardtherapie des MM dar. {Alexanian
1969} Dabei wurde eine komplette Remission nur selten erreicht und das mediane
Uberleben war nicht langer als 3 Jahre. {Barlogie 2004}

Eine Verbesserung der Prognose der Patienten mit MM wurde durch die Einfuhrung
der Hochdosistherapie (HDT) mit anschlie3ender autologer
Blutstammzelltransplantation (autoPBSCT) erreicht. Mehrere Studien {Attal 1996,
Child 2003} zeigten, dass eine HDT mit autoPBSCT bei Patienten unter 65 Jahren zu
einem verlangerten ereignisfreien Uberleben sowie medianen Gesamtiiberleben
fuhrten. Aus diesem Grund ist die HDT mit autoPBSCT heutzutage die
Standardtherapie flr Patienten unter 65 Jahren. Des Weiteren konnten die ,neuen
Substanzen® wie Thalidomid, Lenalidomid und Bortezomib mit Erfolg bei MM
eingesetzt werden.

Thalidomid wurde unter dem Markennamen ,Contergan“ bekannt und wurde
aufgrund von schweren Schadigungen an ungeborenen Kindern in den sechziger
Jahren vom Markt genommen. 1999 zeigten Singhal et. al. {Singhal 1999} eine durch
Einsatz von Thalidomid Remissionsraten von 30 % der Patienten mit einem

rezidivierten oder refraktaren MM.



Lenalidomid ist ein synthetisches Analogon zum Thalidomid und wird als Wirkstoff
fur Patienten mit refraktdren oder rezidivierendem MM eingesetzt. In zwei
randomisierten Studien zeigte sich die Uberlegenheit aus der Kombination von
Lenalidomid und Dexamethason gegenuber einer Monotherapie mit Dexamethason,
indem das ereignisfreie Uberleben sowie das Gesamtiiberleben durch den Einsatz
von Lenalidomid verlangert wurde {Dimopopulos 2007, Weber 2007}.

Bortezomib gehort zu der neuen Substanzgruppe der Proteasomen-Inhibitoren. Auch
hier zeigten Studien bei Patienten mit refraktarem oder rezidivierenden MM eine
Verlangerung des ereignisfreien Uberlebens sowie des Gesamtiiberlebens
{Richardson 2007}.

Die 10-Jahresuberlebensrate liegt mit Hilfe der HDT und neuen Substanzen bei etwa
50 %. Auf experimenteller Ebene wurde zudem die allogene Transplantation
durchgefuhrt und verfolgt durch den Graft-versus-myeloma-Effekt ein potentiell
kuratives Therapiekonzept. Unter dem Graft-versus-myeloma-Effekt versteht man die
immunologische Reaktion, bei der Tumorzellen durch das Immunsystem des
Spenders zerstort werden. Die transplantationsbezogene Mortalitat von 10-30% im
Zusammenhang mit Graft-versus-Host-Disease und opportunistischen Infektionen
limitiert jedoch den Nutzen dieser Therapie. {Bensinger 2006}

Trotz intensiver Bemuhungen bei der Therapie des MM sieht der typische Verlauf
eines Patienten folgendermal3en aus: Der Patient erreicht nach einer Primartherapie
eine Remission. Nach unterschiedlicher Zeit entwickelt er ein Rezidiv und wird erneut
behandelt. Nach einiger Zeit entwickelt er nach erneuter Remission wieder ein
Rezidiv. Die Dauer der Remission nimmt im Verlauf der Erkrankung ab und die
meisten Patienten versterben letztendlich an den Folgen des MM. Der Ursprung
eines solchen Rezidivs ist eine kleine Anzahl von persistierenden Tumorzellen,
benannt als minimale Resterkrankung (MRD), die der zytotoxischen Wirkung der

vorangegangen Therapieoption entgangen sind. {Fenk 2004}

1.2 Die minimale Resterkrankung

Durch eine intensivierte Chemotherapie in Verbindung mit autologer und allogener
Blutstammzelltransplantation bei der Behandlung von Patienten mit malignen B-
Zellerkrankungen konnten erhebliche Fortschritte erzielt werden. Im Zuge dieser
verbesserten therapeutischen Konzepte ist eine im gleichen Malke verbesserte
Diagnostik zur Bestimmung des Behandlungserfolges unerlasslich. Der Einsatz

hochempfindlicher molekularer Techniken ermdglicht das Ausmalf} und den zeitlichen
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Verlauf der MRD als Reservoir fur die Entstehung von Rezidiven zu bestimmen. Bei
der akuten lymphatischen Leukdamie {Campana 2009} und der chronisch
myeloischen Leukamie {Neumann 2003} hat die Bestimmung der MRD bereits einen
festen Stellenwert innerhalb des diagnostischen Spektrums und wird im Rahmen der
klinischen Routine fur Therapieentscheidungen herangezogen. Im Rahmen von
Therapiestudien muss daher gepruft werden, ob durch den Nachweis einer MRD
auch bei anderen malignen Erkrankungen neue Kriterien fur die Beurteilung des

Therapieerfolgs und fur die Abschatzung der Prognose definiert werden kénnen.

1.3 CDR3-IgH als tumorspezifisches Antigen zur Messung der minimalen

Resterkrankung beim Multiplen Myelom

Der maligne Zellklon beim MM lasst sich durch seinen spezifischen Idiotypen
identifizieren. Unter dem Idiotyp versteht man einen durch die B-Zelle gebildeten
individuellen  Antikérper (AK) mit einer fir diese B-Zelle einzigartigen
Antigenbindungsstelle. Diesen AK prasentiert bereits die frGhe B-Zelle auf ihrer
Oberflache und dieser wird am Ende der B-Zellentwicklung von der
enddifferenzierten Plasmazelle sezerniert. Bei der malignen Transformation einer B-
Zelle stellt der Idiotyp daher einen individuellen Fingerabdruck dar, der nur auf dem
malignen Zellklon eines bestimmten Patienten zu finden ist. Somit eignet sich der
Idiotyp als hoch spezifischer Tumormarker fur die Bestimmung der MRD.

Der Idiotyp besteht wie alle AK aus zwei identischen schweren und leichten Ketten,
die durch kovalente Disulfidbriicken zu einer Ypsilon-férmigen Struktur miteinander
verbunden sind. Die leichten Ketten bestehen aus einer variablen (V -) und einer
konstanten (C -) Region. Dabei besteht die Sequenz der V-Domane aus vier relativ
konstanten ,Frameworkregions® (FR1 - 4) und drei hochvariablen Gerlstsequenzen,
den ,complementary determing regions® (CDR). Die FR1-4 Regionen beinhalten nur
wenige, meist stumme Mutationen, hingegen beinhalten die CDR1-3 Regionen viele,
produktive Mutationen, wobei die héchste Diversitat bei der CDR3 zu beobachten ist
(Abbildung 1-2). Der Variabilitdt und Spezifitat des Idiotyps wird durch das
Rearrangement des Immunglobulin-Schwerkettenlokus (IgH) sowie die somatische
Hypermutation erreicht. Die Antigenspezifitat des Rezeptors wird durch die

VerknlUpfung bestimmter Gensegmente bestimmt.



Abbildung 1-2:
Schematische Darstellung der
variablen Region der IgH-cDNA-
Sequenz, die durch somatische
D JH Rekombination der variablen
e Gensegmente VH, D und JH
. . _ (VDJRearrangement) entsteht.
p—— Gezeigt sind auch die
CDR1 CDR2 CDR3 Bindungsstellen der Konsens-

Primer FR1c (Vorwarts-Primer)
und JH1245, JH3 und JH6

S (=73  (Rickwarts-Primer) fir die
FR1c JH1245 Amplifikation der CDR3-Region.
JH3
JHB

Dabei werden diese Segmente, die den antigenbindenden Teil des B-Zell-
Rezeptors bilden, im Stadium der Pro- und Pra-B-Zellen nach erstmaligem
Antigenkontakt umgeordnet. Es wird je eins von 65 Vy-, 27 Dy- und 6 Ju-
Gensegmenten fur die schwere Kette sowie je eins von 40 Vk- und 5 Jk-
Gensegmenten fur die leichte Kette miteinander verbunden (Abbildung 1-3). Nach
der Transkription wird das Exon fur die V-Region durch das mRNA - SpleiRen mit

einem Exon fur die C - Region verknupft.

Keimbahn-DNA |

5 =100 n=-30 n=6 ‘ Abbildung 1-3:
VH1 VH2VH3 VHn  DH1DH2 DH3DHn  JH1JH2JH3 JHn Mechanismus des
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5 QL@ ‘
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Herstellung der
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58 aF
3
VH-DJH-Rearr 1t mit Deleti 1und | i tionen

5 3¢
=B DBDP—DDDD—

VHDHJH

Transkription und Spleissen der RNA B-Zell-mRNA

L DBIIR

Die somatische Hypermutation erhoht zusatzlich die Variabilitat des Idiotyps.
Darunter versteht man das Einfigen von Punktmutationen in die Antikérpergene

einer reifen B-Zelle nach erneutem Antigenkontakt im Keimzentrumsfollikel
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(Abbildung 1-4). Somit entstehen zufallige Veranderungen in der DNA, die zu einer

Affinitatserhéhung der durch die B-Lymphozyten produzierten Antikdrper flihren.

LYMPHKNOTEN | Abbildung 1-4:
@Lympho-Plasmozyt

Schematische Darstellung der
somatischen Hypermutation,

die genauso wie das VDJ-
Kurzlebige Plasmazelle
Rearrangement zu einer
IgM
¢ Erhéhung der Antigenvielfalt

Plasmablast

\ Keimzentrum /
@ Langlebige Plasmazelle Préa-B-Zelle
IgG, IgA, IgE, IgD

KNOCHENMARK

19G, IgA, IgE, IgD beltragt

N E Lymphoblast

Naive B-Zelle

Der Nachweis des Idiotyps ist Uber eine PCR (Polymerase-Kettenreaktion) moglich,
deren Primer komplementar zu der IgH-Sequenz gewahlt werden. Dabei entsteht die

grosste Spezifitat durch komplementare Primer zur CDR3.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war es, beim multiplen Myelom im Rahmen der Dusseldorfer
Studie 2001 zur primaren Therapie mit Hochdosistherapie und autologer
Blutstammzelltherapie eine molekulare Begleitdiagnostik zur Erfassung der
minimalen Resterkrankung im Knochenmark und im peripheren Blut durchzuflhren.
Dazu wurde mit Hilfe der LightCycler-Technologie fir Patienten mit multiplem
Myelom eine quantitative real-time Polymerase-Kettenreaktion des
patientenspezifischen Schwerkettenlokus des IgH etabliert und Verlaufe der
minimalen Resterkrankung der Patienten im Knochenmark und peripheren Blut
gemessen.

Durch Korrelation der gemessenen minimalen Resterkrankung mit dem klinischen
Verlauf sollte die Frage nach der prognostischen Bedeutung der minimalen

Resterkrankung in diesem Patientenkollektiv geklart werden.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate und Software

Cycler Mastercycler gradient

Geldokumentationssystem
Alphalmager™ mit Software

Gelelektrophorese-Kammer

LightCycler-System mit
Software 3.5

LightCycler Centrifuge Adapters
Nanodrop

LightCycler

Personal Cycler

Pipettierhilfe

Pipettierhilfe pipetus-akku
Spektrometer BioPhotometer
Thermoruhrer MR3302
Thermoschuttler Thermomixer comfort
Zentrifuge Biofuge fresco

Wasserbad

Eppendorf (Hamburg)
Biozym (Oldenburg)

OWL Separations
(Portmouth, USA)

Roche (Mannheim)

Systems

Roche (Mannheim)

Peqlab Biotechnologie
(Erlangen)

Biometra (Gottingen)
Eppendorf (Hamburg)
Hirschmann (Eberstadt)
Eppendorf (Hamburg)
Heidolph (Schwabach)
Eppendorf (Hamburg)
Heraeus (Osterode)
Kottermann (Hanigsen)

GmbH

Zusatzliche Software-Programme wurden verwendet:

ALFwin Sequence Analyser v2.10.06 Amersham

Software

Excel Software (2003)
IgBlast Software

SPSS 18.0

Word Software (2003)
PowerPoint Software (2003)

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

1,5 ml Reaktionsrohrchen

2 ml Reaktionsrohrchen

50 ml Réhrchen
Bakterien-Kulturschalen
Klvetten 1 cm
LightCycler-Kapillaren
PCR-R6hrchen 0,2 ml und 0,5ml

Pharmacia Biotech

(Uppsala, Schweden)
Microsoft
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/

IBM Company (Minchen)
Microsoft
Microsoft

Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

BD Falcon (Franklin Lakes, USA)
Greiner Cellstar (Frickenhausen)
Eppendorf (Hamburg)

Roche (Mannheim)

Biozym (Oldenburg)
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2.1.3 Chemikalien und Enzyme

3-Mercaptoethanol

Agarose (Agar-Agar technisch)
Ampicillin

AmpliTag-Polymerase und PCR-
Puffer

Blue white select Screening Solution
Borsaure

DNA-Ladder 100bp

dNTPs

dNTPs

EDTA

Ethanol

Ethidiumbromid-Lésung, 1%ig
Gelelektrophoresepuffer Blue/Orange
Loading dye

Glycerin

Hefeextrakt

Isopropanol

Isotonische Kochsalzlésung (NaCl
0,9%)

Lymphoprep

MgCI2

MS2-Phagen-RNA

MuLV Reverse Transkriptase und
PCR-Puffer Il

NaCl

Oligo (dT)16-Primer
Phosphat-gepufferte Salzldsung
(PBS)

Restriktionsenzym EcoRI und
Reaktionspuffer

Restriktionsenzym Pstl und
Reaktionspuffer

Reverse Transkriptase M-MLV und
Reaktionspuffer

RLT-Puffer
RNase-freies Wasser
TRIS

Trypton

Merck (Darmstadt)

Wallak (Turku, Finnland)

Sigma (Steinheim)

Applied Biosystems (Darmstadt)

Sigma (Steinheim)
Merck (Darmstadt)
Promega (Madison, WI, USA)

Amersham Biosciences
(Braunschweig)

Applied Biosystems (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Sigma (Stienheim)

Promega (Madison, WI, USA)

Sigma (Mannheim)
BD (Heidelberg)

Merck (Darmstadt)
Braun (Melsungen)

Axis-Shield (Oslo, Norwegen)
Applied Biosystems (Darmstadt)
Roche (Mannheim)

Applied Biosystems (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)
Applied Biosystems (Darmstadt)
Biochrom AG (Berlin)

BioLabs (New England, USA)
BioLabs (New England, USA)
Invitrogen (Karlsruhe)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Sigma (Mannheim)

Beckton Dickinson (Le Pont de Claix,
Frankreich)
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2.1.4 Kits

GeneAmp RNA PCR Core Kit Applied Biosystems, Branchburg
(USA)

LightCycler FastStart DNA Master Roche (Mannheim)

Hybridization Probes Kit

QIAmp DNA Blood Mini Kit Qiagen (Hilden)

QIAmp Miniprep Kit zur Isolierung von Qiagen (Hilden)

Plasmid-DNA

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen (Hilden)

RNeasy Mini Kit Qiagen (Hilden)

TagMan R-actin control Reagents Kit  Applied Biosystems (Foster City, CA,
USA)

TagMan Universal PCR Master Mixes  Applied Biosystems, Applera
Deutschland GmbH (Darmstadt)

TOPO TA Cloning Kit Invitrogen (Karlsruhe)

2.1.5 Synthetische Oligonukleotide

Primer Nukleotidsequenz Firma

FR1c 5-AGG TGC AGC TGS WGS AGT CDG-3’ ThermoHybaid
(Ulm)

JH1245 5°-ACC TGA GGA GAC GGT GAC GAG GGT-3& ThermoHybaid
(Ulm)

JH3 5-TAC CTG AAG AGACGG TGACCATTGT-3 ThermoHybaid
(Ulm)

JH6 5'-ACC TGA GGA GAC GGT GAC CGT GGT-3 ThermoHybaid
(Ulm)

M13 5-GTAAAACGACGGCCAG-3’ Invitrogen

Vorwartsprimer (Karlsruhe)

Abklrzungen: A=Adenin, G=Guanin; T=Thymin; C=Cytosin; D=A,G oder T; S=G oder
C; W=A oder T nach dem IUB Code
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2.2 Methoden und Patienten
2.2.1 Identifizierung der IgH-Sequenz

2.2.1.1 Patienten und Probengewinnung

Wir sammelten Proben aus dem PB und dem KM von Patienten mit MM, die
innerhalb der Dusseldorfer Studie 2001 zur Primartherapie mit HDT und autoPBSCT
zwischen November 2000 und Oktober 2007 behandelt wurden (Abbildung 2-1).

