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Zusammenfassung

Das Multiple Myelom ist eine weltweit verbreitete Tumorerkrankung der
Plasmazelle, die nach aktuellem Forschungsstand nicht heilbar ist. Durch
Einsatz von Immunomodulatoren wie Lenalidomid oder Pomalidomid in der
Konsolidierungs- und Erhaltungstherapie konnte die Prognose der Patienten in
den letzten Jahren deutlich verbessert werden. In mehreren reprasentativen
Studien konnte durch Konsolidierungs- und Erhaltungstherapie mit Lenalidomid
ein verldngertes progressionsfreies Uberleben sowie ein verlangertes
Gesamtiberleben nachgewiesen werden. Der Uberzeugenden antitumoralen
Wirkung stehen jedoch erhebliche Nebenwirkungen, wie zum Beispiel schwere
Neutropenien mit assoziierter Infektanfalligkeit, vermehrte thromboembolische
Ereignisse  und eine  erhdhte Inzidenz  von  h&matologischen
Sekundarmalignomen gegenlber. Eine Vielzahl dieser unerwiinschten
Wirkungen ist mechanistisch auf eine gestdrte Funktion der hamatopoetischen
Stammzelle zurtickzufiihren.

Ziel dieser Arbeit war daher, molekulare und funktionelle Veradnderungen der
h&matopoetischen Stammzellen durch eine Lenalidomidkonsolidierungs-
therapie zu untersuchen. Dazu wurden hamatopoetische Stammzellen aus
Knochenmarksaspiraten von einer Patientenkohorte vor und nach
Lenalidomidtherapie isoliert. Mit diesen Zellen wurden Genexpressionanalysen
sowie Untersuchungen zu Proliferation und Differenzierung vor und nach
Lenalidomidtherapie durchgefihrt und anschlieBend die Ergebnisse verglichen.
Es konnte insgesamt eine myelosuppressive Wirkung von Lenalidomid unter
Aussparung der Erythropoese nachgewiesen werden. Als mégliche Mediatoren
far die proerythropoetischen Effekte wurde eine Hemmung des TGFB-
Signalwegs in hamatopoetischen Stammzellen durch Lenalidomid sowie eine
Induktion von fetalem H&moglobin identifiziert. Diese Erkenntnis er6ffnet neue
Therapieoptionen fir Lenalidomid oder andere TGFB-Inhibitoren bei Patienten
mit Tumorandmien, da eine pathologisch gesteigerte TGFB-Aktivitat bei vielen
Tumorentitaten in der Knochenmarksnische nachzuweisen ist. Hinweise auf die
Entstehung von sekundaren Malignomen sowie die ursachlichen Mechanismen

wurden nicht gefunden.
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1. Einleitung

1.1 Multiples Myelom

1.1.1 Epidemiologie

Das multiple Myelom ist eine weltweit verbreitete Tumorart im
Erwachsenenalter. Jahrlich werden etwa 86.000 Neuerkrankungen registriert,
das entspricht einem Anteil von 0,8% aller Tumorerkrankungen weltweit. Mit
einem Anteil von 0,9% an allen global registrierten Todesfallen durch
Krebserkrankungen spielt das Myelom eine nicht unbedeutende Rolle. Die
héchsten Inzidenzraten werden in den Industrienationen registriert [1]. In den
USA erkrankten 2014 beispielsweise etwa 24.050 Patienten an einem Multiplen
Myelom, das entspricht einem Anteil von 1,4% an allen neuaufgetretenen
Krebserkrankungen (Quelle: SEER-Programm des National Cancer Institut). In
Deutschland liegt der Anteil der Myelomerkrankungen an allen
neuaufgetretenen Krebserkrankungen bei 1,0% und somit ebenfalls knapp
dber dem weltweiten Durchschnitt. Das mediane Erkrankungsalter liegt in
Deutschland zwischen 71 und 73 Jahren, mit einer in etwa ausgeglichenen
geschlechterspezifischen Verteilung (Leitlinie Multiples Myelom der Deutschen
Gesellschaft fur Hamatologie und Onkologie, 09/2013).

1.1.2 Pathomechanismus

Die Erkrankung gehért in der WHO-Klassifikation zu den B-Non-Hodgkin-
Lymphomen und beruht auf einer monoklonalen Proliferation von Plasmazellen.
Wie eine gesunde Plasmazelle produzieren und sezernieren die meisten
Myelomzellen Immunglobuline und einen gewissen Anteil an freien
Leichtketten, in manchen Fallen werden auch nur Leichtketten produziert. Eine
Ausnahme stellen selten vorkommende asekretorische Myelome dar, die keine
Immunglobuline sezernieren. Durch die Monoklonalitat der Plasmazelle sind die
produzierten Immunglobuline und Leichtketten spezifisch und werden als
Paraprotein oder im englischen Sprachraum auch als M-protein bezeichnet. Am
haufigsten kommen Paraproteine vom Typ IgG vor, gefolgt von IgA und reinen
Leichtketten.



Die Tumorzellen proliferieren in Zellnestern im Knochenmark, ein
extramedullarer Befall wird seltener beobachtet. Der Tumor fUhrt Gber eine
Osteoklastenaktivierung zu einem Abbau der Knochenmatrix [2]. Die Patienten
werden daher haufig durch Knochenschmerzen, pathologische Frakturen und
eine gestorte Calciumhomdostase mit erhéhten Plasmaspiegeln von Calcium
symptomatisch. Typische Beschwerden wie Ubelkeit, Muskelschwache,
Herzrhythmusstérungen und Vigilanzminderungen treten in diesem Kontext auf.
Die dabei entstehenden Osteolysen befinden sich bevorzugt im Achsenskelett
sowie im Schédel und sind pathognomonisch fir die Erkrankung. Die
Ausbreitung im Markraum flhrt weniger durch mechanische Verdrangung als
vielmehr durch humorale Beeinflussung der Knochenmarkshomdostase zu
einer Beeintrachtigung der Hamatopoese mit Reduktion von Erythrozyten,
Leukozyten und Thrombozyten [3] (siehe dazu auch Abschnitt 1.1.3). Viele
Patienten werden daher initial Gber eine Andmie, Infektanfalligkeit oder
Blutungen symptomatisch. Ein extramedullarer Befall liegt bei Diagnosestellung
in 7%-20% der Falle vor [4][5]. In Autopsiestudien ist dieser Anteil deutlich
héher, mdglicherweise durch eine zunehmende systemische Ausbreitung im
Erkrankungsverlauf bedingt oder dadurch, dass viele extramedullare
Manifestationen der Standarddiagnostik entgehen [6]. Am haufigsten sind hier
Weichteilkomponenten, die von osteolytischen Herden ausgehen, seltener
kommt es zu einer hdmatogenen Absiedlung in Organe wie die Milz, die Niere,
die Leber, die Lymphknoten, die Haut oder die Lunge. Ein Befall des ZNS ist mit
1% bei Diagnosestellung sehr selten, hier kommt es meistens zu einer
Infiltration der Hirnhaute und seltener zu einem Parenchymbefall [7]. Dartber
hinaus kann das multiple Myelom Utber unterschiedliche Mechanismen die Niere
schadigen. Die ,Myelomniere” oder Cast-Nephropathie ist die haufigste
Manifestation an der Niere und wird in etwa 30- 40% der Patienten gefunden
[6]. Die Erkrankung beruht auf einer Ablagerung der freien Leichtketten in den
Nierentubuli [8]. Physiologischerweise werden freie Leichtketten glomerular
filtriert und im proximalen Tubulus rickresorbiert. Bei einer erhéhten Produktion
im Rahmen eines Myeloms erschopft sich dieser Mechanismus und die freien
Leichtketten lagern sich in den Tubuli ab. Dort fihren sie zu einer



Inflammationsreaktion, die auf das Insterstitium Ubergreift und als Cast-
Nephropathie bezeichnet wird [9].

Zudem zeigen Myelompatienten eine erhdéhte Anfalligkeit fiir eine akute tubulare
Nekrose, die durch Dehydratation, nichtsteroidale anti-inflammatorische
Agenzien (NSAID), jodhaltige Kontrastmittel oder Bisphosphonate ausgel6st
werden kann. Ursache ist die Endozytose von monoklonalen Leichtketten in die
Tubuluszellen, in denen diese eine zytotoxische Wirkung zeigen [10]. Eine
weitere Schadigung der Niere kann durch eine Amyloidose erfolgen. Hier
kommt es zu einem nephrotischen Syndrom durch Ablagerung von aus
Leichtketten (AL-Amyloidose) oder Schwerketten (AH-Amyloidose) gebildetem
Amyloid in den Glomeruli. Auch die Infiltration von Myelomzellen in die Niere als
extramedullare Manifestation kann Ursache eines Nierenschadens sein.

1.1.3 Interaktion mit der Knochenmarksnische

1.1.3.1 Die CD34-positive hamatopoetische Stammzelle

Das Grundgerlst des Knochenmarksstromas wird durch die sogenannten
mesenchymalen Stammzellen (=MSCs) gebildet. Diese fibroblastendhnlichen
multipotenten Zellen kénnen in knochenbildende Osteoblasten, Chondrozyten
und Adipozyten differenzieren [11]. Zudem finden sich im Knochenmark
héamatopoetische Stammzellen, Vorlauferzellen der myeloischen und
lymphatischen Zelllinien in unterschiedlichen Differenzierungsstadien sowie
reife Zellen des Immunsystems wie Monozyten, dendritische Zellen,
Lymphozyten und NK-Zellen. Aus Monozyten differenzierte
knochenresorbierende Osteoklasten gewéhrleisten ein durch hormonelle
Einflisse und parakrin sezernierte Zytokine kontrolliertes Gleichgewicht von
Knochenbildung und Knochenresorption.

Die Hauptfunktion des Knochenmarks ist die Himatopoese. Um eine suffiziente
Hamatopoese zu gewahrleisten und an die Anforderungen des Organismus zu
adaptieren, ist das Zusammenspiel aller oben genannten Komponenten der
Knochenmarksnische erforderlich. Ausgangspunkt der Blutbildung sind
pluripotente hamatopoetische Stammzellen. Diese Zellen besitzen ein groBes
Selbsterneuerungspotenzial, damit Uber die gesamte Lebenszeit ein
ausreichender Pool an differenzierungsféahigen hamatopoetischen Stammzellen
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zur Verflgung steht. Im angloamerikanischen Sprachraum werden diese
pluripotenten Zellen als LT-HSCs bezeichnet (long-term hematopoietic stem
cells). Aus dieser Zellpopulation differenzieren multipotente Vorlauferzellen, die
als ST-HSCs bezeichnet werden (short term hematopoietic stem cells). Die ST-
HSCs besitzen ebenfalls noch die Fahigkeit zur Selbsterneuerung, wenn auch
in geringerem Ausmalf3 als die LT-HSCs. Aus den ST-HSCs differenzieren die
oligopotenten Vorlauferzellen der myeloischen und lymphatischen Zellreihen.
Zusammen mit den LT-HSCs und ST-HSCs werden diese oligopotenten
Vorlauferzellen als HSPCs bezeichnet (hematopoietic stem and progenitor
cells).

Die Differenzierung in die myeloische Stammzelle wird durch die Zytokine
Interleukin 1, Interleukin 3, Interleukin 6, SCF und FLT3L gesteuert. Aus der
myeloischen Stammzelle entstehen letztendlich Uber entsprechende CFU
(colony-forming units) und BFU (burst-forming units) die Erythrozyten,
Granulozyten, Thrombozyten und Monozyten. Die Differenzierung in die
lymphatische Stammzelle wird hingegen Uberwiegend Uber Interleukin 7
gesteuert. Aus dieser oligopotenten Stammzelle entstehen T-Lymphozyten, B-
Lymphozyten und NK-Zellen.