Innerhalb der Dusseldorfer Therapiestudie zur Primartherapie des MM wurden
Patienten nach einer konventionellen Induktionstherapie mit
Idarubicin/Dexamethason  und  anschlieBender  Stammzellmobilisierung  mit
Cyclophosphamid und Pedfilgrastin behandelt. Im Anschluss fand eine genetische
Randomisierung statt. Patienten mit einem HLA-identischen Geschwisterspender
wurden mit einer konsolidierenden allogenen PBSCT mit dosisreduzierter
Konsolidierung behandelt. Die anderen Patienten wurden zwischen einer Therapie
mit Interferon (INF) als Standardarm oder mit Thalidomid als experimentelle

intensivierte Erhaltungstherapie randomisiert.

Abbildung  2-1:
Disseldorfer Therapiestudie = Multiples Myelom  schematische Dar-

der

Therapiestudie

Multiplen

stellung
Disseldorfer
Primartherapie 10 ] er
l Einleitung einer Familientypisierung
Cyc-Mobilisation des
Myeloms
y

A
[ mel 200+autoPBSCT |

wenn Familienspender vorhanden

2 Gy TBI/ Flud
+ alloPBSZT

[INF |+ 5> [ Thalidomid |. sp o
Remissionsdauer
in beiden Armen
Rezidivtherapie gleich lang

\ Bu 12 Mel 200 + 2. autoPBSCT

Den Patienten wurde bei der Diagnose Citrat - KM entnommen und innerhalb von 24
Stunden nach der Entnahme weiter verarbeitet. Weitere KM-Proben wurden vor und
3 Monate nach HDT gewonnen. PB-Proben wurden in monatlichen Abstanden
gesammelt. Die Experimente sowie die Auswertung der KM-Proben erfolgte in

Zusammenarbeit mir Dr. rer. nat. Mark Korthals, hingegen wurden die Experimente
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der PB-Proben sowie die Daten dieser durch mich erhoben. Die Isolierung der
mononuklearen Zellen aus dem KM und PB erfolgte durch
Dichtegradientenzentrifugation mittels Ficoll. Pro 10 ml KM oder PB wurden 8 ml
Ficoll verwendet. Die ausgerechnete Menge an Ficoll wurde vorsichtig mit dem KM
oder PB Uberschichtet und danach 30 Minuten bei 1600 Umdrehungen pro Minute
(Upm) zentrifugiert. Anschlie3iend wurde die lymphozytenreiche Interphase vorsichtig
abgenommen und einmal mit Phosphat gepufferter Salzsaure (PBS) gewaschen. Der
Uberstand wurde verworfen und die mononukledren Zellen mit 900 ul PBS
resuspendiert. AnschlieRend wurde ein Teil der mononuklearen Zellen in einer
Konzentration von 1x10” Zellen eingefroren. Bei der Erstprobe wurde der Rest zur
Ribonukleinsaure (RNA) - Isolierung weiterverwendet, indem 1x10” Zellen aus dem
KM in 600 pl RLT-Puffer suspendiert und durch kraftiges ,Vortexen® lysiert und

anschlie3end eingefroren wurden.

2.2.1.2 RNA-Isolierung

Es wurde das RNeasy Blood Total RNA Kit von Qiagen nach Herstellerangaben
verwendet.

Die mit RLT-Puffer stabilisierten und tiefgefrorenen Proben wurden zur weiteren
Verarbeitung schonend auf Eis aufgetaut. Unter einem Abzug wurde das aufgetaute
Lysat direkt auf eine QlAshredder-Saule gegeben und 2 Minuten bei 13.000 Upm
abzentrifugiert. Das Homogenisat wurde mit 600 pl 70 % Ethanol vermischt und
anschlieRend auf eine RNeasy Spin-Saule gegeben. Nach 15 Sekunden
Zentrifugation bei 10.000 Upm und Verwerfen des Durchflusses wurden 700 yl RW1
Waschpuffer auf die Saule gegeben und wiederum 15 Sekunden bei 10.000 Upm
zentrifugiert. Nach Einbringen in ein neues Sammelréhrchen und Zugabe von 500 ul
RPE Waschpuffer wurde bei 10. 000 Upm wieder 15 Sekunden zentrifugiert. Mit dem
alkoholhaltigen RPE-Puffer wurde die RNA ausgewaschen. Der Durchfluss wurde
wiederum verworfen, die Saule in ein neues Sammelrohrchen gestellt und 500 ul
RPE Waschpuffer hinzugegeben. Dieses wurde dann 2 Minuten bei 13.000 Upm
zentrifugiert, um danach die trockene Saule vorsichtig entnehmen zu kdnnen.
AnschlieBend wurde die RNA mit 50 pyl RNase-freies Wasser durch einminutige

Zentrifugation bei 10.000 Upm eluiert und bei -20°C eingefroren.
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2.2.1.3 cDNA-Synthese und konventionelle Polymerase-Kettenreaktion

Die cDNA-Synthese der variablen Region der schweren Immunglobulin-Kette wurde
mit Hilfe der Konsensus-Primer FR1c¢, Ca und Cy durchgeflhrt.

Es wurden jeweils 5l eluierte RNA in ein steriles 1,5 ml Eppendorf-Gefald gegeben,
5 Minuten bei 65°C inkubiert und danach 10 Minuten auf Eis abgekuhlt. Die weitere
cDNA-Synthese erfolgte mit GeneAmp RNA PCR Core Kit entsprechend den
Angaben des Herstellers. Pro Ansatz wurde zunachst eine 15 pl umfassende
Mischung aus 2 ul 10xbuffer, 4 yl MgCl, 8 pul dNTP, 1 pl 50uMOIligodT16 hergestellt
und wurde fur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend wurden 1 pl
Moloney murine leukemia virus (MuLv-RT) und 1 pl RNAse-Inhibitor sowie 3 pl der
vorbereiteten RNA hinzugegeben. Die bisherigen Angaben beziehen sich auf eine
einzelne Probe, flr den Versuch wurde ein Master-Mix entsprechend der benétigten
Menge angefertigt. Zusatzlich wurde zu jeder cDNA-Synthese ein Ansatz ohne RNA
hergestellt, bei dem der Reaktions-Mix in 3 yl RNase-freies Wasser gegeben wurde.
Die Proben wurden 15 Minuten bei 42°C, 5 Minuten bei 99°C und 5 Minuten bei 4°C
inkubiert. Eine PCR wurde unmittelbar an die cONA-Synthese angeschlossen.

Die konventionelle PCR wurde im Thermocycler Personal Cycler durchgeflihrt, wobei
als Quelle der cDNA DNA aus Knochenmarksproben genutzt wurde. Pro Ansatz
wurden 67,5 pl H20, 8 pl 10 x Puffer, 1 pl Primer Ca (100 uM), 1 pl Primer Cy (100
MM), 1 pl Primer FR1c (100 yM), 0,5 pl AmpliTagPolymerase (5 U/ ul) angesetzt und
jeweils 20 pyl cDNA aus der vorangegangenen reversen Transkription hinzugeflgt.
Auf die Denaturierungsphase von 5 Minuten bei 92°C folgten 40 Zyklen mit jeweils
einer Denaturierung von 1 Minute bei 92°C, 1 Minute Primer-Annealing bei 60°C und
2 Minuten Kettenverlangerung bei 72°C. Die letzte Kettenverlangerung war 10,5
Minuten lang, um eine komplette Synthese der amplifizierten DNA sicherzustellen.
Am Ende erfolgte eine Abkuhlung auf 4°C.

Die PCR-Produkte wurden mittels einer 1,5 % Agarosegel-Elektrophorese beurteilt.
Hierzu wurden 1,5 g Agarose auf ein Endvolumen von 100 ml mit 1x TBE-Puffer
aufgeflllt und in der Mikrowelle erhitzt und in einer Gelkammer erkaltet. 40ul des
PCR-Produktes wurde mit 5 pl 6x Auftragspuffer vermischt und 22 ul pro Gelslot
verwendet. Die Elektrophorese wurde bei 120 V 1 Stunde lang durchgefuhrt.

Danach wurde das Gel maximal fur 30 Minuten in ein Wasserbad aus destilliertem
Wasser und Ethidiumbromid inkubiert. Daraufhin wurde das Gel unter UV-Licht

betrachtet und per Fotographie dokumentiert.
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2.2.1.4 Gelextraktion
Die Klon-spezifische cDNA-Banden, die einer Nukleotidlange von 300-500 bp

entsprechen, wurden mittels eines Skalpells unter UV-Licht ausgeschnitten.

Die Gelextraktion der PCR-Produkte wurde mittels des QIAquick Gel Extraktion Kit
nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Dabei wurde die dreifache Menge [ul] des
Puffers (QG) vom Gewicht des [mg] Gelstickchens dazugegeben und 10 Minuten
bei 50°C inkubiert. Wahrend der Inkubationszeit wurde die Probe alle 2 bis 3 Minuten
.gevortext. Danach wurde Isopropanol in der gleichen Menge des Gelgewichtes
hinzugefigt und gut gemischt. Der Ansatz wurde auf eine QIAquick
Zentrifugationssaule gegeben und 1 Minute bei 13.000 Upm zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde verworfen und 500 pyl QG Puffer hinzugefugt. Die befullte Saule
wurde eine Minute bei 13.000 Upm zentrifugiert und der Durchfluss wiederum
verworfen. Nach Einbringen der Saule in ein neues Sammelrohrchen und Zugabe
von 750 yl PE Puffer wurde die Saule 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach wurde die Saule 1 Minute bei 13.000 upm zentrifugiert, um daraufhin die
Saule 1 Minute bei 13.000 Upm trocken zentrifugieren zu lassen. Die DNA wurde mit

50 ul EB Puffer durch einminttige Zentrifugation bei 13.000 Upm eluiert.

2.2.1.5 Klonierung der cDNA-Fragmente in E.coli Bakterien

Zu 2 pl aus dem Agarosegel eluierten cDNA-Fragment wurde 24 pl Mix mit DNA
TagPolymerase hinzugegeben und 15 Minuten bei 72°C inkubiert. Der Mix bestand
aus 3 pl 10xPuffer, 1 pl dATP, 19,9 pyl H20 und 0,1 pl DNA TagPolymerase.

Fiur die Herstellung von Agar-Platten zur Klonierung wurde LB-Medium mit 1,5 %
(w/v) Agarose und 0,5 mg / ml Ampicillin verwendet. Die Agar-Platten wurden mit 40
I je Platte einer Losung mit IPTG und x-Gal bestrichen.

Die Klonierung erfolgte mittels des TOPO TA Cloning Kits von Invitrogen nach
Herstellerangaben. Dabei wurden 4 ul des PCR-Produktes mit 1 ul Salt-Solution und
1 ul PCR 2.1-TOPO-Vektor (3908bp) vorsichtig vermischt und 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die kompetenten Zellen (TOP 10F) wurden auf Eis
aufgetaut und mit 4 ul des Ligationsansatzes gemischt. Dann wurde der Ansatz fur
25 Minuten auf Eis inkubiert. Daraufhin erfolgte die Transformation innerhalb von 30
Sekunden bei 42°C. Der Ansatz wurde auf Eis gestellt, mit 250 uyl vorgewarmten
SOC-Medium versetzt und 60 Minuten bei 37°C unter Schutteln inkubiert. Die 250 pl

wurden aufgeteilt in je 150 pl und 100 pl und auf die vorbereiteten LB amp. Platten
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ausgestrichen, um tber Nacht bei 37°C zu inkubieren. Je Patient wurden 10 einzelne
weille Kolonien in 3 ml Ampicillin-haltiges LB-Medium Uberfihrt und zum
Bakterienwachstum Gber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Zur Plasmidisolierung wurde das QIAprep Miniprep Kit benutzt. Zuvor wurden 1500
ul der Bakterienkultur 1 Minute bei 10.000 Upm zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und mit 200 pl sterilem Glycerin versetzt und vermischt. Das Gefald wurde
zur Aufbewahrung des jeweiligen Klons bei -80°C eingefroren. Die verbliebene Kultur
wurde 1 Minute bei 10.000 Upm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und der
Ruckstand in 250 pyl RNase-haltigen P1 Puffer resuspendiert. Die Zellen wurden
durch grindliches Mischen in 250 ul P2 Puffer lysiert, die Suspension anschlieend
durch grundliches Mischen mit 350 pyl N3 Puffer neutralisiert, um dann durch einen
weiteren Zentrifugationsschritt unlosliche Bestandteile zu entfernen. Der verbliebene
Uberstand enthielt die  geldste Plasmid-DNA, die mittels einer
Zentrifugationschromatographiesaule (QlAprep Spin Column) weiter gereinigt wurde.
Durch aufeinander folgende Zentrifugationsschritte von je einer Minute in einer
Minizentrifuge bei 10.000 Upm wurde zuerst die Saule mit dem Uberstand beladen
und mittels der Puffer PB und PE die DNA gereinigt. Die Elution der gereinigten DNA
erfolgte mit 75 ul EB durch eine abschlieRende Zentrifugation bei 10.000 Upm fur
eine Minute.

Im Anschluss wurde mit der Plasmid-DNA ein Restriktionsansatz mit EcoR1
durchgefuhrt, um die Grofle und das Vorhandensein des klonierten Produktes zu
testen. Zu 1,2 pl eluierter Plasmid-DNA wurden 18,8 ul Mix hinzugegeben und eine
Stunde bei 37°C inkubiert. Der Mix bestand aus: 15,8 yl H20, 2 ul NEB1 Puffer und
1 pl Restriktionsenzym EcoRI. Die Produkte aus dem Restriktionsansatz wurden
mittels einer 1,5 % Agarosegel-Elektrophorese analysiert.

Die Sequenzierung der CDR3-Region wurde extern durch die Firma Seqlab in
Gottingen durchgeflhrt. Hierzu wurden etwa 600 ng des Plasmids mit 20 pmol eines
M13 Vorwarts - Primers, der am 5°-Ende der Integrationsstelle des Plasmids bindet,
an die Firma verschickt. Das Ergebnis der Sequenzierung wurde als Text- und
Graphik-Datei per E-mail versendet.

Identische Sequenzen sowie die Bindungssequenzen fir die Konsensus-Primer
wurden mit Hilfe der ALFwin Sequence Analyser v2.10.06 Software identifiziert.
Wenn die Sequenzen von mindestens drei der 10 verschiedenen Klone identisch

waren, wurde diese Sequenz als die Patienten- und Tumor - spezifische IgH-
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Sequenz definiert. Mit Hilfe der IgBlast Software wurden die VH-, Dy- und Jh-
Sequenzen sowie die Patienten-spezifische CDR3-Peptid-Sequenz identifiziert.
Basierend auf diesen Aminosaurensequenzen wurde die Synthese von

patientenspezifischen Primern und Sonden bei der Firma Seqlab in Auftrag gegeben.

2.2.2 Etablierung einer patienten-spezifischen, quantitativen Real-Time-IgH-
PCR

Die Messung der IgH-Kopienzahl mittels RQ-PCR ist ein direktes Mal} fir die
Tumorzellzahl in einer Probe, da die klon-spezifische IgH-DNA-Sequenzen genau in
einer Kopie je Tumorzelle vorhanden sind. Die RQ-PCR zum quantitativen Nachweis
der patientenspezifischen IgH-Sequenzen wurde wie von Fenk et al. beschrieben auf
dem LightCycler - System durchgefuhrt {Fenk 2004}. Fir jeden Patient wurde eine
patientenspezifische PCR auf dem LightCycler-System etabliert.

Anhand der ermittelten CDR3-Sequenzen wurde von der Firma TIBMOLBIOL je eine
Allel-spezifische Oligonukleotid (ASO) - Tagman-Sonde fur die tumor-spezifische
CDR3 - Region der einzelnen Patienten sowie ein ASO - Vorwarts- und Ruckwarts-
Primer entworfen und synthetisiert.