Der Oberflachenmarker CD34 ist spezifisch flur die hamatopoetischen
Vorlauferzellen. Er wird auf der multipotenten ST-HSC sowie auf der
myeloischen und lymphatischen Stammzelle exprimiert. Zudem findet man das
Molekul auf der CFU-GEMM, der BFU-E, der CFU-Meg und der CFU-GM.

Die Funktion von CD34 ist nicht ganzlich geklart, nachgewiesen sind
Funktionen beim Homing der hamatopoetischen Stammzellen ins Knochenmark
und bei der Adhasion der Zellen in der KM-Nische. In der klinischen Medizin
wird dieser  Oberflachenmarker  benutzt, um im Rahmen von
Stammzelltransplantationen  hamatopoetische ~ Stammzellen aus dem

Knochenmark oder dem peripheren Blut zu separieren.

Im Knochenmark findet man die hAmatopoetischen Stammzellen in Zellnestern
in enger Lagebeziehung zu anderen Zellen des Knochenmarks, die wichtig fr
die Regulation der Stammzellfunktion sind. Der Uberwiegende Anteil der
Stammzellen im Knochenmark ist perivaskular um die Sinusoide lokalisiert [12],



man spricht hier von der perivaskularen Nische. Hier befinden sich die HSCs in
enger Lagebeziehung zu perivaskuldren mesenchymalen Stromazellen, zu
Endothelzellen und zu Nervenendigungen des sympathischen Nervensystems.
Die perivaskularen mesenchymalen Stromazellen produzieren vorwiegend SCF
und CXCL12. SCF bindet Uber den SCF-Rezeptor (CD117) an HSCs und fihrt
zu einer Aktivierung der Tyrosinkinase c-kit [13]. Uber diesen Mechanismus
werden wichtige Funktionen bei der Proliferation und der Differenzierung der
hamatopoetischen Stammzellen reguliert, zum Beispiel hemmt SCF die
Apoptose in CD34-positiven HSCs [14]. Zudem fuhrt SCF zu einer vermehrten
Expression von VLA-4 und VLA-5 auf HSCs, die Uber Bindung an Fibronectin
und VCAM-1 zu einer Adhéasion der Stammzellen in der Nische beitragen [15].
CXCL12 wird auch als Stromal cell-derived factor 1 (SDF1) bezeichnet und wird
von den HSCs Uber CXCR4 gebunden. Es besitzt chemotaktische Wirkung auf
die HSCs [16] und erhélt HSCs mit Langzeitproliferationspotenzial [17][18].
Endothelzellen in der perivaskularen Nische sezernieren mehrere weitere flr
die Proliferation von HSCs wesentliche Zytokine wie FGF-2, Pleiotrophin oder
VEGF [19][20]. AuBerdem stellen Endothelzell der Knochenmarkssinuside
zusammen mit perivaskuldren mesenchymalen Zellen die bedeutendste Quelle
von SCF dar (zur Funktion s.o0.) [12].

Sympathische Nervenendigungen in der perivaskularen Nische hemmen Uber
Noradrenalinausschittung die Sekretion von CXCL12 aus perivaskuldren
mesenchymalen Zellen [21]. Die Ausschittung von TGF-B aus
nichtmyelinisierenden Schwannzellen der sympathischen Nervenendigungen
fihrt zudem Uber Aktivierung des SMAD-Signalwegs zur Erhaltung des
Langzeitproliferationspotenzials der HSCs [22].

1.1.3.2 Die Myelomzelle

Fir die Entstehung und Erhaltung der Erkrankung beim Multiplen Myelom spielt
die Interaktion der Myelomzellen mit den Zellen der Knochenmarksnische eine
entscheidende Rolle. Die Myelomzellen selber sind in der Lage Zytokine zu
sezernieren, die die anderen Immunzellen und die MSCs stimulieren. Die
Sekretion von TNF-a, IL-3 und MIP-1 a beglnstigt die Differenzierung von
Monozyten zu knochenresorbierenden Osteoklasten und férdert damit den
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Knochenabbau [23][24][25]. MIP-1 o ist darlGber hinaus ein wichtiger
Wachstumsfaktor fir die Myelomzellen [26]. TNF- a stimuliert die Sekretion von
IL-6 aus MSCs und Plasmazellen [27][28]. IL-6 ist ein wichtiges Zytokin flr die
Pathogenese des Multiplen Myeloms, da es die Apoptose in Myelomzellen und
die Differenzierung von Osteoblasten hemmt [29][30]. Durch Zell-Adhasion der
Myelomzellen an die MSCs wird die Ausschttung weiterer flr die Pathogenese
essenzieller Zytokine getriggert. Die Zell-Zell-Kontakte werden durch die
Adhasionsmolekile VCAM und ICAM auf den Stromazellen sowie VLA-4, FLA-
1 und MUC-1 auf den Myelomzellen gebildet [31]. Die wichtigsten durch die
MSCs sezernierten Zytokine sind das oben genannte IL-6, RANKL, IGF-1 und
VEGF. RANKL spielt eine zentrale Rolle in der Regulation des
Knochenstoffwechsels beim Multiplen Myelom. Es wird als Schllisselprotein bei
der Differenzierung von Osteoklasten angesehen und ist daher auch in
therapeutischen Konzepten von Bedeutung [32][33]. Ob Myelomzellen selbst in
der Lage sind osteoklastenaktivierendes RANKL auszuschitten, wird aktuell
kontrovers diskutiert. IGF-1 ist ein Wachstumsfaktor fir Myelomzellen [34].
Durch Sekretion von VEGF wird die Angiogenese im befallenen Knochenmark
gefdrdert. Neuere Arbeiten haben gezeigt, dass die Ausschuttung von TGF-
durch MSCs im Knochenmarksmilieu des Multiplen Myeloms ebenfalls erhdht
ist. Vermutlich wirkt TGF-B auf hdmatopoetische Stammzellen und inhibiert die
Erythropoese [35].

1.1.4 Einteilung und Stadien

Im Allgemeinen werden 4 unterschiedliche Erscheinungsformen des Multiplen
Myeloms unterschieden. Die monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz
(MGUS), das smoldering myeloma, das symptomatische Multiple Myelom und
die Plasmazellleukdmie. Nach neusten Erkenntnissen geht jedem Myelom eine
MGUS als Vorphase voraus [36]. Diese Erscheinungsform zeigt eine messbare
Gammopathie mit einem definierten Paraprotein von unter 3g/100ml im Serum.
Der Knochenmarksanteil an Plasmazellen liegt allerdings im Normbereich (<
10%) und es liegen keine Endorganschaden vor. Beim smoldering myeloma
hingegen liegen die Serumspiegel des Paraproteins Gber 3g/100ml und der
Plasmazellanteil im Knochenmark bei =10%, jedoch ohne nachweisbare



Endorganschaden. Im Gegensatz dazu zeigen sich beim symptomatischen
Myelom Endorganschaden in Form von Osteolysen, einem  erhdhtem
Serumkreatinin als Ausdruck eines Nierenschadens, einem erniedrigtem Hb
oder einem erhéhtem Serumcalcium. Die Plasmazellleukdmie ist eine
aggressive Form der Erkrankung mit einer schlechten Prognose. Sie kann
primar auftreten oder sich sekundar im Rahmen eines bestehenden Multiplen
Myeloms entwickeln. Charakteristisch fir die Plasmazellleukdmie ist eine
Ausschwemmung von Plasmazellen ins periphere Blut (>20% der kernhaltigen
Zellen im Blut).

Zur Einteilung des Schweregrades eines Multiplen Myeloms existieren 2
unterschiedliche Klassifizierungssysteme, zum einen die Klassifikation nach
Salmon/Durie [37] und zum anderen die ISS-Klassifikation [38]. Bei der
Klassifikation nach Salmon/Durie werden 3 Stadien unterschieden, wobei der
Hamoglobinspiegel, das Serumcalcium, die Anzahl der Osteolysen, der
Paraproteinspiegel im Serum und die Leichtkettenausscheidung im 24h-Urin
bertcksichtigt werden (siehe Abb. 1). Die Buchstaben A (Kreatinin < 2 mg/dl)
oder B (> 2mg/dl) werden als Ausdruck einer Nierenschadigung ergénzt.

Hamoglobin >10 g/dl <8,5g/dl
Serumcalcium normwertig >3mg/dI
Anzahl der <}l il
Osteolysen

Serum M-Protein

IgG <50g/l >70g/l
IgA <30g/l >50 g/l
Leichtketten im <4 g/24h >12 g/24h
Sammelurin

Abb. 1: Klassifikation nach Salmon/Durie



Bei der ISS-Klassifikation werden die Hoéhe des B2-Mikroglobulins im Serum
und das Albumin im Serum zur Einteilung in 3 Stadien herangezogen (siehe
Abb. 2).

Serum-Albumin >35g/l
B2-Mikroglobulin <3,5mg/l >5,5mg/l

Abb. 2: ISS-Klassifikation

Dem Stadium 2 werden in beiden Systemen Patienten zugeordnet, die weder

die Kriterien des Stadiums | noch des Stadiums Il erflllen.

1.1.5 Diagnose

Obligat far die Diagnose eines Multiplen Myeloms ist der Nachweis einer
pathologischen Plasmazellproliferation im Knochenmark, das in den meisten
Fallen Ober eine Punktion des Beckenkammes gewonnen wird. Die auf diese
Weise gewonnenen Plasmazellen kénnen zudem auf genetische
Veranderungen untersucht werden. Das Paraprotein wird aus dem Serum oder
dem Urin mittels Elektrophorese und Immunfixation charakterisiert. Zudem wird
eine Quantifizierung des 1gG-, IgM und IgA-Spiegels sowie der freien
Leichtketten empfohlen. Um die Anzahl und Ausdehnung der Osteolysen und
einen moglichen extramedullaren Befall zu erfassen, wird ein Low-Dose
Ganzkérper-CT empfohlen, eine konventionelle Bildgebung nach dem Pariser-
Schema ist durch die CT nahezu obsolet. Fakultativ kann eine FDG-PET-CT
oder ein MRT durchgefiihrt werden, insbesondere bei Verdacht auf einen
extramedullaren Befall.

Folgende Laborparameter sollten erhoben werden, um Endorganschaden zu
diagnostizieren und eine Kilassifikation zu erméglichen: Blutbild mit
Differenzialblutbild, Serumelektrolyte, Nierenretentionsparameter, Albumin im

Serum und B2-Mikroglobulin im Serum.



1.1.6 Therapie

Zur Therapie des Multiplen Myeloms wurden in den Anfangen unterschiedliche
klassische Chemotherapeutika wie z.B. Cyclophosphamid oder Urethan
eingesetzt [39][40]. In den 60er und 70er Jahren wurden erste Studien mit dem
1953 entdeckten Melphalan durchgefiihrt, hierunter lag das mediane Uberleben
bei etwa 2 Jahren [41]. Limitierend flr die Maximaldosis des Melphalans und
somit den Therapieerfolg war die Knochenmarkstoxizitadt des Melphalans bei
hoher Dosierung.