Wir verwendeten als externen Standard zur Quantifizierung der klonspezifischen
Kopienzahl das patientenspezifische linearisierte Plasmid. Vor der Etablierung
wurden die Plasmide in einer Konzentration von 5x10” Kopien/ul mit 1 U/ul Pst1 in
1xPuffer bei 37°C eine Stunde linearisiert und danach das Restriktionsenzym bei
95°C 10 Minuten inaktiviert. Es wurde zunachst eine serielle Verdlinnungsreihe mit
dem patientenspezifischen linearisierten Plasmid mit 6 ng/ml MS2-Phagen-RNA
angefertigt. Die Amplifikation wurde in Anwesenheit von unterschiedlichen MgClI-
Konzentrationen von 3 mM, 4 mM, 5 mM, 6 mM und 7 mM und verdinnten
Plasmidkonzentrationen von 107, 10°, 10° und 10* Plasmid-Kopien durchgefiihrt. Die
Kopienzahl lie® sich aus der Konzentration (w / v) und der Gro3e des Plasmids sowie
der mittleren molekularen Masse der Basenpaare berechnen, mit einer molekularen
Masse des Plasmids von (4.300 x 650 g) / 6,022x10* Molekllen = 0,46 ng / 1x10°
Plasmid-Kopien.

Wir verwendeten das 3-Aktin Gen als ,housekeeping“-Gen als internen Standard zur
Normalisierung, um unterschiedliche Mengen und Qualitat der einzelnen DNA-
Proben sowie Schwankungen des Amplifikationsverhaltens auszugleichen. Dazu
verwendeten wir das TagMan R-actin control Reagents Kit nach Herstellerangaben,

das spezifische B-aktin “forward” - und ,reverse” - Primer sowie eine [3-aktin-Tagman-
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Sonde enthalt. Eine im Kit vorhandene DNA-Stammldsung diente zur Herstellung der
Standardverdinnungsreihe.

Fur eine erfolgreiche Etablierung forderten wir: 1) eine Sensitivitdt von mindestens
10, 2) keine Amplifikation bei Verwendung von DNA eines anderen Spenders und
3) eine lineare Amplifikation mit einem Korrelationskoeffizienten von r= 0,98 bei 10°
bis 10" Kopien {Ladetto 2002}.

2.2.3 Quantifizierung der MRD in mononuklearen Zellpraparationen

Aus dem KM oder PB-Verlaufsproben wurde genomische DNA mit dem QIAmp
Blood Mini Kit nach Herstellerangaben extrahiert.

Die Proben wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und eine Minute bei 13.000 Upm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit der Pipette abgenommen und danach 180 pl
PBS hinzugeflgt. Im nachsten Schritt wurden 33 ul Protease und 200 ul AL Puffer
hinzugegeben und das Zellpellet gelost und ,gevortext®. Danach wurden die Proben
fur zehn Minuten bei 56°C im Thermocycler inkubiert und anschlieRend mit 200 pl
Ethanol vermischt. Nach dem Abzentrifugieren wurde die Mischung auf eine QIAmp
Saule pipettiert und 1 Minute bei 13.000 Upm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde
verworfen, die Saule in ein neues Sammeltube eingebracht und 500 ul AW1-Puffer
hinzugegeben. Nach einer Minute Zentrifugation bei 13.000 Upm und Verwerfen des
Durchflusses wurden 500 ul AW2-Puffer auf die Saule gegeben und vier Minuten bei
13.000 Upm zentrifugiert. Die trockene Saule wurde entnommen und 70 ul AE-Puffer
hinzugegeben. Nach flunfminutiger Inkubation wurde die DNA durch einminutige
Zentrifugation bei 8.000 Upm eluiert.

Die quantitative Polymerase-Kettenreaktion wurde mit dem LightCycler-System unter
Verwendung des ,LightCycler FastStart DNA Master Hybridization Probes® Kits
durchgefiuihrt. Die PCR-Reaktion fand in Glaskapillaren statt, die Uber Luft erwarmt
wurden, was eine starke Verkurzung der einzelnen PCR-Zyklen im Vergleich zur
konventionellen PCR gestattet.

Jede Glaskapillare enthielt ein Endvolumen von 20 ul, wobei zuerst ein PCR-Mix
ohne DNA, bestehend aus: 1 ul LJH, 1 ul patientenspezifischer Forward-Primer, 1pl
der patientenspezifischer Sonden (4 uM), 2 ul der Enzymmischung und eine Sonden-
abhangige MgCl,-Konzentration in jede Kapillare pipettiert wurden, und danach 1000
ng DNA in maximal 9 pl Volumen oder Wasser zugegeben wurde. Jeder PCR-Lauf
bestand aus vier Teilprogrammen: Denaturierung (10 Minuten bei 95°C),

Amplifikation (Patienten-abhangig siehe Ergebnisse) und abschlieRende Kuhlung (30
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Sekunden bei 40°C). Jeder PCR-Lauf enthielt Standards dreier verschiedener
Konzentrationen zum Quantifizieren, sowie eine Wasser-Kontrolle. Wir fihrten bei
allen Messungen Doppelbestimmungen durch, negative Messwerte wurden durch
Funffachmessungen bestatigt.

Bei jeder Probe ermittelten wir die IgH-Kopienzahl (1 Allel) und die R-Aktin-
Kopienzahl (2 Allele) anhand der beiden Standardkurven. Der Quotient aus 2IgH/3-
Aktin-Kopien multipliziert mit 100 wurde als das prozentuale Mal fur die Menge an
Tumorzellen in der Probe bestimmt. In Abbildung 2-2 sind die wesentlichen

Arbeitsschritte zur Gewinnung der patientenspezifischen Sequenz

zusammengefasst.
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2.2.4 Statistische Auswertungen

Die Berechnung von Mittelwerten, Standardabweichungen und Medianen der
Messergebnisse sowie die Erstellung von Graphiken wurden mit dem Excel-
Programm (MS Office Professional Edition 2003), PowerPoint-Programm (MS Office
Professional Edition 2003) sowie mit SPSS 18.0 durchgefuhrt. Das Gesamtiberleben

und die Zeit zur Progression wurden mittels Kaplan-Meier-Kurven und log rank Tests
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analysiert. Korrelationen zwischen den Patientencharakteristika wurden durch Fisher-
und T-Tests ermittelt. Uni- und multivariate Analysen wurden durch Verwendung der
Cox Regressions - Analyse berechnet. Alle Patientencharakteristika mit p < 0.1 in der
univariaten Analyse erreichten die multivariate Analyse.

Das Gesamtuberleben und die Zeit zur Progression waren definiert als die Zeit von
Beginn der Behandlung nach Erstdiagnose bis zum Rezidiv oder Tod. Um die
statistischen Aussagen zu verstarken, fasste man die Daten von 10 Patienten aus
einer vorangegangenen Studie {Fenk 2004} und die nachfolgenden 43 Patienten in
ein Kollektiv zusammen. Dieses bendtigt keine weitere statistische Angleichung, da
die Entscheidung zur mehr Patienten nicht auf die Analyse der ersten zehn Patienten
beruht.

Um den optimalen Grenzwert (Cut-off Level) eines diagnostischen Markers zu
bestimmen, wurde der Youden Index verwendet. Hierfur wurde zur Ermittlung eines
prognostischen Grenzwertes der quantitative MRD drei Schritte bendtigt: (i) Vergleich
der empirischen Verteilungsfunktion als kumulative prozentuale Summe der Kurven
Uber der Achse der quantitativen MRD Werte zwischen einem positiven und
negativen Ergebnis der statistischen Signifikanz (p<0,05) als Unterschiede mittels
des Kolmogorov-Smirnov Tests, (ii) Bestimmung des Wertes der quantitativen MRD
mit einer maximalen Distanz zwischen den beiden empirischen Verteilungsfunktionen
in einem binaren Endpunkt eines signifikanten Kolmogorov-Smirnov Tests in Schritt
(i), und (iii) Bestimmung des Grenzwertes mittels der Receiver - Operating
Characteristic (ROC) — Kurve als GroRe der quantitativen MRD mit maximalem
Youden Index. Zwischen Schritt (ii) und (iii) konnte es numerische Unterschiede
geben, diese GrolRen sollten sehr eng bei einander liegen. Statistische Analysen
wurde mittels SASe Statistical Analysis System Software Version 9.2 (SAS Institute

Inc., Cary, NC, USA) unter Windowse XP-Professional auf einer IBMe ThinkPade
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platform getatigt. Fur Schritt (i) wurde die Einstellung PROC NPAR1WAY verwendet,
die gleichzeitig auch ein Ergebnis fur Schritt (ii) ergibt. Die ROC-Analyse von Schritt
(iif) wurde danach mittels der OUTROC Datei von PROC LOGISTIC berechnet. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 3-2 fur die MRD vor und nach HDT unter Einbeziehung

zweier binarer Endpunkte (Rezidiv (ja/nein) sowie Tod (ja/nein) aufgelistet.
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3 Ergebnisse

3.1 Patienten, Ermittlung der IgH-Sequenz und Etablierung der IgH-PCR

Wir untersuchten 121 Patienten mit MM, die im Stadium II/Ill nach Salmon und Durie
mit einer HDT und autologer PBSCT als Erstlinientherapie behandelt wurden. Alle
Patienten erhielten eine konventionelle Induktionstherapie gefolgt von einer
zytotoxischen und mit G-CSF unterstitzten Stammzellmobilisation sowie eine HDT
mit autologer PBSCT. Im Anschluss erhielten 56 Patienten eine Erhaltungstherapie
mit Thalidomid, 46 mit Interferon, 17 mit RIC und 13 erhielten keine
Erhaltungstherapie (Abbildung 3-1).

Abbildung 3-1:
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80 Patienten hatten ein MM mit dem Subtyp IgA oder IgG und waren somit fur ein
molekulares Monitoring mittels IgH-PCR geeignet. Von 71 Patienten konnten wir
Proben aus KM bei Erstdiagnose gewinnen. Von 55 Patienten (78%) dieser 71
Patienten konnten wir eine IgH-Sequenz ermitteln. (siehe Anhang)

Es konnte fur 53 (76%) Patienten eine patientenspezifische RQ-IgH-PCR nach den
zuvor festgelegten Standards etabliert werden, wohingegen bei 2 Patienten die
minimal erforderte Sensitivitat von 10™ nicht erreicht wurde. Wir verwendeten in allen
Fallen die ,ASO-Sonden-Strategie“ {Fenk 2004}, in dem in 55% (n= 29) der Falle ein
ASO-sense Primer in der CDR123-Region und ein Jy-Consensus-Primer verwendet
wurde und in 45% (n=24) der Falle ein ASO-sense-Primer und ein Jy-ASO-
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antisense-Primer benutzt wurde (Abbildung 3-2). Die maximale Sensitivitat der
etablierten PCR betrug dabei in 15% (n=9) der Falle 10* und in 85% (n=44) der Fille
mindestens 107°. Die lineare Sensitivitat betrug in 20% der Falle 107, in 45% (n=23)
der Falle 10* und in 20% der Falle 103, Alle PCR-Tests waren zu 100% spezifisch.
Die verwendeten Temperaturen und Magnesiumchloridkonzentrationen zeigt
Abbildung 3-3.

Abbildung 3-2:
Darstellung der
W . I — mégichen  Sonden-
strategien zur
CDR1 CDR2 CDR3 . S
Ermittlung der CDR3-
ASO Primer + SYBR Green — <= 1 .
CDR 3 JH Region.
S Q— 2
CDR 1 CDR3
> < 3
CDR 2 FR3 CDR3
ASO Primerstrategie > mm) < 4
CDR2 FR2 CDR3

@
1
@

ASO Probenstrategie )y < 6
CDR3 CDR3 JH
=) ASO Primer =) & 7
- Consensus probe FR3 CDR3 ,CDR3
:> ASO primer IF:R3> éﬁ% <“J?I 8
|:> ASO probe
mAnA| Senseprimer/
. Sonde/
Sondenstrategie moNA Anti-sense Primer

A=ASO C=consensus

3.2 Vergleichende Untersuchung zwischen Proben aus dem Knochenmark

und peripherem Blut

Wir untersuchten zusatzlich die intra-individuellen Unterschiede von Proben aus dem
PB und dem KM aus insgesamt 60 gepaarten Proben, die am gleichen Tag
gewonnen wurden. Es handelte sich dabei um Proben, die zu unterschiedlichen
Zeiten wahrend des Verlaufs der Erkrankung gewonnen wurden und daher
Zeitpunkte mit unterschiedlichen Tumorzellanteilen beinhalteten (Abbildung 3-4). Ein
negatives PCR-Ergebnis in Blutproben (n= 31) fuhrte in 19 % der Falle auch zu
einem negativem Ergebnis in der dazugehodrigen Knochenmarksprobe,
wahrenddessen in 81 % der Falle positive Ergebnisse im Knochenmark gemessen

wurden. Umgekehrt war in allen Fallen mit einem negativen Ergebnis in der
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Knochenmarksprobe auch ein negatives Ergebnis im peripheren Blut

vergesellschaftet.

Abbildung 3-3:
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Insgesamt war der Tumorzellanteil im PB (medianer 2IgH/3-Aktin-Quotient 0%,
Reichweite 0% - 0,012%) signifikant niedriger als im KM (medianer 2IgH/}3-Aktin-
Quotient 0,0014%, Reichweite 0,000087 % - 1,026 %). Der Unterschied zwischen
den gepaarten Messwerten im PB und im KM betrug im Median zwei

Zehnerpotenzen mit einer Spanne von 10 bis 1000.
3.3 Minimale Resterkrankung im Knochenmark

3.3.1 Definition eines Grenzwertes im Knochenmark mit prognostischer
Bedeutung

Wir konnten von 53 Patienten die MRD im KM vor HDT und autologer PBSCT

messen, dabei besallen 44 Patienten einen positiven und 9 Patienten einen

negativen 2IgH/R-Actin-Quotienten. Die Ergebnisse der positiv getesteten Proben

lagen zwischen 0,00003% und 86% 2IgH/R-Actin-Quotient mit einem Median von

0,2% 2IgH/3-Actin-Quotient. Die mediane Zeit zur Progression (EFS) lag bei allen 53

Patienten bei 28 Monaten und das Gesamtuberleben (OS) bei 61 Monaten.

26



Abbildung 3-4:
Unterschiede der 2IgH/R-Aktin-

Quotienten von 60 Proben, die

am gleichen Tag und vom
% 1 ] selben Patienten im peripheren
S 0.1 — Blut und im Knochenmark
CCJ //’/"” = d
3 001 4 EE— — / gewonnen wurden
8 ——— l/ = —
3 —— /Ill'///// = =]
— _—— —
=~ 0.001 4 #
I
oy
N 0.0001
4
0 _

PB KM

Es konnten 40 Patienten mit erlittenem Rezidiv und 29 verstorbene Patienten im
Beobachtungszeitraum erfasst werden. Die Patientencharakteristika dieser 53
Patienten konnen aus Tabelle 3-1 enthommen werden.

MRD-Werte nach HDT waren nur bei 39 Patienten vorhanden. Von diesen Patienten
erlitten 29 ein Rezidiv und 19 Patienten verstarben. Die statistische Verteilung der
MRD Werte vor HDT und nach HDT wurden zwischen den Patienten mit und ohne
erreichtem Rezidiv sowie mit den Uberlebenden und Toten mittels des nicht
parametrischen Kolmogorov-Smirnov Tests verglichen. Wahrend die Verteilung der
MRD-Werte nach HDT sich statistisch nicht unterscheiden, zeigten sich
Abweichungen zwischen der Verteilung der MRD-Werte vor HDT und den
Uberlebenden bzw. Verstorbenen mit einem nominalen Signifikanzlevel von p<0,05
und sowie den Patienten mit bzw. ohne Rezidiv mit einem nominalen Signifikanzlevel
von p=0,06. (Tabelle 3-2)

Die Sensitivitdt und Spezifitat mittels ROC Analyse fur verstorbene Patienten mit
einer gemessenen MRD > 0,2% 2IgH/R-actin Quotient vor HDT wurde mit 0,78
(95%KI: 0,56-0,93) ermittelt. Bei den Patienten mit einer MRD > 0,2% 2IgH/-actin
Quotient vor HDT unter den Uberlebten betrug der Wert 0,6 (95%KI: 0,4-0,78).
Mittels des Kolmogorov-Smirnov-Test betrugen die Werte fur einen Grenzwert von
0,12 0,61 (95%KI: 0,38-0,81) und 0,60 (95%KI: 0,4-0,78).
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Patienten MRD < 0.2% MRD > 0.2%

(n=53) (n=26) (n=27) P
Alter (Median Jahre; range) 54 (31 -75) 54 (32 — 69) 54 (31 -75) 0.9
Geschlecht (m : f; %) 66 : 34 58 :42 74 : 26 0.3
Ig Subtype (IgG : IgA; %) 77:23 77:23 78:22 1.0
Stadium S+D (I+11 : lll; %) 11:89 12 .88 11:89 1.0
Stadium ISS (1:2: 3; %) 53:34:13 54:35:12 52:33:15 0.9
Zytogenetik (abnormal : normal; %) 26:74 23:77 30:70 0.8
Erhaltungstherapie (IFN : Thal : RIC; %) 51:34:15 54:35:12 44 :37:19 0.7
Remission vor HDT (nCR : PR : MRSD; %) 8:62:30 12:73:15 4:52:44 0.1
Remission nach HDT (nCR : PR : MRSD; %) 25:64: 11 31:62:8 19:67:15 0.5
PC KM Infiltration vor HDT (< : >10%; %) 49 : 51 57 :43 45 :55 0.1

Tabelle 3-1: Patientencharakteristika des Gesamtkollektiv (n = 53)

Tabelle 3-2: Vergleich der Patienten mit und ohne Rezidiv sowie Uberlebten und Verstorbenen
im Verlauf des Beobachtungszeitraum mittels Kolmogorov-Smirnov Test, MRD Werte mit
maximalen Abstand und maximalen Youden Index

Kolmogorov-Smirnov

Test ROC Analyse
Differenztest Maximaler Maximaler
Abstand Youden index
P Betrag MRD MRD
Falle / o . . .
Gesamtzahl [%2IgH/B-actin] [%2IgH/B-actin]
Rezidiv
MRD vor HDT 40/53 0.06 (0.52) (0.12)
MRD nach HDT 29 /39 0.13 n.a.? n.a.?
Tod
MRD vor HDT 23/53 0.04 012" 0.202
MRD nach HDT 19/ 39 0.60 n.a.? n.a.?