Ende der 90er Jahre wurden erste Studien veréffentlicht, bei denen die
Melphalandosis gesteigert werden konnte, indem die Knochenmarkstoxizitat
durch eine autologe Stammzelltransplantation (ASZT) kompensiert wurde. In
einer Studie zwischen 1990 und 1993 konnte gezeigt werden, dass eine
Hochdosistherapie mit 140mg/m?2 und eine fraktionierte Ganzkdrperbestrahlung
mit 8Gy die Wahrscheinlichkeit eines 5-Jahres-Uberlebens von 12% auf 52%
verbesserte (p=0,03)[42]. Child et al. applizierten zwischen 1993 und 2000 in
einem Kollektiv von 401 Patienten bei 201 Patienten eine Melphalandosis von
200mg/m? gefolgt von einer autologen Stammzelltransplantation (ASZT).
Gegenlber dem damals geltenden Therapiestandard verlangerte sich das
mediane Uberleben von 42,3 Monaten auf 54,1 Monate (p=0,04) [43]. Aufgrund
dieser und weiterer Studien wurde dieses Regime zum Therapiestandard far
Patienten unter 65 Jahren.

Daher wird bei Patienten unter 65 Jahren und ohne Komorbiditdten eine 3-
phasige Therapie bestehend aus Induktion, Hochdosistherapie mit autologer
Stammezelltransplantation und  anschlieBender  Konsolidierung/Erhaltung
durchgefihrt. In der Induktionsphase werden 2-fach, 3-fach oder 4-fach-
Kombinationen eingesetzt, die zum Beispiel die Substanzen Bortezomib,
Dexamethason, Cyclophosphamid, Lenalidomid, Adriamycin/Doxorubicin oder
Thalidomid enthalten [44]. Nach Hochdosistherapie und Stammzell-
transplantation werden Substanzen wie immunomodulatorische Medikamente
(= IMiDs)[45][46] oder Bortezomib [47][48] als Konsolidierungs- und
Erhaltungstherapie eingesetzt.

Die Hochdosistherapie mit Melphalan erfolgt in einer Dosierung von 200mg/m?
Kérperoberflache. Bei Patienten Uber 65 Jahren kann die Gesamtdosis des
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Melphalans auf zwei zeitlich getrennte Applikationen mit jeweils 100mg/m?
aufgeteilt werden, um Nebenwirkungen zu reduzieren. Manche Patienten mit
relevanten Komorbiditdten und hohem Alter sind aufgrund der Nebenwirkungen
fir eine Hochdosis + ASZT primar nicht geeignet. Bei diesen Patienten wird
meist Melphalan in einer reduzierten Dosis in Kombination mit Dexamethason
appliziert. Die Kombination dieses Regimens mit neueren Substanzen wie
Bortezomib oder IMiDs als Triple-Therapie hat in Studien ein verlangertes
progressionsfreies Uberleben gezeigt [49][50].

Neben der medikamentésen Therapie kommen beim Multiplen Myelom
Strahlentherapien zum Einsatz, um symptomatische lokale Befunde zu
therapieren (z.B. frakturgefahrdete Wirbelkdrper).

Dardber hinaus erhalten die Patienten Bisphophonate um den pathologisch

gesteigerten Knochenabbau zu hemmen [51] und einen best supportive care.

1.1.7 Prognose

Das Multiple Myelom ist trotz vieler neuer Therapiestrategien nicht heilbar.
Neben dem initialen Erkrankungsstadium (ISS oder Salmon/Durie) ist die
Prognose vor allem davon abhéngig, ob die Patienten einer Hochdosistherapie
mit ASZT zuzufUhren sind. Zwei groBBe randomisierte Studien zeigten nach
Hochdosischemotherapie gefolgt von einer autologen Stammzelltransplantation
und einer Erhaltungstherapie eine 3-Jahres-Uberlebensrate von 88% nach
Transplantation [46] sowie eine 4-Jahres-Uberlebensrate von 73% nach
Transplantation [52].

Patienten, die einer Hochdosistherapie + ASZT nicht zugénglich sind, haben
eine deutlich schlechtere Prognose. Ein gangiges Therapieregime bei diesen
Patienten ist exemplarisch die Kombination von Bortezomib + Melphalan +
Dexamethason, hier liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate nach Diagnosestellung
in einer reprasentativen Studie bei 46% [49] und damit deutlich unter den
Uberlebensraten einer Hochdosistherapie + ASZT.
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1.2. Lenalidomid

1.2.1 Einleitung

Lenalidomid ist ein Derivat des Piperidindions Thalidomid und ist seit 2004
unter dem Handelsnamen Revlimid© auf dem Markt. In den USA und in Europa
ist es fir die Behandlung des therapierefraktaren und rezidivierten Multiplen
Myeloms sowie flr transfusionspflichtige myelodysplastische Syndrome mit 59-
Mutation zugelassen. Im folgenden Abschnitt sollen die Wirkmechanismen beim
Multiplen Myelom sowie der aktuelle Stellenwert in der Therapie des Myeloms

dargestellt werden.

1.2.2 Wirkmechanismus

Der Wirkmechanismus von Lenalidomid beruht auf mehreren unterschiedlichen
Mechanismen. Zum einen wird das Tumorwachstum direkt durch Beeinflussung
des Zellzykluses gehemmt. Zum anderen hemmt das Medikament die
Angiogenese, moduliert die Zytokinsekretion des Knochenmarksstromas und

die zellulare Immunantwort.

P21-WAF

Far die direkte Wirkung von Lenalidomid auf den Zellzyklus spielt der
Tumorsuppressor p21-WAF  eine  entscheidende Rolle. An zwei
unterschiedlichen Zelllinien und an aus Patienten gewonnen BM-HSPCs konnte
nach Therapie mit Lenalidomid eine vermehrte Expression von p21
nachgewiesen werden [53][54]. p21-WAF inhibiert eine groBe Anzahl von
cyclinabhangigen Kinasen, z.B. CDK2, CDK4 und CDK6 und hemmt somit die
Phosphorylierung von rB, woraus letztendlich ein Zellzyklusarrest in der G1-S

Ubergangsphase resultiert.

Cereblon

Mehrere kuirzlich veréffentlichte Arbeiten haben eine zentrale Rolle des
Molekils Cereblon bei der Wirkung von Lenalidomid nachgewiesen [55][56].
Lenalidomid und andere Immunmodulatoren wie Thalidomid und Pomalidomid
binden an Cereblon und bilden einen Ubiquitin-Ligase-Komplex namens CRBN-
CRL4. Dieser Komplex fuhrt in Myelomzellen zu einer vermehrten
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proteasomalen Degradation der Proteine lkaros (IKZF 1) und Aiolos (IKZF3).
Beide Proteine sind wichtige lymphozytare Proliferationsfaktoren und die
Lenalidomid-vermittelte Degradation flhrt zu einer Proliferationshemmung der
Myelomzellen [55][56]. Dartber hinaus hemmen IKZF1 und IKZF3 in T-
Lymphozyten die IL-2 Sekretion. Dieser Effekt wird durch Lenalidomid
aufgehoben, woraus eine erhdhte IL2-Produktion und darlber eine
Verschiebung von TH2 zu TH1-Lymphozyten resultiert [56][57]. An
Zebrafischen konnte gezeigt werden, dass der CRBN-CRL4-Komplex auch fir
die teratogenen Effekte (Hemmung des Extremitdtenwachstums) von
Thalidomid verantwortlich ist [58]. Dieser Nebeneffekt des Thalidomids ist
klinisch durch den Contergan-Skandal in den 60er Jahren zu beobachten

gewesen.

Angiogenese

Sowohl in vitro als auch im Tierversuch konnte gezeigt werden, dass
Lenalidomid dosisabhéangig zu einer Hemmung der Neovaskularisation fuhrt.
Als Ursache wurde zum einen eine verminderte Expression von Hypoxie-
induziertem Faktor 1a in Endothelzellen des Knochenmarks gefunden. Dieser
Faktor wird in hohen Konzentrationen unter den hypoxischen Bedingungen des
befallenen Knochenmarks in Myelomzellen und in Endothelzellen gebildet und
fihrt zu einer vermehrten Expression von VEGF und letztendlich zu einer
Neovaskularisation [59][60].

Zum anderen konnte gezeigt werden, dass Lenalidomid nicht nur die VEGF-
Bildung hemmt, sondern auch die Signaltransduktion des VEGF direkt [60].
Dieser Effekt wird Uber eine Hemmung der Phosphorylierung des VEGF
Signaltransduktors Akt-1 in Endothelzellen vermittelt und hat zur Folge, dass
die Endothelzellen durch externes VEGF (aus Myelomzellen und MSCs)

ebenfalls nicht mehr stimuliert werden.

Zytokinsekretion
Wie im Abschnitt 1.1.3 erwédhnt, spielt die Interaktion der Myelomzellen mit
Zellen des Knochenmarksstromas eine wichtige Rolle in der Pathogenese des

Multiplen Myeloms. Durch Interaktion von Myelomzellen und Stromazellen,
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werden verschiedene Zytokine vermehrt sezerniert, darunter TNF-a, IL-6 und
RANKL. Lenalidomid inhibiert die Sekretion dieser genannten Zytokine aus
MSCs. Zum Beispiel konnte mittels Realtime-PCR nachgewiesen werden, dass
Lenalidomid die mRNA-Produktion von TNFa-mRNA in MSCs um 35%
reduziert [61]. Eine reduzierte Sekretion von IL-6, das die Apoptose von
Myelomzellen hemmt, konnte ebenfalls nachgewiesen werden [62]. Die
Reduktion der RANKL-Konzentration durch Lenalidomid im
Knochenmarksstroma inhibiert die Differenzierung von Osteoklasten und stoppt

auf die Weise die Entstehung von Osteolysen [63].

Zellulare Immunantwort

Wie zuvor erwahnt wird Gber die Cereblon-vermittelte Degradation von Ikoaros
und Aiolos die IL-2 Expression erhéht und dartber T-Lymphozyten aktiviert und
die Immunantwort von TH2 zu TH1-Lymphozyten verschoben [56][57]. Zudem
fihren Lenalidomid und andere IMiDs zu einer NK-Aktivierung, die als
essentieller Bestandteil der Wirkung angesehen wird [64]. Lenalidomid inhibiert
die Funktion von regulatorischen T-Zellen und deren Entstehung aus
mononukledren Vorlauferzellen [65]. Mehrere andere Arbeiten haben gezeigt,
dass die damit verbundene Verschiebung des Treg/TH17-Verhalinisses eine
antitumorale Wirkung auf Myelomzellen besitzt [66].

1.2.3 Lenalidomid in der Behandlung des Multiplen Myeloms

Bei der Therapie des Multiplen Myeloms wurde Lenalidomid erstmals in der
Therapie von rezidivierten Erkrankungen oder bei nicht vorhandenem
Therapieansprechen einer Primartherapie eingesetzt (refractory or relapsed
multiple myeloma = RRMM). Zwei im Jahr 2007 ver6ffentlichte Studien, die
MM-009 und die MM-010, testeten Lenalidomid plus Dexamethason bei RRMM
gegen eine Kontrollgruppe, die lediglich Dexamethason erhielt [67][68]. Beide
Studien zeigten deutlich bessere Ansprechraten in der Gruppe mit Lenalidomid
(CR 14,1% bzw. 159% vs. 0,6% bzw. 3,4%) und ein verbessertes
Gesamtiberleben (z.B. 29,6 Monate vs. 20,2 Monate bei MM-009). Eine im
Jahre 2009 veréffentlichte Folgearbeit, die das Kollektiv beider Studien erfasste,
zeigte ein signifikant besseres Gesamtiberleben von 38 Monaten unter
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Lenalidomid gegendber 31,6 Monaten in der Placebogruppe (p=0,045) [69].
Inspiriert durch diese Ergebnisse wurden Studien entwickelt, um den
Stellenwert von Lenalidomid in der Therapie des unbehandelten Myeloms zu
evaluieren. Patienten, die mit dem als Standard geltenden Therapieregime
bestehend aus Induktion und Hochdosistherapie mit anschlieBender autologer
Stammzelltransplantation behandelt wurden, sollten durch eine anschlieBende
Erhaltungstherapie mit Lenalidomid ein besseres oufcome erhalten.
Exemplarisch werden hier Daten aus 2 groBen Studien aus dem Jahr 2012
dargestellt [45][46]. Attal et al. und McCarthy et al. konnten in Studien mit 614
bzw. 460 Patienten durch eine Erhaltungstherapie mit Lenalidomid ein
verlangertes medianes progressionsfreies Uberleben gegentiiber einem Placebo
nachweisen (41 Monate vs. 23 Monate [Attal]; 46 Monate vs. 27 Monate
[McCarthy]). McCarthy et al. konnten sogar einen signifikanten
Gesamtiberlebensvorteil von 88% gegeniber 80% in der Placebogruppe nach
36 Monaten nachweisen (p=0,03). In der Studie von Attal et al zeigte sich kein
Uberlebensvorteil.

Eine weitere Studie, die MM-015, untersuchte den Einfluss einer Lenalidomid-
Erhaltungstherapie bei Patienten, die einer Hochdosischemotherapie aufgrund
des Alters oder von Komorbiditaten nicht zugefihrt werden konnten [50]. Nach
einer Induktionstherapie mit Melphalan + Prednisolon (MP) oder zusatzlich
Lenalidomid (MPR) wurden die Patienten einer Erhaltungstherapie unterzogen
oder erhielten einen Placebo. Auch hier zeigt sich ein erhdhtes medianes
progressionsfreies Uberleben unter Lenalidomid-Erhaltung (31 Monate)
gegenuber MPR (14 Monate) oder MP (13 Monate) ohne Erhaltung. Dieser
Vorteil konnte nur far Patienten unter 75 Jahren nachgewiesen werden.
Bezlglich des Gesamtiiberlebens zeigte sich kein signifikanter Vorteil der
Erhaltungstherapie mit Lenalidomid.

Auch in der Induktionstherapie bei unbehandelten Erkrankungen wurde
Lenalidomid in Kombinationstherapien getestet. Eine Studie, die Lenalidomid in
Kombination mit Dexamethason gegen einen Placebo mit Dexamethason als
Induktionstherapie getestet hat, konnte keinen Vorteil bezogen auf das
Gesamtlberleben nachweisen. Zudem zeigte der Lenalidomid-Arm mehr
Nebenwirkungen [70]. Eine andere Studie testete eine Kombination aus
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Cyclophosphamid + Lenalidomid + Dexamethason gegen Cyclophosphamid +
Bortezomib + Dexamethason. Das Therapieansprechen war im Bortezomib-
Arm deutlich besser bei geringeren Nebenwirkungen, wobei sich kein
Unterschied in Bezug auf das Gesamtiberleben zeigte [71]. Insgesamt deuten
die Studienergebnisse darauf hin, dass Lenalidomid in der Induktion eher eine
untergeordnete Rolle spielt, da Substanzen wie Bortezomib eine hdhere
Effektivitat beim Erreichen einer Remission besitzen. In der Erhaltungstherapie
jedoch zeigt Lenalidomid eine ungleich bessere Langzeitvertraglichkeit sowie

Wirksamkeit und kann daher erfolgreich eingesetzt werden.

1.2.4 Nebenwirkungen

Im Folgenden werden die haufigsten durch Lenalidomid hervorgerufenen
Nebenwirkungen aufgefiihrt. Dazu zahlen Neutropenien, Infektanfalligkeit,
thromboembolische Ereignisse und die Entstehung von sekundaren
Malignomen.

Neutropenien werden in 4 Schweregrade unterteilt, von denen bei klinischen
Studien meistens nur Neutropenien vom Grad 3 (< 1000/ul) und vom Grad 4 (<
500/ul) als relevante Nebenwirkung erfasst werden. In mehreren Studien, die
Lenalidomid in unterschiedlichen Kontexten getestet haben, konnten vermehrt
Neutropenien festgestellt werden. In einer Studie zur Erhaltungstherapie nach
autologer Stammzelltransplantation mit einem groBen Patientenkollektiv
entwickelten 32% der Patienten unter Lenalidomid eine Neutropenie Grad 3 und
13% eine Neutropenie Grad 4 verglichen mit 12% bzw. 3% in der
Placebogruppe (p< 0,001) [46]. Ursache flir die Neutropenien ist wahrscheinlich
eine verminderte Expression des Transkriptionsfaktor PU.1 in CD34+ HSPC
durch die Therapie mit Lenalidomid, die zu einer Reifungsstérung der
granulopoetischen Vorlauferzellen fuhrt [72].

Mehrere Studien, die Lenalidomid in der Erhaltungstherapie gegen einen
Placebo testeten, konnten einen erhdhten Anteil an schweren bzw.
lebensbedrohlichen Infektionen (Grad 3 und Grad 4) unter Lenalidomidtherapie
nachweisen. Exemplarisch zeigten in einer Studie zur Erhaltungtherapie nach
autologer Stammzelltransplantation in einem Kollektiv von 608 Patienten 13%
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der 306 Patienten im Lenalidomid-Arm eine schwere Infektion verglichen mit
nur 5% der 302 Patienten im Placebo-Arm [45]. Ursache der Infektanfélligkeit
sind zum einen die oben genannten Neutropenien, zum anderen flhrt die
Substanz zu unterschiedlichen Immunmodulationen (siehe Abschnitt 1.2.2),
deren Auswirkung auf das Immunsystem zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht
ganzlich erforscht sind.

Der Anteil thromboembolischer Ereignisse ist unter Lenalidomidtherapie
verglichen mit einem Placebo signifikant erhdht. Bei Erhaltungstherapien lag
der Anteil in einer reprasentativen Studie bei 6% unter Lenalidomid vs. 2% in
der Placebogruppe (p=0,01) [45]. Weitere Studien deuten darauf hin, dass
insbesondere Patienten Uber 65 Jahren und ohne Prophylaxe mit
niedermolekularen Heparinen geféhrdet sind [73]. Der Grund fir die erhdhte
Thromboseneigung ist méglicherweise die PU.1 vermittelte Reifungsstérung
von Granulozyten. Die dadurch vermehrt auftretenden Promyelozyten enthalten
in ihren Granula groBe Mengen des prothrombotischen Cathepsin G, welches
fir die vermehrt auftretenden Thrombosen verantwortlich sein kdnnte. Dartber
hinaus konnte gezeigt werden, dass Lenalidomid und das simultan verabreichte
Dexamethason die Zirkulation von endothelialen Stressmarkern und
prothrombotischen Faktoren im peripheren Blut erhéht [74].

Zwei groBe im Jahre 2012 veréffentlichte Studien zur Erhaltungstherapie mit
Lenalidomid zeigten alle in einem relativ kurzen Follow-up eine deutlich erhdhte
Inzidenz von Sekundarmalignomen [45][46]. Die erhéhte Inzidenz betraf sowohl
hamatologische Sekundarmalignome mit 3,5% bzw. 4% unter Lenalidomid vs.
0,4% bzw. 2% als auch solide Sekundarmalignome mit 4,3% bzw. 3% unter
Lenalidomid vs. 2,2% bzw. 1%. Eine Meta-Analyse aus dem Jahr 2014, die
insgesamt 2620 mit Lenalidomid behandelte Patienten erfasste, konnte eine
erhdhte Inzidenz von sekundaren hamatologischen Neoplasien nicht aber von
soliden Tumoren nachweisen [75]. Eine wichtige Erkenntnis dieser Studie war
zudem, dass die Sterblichkeit der Patienten durch das Myelom oder andere
Nebenwirkungen der Therapie deutlich hdher war, als die Sterblichkeit durch
Sekundarmalignome. Daher (berwiegt nach Risiko-Nutzen-Abwéagung der
Nutzen einer Lenalidomidtherapie dem Risiko durch Sekundarmalignome.
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1.3 Ziel der Arbeit

Die Untersuchungen dieser Arbeit wurden im Rahmen eines wissenschaftlichen
Begleitprogramms  zur  LenaMain-Studie  (EudraCT  2007-003945-33)
durchgefuhrt.

Ziel dieser Arbeit ist herauszufinden, welche Auswirkungen die
Konsolidierungstherapie mit Lenalidomid auf die Proliferation, Differenzierung
und Funktion der CD34-positiven hamatopoetischen Stammzelle hat und ob
Hinweise auf die Entstehung von hamatologischen Sekundarmalignomen
vorliegen. Zu diesem Zweck wurden prospektiv die CD34-positiven
hamatopoetischen Stammzellen von Patienten aus der Lenamain-Studie auf

molekularer und funktioneller Ebene untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Lenamain-Studie

Die Untersuchungen dieser Arbeit erfolgen im Rahmen des wissenschaftlichen
Begleitprogrammes der LenaMain-Studie (LenaMain-Trial

NCT00891384, EudraCT 2007-003945-33). Das Begleitprogramm ist im
Studienprotokoll im  Abschnitt 6.9.2 definiert [76]. Eine schriftliche
Einverstandniserklarung jedes Patienten sowie ein positives Ethikvotum flr die
Studie liegen vor (Aktenzeichen MC-LKP-300).

Die LenaMain-Studie ist eine prospektive Multi-Center-Studie, die die Wirkung
und Nebenwirkungen von Lenalidomid in der Konsolidierungs- und
Erhaltungstherapie nach Hochdosischemotherapie und autologer
Stammezelltransplantation bei unterschiedlichen Dosierungen untersucht. Nach
Induktionstherapie und Melphalan-Hochdosistherapie gefolgt von einer
autologen Stammzelltransplantation erhalten alle Patienten zunachst 25mg/d
Lenalidomid Uber 6 Monate als Konsolidierungstherapie. Die Konsolidierung
muss in einem Zeitfenster von 90-120 Tagen nach der autologen
Transplantation beginnen. Das Lenalidomid wird dabei in 6 Zyklen a 4 Wochen
eingenommen, wobei jeder Zyklus aus 21 Tagen Medikamenteneinnahme
gefolgt von 7 Tagen Pause besteht. Nach der Konsolidierung werden die
Patienten in 2 Studienarme randomisiert, die jeweils eine Erhaltungstherapie
mit 5 mg Lenalidomid/d bzw. 25 mg Lenalidomid/d durchfihren.

2.2 Zellen

Fir die durchgefiihrten Experimente wurden CD34-positive hdmatopoetische
Knochenmarksstamm- und Progenitorzellen (BM-HSPC) verwendet. Die Zellen
wurden von Myelompatienten gewonnen, die Lenalidomid im Rahmen der
LenaMain-Studie (siehe 2.1) als Konsolidierungstherapie nach einer Hochdosis-
Chemotherapie mit Melphalan und einer anschlieBenden autologen
Stammezelltransplantation erhielten (siehe Abb. 3). Die Konsolidierungsphase
erstreckte sich Uber 6 Zyklen a 30 Tage, also insgesamt 6 Monate. Von den
Patienten wurden Knochenmarksaspirate vor und nach der
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Konsolidierungstherapie akquiriert. Zur Vereinfachung wird im Nachfolgenden
der Zeitpunkt vor der Konsolidierung als t0 und nach der Konsolidierungs-

therapie als t1 bezeichnet.