" Sensitivitat Schatzwert: 0.6087 (95%ci: 0.38-0.81), Spexzifitat Schatzwert: 0.6000 (95%ci: 0.40-0.78)
? Sensitivitat Schatzwert: 0.7826 (95%ci: 0.56-0.93), Spezifitat Schatzwert: 0.6000 (95%ci: 0.40-0.78)

% Werte in Klammern aufgrund der grenzwartigen statistischen Signifikanz von 0.05 < P <0.10.

4)

n.a.= nicht verwendbar fir mehr als aufgrund grenzwartiger fehlender statistischer Signifikanz (P > 0.10)
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Da die bei prognostischer Betrachtung beim Grenzwert vor HDT beginnt, sind die
positiven und negativen umgekehrten Grolienverhaltnisse, berechnet als
Prognosemusterwert am ehesten zu verwenden. Die Todeswahrscheinlichkeit bei
Patienten mit einer MRD > 0,2% 2IgH/R-actin Quotient vor HDT lag bei 0,54 (95%KI:
0,33-0,74) und die Uberlebenswahrscheinlichkeit bei Patienten mit einer MRD <
0,2% 2IgH/B-actin Quotient vor HDT bestand bei 0,67 (95%KI: 0,46-0,84). Die
entsprechenden Ergebnisse des Grenzwertes von 0,12% 2IgH/[3-actin Quotient aus
dem Kolmogorov-Smirnov-Test waren 0,6 (95%KI: 0,4-0,78) und 0,78 (95%KI: 0,56-
0,93) fir Verstorbene und Uberlebende. Daraus resultiert ein signifikanter
prognostischer Grenzwert des 2IgH/R-actin Quotienten in Knochenmarksproben vor
HDT. Der Gebrauch des Grenzwertes von 0,2% 2IgH/R-actin Quotienten, wie in den
ROC Analysen gezeigt, resultierte als der sensitivste und spezifischste prognostische

Schatzwert.

3.3.2 Korrelation der minimale Resterkrankung im Knochenmark mit

Remissionsraten

Vier Patienten erreichten eine komplette Remission (CR) vor der HDT, dabei lag der
Median der MRD vor HDT und autoPBSCT bei 0,07 % 2IgH/B-Actin-Quotient. Bei 32
Patienten konnte eine partielle Remission (PR) erreicht werden, hier zeigte sich ein
medianer 2IgH/R-Actin-Quotient vor HDT von 0,12 %. Hingegen erreichten 16
Patienten ein minimales Ansprechen (MRSD) vor HDT und autoPBSCT. Der
mediane 2IgH/R-actin-Quotient vor HDT dieser Patienten lag bei 1,7 %. Bei
Betrachtung nach HDT erreichten 11 Patienten eine CR mit einer medianen MRD
nach HDT von 0,06 % 2IgH/R-Actin-Quotient. 23 Patienten erreichten eine PR und 5
eine MRSD nach HDT. Der mediane 2IgH/3-actin-Quotient nach HDT der Patienten
mit PR nach HDT lag bei 0,44 % und der bei Patienten mit MRSD nach HDT bei 0,41
%. (Abbildung 3-5). Es zeigte sich keine Korrelation der MRD vor oder nach HDT mit

dem jeweiligen klinischen Remissionsstatus.
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3.3.3 Minimale Resterkrankung im Knochenmark vor Hochdosistherapie
ist ein Prognosefaktor fiir das ereignisfreies Uberleben und

Gesamtuiberleben

Wir teilten die Patienten in eine ,niedrig® MRD- und eine ,hohe“ MRD-Gruppe nach
dem definierten Grenzwert von 0,2 % 2IgH/R-actin Quotient im KM vor HDT ein. Von
diesen Patienten, gehdrten 26 zur ,niedrigen“ MRD-Gruppe, hingegen wurden 27 zu
der ,hoch® MRD-Gruppe eingeteilt. Zwischen diesen beiden Gruppen bestand kein
signifikanter Unterschied im Bezug auf Alter, Geschlecht, MM-Subtyp, Stadium nach
Salmon und Durie, ISS-Stadium, Zytogenetik, Erhaltungstherapie,
Plasmazellinfiltration im KM vor HDT oder dem Remissionsstatus vor oder nach HDT
(Tabelle 3-1). Das EFS der Patienten mit einer geringeren MRD unter 0,2% 2IgH/R-
actin-Quotient war signifikant langer als das, der Gruppe mit einem 2lgH/R-actin-
Quotienten hoéher als 0,2% (p=0,001). Die mediane EFS lag bei den Patienten mit
dem geringen MRD im KM vor HDT bei 35 Monaten, wohingegen die mediane EFS
bei 20 Monaten bei erhohter MRD Uber 0,2% 2IgH/R-actin Quotienten lag (Abbildung
3-4). Eine Gruppierung durch den gleichen MRD-Grenzwert zeigte zudem ein
unterschiedliches OS der Patienten innerhalb beider Gruppen. Patienten der ,niedrig“
MRD-Gruppe hatten ein signifikantes (p=0,04) langeres OS mit einem Median von 70
Monaten, als die Patienten der ,hoch® MRD-Gruppe, welche ein medianes OS von 45
Monaten besassen (Abbildung 3-5 A;B).

3.3.4 Minimale Resterkrankung im Knochenmark nach Hochdosis-
therapie ist ein Prognosefaktor fiir das ereignisfreie Uberleben,

aber nicht fuir das Gesamtiiberleben

Anschlieend untersuchten wir die MRD im KM nach erfolgter HDT und autoPBSCT.
Dazu sammelten wir KM-Proben von 38 der insgesamt 53 Patienten zum Zeitpunkt 3
bis 6 Monate nach HDT mit autoPBSCT. Diese Patientenproben hatten einen
medianen MRD-Wert von 0,3% 2IgH/3-Aktin-Quotient. Die PCR-Ergebnisse waren
fur 8 Patienten negativ, wobei bei 3 Patienten die 2IgH/3-Aktin-Quotienten schon vor
HDT negativ waren. Die restlichen 30 Patienten hatten MRD-Werte zwischen
0,0002% 2IgH/B-Actin-Quotient und 100% 2IgH/R-Aktin-Quotient. Bei Gruppierung
der 38 Patienten nach dem oben genannten Grenzwert von 0,2% 2IgH/R-Aktin-
Quotient nach HDT zeigt sich ein signifikanter Unterschied der EFS (32 vs. 20
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Abbildung 3-5: Die MRD-Werte im KM vor (2-10 Tage) und nach (3-6 Monate) HDT definieren Patientengruppen mit
unterschiedlichen EFS (A) und OS (B). EFS und OS der 53 Patienten, die zu einer ,hoch* oder ,niedrig* MRD-Gruppe
mittels des Grenzwertes von 0,2 2IgH/R-actin Quotient im KM vor HDT zugeteilt wurden. (C) EFS und (D) OS der 38
Patienten mit MRD Werten hoéher oder niedriger als 0,2% 2IgH/R-actin Quotient im KM nach HDT wurden ebenso
analysiert. (E) EFS und (F) OS wurden auch unter den 21 Patienten, die hohe MRD-Werte vor HDT und Zuteilung mit
Bericksichtigung der MRD-Werte nach HDT.
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Abbildung 3-6:

Das MRD-Level vor (A)
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autoPBSCT korreliert
nicht mit dem klinischem
Remissionsstatus vor
oder nach Transplan-

tation.

Monate, p=0,04, Abbildung 3-5C. Im Gegenteil dazu zeigt sich beim OS kein
signifikanter Unterschied zwischen den Patienten (p=0,4, Abbildung 3-5 D). Um die

Aussagekraft zur Prognose der MRD-Werte nach HDT in Kombination zu den MRD-

Werten vor HDT zu ermitteln, analysierten wir die EFS unter den Patienten, die eine
hohe MRD vor HDT hatten im Verhaltnis zu deren MRD-Werten nach HDT
(Abbildung 3-5 E; F). Patienten, deren MRD-Werte nach HDT und autoPBSCT unter
0,2% 2IgH/3-actin Quotient gefallen waren, hatten ein verlangertes EFS (p=0,005) im

Vergleich zu denen, die nach HDT immer noch erhohte MRD-Werte besallen. Das

EFS lag bei 41 Monaten im Vergleich zu 14 Monaten. Dennoch war das OS dieser
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Patienten mit geringen MRD-Werten nach HDT und autoPBSCT nicht signifikant
verlangert (Median nicht erreicht vs 34 Monate, p=0,4, Abbildung 3-5 E; F).

Weiterhin fuhrten wir eine uni- sowie multivariate Analyse durch, um allgemeine
Prognosefaktoren im Bezug auf die gemessene minimale Resterkrankung im KM zu
eruieren (Tabelle 3-3).

Die Univariatanalyse zeigte, dass der MRD-Grenzwert in Knochenmarksproben vor
HDT von 0,02% 2IgH/}-Aktin-Quotient (p=0.001), derselbe MRD-Grenzwert nach
HDT (p=0.04) und die Art der Erhaltungstherapie (p=0.02) eine prognostische
Vorhersagekraft fir das EFS besitzen. In der Multivariatanalyse zeigten sich zudem
diese Faktoren als unabhangige prognostische Parameter flir das EFS (p<0.001;
p=0.04, p=0.002).

Fur das OS zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen einem MRD-Wert
im KM vor HDT (p=0.04), der Zytogenetik (p<0.001) und dem Stadium nach ISS-
Kriterien (p=0.06). Das MRD-Level vor autoPBSCT und der Zytogenetikstatus waren
unabhangige prognostische Faktoren fir das OS (p=0,05, p=0,003).

3.4 Minimale Resterkrankung im peripheren Blut

3.4.1 Minimale Resterkrankung im peripheren Blut zu bestimmten

Zeitpunkten ist kein Prognosefaktor

Neben dem KM untersuchten wir auch die MRD im PB. Dabei konnten wir von 44
Patienten 953 Proben im Verlauf der Erkrankung sammeln und auswerten. Zum
Zeitpunkt der Erstdiagnosenstellung konnten Proben von 9 Patienten gesammelt
werden, vor HDT von 36 Patienten und 3 Monate nach HDT von 36 Patienten. Zum
Zeitpunkt des Rezidivs konnten Proben von 18 Patienten ausgewertet werden. Die
Patientencharakteristika konnen aus Tabelle 3-4 entnommen werden. Zum Zeitpunkt
der Erstdiagnosenstellung konnten wir bei 67% der Patienten (n=6) eine minimale
Resterkrankung mit einer medianen Tumorlast von 0,0004 % 2lgH/R-actin Quotient
ermitteln. Vor HDT war die Anzahl der klonalen Zellen im PB reduziert, indem nur 34
% der Proben positiv gemessen wurden (n=15) und eine niedrigere mediane
Tumorlast mit einem 0% 2lgH/R-actin-Quotient (Reichweite: 0% - 2,5% 2IgH/BR-actin-
Quotient) gemessen wurde. Zudem zeigten die Proben 3 Monate nach HDT eine
weitere Reduktion der Tumorlast mit einer postitiven PCR in nur noch 16% (n=7) und
eine niedrigere MRD mit einem Median von 0% 2IgH/R-actin-Quotient (Reichweite:
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0% - 0.8 % 2lgH/f3-actin-Quotient). Zum Zeitpunkt des Rezidivs betrug die mediane
MRD 0,01 % 2IgH/3-actin Quotient (Reichweite: 0% - 64 % 2IgH/R-actin Quotient).

EFS oS
Hazard Hazard
Univariate Analyse o] . p .
ratio ratio
Alter (< : > 60 Jahre) 0.3 0.68 0.3 0.61
Geschlecht (m : f) 0.8 0.93 0.6 0.78
Ig Subtyp (IgG : IgA) 0.5 0.78 0.8 0.90
Stadium S+D (I+II : 1) 0.7 0.80 0.9 0.92
Stadium ISS (1 : 2+3) 0.5 0.82 0.06 0.45
Zytogenetik (abnormal : normal) 0.1 0.58 0.001 0.24
Erhaltungstherapie (IFN : Thal/RIC) 0.02 0.45 04 0.70
Remission vor HDT (nCR/PR : MRSD) 0.9 0.95 0.3 0.64
Remission nach HDT (nCR : PR/MRSD) 0.3 0.66 0.8 0.90
PC KM Infiltration vor HDT (< : > 10%) 0.4 0.74 0.6 0.81
MRD vor HDT (< : > 0.2% 2IgH/3-actin Quotient) 0.001 0.33 0.04 0.41
MRD nach HDT (< : > 0.2% 2IgH/3-actin)
) 0.04 0.44 0.4 0.67
Quotient)
EFS oS
Hazard Hazard
Multivariate Analyse p p
ratio ratio
Zytogenetik (abnormal : normal) 0.1 0.40
Erhaltungstherapie (IFN : Thal/RIC) 0.002 0.22
MRD vor HDT (< : > 0.2% IgH/2 R-actin Quotient) <0.001 0.16
MRD nach HDT (< : > 0.2% IgH/2 R-actin
0.04 0.36
Quotient)
Zytogenetik (abnormal : normal) 0.003 0.28
Stadium ISS (1 : 2+3) 0.06 0.43
MRD vor HDT (< : > 0.2% IgH/2 R-actin Quotient) 0.05 0.42

Tabelle 3-3: Univariate Analyse und Multivariate Analyse fir die Beziehung zwischen
Prognosefaktoren und dem EFS oder OS

Bei funf von insgesamt 18 Patienten zeigte die MRD Messung eine negative

Tumorlast. AuRerdem verglichen wir die MRD-Werte zu zwei definierten Zeitpunkten,
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zum einen eine Woche vor HDT und autoPBSCT sowie 3 Monate nach
Transplantation, mit dem Kklinischen Verlauf der Patienten. Wir konnten keine
Beziehung zwischen den MRD-Werten in PB-Proben zu den oben genannten
Zeitpunkten und den Remissionsraten vor oder nach HDT und autoPBSCT schliel3en
oder einen Zusammenhang mit dem OS oder PFS entdecken. (Abbildung 3 — 7)
Patienten, die nach HDT und autoPBSCT eine komplette Remission (CR) als bestes
Ansprechen erreichten, hatten ein medianen Tumorgehalt in PB von 0% 2IgH/R-actin
Quotient (Reichweite: 0 % - 0,02 %). Diese Werte zeigten sich nicht signifikant
verschieden zu den medianen MRD-Werten von 0% 2IgH/B-actin-Quotient von
Patienten mit einer erreichten partiellen Remission (PR) (Reichweite: 0 % - 0,07%; p
= 0,4) oder vom medianen Tumorlevel 0% 2IgH/3-actin-Quotient (Reichweite: 0 % -
0,0002%; p=0,4) bei Patienten mit MR oder SD nach HDT und autoPBSCT
(Abbildung 3-8).