1. Punktion 2. Punktion
| |

Hochdosis+ autologe
Stammazelltransplantation

Konsolidierung

(6 Zyklen) Erhaltung

Erstdiagnose Induktion

| Lenalidomid >

Abb.3: Therapieschema LenaMain-Studie

2.2.1 Isolation der CD34+ BM-HSPCs

Aus den Knochenmarksaspiraten wurden mit Hilfe des Lymphozyten-
Trennmediums LM1077 (GE Healthcare, Pasching, Austria) unter Zentrifugation
bei 835 G (2000 Umdrehungen/min) die mononukledren Zellen (MNCSs) isoliert.
Die MNCs bilden bei Zentrifugation aufgrund der spezifischen Dichte des
Trennmediums eine Interphase unmittelbar oberhalb des Mediums. Die
schwereren Erythrozyten sinken ab und leichtere Bestandteile, wie das Plasma
oder Zelltrimmer, bleiben oberhalb der Interphase. Nach Isolation der
Interphase wurden verbliebene Erythrozyten im né&chsten Schritt mittels
Ammoniumchlorid-Lysepuffer lysiert. AnschlieBBend wurden in 2 Waschschritten
mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) bei Zentrifugation mit 305 G (1200
Umdrehungen/min) Zelltrimmer entfernt. Zur Selektion der CD34 positiven
Zellen aus den so gewonnenen MNCs wurde ein immunomagnetisches
Verfahren angewendet (MACS-System, Milteny Biotech, Bergisch Gladbach,
Germany). Die MNCs wurden dazu zunachst mit Fc-Rezeptor-Antikérpern
geblockt, um eine unspezifische Bindung von Antikérpern (ber das Fc-
Fragment an die Fc-Rezeptoren der MNCs zu verhindern. AnschlieBend
wurden die MNCs mit Anti-CD34-Antikérpern hybridisiert, an die Metallpartikel
gekoppelt sind. Danach wurden die Zellen mit einer Tragersubstanz Uber eine
Saule mit einer ferromagnetische Matrix gegeben, die sich in einem Magnetfeld
befindet. Nur Zellen mit gebundenen Antikérpern (CD34 positive Zellen) wurden
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durch die Metallpartikel in der ferromagnetischen Matrix der Séule
zurtickgehalten. Nach Entfernen der Matrix aus dem Magnetfeld wurden die auf
die Wiese in der Matrix zurlickgehaltenen Zellen herausgewaschen.

Die isolierten CD34+ BM-HSPCs wurden abschlieBend mit dem CASY
Counting System (Scharfe, Reutlingen, Germany) gemessen und die Zellzahlen
bestimmt. Das CASY macht sich die Eigenschaft zunutze, dass die
Plasmamembran einer intakten Zelle als Isolator fungiert. Uber die Schwéchung
eines elektrischen Stromes bei Durchtritt der Zellen durch eine Pore werden die
intakten Zellen gezahlt und das Zellvolumen Uber das Ausmal der Schwachung
des Stromflusses bestimmt.

2.2.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren zur Quantifizierung und
Charakterisierung von Zellen. Die Zellen werden in einer Tragersubstanz durch
eine Glaskapillare geleitet. Dort werden sie mit einem Laser bestrahlt. Uber
unterschiedlich lokalisierte Photodetektoren wird die Schwéachung des Lichtes
sowie die Streuung beim Durchtritt jeder einzelnen Zelle gemessen. Dabei
misst ein gegenuber dem Laser angebrachter Photodetektor die Schwachung
des Lasers beim Durchtritt der Zelle. Diese als foward-scatter bezeichnete
GréBe charakterisiert die Zellen nach dem Zellvolumen. Ein weiterer seitlich
zum Strahlengang des Lasers angebrachter Detektor misst die Lichtstreuung
durch die Zellen. Diese als side-scatter bezeichnete Gr6Be charakterisiert die
Zellen nach der Granularitat, da Zellen mit starkerer Granularitdt zu einer
starkeren  Streuung flUhren. Zusatzlich kdénnen die Zellen Uber
Fluoreszenzfarbstoffe charakterisiert werden. Die Fluoreszenzfarbstoffe werden
Uber Tragermolekile an die Oberflachenproteine oder intrazellulare Strukturen
(z.B. DNA) der Zellen gebunden. Durch Bestrahlung mit dem Laser
fluoreszieren die Farbstoffe in einem spezifischen Wellenlangenbereich und
spezifische Photodetektoren erfassen das Signal. In einem modernen
Durchflusszytometer sind mehrere dieser Detektoren flr unterschiedliche
Wellenlangenbereiche parallel angeordnet, sodass in einer Messung simultan

mehrere Fluoreszenzfarbstoffe gemessen werden kdénnen. Dadurch kénnen in
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einer Probe zeitgleich GréBe, Granularitat und mehrere Oberflachenmarker der
Zellen erfasst werden.

In dieser Arbeit wurde Gber die Durchflusszytometrie die Konzentration der BM-
HSPCs in den Knochenmarksaspiraten bestimmt. Dazu wurde ein definiertes
Volumen von 500 pl unbehandelten Knochenmarks abgenommen. Aus diesem
Volumen wurden die Erythrozyten mittels Ammouniumchlorid-Lysepuffer
entfernt, sodass nur die kernhaltigen Zellen Ubrig blieben (TNCs= total
nucleated cells). Die eine Halfte der Zellen wurde mit einem FITC-konjugierten
Anti-CD-45-Antikérper und einem PE-konjugierten Anti-CD34-Antikdrper
gefarbt. Die andere Halfte der Zellen wurde als Isotypenkontrolle mit dem
Simultest Control IgG1-Antikdrper gefarbt, um den Anteil von unspezifisch
gebundenen Antikérpern zu bestimmen (alle Antikbrper von BD Biosciences,
San Jose, CA).

Um das gemessene Probevolumen in der FACS-Messung zu bestimmen,
wurde eine definierte Anzahl von im FITC-Kanal detektierbaren Microbeads
hinzugeflgt (Beckman Coulter, Fullerton, CA). So konnte Uber das Verhaltnis
von gemessenen Microbeads zu den insgesamt in die Probe applizierten
Microbeads errechnet werden, welcher Anteil der 250ul messenden
Knochenmarksprobe untersucht wurde (= Probevolumen).

Bei der Messung wurden die TNCs zun&chst tber ihre Erscheinung im forward-
und side-scatter auf die Lymphozyten gegatet und dann die GréBe der
Lymphozytenpopulation und der Anteil der CD34 positiven Zellen bestimmt.
Uber die Anzahl der gemessenen CD34-positiven BM-HSCs und das
Probevolumen wurde die Konzentration der BM-HSC/ul Knochenmark

errechnet.
Gemessene Lymphozytenzahl x Anteil der CD34+ Zellen in der
Lymphozytenpopulation / (250 upl x gemessene Microbeads /applizierte

Microbeads) = CD34+ Zellen/ pl KM

Zudem wurden die mittels MACS-System isolierten CD34-positiven BM-HSCs
auf ihre Reinheit Gberprift. Dazu wurden je 1*1075 Zellen mit CD45/CD34- und
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mit Simultest Control IgG1-Antikérpern gefarbt (s.0.). AnschlieBend wurde der
Anteil der CD34-positiven Zellen bestimmt.

Zur Kompensation des Durchflusszytometers wurden bei allen oben genannten
Versuchen MNCs mit Anti-CD-8-FITC-, Anti-CD-4-PE-, Anti-CD19-PerCP-Cy
5.5- und Anti-CD3-APC-Antikdrpern gefarbt (ebenfalls BD Biosciences).

Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Auswertungsprogramm von
FACSCalibur.

2.3 Zytologie

Aus den gewonnen Knochenmarksaspiraten wurden im Rahmen der klinischen
Routinediagnostik Knochenmarkszytologien angefertigt. Dazu wurden die
Aspirate auf Objekttrager ausgestrichen und getrocknet. AnschlieBend erfolgte
eine Farbung nach Pappenheim (Kombination aus May-Griinwald- und Giemsa-
Farbung). Die Auswertung wurde unter einem Lichtmikroskop von zwei
unabhangigen Hamatologen durchgefihrt, von denen mindestens ein
Hamatologe Facharztstandard besaB.

2.4 Proliferation

Zur Messung des Wachstumsverhaltens der BM-HSPCs wurden diese
unmittelbar nach der Selektion aus dem Knochenmark Uber 7 Tage einer
Proliferationsanalyse unterzogen. Dazu wurden 2,5*10"5 Zellen in 1ml 120++++
Medium aufgenommen. Bei diesem Medium handelt es sich um eine leicht
abgewandelte Form eines Erhaltungsmediums fir CD34-positive Stammzellen
[77][78]. Der Unterschied bei dem hier verwendeten Medium ist lediglich der
Zusatz von IL-6. Das Medium wird auf der Basis von IMDM hergestellt und
enthalt neben 20% fetalem bovinen Serum (FBS) jeweils 10ng/ml SCF,
Interleukin 3, Interleukin 6 und FLT3-Ligand. Die Zellen wurden anschlie3end
bei 37°C und 5% COz2 flir 7 Tage in Kultur gehalten. Die Zellkonzentration in der
Kultur wurde taglich mittels CASY Counting System (Scharfe, Reutlingen,
Germany) gemessen.
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2.5 LTCIC-Assay

Die Abklirzung LTCIC steht flir Long Term Culture Initiating Cell. Mit Hilfe
dieses Assays kann das Langzeitproliferationspotenzial von hamatopoetischen
Stammzellen untersucht werden. In einer 5-wéchigen Kulturphase auf einem
feeder layer aus Fibroblasten werden Zellen mit Langzeitproliferationspotenzial
herausselektiert. AnschlieBend werden die Wells mit Methylcellulose
Uberschichtet und die verbliebenen Zellen bilden Kolonien, die dann gezahlt
werden. Fir den LTCIC-Assay wurden 6*10"3 CD34-positive Knochenmarks-
stammzellen in 5 ml Medium aufgenommen, wie bereits in vorangegangen
Arbeiten geschehen [3]. Das Medium setzt sich aus IMDM mit 12,5% FBS und
12,5% horse serum (HS) zusammen und enthalt einen Zusatz aus 100U/ml
Penicillin und Streptomycin, um mikrobielles Wachstum zu unterbinden. Die im
Medium suspendierten Zellen wurden auf eine mit einem fibroblast feeder layer
beschichtete 96-Well-Suspensionsplatte in 4 Verdinnungsstufen aufgetragen.
Jede Verdinnungsstufe wurde dabei in 22-fachem Ansatz angefertigt. In der
ersten Verdinnungsstufe gelangten 180 Zellen in jedes Well, in der zweiten 60,
in der dritten 22 und in der letzten 6.

Die so praparierten Platten wurden bei 37°C und 5% COz2 fir 5 Wochen unter
regelmaBigem Mediumwechsel kultiviert. Nach 5 Wochen wurde das Medium
komplett entfernt und die Wells mit Methylcellulose mit 10U/ml EPO
uberschichtet. Die Kulturplatten wurden unter o.g. Bedingungen fir weitere 2
Wochen kultiviert und im Anschluss die durch die Methylcellulose
hochgewachsenen LTCIC-Kolonien unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt. Die
LTCIC-Frequenz wurde mittels des Programms L-Calc berechnet (Version 1.1,
StemSoft Software).

2.6 Colony-Forming Assay

Der Colony-Forming Assay dient der Bestimmung des Differenzierungs-
verhaltens von humanen hamatopoetischen Stammzellen. Verschiedene
Zytokine  stimulieren dabei die Proliferation der hamatopoetischen
Vorlauferzellen. Diese bilden Kolonien, die gezahlt und den unterschiedlichen
hamatopoetischen  Zelllinien  zugeordnet werden. Es entsteht ein

reprasentatives Bild der Determination der untersuchten Stammzellen in die
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unterschiedlichen h&matopoetischen Zelllinien. Der Assay wird in einer
semisoliden Matrix durchgefihrt, damit die proliferierten Zellen nicht aus den
Kolonien migrieren und die Kolonien dadurch besser abzugrenzen sind.

Der Colony-Forming Assay wurde nach bekanntem Protokoll durchgefihrt [3].
2*10"3 BM-HSCs wurden nach der Aufreinigung in 2 ml Methylcellulose-
Medium Uberfihrt (Methocult GF H 4434, StemCell Technologies, Grenoble,
France). Dieses Medium enthélt neben Methylcellulose EPO, SCF, granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) und IL-3. AnschlieBend
wurden jeweils 0,5ml Methylcellulose mit Zellen in eine 24-Well-
Suspensionsplatte (Greiner Bio-one, Frickhausen, Germany) Uberfuhrt, sodass
ein vierfacher Versuchsansatz mit einer Zellkonzentration von 500 Zellen/Well
und 1000 Zellen/ml vorhanden ist. Die Platten wurden dann bei 37°C und 5%
CO? fur 14 Tage in Kultur gehalten. Nach 14 Tagen wurden unter dem
Lichtmikroskop in jedem Well die Kolonien gezahlt und nach burst-forming-unit
of erythroid (BFU-E), colony-forming-unit of erythroid (CFU-E), colonyforming-
unit of granulocytes (CFU-G) und colony-forming-unit of
granulocytes/erythroids/macrophages/megacaryocytes (CFU-GEMM)
differenziert. Die gesamte Anzahl der Kolonien in allen 4 Wells sowie der
absolute und relative Anteil der 0.g. Kolonien wurden errechnet.

2.7 Oligonukleotid-Microarray

Oligonukleotid-Microarrays bieten die Madglichkeit eines quantitativen
Nachweises von mRNA aus kleinen Proben zur Analyse der Genexpression.
Zunachst muss dabei die mRNA aus den lysierten Zellen mittels reverser
Transkriptase in eine cDNA umgeschrieben und amplifiziert werden.
AnschlieBend wird die cDNA an Oligonukleotidsonden hybridisiert, die auf
einem Microchip gekoppelt sind. Jede Hybridisierung erzeugt ein elektrisches
Signal, welches detektiert wird. Die fur diese Arbeit verwendeten Microchips
vom Typ Human Genome U133A 2.0 haben Oligonukleotidsonden fiur ca.
14.500 Genprodukte.

Fir die Genexpressionsanalysen wurden CD34-positive BM-HSPCs nach der
Aufreinigung in Buffer RLT (Quiagen, Hilden, Germany) mit 1% B-
Mercaptoethanol lysiert und bei -20°C kryokonserviert. Nach dem Auftauen
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wurde die freigesetzte RNA mittels dem Rneasy Micro Kit gereinigt (Quiagen,
Hilden, Germany). 20 ng der RNA wurden mit dem Ovation Pico WTA System
(NuGen, Leek, Netherlands) in eine cDNA umgeschrieben und amplifiziert. Von
der generierten cDNA wurden jeweils 5 ug nach Vorgaben des Herstellers auf
den Chip Human Genome U133A 2.0 hybridisiert. Die gewonnenen Rohdaten
wurden durch Herrn Rene Deenen und Herrn Karl Kéhrer vom Biologisch-
Medizinischen Forschungszentrum (BMFZ) der Universitdt Dusseldorf
prozessiert. Die Auswertung erfolgte dort mittels des Programmes GeneSpring
GX (Agilent Technologies, Santa Clara, USA). Die Daten wurden zun&chst
mittels des Robust Multi-array Average (RMA) zusammengefasst und dann
einer quantilen Normalisierung unterzogen [79]. Alle Genprodukte, deren
Signalintensitat bei der Detektion bei mindestens 3 Patienten Gber dem
Hintergrundsignal lag, wurden weiterfihrend analysiert. Nach Zuordnung zur
Testgruppe (t0 oder t1) wurde eine statistische Testung mittels gepaartem T-
Test durchgefuhrt, wobei ein p-Wert < 0,05 als signifikant angesehen wurde.
Nach der Bearbeitung durch die Kollegen des BMFZ wurde eine Aufstellung mit
zwischen den beiden Testgruppen (t0 und t1) signifikant different exprimierten
Genen Ubermittelt.

Insgesamt wurden so Genexpressionsanalysen von 5 Patienten in t0 und t1
durchgefihrt. Mittels des Programms Advanced Pathway Painter (GSA,
Rostock, Germany) wurden die Gene gruppiert, um Signalwege zu
identifizieren, an denen mehrere unter Lenalidomidtherapie alterierte Gene
beteiligt sind. Proto-Onkogene und Tumorsuppressorgene wurden mittels der
Cancer Gene List (Bushman Lab, Philadelphia, USA) identifiziert. Die Liste ist
eine Zusammentragung von Genen aus mehreren groBen Datenbanken und

umfasst 2125 Protoonkogene und Tumorsuppressorgene.

2.8 Phospho-SMAD2 Farbung

In einer weiterflhrenden Analyse zu dieser Arbeit wurden Farbungen mit
Phospho-SMAD2 durchgefiihrt. Es ist zu erwéhnen, dass die daraus gezeigten
Daten freundlicherweise von Fr. Dr. Boquoi aus der Klinik fdr
Hamatologie/Onkologie des Universitatsklinikums Disseldorf zur Verfligung

gestellt  wurden. Fir die Farbungen wurden aus konservierten
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Knochenmarksstanzen von Patienten vor und nach Lenalidomid-
konsolidierungstherapie Parafinschnitte angefertigt. Zudem konnten von einigen
Patienten zusatzlich Knochenmarksstanzen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose
des Multiplen Myeloms beschafft werden. Die Phospho-SMAD2-positiven Zellen
in den Schnitten wurden immunhistochemisch gefarbt und anschlieBend unter
einem Lichtmikroskop ausgezahlt. Es wurden die fir die Phospho-SMAD2-
Farbung positiven Zellen in 5 reprasentativen Feldern quantifiziert und der
Mittelwert bestimmt.

2.9 Kryokonservierung
Von einigen Knochenmarkspunktaten wurde zusatzlich Zellmaterial in
Einfriermedium bei -80°C sowie in RNA-Lysepuffer bei -20 °C kryokonserviert,

um flr spatere Experimente darauf zurlickgreifen zu kénnen.

2.10 Statistische Auswertung

FUr die Versuche wurden jeweils der Mittelwert sowie der Median bestimmt und
der Standardfehler errechnet. Die statische Testung erfolgte mittels eines
gepaarten student t-test und ein p-Wert < 0,05 wurde als signifikant angesehen.
Zur statistischen Auswertung des Oligonukleotid-Microarrays siehe Abschnitt
2.7. Die Grafiken wurden mittels Microsoft Excel, Microsoft PowerPoint und der
FACSCalibur-Software erstellt.
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3. Ergebnisse

3.1 Patienten

FOr diese Arbeit wurden im Zeitraum zwischen 2010 und 2014 aus
Knochenmarkspunktaten von Patienten mit Multiplem Myelom vor (t0) und nach
einer 6-monatigen Lenalidomid-Konsolidierungstherapie (1) CD34-positive BM-
HSPCs gewonnen. Dabei wurde von insgesamt 29 Patienten ein kompletter
Probensatz generiert. Die Patienten hatten zuvor alle eine unbehandelte
Myelomerkrankung und erhielten als Erstlinientherapie eine Induktion, eine
Hochdosischemotherapie sowie eine autologe Stammzelltransplantation. In
einem zeitlichen Abstand von 90 bis maximal 120 Tagen nach der
Transplantation erfolgte eine Konsolidierungstherapie mit Lenalidomid Uber 6
Monate. Das Patientenalter betrug im Median zum Start der
Konsolidierungstherapie 53 Jahre (42 Jahre bis 73 Jahre). Aus dem Kollektiv
waren 45% (n=13) weiblich und 55% mannlich (n=16). Von den 29 Patienten
hatten 41% Paraproteine vom Typ 1gG , 38% vom Leichtkettentyp und 21%
vom Typ IgA. Nach Salmon/Durie-Klassifikation hatten bei Diagnosestellung 3%
ein Stadium 1, 14% ein Stadium 2 und 83% ein Stadium 3 (Quelle:
Krankenhaus-Informationssystem). Nach [SS-Klassifikation hatten 44% ein
Stadium 1, 33% ein Stadium 2 und 22% ein Stadium 3, zwei Patienten konnten
aufgrund von fehlenden B2-Mikorglobulin-Werten nicht klassifiziert werden. Ein
initialer Nierenschaden nach Definition der Salmon/Durie-Klassifikation lag bei

einem Patienten vor.

Alle Patienten erhielten eine leicht unterschiedliche Induktionstherapie: 75,9%
der Patienten erhielten Bortezomib + Dexamethason (n=22), 27,6% der
Patienten ldarubicin + Dexamethason (n=8) und 13,8% der Patienten
Bortezomib + Cyclophosphamid + Dexamethason (n=4). Bei 44,8% der
Patienten (n=13) wurde aufgrund von lokalen Beschwerden zusatzlich eine
Radiatio durchgefihrt. Danach erfolgte bei allen Patienten eine
Stammzellmobilisation mit Cyclophosphamid und anschlieBender Apherese der

mobilisierten Zellen. Die Hochdosis-Chemotherapie mit Melphalan wurde
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entweder als einmalige Therapie mit 200mg Melphalan/m? (n=22) oder bei
alteren Patienten als Tandem-Transplantat mit 2 Gaben a 100mg/m? appliziert
(n=7). In einigen Fallen erfolgte aufgrund eines unzureichenden Ansprechens
nach einmaliger Gabe von 200 mg Melphalan/m? eine 2. Hochdosistherapie mit
200mg/m? (n=10). Die Patienten zeigten nach der Hochdosistherapie und vor
Beginn der Erhaltungstherapie mit Lenalidomid mindestens eine stable disease
(2 Patienten CR; 12 Patienten VGPR; 11 Patienten PR; 4 Patienten SD).

3.2 Blutbild

Bei Vergleich der Blutbilder vor und nach der Therapie mit Lenalidomid zeigten
sich deutliche Unterschiede. Sowohl die Gesamtleukozyten als auch die
neutrophilen Granulozyten waren zum Zeitpunkt t1 gegentber t0 signifikant
reduziert (siehe Abb. 4). Die Gesamtleukozytenzahl sank durchschnittlich nach
6 Zyklen Konsolidierungstherapie um 36% (p= 1,9*10%). Die neutrophilen
Granulozyten waren um 42% reduziert (p= 0,001). Die durchschnittlichen
absoluten Werte fur die Gesamtleukozyten zu t1 (3317 /ul) und die neutrophilen
Granulozyten (1834 /ul) lagen unterhalb des unteren Referenzwertes des
Testlabors. Ebenfalls zeigte sich ein signifikanter Abfall der Thrombozyten nach
der Therapie mit Lenalidomid von durchschnittlich 194483 /ul zu t0 auf
160724/ul in t1 (p=9,9*10°).
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0 T T T 1
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(in 1000) (in 100)

Abb.4;: Blutbild (Mittelwerte mit Standardfehler; n=29 Patienten)
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Die Erythrozytenzahl, der Himoglobinspiegel und das Hamatokrit zeigten keine
signifikanten =~ Veranderungen.  Die  Erythrozytenzahl lag vor der
Konsolidierungstherapie bei 3,90*108 /ul und danach bei 3,89 *108/ul (p= 0,95).
Der Hamoglobinspiegel betrug 12,42 g/dl zu t0 bzw. 12,36 g/dl zu t1 (p= 0,77)
und der Hamotokrit 38% bzw. 37% (p= 0,35).