Bei Patienten mit einer positiven MRD vor HDT betrug die mediane EFS 17 Monate
und bei Patienten mit negativer MRD vor HDT betrug die mediane EFS 22 Monate
(p=0,4). Zudem betrug die mediane EFS 17 Monate bei Patienten mit einer positiven
MRD nach HDT und 18 Monate, wenn diese negativ nach HDT war. Der gleiche
Zusammenhang konnte im Hinblick auf das OS beobachtet werden. Das mediane
OS war 28 Monate bei Patienten mit einer positiven Tumorlast vor HDT und 35
Monate bei einer negativen Tumorlast zum gleichen Zeitpunkt (p=0,4). Das mediane
OS bei Patienten mit einer positiven MRD nach HDT betrug 21 Monate und bei einer
negativen MRD zu diesem Zeitpunkt 35 Monate. Auch hier zeigte sich kein
signifikanter Unterschied. Dieser Zusammenhang wurde zusatzlich mittels einer
Univariatanalyse bestatigt. (Abbildung 3-9; Tabelle 3-5)

Ebenso konnte man keinen Zusammenhang zwischen der gemessenen MRD-
Werten und etablierten prognostischen Parametern wie R2-Mikroglobulin (32 <3.5
mg/dl: Median 0% 2IgH/R-actin-Quotient (Reichweite: 0% - 0,92 %); R2 >3.5 mg/dI:
Median 0% 2IgH/R-actin-Quotient (Reichweite: 0% - 0,27 %); p=0,4) oder
zytogenetischen Auffalligkeiten (Zytogenetik normal: Median 0 % 2IgH/R-actin-
Quotient (Reichweite: 0% - 0,86 %); Zytogenetik abnormal: Median 0 % 2IgH/R-actin-
Quotient; (Reichweite: 0% - 0,28 %); p=0,5). (Abbildung 3 — 7)
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Abbildung 3-7: Der Zusammenhang zwischen den MRD-Werten und ISS Stadium (A+B), Zytogenetik (C+D),

Remissionsstatus vor HDT (E+F) und Remissionsstatus nach HDT (G+H).
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Abbildung 3-8:
Zusammenhang zwischen 2 IgH/ B-actin Quotient in PB and Krankheitsverlauf Der Zusammenhang
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3.4.2 Sequentielles Monitoring der minimalen Resterkrankung im

peripheren Blut

Dennoch konnten wir zeigen, dass die quantitative Bestimmung der MRD im
peripheren Blut wertvolle diagnostische Informationen geben kann. Wenngleich die
absolute Menge an klonspezifischen Zellen im peripheren Blut zu einem einzelnem
Zeitpunkt wenig klinisch relevante Hinweise ergab, konnten wir Uber die Dynamik der
Veranderungen im Zeitverlauf klinische Rezidive durch einen Anstieg des 2IgH/R3-
Aktin-Quotienten vorhersagen.

Nach einem medianen Verlauf von 61 Monaten erlitten 28 Patienten (64%) ein
Rezidiv, hingegen befanden sich 16 (36%) Patienten weiterhin in Remission. Das
sequentielle Monitoring der klonalen Zellen im PB zeigte, dass bei 22 von 28
Patienten (79%) mit einem Progress der Erkrankung zu einem friheren Zeitpunkt ein
Anstieg des 2IgH/3-Aktin-Quotienten erkennbar war. Dieser Anstieg konnte im Mittel
schon 4 Monate (Reichweite:1-24 Monate) vor der Diagnose eines Rezidives
festgestellt werden (Abbildung 3-10). Bei den Patienten mit anhaltender Remission
nach Hochdosistherapie waren alle Patienten konstant MRD negativ im PB oder
zeigten einen unveranderten niedrigen Tumorzellanteil ohne Anstieg Uber eine

Zehnerpotenz hinweg.
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Tabelle 3-4: Patientencharakteristika der Patienten fiir die Analyse der MRD im PB

Parameter Patienten MRD + vor HDT MRD -vor HDT p MRD + nach HDT MRD —nach HDT p
(n=44) (n=15) (n=21) (n=9) (n=34)

Alter (Median; Range; Jahre) 41 57 54 0.2 51 54 0.4
(32 - 65) (44 - 65) (45 - 64) (42 - 66) (32 — 65)

Geschlecht (m : f; %) 64 : 36 64 : 36 62 :38 0.8 63 : 37 66 : 34 0.9

Ig Subtyp (IgG : andere; %) 71:29 79 : 21 58 :42 0.2 63 :37 71:29 0.6

S+D Stadium (142 : 3; %) 14 : 86 14 : 86 7:93 0.5 12 :88 10:90 0.2

ISS Stadium (1 : 2+3; %) 41:59 43 : 57 37 : 63 0.3 12 :88 46 : 54 0.1

Metaphasezytogenetik 29:71 21:79 26:74 0.9 33:67 29:71 0.6

(abnormal : normal; %)

CRP (Median; Range; g/dl) 0.6 0.6 0.8 0.5 0.5 0.7 0.4
(0.3-9.8) (0.3 — 4.9) (0.3 —9.8) (0.3 — 2.0) (0.3 — 9.8)

LDH (Median; Range; U/l) 160 176 138 0.1 147 160 0.1
(79 — 346) (94 - 346) (79 —285) (107 — 346) (79 — 335)

Albumin (Median; Range; g/l) 3.9 4.0 3.7 0.5 3.7 3.9 0.5
(2.5-5.1) (2.5 - 5.1) (2.9 - 5.1) (2.9 — 4.9 (2.5 - 5.1)

32-Mikroglubulin (Median; Range; mg/dl) 3.0 3.0 3.2 0.1 3.2 2.6 0.8
(1.2-10.2) (2.6 —10.2) (1.5 — 8.5) (1.8 —10.2) (1.2 — 8.5)

Hamoglobin (Median; Range; g/dl) 11 10.9 11.1 0.8 10.1 11.1 0.9
(6.0-17) (75 - 17) (6.0 —14.2) (7.8 —13.6) (6.9 — 17)

Thrombozyten (Median; Range; g/l) 258 279 233 0.1 283 248 0.1
(108 — 475) (115 — 475) (108 — 351) (115 — 475) (108 — 446)

Remission vor HDT 0:10:63:29 0:14:43:43 0:10:74:16 0.3 0:25:25: 50 0: 4:75:21 01

(CR: vgPR: PR : MR+SD; %)

Remission nach HDT 7:23:63: 7 12:12:64:12 7:18:71: 4 04 8:64:14:14 6:63:25:6 0.9

(CR:vgPR : PR : MR+SD; %)

Erhaltungstherapie (IFN : Thal : RIC; %) 43: 39:18 24 :43:33 48:43: 9 0.3 50:25:25 49:38:13 1.0
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EFS oS
Alter (< : > 60 years) 1.9(0.7-4.7) 0.2 1.9 (0.7 - 4.8) 0.2
Myeloma Subtypen 1.3(0.5-3.4) 0.6 1.2(0.5- 3.1) 0.7
(IgG : andere)
S+D Stadium (1+2 : 3) 1.5(0.4-6.7) 0.7 1.9(04- 8.5) 0.4
ISS Stadium (1: 2+3) 1.5(0.6 -3.7) 0.7 1.2(0.5- 2.8) 0.7
Metaphasezytogenetik 23(1.0-54) 006 3.0(1.3- 7.1) 0.01
(normal : abnormal)
Albumin (<:>3,5g/l) 1.2(0.5-3.0) 0.7 1.2(0.5- 3.0) 0.7
R2-Microglobulin (<:>3,5) 1.2(0.5-2.9) 0.7 1.3(0.5- 3.4) 0.5
LDH (<:>200 U/l 2.3(0.9-5.9) 0.08 3.7(1.4-10.0) 0.01
CRP (<:>0,6 g/dl) 1.6 (0.7 -3.9) 0.3 1.7 (0.7 - 4.1) 0.2
Hamoglobin (< : > 10 g/dI) 1.0 (0.4 -2.6) 0.9 1.3(0.5- 34) 0.6

Thrombozyten

(< :>100 x10%/l)
Remission vor HDT
(CR+vgPR : andere)
Remission nach HDT
(CR+vgPR : andere)
Erhaltungstherapie
(INF : Thal/RIC)
MRD in PB vor HDT
(negativ : positiv)
MRD in PB nach HDT
(negativ : positiv)

1.4 (0.4 — 4.8) 06 13(04- 44) 07

1.7 (0.3 - 4.8) 03 16(04- 43) 04
2.4 (1.0 -5.7) 0.05 17(0.7- 40) 03
1.1 (0.4 - 3.1) 09 13(04- 37) 06

1.6 (0.6 -4.4) 0.4 1.4 (0.5- 3.9) 0.6

Tabelle 3-5: Univariate Analyse PB-Proben

In Subgruppenanalysen zeigte sich, dass die Art der Erhaltungstherapie nach HDT
die Kinetik der molekularen Erkrankungsprogression beeinflusst. Alle Patienten
wurden einheitlich behandelt mit der Ausnahme der Erhaltungstherapie. Hier
erhielten 47% (n=25) eine Erhaltungstherapie mit IFN und 45% (n=20) wurden mit
Thalidomid behandelt.
Thalidomid ein Rezidiv und 16 wahrend der Therapie mit IFN.

9 Patienten entwickelten wahrend der Therapie mit

Mit der Betrachtung der rezidivierten Patienten konnte man bei allen Patienten mit
Thalidomid (n=9) einen 2IgH/R-actin Quotient-Anstieg vor dem klinisch gesichertem
Rezidiv bemerken. Hingegen konnte man nur in 56% der Falle (n=9) bei Patienten
mit einer INF-Erhaltungstherapie (n=16) einen frthen MRD-Anstieg beobachten.
Demnach war die Detektionsrate signifikant hoher in der Gruppe der Patienten, die
Thalidomid als Erhaltungstherapie erhielten, im Vergleich zu den Patienten mit einer
IFN-Erhaltungstherapie (p=0,01).
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Abbildung 3-9: MRD in PB zu einem gegebenen Zeitpunkt. OS nach der MRD Positivitat/Negativitat in
PB vor (A) und 3-9 Monate nach Transplantation (C). EFS nach der MRD Positivitat/Negativitat in PB vor

(B) und 3-9 Monate nach Transplantation (D).
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Abbildung 3-10: Sequentielles Monitoring der MRD im PB nach HDT und autoPBSCT bei 28 Patienten. Bei 22 Patienten (76%) konnte ein

Anstieg der 2IgH/3-actin Kopien von mehr als 1 log-Stufe im PB vor dem klinischen Rezidiv gemessen werden.
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4 Diskussion

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die quantitative Bestimmung der
MRD eine prognostische Relevanz bei Patienten mit MM besitzt. Damit tragen die
Ergebnisse der Arbeit dazu bei, Uberzeugungsarbeit beim Fachpublikum zu
leisten mit dem Ziel, dass in Zukunft ahnlich wie bei der ALL oder CML, die
Bestimmung der MRD zu therapeutischen Entscheidungen bei Patienten mit MM

genutzt werden kann.

4.1 Stellenwert des Grenzwertes im KM vor HDT

Auf der Basis von 53 Patienten konnten wir einen Grenzwert von 0,2% 2IgH/R3-
Actin-Quotient bei Patienten mit MM im KM vor HDT und autoPBSCT als
unabhangigen prognostischen Parameter fir das EFS definieren.

Zudem konnte gezeigt werden, dass in unserem Kollektiv ein Erreichen des MRD
unter 0,2% 2IgH/R-Actin-Quotient vor HDT auch mit einem langeren OS
verbunden ist. Der Einfluss der Hohe der MRD vor Transplantation auf den
Behandlungsverlauf war unabhangig von den etablierten Prognosefaktoren wie z.
B. dem ISS-Stadium, dem Ergebnis der zytogenetischen Untersuchung und auch
der Art der Erhaltungstherapie nach HDT. Damit konnte die Reduktion der
Tumorlast unter den genannten 2IgH/R-Aktin-Quotienten als Behandlungsziel vor
Hochdosistherapie definiert werden. Als Konsequenz aus diesen Ergebnissen
besteht die Notwendigkeit, die Induktionstherapie bei den Patienten mit hohen
MRD Werten zu intensivieren. Man konnte z.B. neue Substanzen, wie Thalidomid
{Glasmacher 2006}, Bortezomib {Richardson 2007} oder Lenalidomid {Dimopoulos
2007} in der Induktionsbehandlung einsetzen, die die Raten der kompletten
Remission vor HDT von 15 % auf 50 % steigern konnen. Trotzdem muss in der
Zukunft Uberprift werden, ob ein Erreichen eines niedrigen MRD-Quotienten
durch diese neuen Substanzen den gleichen Stellenwert wie ein niedriger MRD
vor HDT durch konventionelle Chemotherapie besitzt.

Diese Arbeit zeigt, dass ein niedriger MRD-Wert vor HDT und autoPBSCT mit
einem verlangerten EFS einhergeht. Ist der MRD Wert zu diesem Zeitpunkt hoch
und erreicht erst niedrige Werte nach der HDT handelt es sich um eine
intermediare Prognosegruppe. Patienten mit hohen MRD-Werten vor und nach

HDT haben die schlechteste Prognose. Diese Ergebnisse haben Paiva et al.
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mittels einer anderen Methode, der Multiparameter-Durchflulizytometrie, an 157
Patienten in gleicher Weise gezeigt. In dieser Studie wurde ein Grenzwert von
<=0,01% mittels der DurchfluBzytometrie ermittelt, der durch die
Sensitivitatsgrenze der Methode bestimmt war. {Paiva 2008}

Zusatzlich haben andere Gruppen mit ahnlichen quantitativen Verfahren wie der
Jimiting  dilution® Methode oder einer ,RQ-Consensus-Sonden-Strategie®
Grenzwerte von 0,015% {Bakkus 2004} und 0,01% {Sarasquete 2005} zum
Zeitpunkt 3 Monate nach Hochdosistherapie festgelegt. Damit kann ein Grenzwert
vor und nach HDT als durch verschiedene Methoden bestatigt angenommen
werden, da bei der RQ-PCR relevante Unterschiede nur bei Differenzen um
Zehnerpotenzen zu sehen sind.

Eine andere wichtige Beobachtung dieser Arbeit ist, dass die Messung des MRD-
Levels auf molekularer Ebene vor HDT nicht nur ein neuer prognostischer Marker
ist, sondern auch ein unabhangiger. Er gibt daher zusatzliche Informationen zum
ISS-Stadium oder zur zytogenetischen Analyse, wie die multivariate Analyse
gezeigt hat. Wahrend das ISS-Stadium und die Zytogenetik bei Diagnosestellung
erhoben werden, kann der MRD-Verlauf wahrend spaterer Behandlungsphasen
erfasst werden und gibt daher zu einem spateren Verlauf zusatzliche
Informationen.

Dartber hinaus ergibt sich aus den genannten Ergebnissen, die klare
therapeutische Konsequenz bei den Hoch-Risiko-Patienten mit hoher MRD die

Induktionstherapie zu intensivieren.

4.2 Molekulares Monitoring der MRD im PB

Mit Blick auf das zweite untersuchte Kompartiment — das PB — ist zu sagen, dass
neben der prognostischen Bedeutung an einem bestimmten Zeitpunkt das
sequentielle quantitative Monitoring der MRD eine besondere Rolle spielt. Das
konnten die Ergebnisse dieser Arbeit anhand der Untersuchungen im PB von 47
Patienten zeigen. Bisher wurden zum sequentiellen MRD Monitoring bei Patienten
mit Multiplen Myelom nur Einzelfalle oder kleine Patientengruppen mit maximal 27
Patienten publiziert {Lipinski 2001; Billadeau 1997; Rasmussen 2000}. In unserem
verhaltnismallig groRen Patientenkollektiv von 44 Probanden konnten wir ein
Rezidiv der Erkrankung um im Median 4 Monate vor dem klinischen Progress der

Erkrankung nach EBMT-Kriterien vorhersagen. Raab et al. fanden in ihrer Studie
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mit einem kleineren Kollektiv ahnliche Ergebnisse, indem sie bei 5 von 6 Patienten
ein Anstieg der klonalen Zellen im PB vor einem klinischem Rezidiv gemessen
haben {Raab 2005}.

Wenn man die Rolle der MRD-Messung im PB klaren will, muss man zunachst die
klarende Frage stellen, inwieweit ein Unterschied zwischen der MRD-Messung im
KM und PB besteht. Der Vergleich beider Kompartimente zeigt einen grof3en
Unterschied in der Hohe der gemessenen klonalen Zellen mit einer Variation um
den Faktor 10 bis 1000. Somit ist es notwendig die MRD auch im PB und nicht nur
im KM zu untersuchen.