3.3 Zytologie

Um zu dberprifen, ob die Reduktion der peripheren Blutzellen mit einer
reduzierten Hamatopoese einhergeht, wurden aus Knochenmarkspunktaten zu
t0 und t1 manuelle zytologische Untersuchungen durchgeflihrt (siehe Abb. 5).
Korrelierend zum erniedrigten Anteil von Leukozyten und neutrophilen
Granulozyten im peripheren Blut zeigte sich eine signifikante Abnahme der
granulopoetischen Zellen im Knochenmark von 53% in t0 auf 42% in t1 (p=
0,03). Der Anteil der Erythropoese war nach Lenalidomid-Therapie von 29% auf
40% erhoht, jedoch nicht signifikant, sodass lediglich von einer Tendenz
gesprochen werden kann (p= 0,066). Der Plasmazellanteil war mit 4% vor und
4% nach Konsolidierungstherapie im Durchschnitt unverédndert. Der Anteil der
Blasten und Lymphozyten zeigte keine signifikante Veranderung.
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Abb.5:  Manuelle Zytologie (Mittelwerte mit Standardfehler; n=29 Patienten)
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3.4 Durchflusszytometrie

AnschlieBend wurde untersucht, ob die Anzahl der hamatopoetischen
Stammzellen im Knochenmark ebenfalls durch die Lenalidomidtherapie
reduziert wird. Insgesamt wurde bei 13 Patienten eine Durchflusszytometrie zur
Bestimmung der Zellkonzentration im Knochenmark durchgefuhrt. Als Zielwert
sollten in jeder Probe 30000 Lymphozyten gemessen werden. Vor
Konsolidierungstherapie waren es durchschnittlich 35608 und nach 6 Zyklen
33324 Lymphozyten. Dazu mussten zu t0 im Schnitt 3335 von 38960
Microbeads gemessen werden, entsprechend einem Knochenmarksvolumen
von 21,4 pl und 5824 von 38960 Microbeads zu t1, entsprechend einem
Knochenmarksvolumen von 37,4 ul. Diese Ergebnisse zeigen, dass die
Konzentration von Lymphozyten in den Knochenmarksaspiraten vor
Konsolidierung mit Lenalidomid héher war als nach 6 Zyklen (2559/ul vs.
1248/ul; p= 0,09). Die Uber die FACS-Messung bestimmte Konzentration der
BM-HSCs im Knochenmark zeigte eine signifikante Abnahme der CD34+ Zellen
nach den 6 Zyklen Lenalidomid. Zu t0 betrug die durchschnittliche
Konzentration der Zellen 117/ul Knochenmark, zu t1 hingegen nur 39/ul
Knochenmark (p=0,035). Das entspricht einer relativen Reduktion der Zellen
von ca. 67%.
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CD34+
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Abb.6: Repréasentative Daten eines Patienten nach Auswertung mittels FACSCalibur

Der relative Anteil der CD34-positiven Zellen an allen kernhaltigen Zellen des
Knochenmarks sank ebenfalls nach Einnahme von Lenalidomid signifikant (vor
Lenalidomid 4,88% z 0,54% und nach der Konsolidierungsphase 3,17% =

0,44% [p= 0,009]).
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3.5 Proliferation

AnschlieBend wurde untersucht, ob die Reduktion der hamatopoetischen Zellen
im  Knochenmark mit einem verminderten Proliferationspotenzial der
Stammzellen einhergeht. Nach Ansetzen des Proliferations-Assays wurde
zunachst eine sofortige Messung der Zellkonzentration durchgefthrt, um die
Ausgangskonzentration der Zellen zu bestimmen. Zum Zeitpunkt t0 betrug die
durchschnittliche Konzentration der viable cells 2,42*10"5/ml bei einer viability
von 80,78% und zu t1 2,01*1075/ml bei einer viability von 77,19%. Die initialen
Zellkonzentrationen jedes einzelnen Patienten wurden als Ausgangswert
genommen und das relative Wachstum bis zum Tag 7 bestimmt. Insgesamt
zeigte sich beim Zellwachstum kein signifikanter Unterschied vor und nach der
Einnahme von Lenalidomid. Die absolute Anzahl der viable cells stieg vor
Lenalidomidtherapie von den initialen 2,42*10"5 Zellen/ml auf 1,19*10%6/ml.
Nach Lenalidomidtherapie zeigte sich eine Zunahme von 2,01*10"5 Zellen/ml
auf 9,93*107"5/ml. Das relative Wachstum zeigte bei den Patienten vor
Einnahme von Lenalidomid einen Faktor von 5,98 und nach den 6 Zyklen einen
Faktor von 5,18 (siehe Abb. 7; p= 0,687). Somit verandert die Lenalidomid-
Konsolidierungstherapie Uber 6 Monate das Kurzzeitproliferationspotenzial der
BM-HSPC nicht.
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Abb.7: Relatives Wachstum der Zellzahl im Mittel (n=8 Patienten)
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3.6 LTCIC

Nachdem gezeigt werden konnte, dass das Kurzzeitproliferationspotenzial der
BM-HSPCs durch die Lenalidomid-Konsolidierungstherapie nicht beeinflusst
wird, wurde mittels des LTCIC-Assays die Langzeitproliferationskapazitat
untersucht. Insgesamt wurden Langzeitkulturen von 8 Patienten vor und nach
Konsolidierungstherapie angefertigt (n=8). Vor Lenalidomid-
Konsolidierungstherapie waren durchschnittlich 14,6% der Wells mit einer
Langzeitkolonie bewachsen, nach Lenalidomid-Therapie waren es 11,9%. Unter
Berlcksichtigung der eingesetzten Zellkonzentration pro Well ergibt sich eine
LTCIC-Frequenz von 0,262% zu t0 und 0,206% zu t1 (p= 0,099). Das bedeutet
vor Lenalidomidtherapie besitzt im Durchschnitt eine von 382 HSCs die
Fahigkeit eine Langzeitkolonie zu bilden, nach Lenalidomidtherapie ist es eine
von 485 HSCs. Folglich zeigte sich kein signifikanter Unterschied des
Langzeitproliferations-potenzials durch die Lenalidomid-
Konsolidierungstherapie.

3.7 Colony-Forming Assay

Die vorangegangenen Experimente zeigten, dass die ha&matopoetischen
Stammzellen nach Lenalidomidtherapie im Knochenmark vermindert sind, aber
ein unverandertes Proliferationspotenzial besitzen. Daher sollte nun mittels
Colony-forming Assay das Differenzierungspotenzial der h&matopoetischen
Vorlauferzellen untersucht werden (siehe Abb. 8 und Abb. 9). Aus den
insgesamt daftir eingesetzten 2*10*3 CD34-positiven BM-HSC bildeten sich bei
den Patienten zu t0 im Durschnitt 190 Kolonien und zu t1 im Durchschnitt 197
Kolonien. Der Anteil der CFU-G nach der Konsolidierungstherapie mit
Lenalidomid war im Vergleich zum Zeitpunkt vor der Therapie ebenso wie die
absolute Anzahl der Kolonien reduziert. Der relative Anteil betrug im
Durchschnitt 62,3% * 2,9% zu t0 gegenuber 59,2% + 2,8% zu t1 (p= 0,349)
und im Median 65,2% gegenlber 59,1%. Die absolute Kolonienzahl der CFU-G
lag bei 122 = 19 gegenuber 117 = 14 (p= 0,826). Die erythropoetischen
Vorlauferkolonien waren hingegen zu t1 im Vergleich zum Therapiestart
vermehrt. Die BFU-E median mit 23,7% vs. 18,7% und die CFU-E im Median
mit 7,2% vs. 2,3% vor Lenalidomid. Um Fehler in der Differenzierung zwischen
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BFU-E und CFU-E bei der Auswertung zu kompensieren, wurden zusatzlich alle
erythroiden Kolonien summiert. Hier zeigte sich ebenfalls eine nicht-signifikante
Erhdhung nach Konsolidierungstherapie mit einem durchschnittlichen Anteil von
27,7% vor bzw. 30,7% nach Lenalidomidtherapie (p= 0,36).
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Abb.8: Anteil der Kolonien (Mittelwert mit Standardfehler; ROT entspricht der
Summation der erythroiden Kolonien; n=16 Patienten)
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Abb.9: Medianer Anteil der Kolonien (ROT entspricht der Summation erythroiden
Kolonien; n=16 Patienten)
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Bei den CFU-GEMM waren keine wesentlichen Veréanderungen erkennbar mit
einen nahezu konstanten Anteil von 10% + 1,1% im Zyklus 0 beziehungsweise
10,1% + 1,6% im Zyklus 6 (p= 0,97).

Zusammenfassend zeigte sich eine Reduktion der granulozytaren
Vorlauferkolonien sowie Vermehrung der erythroiden Vorlauferkolonien. Da kein
statistisch signifikantes Niveau erreicht wurde, kann hier lediglich von

Tendenzen gesprochen werden.

3.8 Oligonukleotid-Microarray

Der eingesetzte Human Genome U133 2.0 Array kann ca.18.400 mRNAs von
14.500 unterschiedlichen humanen Genen detektieren und quantifizieren. Bei
der Auswertung wurden nur signifikante Veranderungen in der Genexpression
zum Zeitpunkt vor und nach der Konsolidierung mit Lenalidomid bertcksichtigt.
Des Weiteren wurden zun&chst nur Veranderungen mit einem Faktor von 2= 2
bzw. < 0,5 als relevant angesehen. Es wurden Genexpressionsanalysen bei 5
Patienten durchgefihrt (n=5). Insgesamt zeigten 2.305 Gene unter der 6-
monatigen Konsolidierungstherapie mit Lenalidomid signifikante Unterschiede
in der Genexpression. Unter Berlcksichtigung des oben genannten cut offs
zeigten nur 151 Gene eine signifikante Veranderung.

Die mit Abstand gréBte Gruppe unter den 151 Genen stellten Gene mit einer
Funktion in der Regulation des Immunsystems dar. Die meisten
Immunmodulationen durch Lenalidomid flhren zu einer immunsuppressiven
Wirkung. Unter den herunterregulierten Genen befanden sich viele Gene zur
Regulation der angeborenen zellularen Abwehr (z.B. Macrophage scavenger
receptor 1 [MSR1], Cat eye syndrome critical region protein 1 [CECR1] oder
Myeloid cell nuclear differentiation antigen [MNDA]), des Komplementsystems
(Ficolin 1 [FCN1] und CD11c [ITGAX]) und der Inflammation (Tumor necrosis
factor, alpha-induced protein 2 [TNFAIP2], Baculoviral IAP repeat-containing
protein3 [BIRC3] und CCAAT/enhancer-binding protein beta [CEBPB]).
Vermehrt exprimiert wurden hingegen Gene, die an der Regulation der
zytotoxischen Immunantwort Uber CD8+-T-Lymphozyten und NK-Zellen
beteiligt sind, wie z.B. Granzyme b (GZMB) und Lymphokine-activated killer T-
cell-originated protein kinase (PBK). Diese Ergebnisse deuten an, dass
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Lenalidomid einen GroBteil, insbesondere des angeborenen Immunsystems
supprimiert, wohingegen die Immunantwort ber zytotoxische Lymphozyten und
NK-Zellen verstarkt wird.