Die zweite Frage ist, welcher MRD Level im PB eine prognostische Relevanz zu
einem einzelnen Zeitpunkt besitzt. Von anderen Arbeitsgruppen wurde durch die
Benutzung der DurchfluRzytometrie gezeigt, dass das Vorhandensein von
zirkulierenden Myelomzellen im PB zu einem festgesetzten Zeitpunkt mit einem
schlechten klinischen Verlauf der Patienten nach HDT und autologen PBSCT
einhergeht. Dieses gilt fur den Zeitpunkt der Diagnosestellung {Nowakowski
2005}, dem Zeitpunkt vor {Dingli 2006} sowie drei Monate nach HDT {Liu 2008}
und autologer PBSCT. Fur die IgH-PCR kdnnen zur Zeit leider keine konkreten
Aussagen getroffen werden, da die Zahl der Probanden in den einzelnen Studien
(n=6-20) zu gering fur eine fundierte Aussage ist .{Cremer 2000; Lipinski 2001,
Kiel 1999; Raab 2005; Billadeau 1997}. Aber hier kdnnen die Ergebnisse unserer
Studie mit 47 Patienten weitere Informationen und erste Hinweise geben. Im
Unterschied zu den veroéffentlichen Daten, die von Arbeitsgruppen mittels FACS
Analyse {Paiva 2008; Nowakowski 2005; Dingli 2006} erzielt worden sind, zeigen
unsere Daten keinen prognostischen Nutzen des molekularen Ansprechen im PB
in Bezug auf die EFS oder OS. Ein Erklarungsansatz fur die unterschiedlichen
Daten konnte die geringere Probandenanzahl in unserer Studie im Gegensatz zu
den oben genannten Studien sein. Auf der anderen Seite konnen unterschiedliche
Methoden auch unterschiedliche Ergebnisse liefern. Wahrend in der
DurchfluBzytometrie zirkulierende Plasmazellen in gezahlt werden, werden bei der
IgH-PCR alle klonalen Zellen erkannt, die im Fall des MM auch Zellen innerhalb
der B-Zell-Reihe beinhalten kann. {Davies 2001} Somit kdnnten die zirkulierenden
Plasmazellen, die bei der FACS-Analyse gezahlt werden und die zirkulierenden B-
Zellen, die bei der IgH-PCR detektiert werden, eine unterschiedliche

pathophysiologische Rolle fir die Krankheitsentwicklung besitzen und so die
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unterschiedlichen Ergebnisse erklaren.

Eine dritte Frage ware die Rolle der MRD, nicht an einem einzelnen bestimmten
Zeitpunkt, sondern als sequentielle Betrachtung der dynamischen Veranderungen
der residualen klonalen Zellen im PB. In diesem Zusammenhang sind Daten zu
FACS-Analysen nicht publiziert, wahrend Messungen mittels IgH-PCR in Studien
mit geringen Probandenzahlen (n=1-6) zeigen, dass ein Anstieg der MRD im PB
schon vor der klinischen Diagnose eines Rezidivs gemessen werden kann.
{Cremer 2000; Cooke 1999} Wir kdnnen diese Daten mittels unserer Studie mit 47
Probanden bestatigen, in welcher ein molekulares Rezidiv in 76% der Patienten im
Median schon 4 Monate vor dem klinischen Rezidiv hervorgesagt werden konnte.
Diese interessante Erkenntnis weist auf eine Rolle dieser klonalen Zellen fur die
Entstehung eines Rezidivs hin. Demgegenuber ist die klinische Relevanz dieses
Ergebnisses relativ gering, da die behandelnden Arzte wahrscheinlich Patienten
mit MM nicht aufgrund eines molekularen Rezidivs behandeln werden. In der
gleichen Weise werden Patienten mit einem Rezidiv aus einer CR nicht behandelt,
sondern erst wenn das Rezidiv mit einem Anstieg der Krankheitsaktivitat oder
einem Endorganschaden verbunden ist. {Durie 1975} In Kombination mit der
Tatsache, dass die IgH-PCR nur bei circa 50% der Patienten mit MM aus
technischen Grinden eingesetzt werden kann {Fenk 2004}, sehen wir kein grof3es
Potenzial als Routinediagnostikum der Zukunft fur das PB.

Allerdings koénnte die RQ-IgH-PCR ein nutzliches Mittel zur Bewertung des
Therapieansprechens von neuen experimentellen Medikamenten sein, bei denen
der Wirkmechanismus und der Grund fur eine Medikamentenresistenz von
Tumorzellen nicht bekannt ist. In dieser Arbeit konnte bei 54% der Patienten, die
mit Interferon als Erhaltungstherapie nach HDT und autologer PBSCT behandelt
wurden, ein Rezidiv vorhergesagt werden. Hingegen konnte das Rezidiv in 100%
der Patienten, die als Erhaltungstherapie Thalidomid erhalten haben, vorhergesagt
werden. In der Annahme, dass das Vorhandensein von klonalen Zellen ein Rezidiv
bedeutet, ist zu spekulieren, ob eine Behandlung mit INF das Rezidiv nur in
einigen Patienten abmindern kann und bei diesen Patienten ein Anstieg der
klonalen Zellen Uber einige Monate beobachtet werden kann. Aber in der anderen
Halfte der Patienten kann das Rezidiv nicht verhindert werden und ein klinisches
und molekulares Rezidiv werden zeitgleich gesehen. Im Gegensatz hierzu kann

eine Erhaltungstherapie mit Thalidomid die Proliferation von Tumorzellen zum
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Zeitpunkt des Rezidivs in allen Patienten fir eine gewisse Zeit dampfen und bei all
diesen Patienten sind wahrenddessen klonale Zellen im PB nachweisbar. Dieses
konnte ein Grund fur die Verlangerung der Remissionsdauer nach HDT und

autologer PBSCT durch eine Erhaltungstherapie mit Thalidomid sein.

4.3Vergleich der MRD-Messung mit konventionellen Remissionsparametern
Zu klaren bleibt die Frage warum die molekulare MRD-Diagnostik und die
konventionellen Methoden, wie die Proteinelektrophorese, die Immunfixation und
die Plasmazellkonzentration im KM an denselben Zeitpunkten unterschiedliche
Ergebnisse liefern.

Diese Arbeit zeigt, dass die Anzahl der klonotypischen Zellen unabhangig vom
Remissionsstatus vor HDT ist. Dieser wird durch die Proteinelektrophorese, die
Immunfixation und die Anzahl der Plasmazellen im KM definiert. Andere Gruppen
zeigten, dass der Remissionsstatus {Majolino 1999; Nadal 2004; O'Shea 2006}
oder die Anzahl der Plasmazellen im KM vor HDT {O'Shea 2006; Nadal 2004;
Rajkumar 2001} mit einem besseren Uberleben korrelieren. Beide prognostischen
Parameter haben aber in unserem Kollektiv keinen prognostischen Einfluss auf
EFS und OS. Dieses Ergebnis geht mit anderen Veréffentlichungen {Rajkumar
1999; Moreau 2002} einher, die keinen signifikanten Einfluss dieser Parameter auf
das Uberleben der Patienten verdffentlicht haben.

Die Tatsache, dass die Messung der MRD nicht mit dem Remissionsstatus sowie
der Plasmazellinfiltration im KM korreliert, kénnte anhand von folgenden
Uberlegungen erklart werden. Der Remissionsstatus basiert hauptséchlich auf der
Messung von Paraproteinkonzentrationen im Serum. Die Paraproteine von
individuellen Patienten besitzen eine variable Halbwertszeit, die von ein paar
Tagen bis hin zu mehreren Wochen betragen kann. Diese Spanne ist gro3tenteils
abhangig von den Ig-Subtypen/Subklassen und deren Konzentration. {Mead 2004;
Morell 1970} Somit konnte das Paraprotein eventuell fur mehrere Wochen im
Serum gemessen werden, wahrend er maligne Zellklon schon auf einen
niedrigeren oder nicht mehr messbaren Wert reduziert ist. Bei anderen Patienten
konnte es zudem zu einer Verlagerung der Sekretion von intakten
Immunglobulinen zu freien Leichtketten kommen. In diesem Fall wirde man mit
konventionellen Messungen keine Tumoraktivitat messen, mit molekularen jedoch

schon.
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Zum anderen ist die histologische Beurteilung von Knochenmarksaspiraten von
einem ,sampling error® betroffen. Weiter konnen gesunde Plasmazellanzahlen in
Knochenmarksausstrichen nur schwer vom malignen Klon differenziert werden.
Die Messung der MRD auf molekularer Ebene ist unabhangig von den zuvor
genannten Einflissen. AuRerdem kann die PCR-basierte Messung der MRD in der
Abwesenheit von messbarer Krankheitsaktivitat, die durch serologische und
histologische Veranderungen gemessen wird, die Prasenz von klonalen Zellen
zeigen. Die nichts mit Plasmazellen gemein hat, sondern als Vorlduferzellen
innerhalb der Gruppe der B-Zellen auftreten. Unterschiedliche Gruppen zeigten,
dass eine groRe Anzahl an klonalen CD19+B-Zellen im peripheren Blut bei
Patienten mit MM zirkulieren {Bergsagel 1995; Szczepek 1998}. Diese Zellen
persistieren sogar bei Patienten innerhalb ihrer Krankheitsremission nach HDT
{Kiel 1999; Rottenburger 1999}. Klonale CD138-B-Zellen wurden zudem im
Knochenmark {Billadeau 1993} gefunden und diese Zellen stellen ein groReres
Potenzial zum klonalen Wachstum als CD138+B-Zellen dar {Matsui 2004}. Die
klonalen B-Zellen kdonnten somit ,Stammzellen® des MM darstellen mit der
Fahigkeit sich zu vermehren und sich in maligne Plasmazellen zu differenzieren.
Dieses ist im besonderen Interesse, da die Plasmazellen eines MM sensitiv auf
die eingesetzten Wirkstoffe sind, wohingegen die klonalen B-Zellen gegen diese
Wirkstoffe resistent sind {Matsui 2008}.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass wir eine valide Methode zur
Bestimmung der quantitativen MRD bei Patienten mit Multiplen Myelom etablieren
konnten. Die Ergebnisse aus dem Knochenmark und dem peripheren Blut zeigen,
dass der MRD-Diagnostik bei dieser Entitat prognostische Bedeutung zukommt
und dass die quantitative MRD-Bestimmung damit geeignet sein kann, um in
Zukunft therapeutische Interventionen zu steuern.

Bei den Leukamien hat es Jahre gedauert bis die MRD Diagnostik zu
therapeutischen Entscheidungen gefuhrt hat und weitere Jahre bis sie bei der
chronisch myeloischen Leukéamie zum Standardverfahren wurde. Beim Multiplen

Myelom ist der Anfang zu dieser Entwicklung gemacht.
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5 Zusammenfassung

Das Multiple Myelom ist eine maligne B-Zellerkrankung, die durch eine monoklonale
Vermehrung von Plasmazellen im Knochenmark charakterisiert ist. Trotz intensivster
Bemuhungen ist eine Moglichkeit der Heilung des multiplen Myeloms bis heute nicht
gegeben. Eine Verbesserung der Prognose der Patienten mit MM wurde aber durch
die Einflhrung der Hochdosistherapie mit  anschlielender autologer
Blutstammzelltransplantation erreicht. Trotzdem enden alle Krankheitsverlaufe in
einem Rezidiv, an dem die Patienten letztendlich versterben. Der Ursprung eines
solchen Rezidivs ist eine kleine Anzahl von persistierenden Tumorzellen, auch
minimale Resterkrankung genannt, die der zytotoxischen Wirkung der
vorangegangen Therapieoptionen entgangen sind. Die minimale Resterkrankung bei
Patienten mit multiplen Myelom wurde in dieser Arbeit mit Hilfe der LightCycler-
Technologie mit einer quantitativen real-time Polymerasenkettenreaktion des
patientenspezifischen  Schwerkettenlokus des IgH gemessen und eine
Verlaufsbeobachtung der Verlaufe der minimalen Resterkrankung im Knochenmark
und peripheren Blut der Patienten durchgefuhrt.

Da das Level der minimalen Resterkrankung im peripheren Blut im Median 100x
niedriger als in Knochenmarksproben, die am selben Tag gewonnen wurden, waren
2 separate Analysen notwendig. Im Knochenmark konnte ein prognostisch relevanter
Grenzwert von 0,2 % IgH/2[3-aktin Quotient definiert werden. Mittels multivariater
Analyse konnte gezeigt werden, dass dieser Grenzwert ein unabhangiger
Prognosefaktor fir das Gesamtuberleben und die Zeit zur Progression darstellt
(p<0,001). Patienten unterhalb dieses ermittelten Grenzwertes hatten ein verklrztes
Gesamtuberleben (20 vs. 35 Monate) und progressionsfreie Zeit (45 vs. 70 Monate).
Im peripheren Blut konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der
gemessenen minimalen Resterkrankung und dem Krankheitsverlauf gefunden
werden. In einer sequentiellen Beobachtung von 28 Patienten mit Rezidiv konnte
jedoch bei 22 Patienten das Rezidiv im Median 4 Monate vor der klinischen
Diagnosestellung mittels der EBMT Kriterien vorhergesagt werden.
Zusammenfassend, lasst sich sagen, dass die RQ-IgH-PCR eine sensitive Methode
zur Messung der minimalen Resterkrankung des multiplen Myeloms darstellt und die
quantitative Bestimmung der minimalen Resterkrankung damit geeignet sein kann,

um in Zukunft therapeutische Interventionen zu steuern.
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Abkurzungsverzeichnis

AK
ALL
ASO

autoPBSCT

CDR
CML
CR
DNA
GvHD
HDT
IgH
INF
ISS

Kl

KM
MM
MRD
MRSD
MuLv-RT
(ON]
PB
PBS
PCR
PR
RIC

RNA
RQ
SD
Thal
TTP
Upm
vgPR

Antikorper

akute lymphatische Leukamie
allel-spezifisches Oligonukleotid
autologe Blutstammzelltransplantation
complementary determing regions
chronisch myeloische Leukamie
komplette Remission
Desoxyribonukleinsaure
Graft-versus-Host-Erkrankung
Hochdosistherapie
Imunglobulin-Schwerkettenlokus
Interferon

International Staging System
Konfidenzintervall

Knochenmark

Multiples Myelom

minimale Resterkrankung
minimales Ansprechen/ stabile Erkrankung
Moloney murine leukemia virus
Gesamtuberleben

peripheres Blut

Phosphat gepufferte Salzsaure
Polymerase-Kettenreaktion
partielle Remission

reduzierte intensivierte konditionierte
allogene Transplantation
Ribonukleinsaure

real-time quantitative

Salmon und Durie

Thalidomid

Zeit zur Progression
Umdrehungen pro Minute

sehr gute partielle Remission
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Ermittelte Sequenzen der Patienten

Nr.

10

CDR3-Sequenz und Bindungsstellen der Primer und Sonden

AGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGATGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGGT
CTCCTGTAAGGCTTCTGGTTACATCTTTACCAATTATGGTGTCAGCTGGGTGCGACAGGC
CCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATGGATCAGCGGTTATAATGGTAATACAAAGT
ATGCACAGAGACTCCAGGGCAGAGTCACCATGACCACAGACATAGCCACGAGCACAGTG
TACATGGAGGTGAGGAGCCTGAGATCTGACGACACGGCCGTCTACTACTGTGCGAGAGA
TCAGATGATCGTACTGGTACCGTGATGCCTTICGTACCCGACCACTACGACCACGGCATG
GACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGGT
ACACGGCTCTGTATTACTGTGCGAAATGTGGTGGGTTCCTAGGATACTGTAGTGGTAAGA
ATTATCCCGGGGAACACTACTTTGACAAGTGGGGTCAGGGGACCCTGGTCACCGTCTCC
TCA +LJH
AGGTGCAGCTGdGAGTCAdGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGCAGGTCCCTGAGACTCTC
CTGTGCAGCCTCTGGTITTCACCTTTGATGATTATGCCATGCACTGGGCCCGGCAAGTTCC
AGGGAGGGGCCTGGAGTGGGTCTCAGGTGTTAGTTGGGATAGTGGTACCATCGGCTAT
GCGGACTCTGTGAAGGGCCGATTCGCCATCTCCAGAGACAACGCCAAGACCTCCCTGTA
TCTGCAAATGAACAGTCTGAGAACTGAGGACTCGGCCTTGTATTATTGTGTAAAATCTAGE
GATATTITGACTGGITICGGGTGCATTGACTICTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTC
TCCTCAGCC +LJH
GAGTCGAGGACACGGCTGTTTATTACTGTGCGAGAGTACAAATACCAGCTGCTCTTGATT
CCTGGGGCCAGGGACCCTGGTCACCGTCTCCTCAG +JH124572
TGTTTATTACTGTGCGAGAGATGAAGTGGGAGTTGCGGCCCACTACTEEEEECAGEGAA
CCCT  ¥JH1245
AGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCCTGGTCAAGCCGGGGGAGTCCCTGAGACT
CTCCTGTGCAGTCTCTGGACTCACGTTCAGTCTCCATAGCATACACTGGGTCCGCCAGG
CTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCETCIGTTAGTGGTACTGGTAATTICAGATTC
TACGCAGACTCAATGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAATTCAGTT
TCTCTTCAATTGGGCAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGETETCTATTACTCTGCCACATCA
CAAAGAAARAGTGGCTGGCGAACTTGACTTCTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCATCGTCTC
CTCAGCC
AGGTGCAGCTGCTGGAGTCGGGAGCAAGACTGGTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTC
ACTTGCACTGTCTCCGGTGGCTCCGTCAAAACTTACTACTGGAGTTGGATCCGGCAGTCC
CCAGGGAAGGGACTGGAGTGGATTGGGTATGTCTITGACACTGGGACCACCAATTACAA
CCCCTCICTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAATTGACACGTCAAAGAACCAGTTCTACCT
GAGCCTGACCACTGTGACCGCTGCGGACACGGCCGTTTACTACTGTGCGAGAGGGETGE
AACAGCAGCTGGTACATCACTGGTTCGACCCCTGGGGCCAGGGAATCCAGGTCACCGTC
TCCTCGGCC *LJH
AGGTGCAGCTGswGSAGTCGGGCCCAGGCCTTCTTAAGCCTTCGGAGACTCTATCCCTCA
CCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCGTCGGCAGCGAGAAGAACTACTGGGCCTGGATTCG
GCAGTCCCCAGGGAAGGGACTGGAGTIGATTGGATACATCTATTACAGTGGAAGTACCA
ACTACAGCCCCTCCTTTAGGAGTCGAGTCACCATGTCAGTGGACACGTCCGAGAATCAG
GTCTCCTTGAGGCTGCCTTTTATGACCGCTGCGGACTCCGCCATATATTACTCTGCCACA
GGTCTACTGGGGGCCTGGACTTTTGGGGTTTTTGACAACTGGGGCCAGGGAACCCTGGT
CACCGTCTCITC
AGGTGCAGCTGCTGGAGTCAGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCGGGGGGGTCCCTGAGACT
CTCCTGTGCAGCGTCTAGATTTACATTCAGTAATTATGGCATGCACTGGATCCGCCAGGC
CCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCICTTATATGGAGTGATGGACGTATTAAAGATT
ATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGCTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACACTAT
ATTTACAAATGCACAGTCTGAGAGICGCGGACGCGGCTCTCTATTACTGTGCCAGAAAGT
CGGGAATAACAACAGGTCGGGGTCTGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGT
CGCCGCAGCA +LJH
AGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGTGTGGTACGGCCTGGGGGGTCCCTGAGACT
CTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTGACGATTATGGCATGAGCTGGGTCCGCCAGGT
TCCAGGGAAGGGGCTGGAATGCGTCTGCAATATTAATTGGAATGGTGATTACACAGAGT
GTGCAGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATTTCCAGAGACAACGCCAAGAACTCCCTGT
ATCTGCAAATGAATGGTCTGAGAGCCGATGACACGGCCTTGTATCACTCTACGAGCAGACE

57



11
12

13

14
15

16

17

18

19

20

TCTACGATGGTAACTICGGGCGCGGGTTCCACCCCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCAC
CGTCTCCTCAGGT
ACACGGCTCTGTATTACTGTGCAAAAGATCCTAACTGGGGGGGTGGGGAAGGCTTCTTT
GACTCCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGGT  #JH1245
AGGTGCAGCTGGAGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACT
CTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTAGCAGCTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGG
CTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGCTCTCAGGTATTAGTGGTAGTGGTGGAAACACATAC
TACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCT
GTATCTGCAAATGAACAGCCCGAGAGCCGAGGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAAATT
GAAAGGTGGAAGCTACTACGATTCCGTCCTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCA
CCGTCTCCTCAGGT
AGGTGCAGCTGTGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTACAGCCTGGGGAGTCCCTGAGACTCTC
CTGTGCAGCTTCTGGATTCAACTTTGGGAGCTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCGGGCTC
CAGGGAAGGGGCTAGAGTGGGTCTCGAGTATTAGTGGTACTGGTGGAAGCACATACTAC
GCAGATTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATTITCCAGAGACAAGTCCAAGAACACGCTGTAT
CTGGAAATGAACAGCCTGAAAGTCGAGGACACGGCCGTITATTICTGTGCGAAAGATCGG
GCTTTGTACGATTCTGCAATAAATTTTGATATCTGGGGCCAAGGGACAACGGTCACCGTC
TCTTCAGCA #LJH
ACACGGCTCTGTATTACTGTGCGAGAAGCCCCCACCCGGGGAGGGTGGATCACTACTTT
GACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAG +JH1245
AGGTGCAGCTGGTGGAGTCGGGGGCTGAGGTAAAGAGGCCTGGGGCCTCAGTAAAGGT
CTCCTGCAAGGTTTCCGGAGACTCCCTCAGTGAATTATCCATICACTGGGTGCGACAGGC
GCCTGGAAAAGGGCTTGAGTGGATGGGAGGTTTTGATCCTGAAGATGTITAAAATTGCCT
ACGGACAGAACTTCCAGGGCAGAGTCTICCATGACCGAGGACACATCTTICAGACACGGCC
TACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGACCCGAGGACACGGCCGTATATTACTGTGCAGCAAG
CGCCCCACCGGTGTCAACCCCGGATGATGCTTTTGATATCTGGGGCCAGGGGACAATGG
TCACCGTCTCTTCAGCATCCCCGACCAGCCCCAAGGTCTTCCCGCTGAGCCTCTGCAGCA
CCCAGCCAGATGGGAACGTGGTCATCGCCTGCCTGGTCCAGGGCTTCTGAATTCCCAAG
GGCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCC
CAATTCGC #LJH
AGGTGCAGCTGAGAGTCGGGCCCAGGACTAGTGAAACCTTCACAGACCCTGTCCCTCAC
CTGCACTGTCTCTGGTGGTACCATCAGCAGTGGTGGTTACTACTGGAACTGGATCCGCCA
GCACCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGATTGGGTACATCTATTACACTGGAAGCACCTACT
ACAACCCGTCCCTGAAGAGTCGCGTTACCATATTAGTAGACACGTCTAAGAACCAATTCT
CCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACTGCCGCGGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAGAGAT
TTTAATTTCCGTGGTAGTGGATTCGACCCCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTC
CTCAGCATCCCCGACCAGCCCCAAGGTCTTCCCGCTGAGCCTCTGCAGCACCCAGCCAG
ATGGGAACGTGGTCATCGCCTGCCTGGTCCAGGGCTTCTGAATTCCCAAGGGCGAATTCT
GCAGATAT
GGTGCAGCTGsWwGGAGTCAdGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTC
TCCTGTGCAGACTCTGGACTCACCTTCAAGAATTATGATATGCACTGGGTCCGCCAGGCT

CGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCGTCTCCAGAGACAATTCCAAGAAGATCCTCTA
TCTCCAAATGAACAACGTGAGACCTGACGACACGGCTCTATATTITIGTGCGAGAGGCGG
ATTACCATATTGTGATGAAGAGTGCTATTTTTTTGACTICTGGGGCCAGGGAACCCTGGT
CACCGTCTCCTCAGCA
AGGTGCAGCTGGTGGAGTCAGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACT
CTCCTGTGCAGCGTCTGGATTCACCTTCAGsAGCCATGCCATGCACTGGGTCCGCCAGG
CTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCAGTTATATGGTATGATGGAAGTGAAAAACTT
TATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACGATTCCAGGGACACGCT
GTTTCTGGAAATGAACAACCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTITATTACTGTICGAGAGT
ACTGTTAGCAGCAGCCTGTAAGCATTGCGCTATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACG
GTCACCGTCTCCTCAGGT
AGGTGCAGCTGIGAGTCGGGGGGAGGCCTAGTCAAGCCTGGAGAGTCCCTGAGACTCTC
CTGTGCAGCCTCTGGACCAACAGCGGCCACCCAGACGAGGGGCAAGGGCTCCTGATGT
TCCTTCCTCCTGAGTCCGCCAGCACGGGTCTGTCTGTGGCCAGGGCCACCCTGGTCACC
GTCTCCTCAGGT #*LJH
AGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGAGTGGTGAAGCCTTCACAGACCCTGTCCCTC
ACTTGCACTGTCTCTGGTGCCTCCACCAACAGTGCTGCTTATTACTGGAGCTGGATCCGC
CAGCACCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGATTGGGTACATTITATTTCAGTGGGACCACCTA
CTACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGACCTACCATATCACTGGACACCTATAACAATCAGTT
CTCICTGAAGITGAGCTCTGTGACTGCCGCGGACACGGCCGTCTATTACTGTGCGAGCCA
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CAATCACTACGACATCICTTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTC
AGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCT ¥ LJH
CTGTCTATTATTGTGTGAGACAAAATTGGGGGGTTCCTAAAGGAGGTGGGTACAACGAC
TACTACTACTCCGGTCTEEGACGTCTGGG *JHB
AGGTGCAGCTGGTGGAGTCGGGGGGAGGCTTGGTCCAGCCTGGGGGGTCCCTAAAACT
CTCCTGTGCAGCCTCTGGGTTCAACATCAGTGGCTCTGCTATGCACTGGGTCCGCCAGG
CTTCCGGGAAAGGGCTGGAGTGGATTGGCCGTATTAGAAGCAAAGTITAACGTTTACGCG
ACAGCATATGCTGCGTCGGTGAAAGGCAGGTTCACCATCTACAGAGATGACTCAAAGGA
CACGACATATCTGCAGATGAACAGCCTGAAAACCGAGGACTCGGCCGTCTATTATTGCAC
TAGACATTCTITACCCAGTGACTGGTACCCCGAAGGGGCTTTTGATATCTGGGGCCAAG
GGACAATGGTCACCGTCTCTTCAGCC
AGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGCCTTGATACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACT
CTCCTGTGTTGCCTCTGGATTCACCTTCAGCAACTATGCCATGACTTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTAGACTGGGTCTCCCTTATCAGTGGAAGTGGTTTTGTTACATACTA
CTCAAACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACCCTGTA
TCTGCAAATGAGTAGCCTGAGAGCCGAAAACACGGCCATATATTACTGTATAAAAGGCAG
CAATCACTATTACGGCATGGACITCTGGGGCCAGGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAG
GT
GGAGTCTGGTCCGACGCTGGTGAAACCCACACAGACCCTCACGCTGACTTGCACCTTCTC
TGGGTTCTCACTCATTAATAGTGGAGTGGGTGTGGGCTGGATCCGTCAGCCCCCAGGAA
AGGCCCTGGAGTGGCTTGCAGTCATTTATTGGAATGATGATAAGCGCTACAGTCCATCTT
TGAAGACCAGGTTCACCATCACCAAGGACACCTCCAAAAACCAGGTGGTCCTAACAATGA
CCAACATGGACCCTGTGGACACAGCCACATATTACTCTCCACATGCGGTGACTACGAGG
GGGCCCTGGTTTGACCCCTEGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGGT
AGGTGCAGCTGDGAGTCTGGGGGAGACTTGATACAGCCGGGGGGGTCCCTGAGACTCT
CCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTAGCACCTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGCT
CCTGGAAAGGGTCTGGAGTGGGTCTCAGGTATTGCGAAANAGTGGTGAAGACACATACA
ACGCAGACTCCGTGAAGGGTCGCTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAGGAACACGCTG
TATCTGCAGATGAGAGACGTGACAGTCGAGGACACGGCCATATATTACTGTGCGAAAGCT
CGCTGCGGGGGGGGTATGTCAGGTTCCATGAGGGTGGGATGTGATTGCACTGGCGGTA
GCTGCTTCTCGTTTGGTTATGACCCCTGGGGCCAGGGGACCCTGGTCACCGTCTCCTCA
GCA +LJH
AGGTGCAGCTGTGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCT
CCTGTTCAGCATCTGGATTCAACTTCCATGTCTATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCTC
CAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCACTAATATGGTATGATGGAATTAATAAATACTAT
GCAGACTCCGTGCAGGGCCGATTCACCACCTCCAGAGACAATTCCAGGAACACGGTGTA
TCTGCAAATGAACAACGTGAGAGCCGAGGACACGGCGGTGTATTACTGTGCGAGAGATA
GGCGAGAGTACGGAATATCAGTGCCTGCCGGCTTTGACTATTGGGGCCAGGGAACCCT
GGTCACCGTCCCCTCAGCA * LJH
AGGTGCAGCTGGWGSAGTCAGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGAGGGTCCCTGAGACTC
TCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAGGAGITATGAAATGAATTGGGTCCGCCAGGTT
CCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTTTCATATATTAGTAGTAGTGGTTATAGCATATATTAC
GCAGACTCTGTGAAGGGCCGATTCTCCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACTCAGTGTTA
CTGCAAATGAACAGCCTGAGAGTCGAGGACACGGCTGTTTATTACTGTACGACGCCTTAC
ACTATGGGCCCATGTCCATCGTTTCCCTCTGGTTGTTACTACATGTACGTCTGGGGCAAA
GGGACCGCGGTCTCCGTCTCCTCAGCC
AGGTGCAGCTGTGAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGGTCTC
CTGCACGGCTTCTGGATACACCTTCATCGCCTATTATGTGCACTGGGTGCGACAGGCCCC
TGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATGGATCGACCCTAAGAGTGGTGACACAAACTATG
CACCGAAGTTTCAGGGCAGGGTCACCATGACTCGGGACACCTCCATCAGCACAGTCTAC
CTGGAGGTGAACAGACTGGGAACTGACGACACGGCCGTGTATTTICTGTGCGAGAGACCG
TTACTATGAAACCAGGGGTITACTCITGGTTCGACCCCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCA
CCGTCTCATCAGCA * LJH
AGGTGCAGCTGsWGGAGTCdGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCAGGGACCCTGTCCCTC
ACTTGCACTGTCTCTGGTGACTCCGTAAGGAGCGGGTGAATACCACTGGGGGTGGCTCCG
CCAGCCCCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGATTGGATATATCTATCACAGGGGGGGCGCC
TACTACAATCCGAACCTCAAGAGTCGAGTATCCATTTCACTAGACAGGCCCAAGAACCAG
TTCTCCCTGAGGTTAGGGTCTGTGACTGCCGCGGACGGGGCCGTATATTATTGTGCCCG
GGGAGAGCAGCTGGATGCATTTGATATCTGGGGCCAGGGGACAATGGTCACCGTCTCTT
CAGCA
AGGTGCAGCTTGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCACC
TGCAGTGTCTCTGGTGACTCCGTCAGCAGTAGCAGTAGTGACTACTGGGGCTGGATCCG
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CCAGCCCCCGGGGAGGGGGCTGGACTGGATTGGCACTITCTATTACAGTGGGAGGGCC
TCCTACAGCCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTCTCCATATCCGTGGACACGTCCAAGAACGA
ATTCTCTCTGGAGCTGACCTCTGTGACCGCCGCAGACACGGCTGTCTATTACTGTGCGAG
A - CTCCCCGCCCGGAACCGAATGATT —
TTTGACTCCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGGTAAGGGCGAATTCCA
GCACACTGGCGGCCGTTACTAGTGGATCCGAGCTCGGTACCAAGCTTGGCGTAATCATG
GTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCC
GGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAG # LUH
AGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGAGCAGAGGTCAAAAAGCCCGGGGAGTCTCTGAAAATC
TCCTGTCAGGGTTCTGGATACAACTTTAGCAACTACTGGATCGGCTGGGTGCGCCAGAC
GCCCGGGAAAGGCCTGGAGTGGATGGGGGTCGTCTATCGTGGGGACTCTGAGACCAGA
TACAGTCCGTCCTTCCAGGGCCAGGTCACCATCTCAGTCGACAGGTCCATCAGCACCGC
CTICTITGCAGTGGAGCAGGCTGAGGGCCTCGGACACCGCCATATATTTCTGCEGCEGACEE
GCCCTTGGTATAATAGCAGGTGGTCCTCTGACTACTGGGGCCGGGGATCCCTGGTCACC
GTCTCCTCAACCTCCACCAAGGGCCCATCGGT
AGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGAGTAGAGGTGAAAAAGCCCGGGGAGTCTCTCGAAATC
TCCTGTAAGGCGTCTGGATACCAATTTGCCAATTATTGGATCGGCTGGGTGCGCCAGATG
CCCGGGAGAGGCCTGGAGTGGCTGGGAATCGTCCATCCTCATGACTCTAATACCATATA
CAGICCGTCCTTCCAGGGCCAGGTCTCCATCTCAGCCGACAAGTCCATCAACACCGCCTA
TTTGCAGTGGAGCAGCCTGAGGGCCTCGGACACCBECETCTATTATTCTCGCCAGGCACE
AGGGGGGCCGGCTCGTCTCTGGTCTCCCCCTAAATAACTACTACTACATGGACGTCTGG
GGCGAAGGGACCGCGGTCACCCGTGTCCTC
AGGTGCAGCTGTGAGTCAGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCT
CCTGTGCAGCCTCTGGATTCAACTTCAGAAGITATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCT
CCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGTCAGTAATTITCATATGATGGAAGTACTAAGTTGTA
TGCTGACTCCGTGAACGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACGATTCCAGCAATACGTTGTA
TCTGCAAATGAACAGCCTGAGAATTGACGACACGGCTGTCTATTACTGTGCCARAGATCT
GGTTAGGAAGGTGGTGGCCACCACGTATTACTTTGAACACTGGGGCCTGGGAACCCTGG
TCGCCGTCGCCTCAGCC = LJH
AGGTGCAGCTGGTGGAGTCAGGGGGAGGCTTGATCCAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACT
CTCCTGTGTAGCCTCTGGITTCACCTTCAGTGCCTATAGCATGAATTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATTTCATACATTAGTGGCAGTAGTAGTACCATATACT
ATGGAGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATGGCAAGAACTCACTGT
ATCTGCAAATGAACAGCCTGAGGCACGAGGACACGGCTGTTTATTACTCTCICACAGACA
GAGCGCTTCGGGGACTTAGTCCCTACTACTTTGAGCACTEGGGGCCAGGGAATCCTGGTC
ACCGTCTCCTCAGCA
AGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGCTGAGGTGAAIAAGCCTGGGGCCTCAGCGAAACTT
TCCTGCAAGGCTTCCGGATACCECTTCAGCAATCACAATATGCATTGGGTGCGACAGGC
CCCTGGACAGGGACTTGAGTGGATGGGAGTAATCAACCCTAGTGGTGGTAGCACTGACT
ACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGACTCACCATGACCAGGGACACGTCCAGGAGCACAGT
CTACATGGAACTGAGCAACCTGAGATCTGAGGATACGGCCGTCTATTACTGTECICCAGA
TCGATATTACCAAATTTGGAGTGATTATTCGTCCACCCCTCTTGGAGAGGGGTGGTTCG
ACCCCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGGT
AGGTGCAGCTGGAGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACT
CTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCTCCTTCAGTGGICATGCTATGCACTGGCTCCGCCAGGC
TCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGACAATTATTTCATATGATGGAAGCAATAAATACT
ACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGGGACAATTCCAAAAACACGCTG
TCTCTGCACATGAACGACCTCAAAGCCTCACCATACGGCTCTITATTACTGTGCGAGAGAC
CGCITGCCTTTACTGACCGGGGGGTACTTCGATCTCTGGGGCCGTGGCACCCTGGTCAC
CGTCTCCTCAG
AGGTGCAGCTGTGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTC
CTGTGCAGCCTCTGGATTCTICCTTTAGT - ACCTATGGCATGAAT —
TGGGTCCGCCAGGCTCCAGGAAAGGGGCTGGAATGGGTCTCA -
AGTATCAGTITITAGTGGTGGTGACACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC —
CGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACCCTGTATCTCCAAATGAACAGCCTGA
GAGTCGACGACACGGCCATATATTACTGTGCGAAA —~GACCGECTTICCCCCTCICGCAGE
—GTTTGATCGGTGGGGCCACGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGGT #LJH
AGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCCTGGTCAAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACT
CTCCTGTGTAGGCTCTGGATTCACCTTCAGCACCTATAGTATGAACTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGACTGGAGTGGGTCTCATCCATTAGTAGTGGTAGTAGTTACATACACT
ACGCTGACTCAGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACTCAGTG
TTTCTGCAAATGAGCAGCCTGAGAGCCGACGACACGECTCTATATTACTCTATTACGCTG
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ACAAAGTCTTTCTCCCCTECICETCTGGGGCCAGGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAG
AGGTGCAGCTGGNGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTCAAGCCTGGAGGGTCCCTGAGACT
CTCCTGTGAAGGCTCTGGATTCACGTTCAGTGATTTICTAoCGTGAGTTGGATCCGCCAGG
CTCCAGGAAAGGGGCTGGAATGGGTTTCATATGTTAGTGGTAGTGGTCATACCATATACT
ACGCAGACTCTGTGAGGGGCCGATTCACCATCTCCAGGGACAACGCCAAGAACTCAGTA
TATTTGCAAATGAATAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTTTATTCETGTCGCCAGAGEC
CCAAATGAGCTGCCGTACGACTTTGACTICTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTC
CTC
AGGTGCAGCTGGTGGAGTCGGGGGGAGGCTTGGTAAAGCCTGGGGGGTCCCTCAGACT
CTCCTGTGAAGGCTCTAGATTCAATGTCACTAACGCCTGGATGACTTGGGTCCGCCAGGT
TTCAGGGGAGGGGCTGGAGTGGGTTGGCCGTATTAAAAGCAAAACTGATGGTGGGACA
ACAGACTACGCTACACCCGTGAAAGGCAGATTCACCATCTCAAGAGATGATTCAAAAAAC
ACGGTGTATCTGCAGATGAACAGCCTGAAAACCGAGGACACAGCEGTITATTATTCTAGS
ATAGAGGGGCGTGGATATAGTGGCTACGATGGGGTGTGGCTCTACTACCACTACTACGG
TATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGG
AGGTGCAGCTGsTGGAGTCdGGGGGAGGCTTGGTCAAGCCTGGAGGGTCCCTGAGACTC
TCCTGTGCGGCCTCTGGATTCATCTTCAGTGACTACTACATGAGTITGGATCCGCCAGGCT
CCAGGGAGGGGGCTGGAGTGGGTTTCATACATTGCTACTAGTACGAGTTACACAAAGTA
CGCAGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCGGAGACAACGCCAAGAGCTCACTTT
TTCTGCAAATGAGCAGCCTGAGAGCCGAAGACACGGCCGTCTATTACTGTGCCACEEGGA
TACACCTATGGTICCAGGCAATCTGTITCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTC
AGGT
CGGCYSTGTATTATTACTGTGCGCGAGATTGGGGCATTGTAGTAGACCCAGTTGCGCCC
GACTTTTGGGGCCAGGGAGCCCT  +JH1245
AGGTGCAGCTGCAGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGCAGGTCCCTGAGACT
CTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCAGCTTTGATTATTCTGCCATGCACTGGGTCCGCCAAGC
TCCAGGGAAGGGCCTGGAGTCCGTCTCATGTATCAGTTGGAATAGTGGTAGTTTTGACT
ATGCGGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACTCCCTG
TATCTACAAATGAACAATCTGAGACCTGAGGACACGGCCTTGTATTICTCTCCAAAAGATA
AATACCAGCTGATGACATACACTTTTGATATGTGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGTCT
CTTCAGCC =*LJH
AGGTGCAGCTTGAGTCAGGGGGAGGCTTGATTCAGCCAGGACGGTCCCTGAGACTCTCC
TGCACAGGTTCTGGCTTCTCGTTTGGAGATTATGCCTTGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCA
GGGAGGGGGCTGGAGTGGATTAGTTTCATTAGAAGCAAGGCTTATGGTGGGACAAAAG
AATACGCCGCGTCTGTGAAAGGCAGATTCACCATCTCAAGAGATGACTCGAAAAACATCG
CCTATCTGCAAATGAGCAGCCTGAAAACCGAGGACACAGGCGTGTATTACTGCTCTAGAC
AGGGCAGTTCGGGGACTTATGTGGAGGCTTACTACTACTCCTACGCTATGGACGTCTGG
GGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCACAGCC #LUH
AGGTGCAGCTGTGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCGGGGGGGGTCCCTGAGACTCT
CCTGTGCACCCTCTGGATTCACCTTCAATAGGGATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGCT
CCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAACTATTAGTGGGAGGGGTGAAAGGAAATACT
ACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCGAGAACACACTG
TITCTGCAAATGAACAGTTTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTGTATTTCTGTGCGAAG —
ATTCAGGAGTATCACGATTICTGGAGTCCCCAGATCGCGAGGTTACTACTTTGACCACTG
GGGCCGGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGGT +LJH
AGGTGCAGCTGGTGCAGTCGGGGGGAGGCTTAGTCGCGCCGGGAGGGTCCCTCAGACT
CTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCAGTTTCAATAACGCCTATATGAGTTGGGTCCGGCAGGC
TCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGGTTGGCCGCATTGAAAGCAATICTGACGGGGAGACT
ACAGACTACGCTGCACCCGTGAGAGGCAGGTTCACCATCTCAAGAGACGACTCAAAAAA
CACACTCTTTCTGCAAATGCATAACCTGAGAACCGAGGACACAGCCGTCTATTACTGTGE
CACAGGCGIGCATACTGGGAATTACTACGAATTTGACTCCTGGGGCCAGGGAGCCCTGG
TCGCCGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCC
NGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCGAAT
TCCCAAGGGCGAAT *LUH
AGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGCCCAGGCCTGGTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTC
ATTTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCATCAGTAGTTACTACTGGAGCTGGATCCGGCAGCCC
CCAGGGAAGGGACTGGAGTGGATTGGGAATATCTATTACAGTGGGAGCACCAACTGCA
ACCCCTCCCTCAGGACTCGAGTCACCATATAAGTAGACACGTCCAATAACCACTTCTCCC
TGACGCTGAGCTCTGTGACCGCTGCGGACACGGCCGTGTATTICTGTGCGAGAACTGCE
CTCCGGGECTCGATTITTGGGGCCGGTTATTACCGAAAGCACTTCTACGACAACCGTATGG
ACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAG
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AGGTGCAGCTGGTGCAGTCGGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAACATT
CCCTGCAAGGTGTCTGGATACACCTTCACCAGTTACCATITGCACTGGGTGCGACAGGC
CCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAGTTATTAATCCTGGCGGTGGACTCCTGACCT
ACGCAGACAAGTTTCAGGGCAGACTCACCCTTAGCACTGACACGTCCTCGAGCACGGTC
TACATGGAGCTGACCAGTCTGAGATCTGACGACACGGCCACTTATTICTGTCGCCACAGAG
ACAGCAGCTGGCCAAAATTGGGGCCGGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGGT
AGGTGCAGCTGGTGGAGTCAGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTITCTGGTGGCTCCATCAGTCCTTACTACTGGAGCTGGGTCCGGCAGACC
CCAGGGAAGGGACTGGAGTGCATTGGATATATCTCTTACACTGGAAACACAAAGTACAA
CCCCTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAATAGACACGTCCAAGATCCAGTTCTCCCT
GAAACTGACCTCTGTGACCGCTGCGGACACGECCITCTATTACTCTCCCACAGCCATCG
GGTCCCTTGTAGTTGAACCAGCTGCTAGTGCTTTTGATCTCTGGGGCCAAGGGACAATG
GTCACCGTCTCTT
AGGTGCAGCTTGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCACC
TGCAGTGTCTCTGGTGACTCCGTCAGCAGTAGCAGTAGTGACTACTGGGGCTGGATCCG
CCAGCCCCCGGGGAGGGGGCTGGACTGGATTGGCACTITCTATTACAGTGGGAGGGCC
TCCTACAGCCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTCTCCATATCCGTGGACACGTCGAAGAACGA
ATTCTCTCTGGAGCTGACCTCTGTGACCGCCGCAGACACGGCTGTCTATTACTGTGCGAG
ACTCCECGCCCECCAACCCAATGATTTTTGACTCCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCG
TCTCCTCAGGT *LJH
AGGTGCAGCTGsWGSAGTCAdGGGGGAGGCTCGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTC
TCCTGTGCAGCCTCTGGATTCATCTTTAAGAACTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGCT
CCAGGGAAGGGGCTGGAATGGGTCTCAAGTGTTAGTGATAGTGGTGATAAAACATACTA
CGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATGTCAAGAACACGTTGT
ATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGACGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAAGGAG
CGGGCEGAAGTGACTACGTTTITATITGTGGTCCTCGTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCAC
CGTCTCCTCAGG
AGGTGCAGCTGGAGGAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAGGCCTGGGTCCTCGGCGAAAGT
CTCCTGCAGGGCTTCTGGAGGCAGCTTCAGCACCTACACCATCACCTGGGTGCGACAGG
CCCCTGGACAAGGCCTTGAGTGGCTGGGAAGGGTCATCCCTATGGCTGGGATACCACA
CTACGCACAGAAGTTTAAGGACAGAGTCACAATTACCACGGACGAGACCATGACCACAG
TCTACATGGAGCCTCAGCAGGCTCACATCTEGAAGACACGGCCGTCTATTACTGTGCGCGG
ATCTCGGGATGGGTTCGGGGAGGCGCGAATGACTGCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCA
CCGTCTCCTCAGCC
AGGTGCAGCTTGAGTCdGGGGGAGGCTTGGTCCAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCC
TGTGTACCCTCTGGATTTATGTTTAGTAGTTATTGGATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCA
GGGAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCCACCATAAAGCAAGATGGAACTGAGACTCACTATG
TGGACTCTGTGAAGGGCCGATTCATCATCTCCAGGGACAACGCCAAGAAGTCACTGTATC
TGCAAATGAACAGTTTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTTTATTACTGTGCGAGATTATCCA
TGACTCTGGTGETAATCAAGGGTCTGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGT
CTCCTCAGCC +LJH
AGGTGCAGCTGTGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAAAATTTC
CTGTGTAGCCTCTGGATTCAATTTCACTACCTATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCC
AGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCTGTTATCTCATATGATGGAAAGAATAAGAAATATG
CAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACATAGTGGATC
TGCAAATGAACAGTCTGAGACCTGAGGACACGGCTGTCTTTTACTGTGCGAAAGARCCTT
TTCCTCCCAGCAACTGEGTACACTTITTGACTATTATTACTACATGGACGTCTGGGGCAAAG
GGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGCATCCCCGACCAGCCCCAAGGTCTTCCCGCTGAGC
CTCTGCAGCACCCAGCCAGATGGGAACGTGGTCATCGCCTGCCTGGTCCAGGGCTTCTG
AATTCCCAAGGGCG ¥LJH
AGGTGCAGCTGGTGGAGTCGGGGGGAGGCTTGGTTAAGCCTGGAGGGTCCCTTAGACTC
TCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACTTTCGCCAGCGCCTGGATGACCTGGGTCCGCCAGAC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTTGGCCGCATCAAGAGCGAAGCTGACGGTGGCAC
AGCAGACTTIGCCTGCACCCGCAAAAGGCAGATTCGTCATCTCAAGAGATGATTACAAAAA
TACACTGTATCTACAAATGACCAGCCTGAAGACCGAAGACACAGGCGTGTATTATTGTGTC
ACAGCCTCCAGCCCCTCCECTCACAACCTTAGATGCTTTTGATGTGTGGGGCCAAGGGAC
AAGGGTCACCGTCTCTTCTGCC *LJH

Ermittelte Nukleotid- und Peptidsequenzen der Tumor-spezifischen CDR3-Regionen von 55 Patienten mit
Multiplem Myelom. Die Keimbahnsequenzen der VH- , D- und JH-Gensegmente sind unter Anwendung der
IgBlast Software (http://www.ncbi.nim.nih.gov/igblast/) ermittelt worden. Nukleotide der CDR2- und CDR3-Region
sind fett gedruckt, Abweichungen von der Keimbahnsequenz inklusive CDR3- Region sind unterstrichen. Die
Bindungsstellen der ASO-Tagman-Sonden sind griin und die der ASO-Primer blau gekennzeichnet.
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