Unter den 151 Genen waren auffallend viele proerythropoetische Gene nach
Lenalidomid-Konsolidierung ~ vermehrt  exprimiert, wie  Rh-associated
glycoprotein (RHAG), Glycophorin a (GYPA), Glycophorin b (GYPB), XK, und
Alpha-hemoglobin-stabilizing protein (ERAF). Zudem zeigte sich eine deutlich
gesteigerte Expression von Hemoglobin subunit gamma-1 (HBG1) und
Hemoglobin subunit gamma-2 (HBG2), was zu einer Produktion von Globin
Gamma A/G und somit letzlich von fetalem Hamoglobin (HbF) fuhrt. Hieraus
lasst sich ableiten, dass Lenalidomid in den hamatopoetischen Vorlauferzellen
die Erythropoese steigert und die Produktion von fetalem Hamoglobin induziert.

Top 10 genes upregulated

Gene symbol Uni-gene Descripition FC P-value
RHAG Hs.120950 rh-associated glycoprotein 6,26 0,0189

HBG1/HBG2 Hs.712539 hemoglobin gamma A/G 5,95 0,01376
GYPA Hs.434973 glycophorin A (MNS blood group) 5,26 0,01474
CDH1 Hs.461086 cadherin 1, E-cadherin (epithelial) 4,72 0,00247
GYPB Hs.654368 glycophorin B (MNS blood group) 3,91 0,03547
AGAP1 Hs.435039 ArfGAP with GTPase domain, 3,82 0,00636

ankyrin repeat and PH domain 1

MYL4 Hs.463300 myosin, light chain 4 3,81 0,02252
GZMB Hs.1051 granzyme B (granzyme 2, cytotoxic 3,81 0,00495

T-lymphocyte-associated serine
esterase 1)

XK Hs.78919 X-linked Kx blood group (McLeod 3,77 0,00411
syndrome)
EPX Hs.279259 eosinophil peroxidase 3,65 0,01618

Abb.10: Am starksten hochregulierte Gene (FC= relativer Veranderungsfaktor)

Mehrere an der TGF-B-Signaltransduktion beteiligte Gene, wie Latent TGF-beta

binding protein (LTBP1), Neural precursor cell expressed developmentally
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downregulated gene 4-like (NEDD4L) und Cadherin-1 (CDH1), zeigten eine
signifikant vermehrte Expression nach der Therapie mit Lenalidomid. LTBP1
bindet extrazellulares TGF-B und verringert somit die Menge des in der
Knochenmarksnische befindlichen TGF-B [80]. NEDD4L induziert eine
Ubiquitinierung von den Signaltransduktoren SMAD2/3 und flhrt somit zu einer
Hemmung der intrazellularen Signaltransduktion von TGF-3 [81]. CDH1 fuhrt zu
einer Degradation von Skp2, woraus eine Stabilisierung von p27 und somit ein
Zellzyklusarrest resultiert [82]. Zusammengefasst hemmt die Lenalidomid-
Therapie die TGF-B- Wirkung.

Top 10 genes downregulated

Gene symbol Uni-gene Descripition FC P-value

FCN1 Hs.440898 ficolin (collagen/fibrinogendomain 5,21 0,04713
containing) 1

AIM?2 Hs 281898 absent in melanoma 2 512 0.01002

Abb.11: 10 am stérksten herunterregulierte Gene (FC= relativer Veranderungsfaktor)

Unter den 151 Genen mit einem Veradnderungsfaktor 22 und < 0,5 befanden
sich mit Four and a half LIM domains protein 2 (FHL2), TEK tyrosin kinase
(TEK), Neuroepithelial cell-transforming gene 1 protein (NET1), Interferon
regulatory factor 4 (IRF4) und Ras-related protein Rab-38 (RAB38) nur 5
Protoonkogene, die eine signifikant erhdéhte  Expression  nach
Lenalidomidtherapie zeigen. Insbesondere FLH2 ist im Kontext der
Lenalidomidtherapie von Interesse, da eine Uberexpression mit einer gestdrten
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Myelopoese und der Entwicklung von therapieassoziierten myeloischen
Leuk@mien vergesellschaftet ist [83][84].

3.9 Phospho-SMAD2 Farbung

Im Folgenden werden die Ergebnisse der ergdnzend angefertigten Phospho-
SDMAD2-Farbungen dargestellt. Zum Zeitpunkt t0 waren im Durschnitt ca. 4
Phospho-SMAD2 positive Zellen/ Sichtfeld. Nach Lenalidomidtherapie waren es
0 Zellen/Sichtfeld (jeweils n=9 Patienten). Daten zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose des Multiplen Myeloms liegen von 5 Patienten aus unserem

Kollektiv vor. Dort waren im Durchschnitt ca. 29 Zellen/Sichtfeld Phospho-
SDMAD2 positiv (n=5).

Abb.12: Phospho-SMAD2-Farbungen; Lichtmikroskop 40x VergréBerung a) Erstdiagnose

Myelom; b) Zeitpunkt t0; c) Zeitpunkt t1 [Pfeile kennzeichnen Phospho- SMAD2-
positive Zellen]
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4. Diskussion

4.1 Neutropenien

Neutropenien stellen eine schwerwiegende Nebenwirkung bei der
Langzeittherapie mit Lenalidomid dar. In den ersten représentativen Studien zur
Therapie mit Lenalidomid in der Induktions-, Konsolidierungs- und
Erhaltungstherapie lag der Anteil an Grad 3 und Grad 4 Neutropenien zwischen
32% und 51% [45][46][50]. Die Neutropenien bedingen die Gabe von
granulozytenstimulierenden Wachstumsfaktoren (z.B. G-CSF) und eine
Dosisreduktion des Lenalidomids [85]. Haufig sind schwere Neutropenien unter
Lenalidomidtherapie und daraus resultierende Infektionen sogar der Grund fur
einen Therapieabbruch. Daher sollten mdgliche Ursachen auf molekularer und
funktioneller Ebene im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden. In unserem
Patientenkollektiv betrug unter Lenalidomidtherapie im Durchschnitt die
Reduktion der neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut 42% (p=0,001).
Die absolute Zahl der neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut lag nach
Lenalidomidtherapie im Durchschnitt bei 1.834/ul. Die Gesamtleukozytenzahl
war unter Lenalidomidtherapie ebenfalls signifikant reduziert. Passend zur
Reduktion der Leukozyten und insbesondere der neutrophilen Granulozyten im
peripheren Blut zeigte sich in den zytologischen Untersuchungen eine
signifikante Reduktion der Granulopoese unter Lenalidomidtherapie. In den
Colony-forming Assays zeigte sich lediglich eine tendenzielle Reduktion der
CFU-G bei unverandertem Anteil der CFU-GEMM. Zusammenfassend sind die
klinischen Parameter und die funktionellen  Untersuchungen der
hamatopoetischen Vorlauferzellen konkordant zu den in der Literatur
beschriebenen Neutropenien unter Lenalidomidtherapie. Die zugrunde
liegenden Mechanismen der Neutropenien sind bislang gréBtenteils unbekannt.
In einer umfassenden Arbeit fanden Pal et al. heraus, dass Lenalidomid bei
Applikation in vitro zu einer verminderten Expression von PU.1 in
hamatopoetischen  Stammzellen fohrt [72]. PU.1 st ein wichtiger
Transkriptionsfaktor der myeloischen Differenzierung. Pal et al. konnten zeigen,
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dass aus der Reduktion von PU.1 unter Lenalidomidtherapie ein Reifungsblock
der Promyelozyten resultiert. In unserer Arbeit konnte Ubereinstimmend unter
Lenalidomidtherapie eine Reduktion der Expression des SPI1-Gens, welches
PU.1 kodiert, nachgewiesen werden (fold change 1,28). Entgegen den
Ergebnissen unserer Arbeit wiesen Pal et al. in der erwéhnten und einer alteren
Arbeit auf funktioneller Ebene eine Zunahme myeloischer Kolonien unter
Therapie mit IMiDs nach [72][86]. Diese scheinbar widersprichlichen
Ergebnisse sind mdglicherweise darauf zurlickzuflihren, dass im Gegensatz zu
unserer Arbeit dort die Applikation der IMiDs bei den Colony-forming Assays in
vitro erfolgte. Dabei sind Wechselwirkungen des Lenalidomid mit den Zellen
der Knochenmarksnische nicht berlcksichtigt. Da diese Wechselwirkungen
durchaus Einfluss auf die Differenzierungs- und Proliferationskapazitaten der
hamatopoetischen Stammzellen haben, ist eine systemische Applikation des
Lenalidomids, wie in unserem setting, ein realitatsnaheres Modell.

Insgesamt zeigen sich deutliche Hinweise, dass Lenalidomid die
Differenzierung granulopoetischer Vorlauferzellen hemmt und dber eine
verminderte  PU.1-Expression zudem zu einem Reifungsblock der
Promyelozyten fuhrt. Klinisch resultieren daraus teils schwere Neutropenien, die
eine relevante Nebenwirkung der Lenalidomidtherapie darstellen. Zu erwdhnen
ist allerdings, dass die Neutropenien nach Absetzen von Lenalidomid reversibel
sind, sodass kein Langzeitdifferenzierungsschaden vorliegt.

4.2 TGFB-Signalweg

Der transforming growth factor beta (TGFB) ist ein zentraler Faktor in der
pathologisch veranderten Knochenmarksnische des Multiplen Myeloms. Das
groBte Reservoir von TGFR stellt die Knochenmatrix dar, man spricht hier von
latentem TGFB [87]. Beim Multiplen Myelom kommt es durch Sekretion von
RANKL aus den MSCs und mutmaBlich auch aus den Myelomzellen zu einer
Osteoklastenaktivierung und dadurch zu einem gesteigerten Abbau der
Knochenmatrix und Freisetzung von latentem TGFB3. Weitere wichtige Quellen
von TGFB in der Knochenmarksnische sind nichtmyelinisierende Schwann-
Zellen [22], Megakaryozyten [88] und die Myelomzellen selbst. TGFB spielt in
der Krankheitserhaltung des Multiplen Myeloms eine wichtige Rolle, da es die
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Sekretion von IL-6 und VEGF aus MSCs stimuliert [89]. IL-6 férdert die
Proliferation der Myelomzellen und hemmt die Osteoblastenproliferation,
wahrend VEGF essenziell fir die Angiogenese ist (siehe 1.1.3). Des Weiteren
besitzt TGFB vielseitige antiinflammatorische Effekie und hemmt die
Proliferation von B-Zellen und einigen anderen Immunzellen [90]. Die dadurch
resultierende Immunsupression begtinstigt das Wachstum der Myelomzellen in
der pathologisch veranderten Knochenmarksnische. Auf den Myelomzellen
selber sind die Oberflachenrezeptoren fir TGFB herunterreguliert, um den o.g.
antiproliferativen Effekten des TGFB3 zu entgehen [91].

Neben den oben erwdhnten krankheitserhaltenden Effekten beeinflusst das
TGFB in der Knochenmarksnische auch die Eigenschaften der
hamatopoetischen Stammzellen. Bereits seit den frihen 1990er ist bekannt,
dass TGFB Uber eine  Wachstumshemmung zur langfristigen
Stammzellerhaltung beitrégt, indem die Stammzellen in einen Ruhezustand
(englisch quiescence) versetzt werden [92]. Urséachlich hierflr ist eine Alteration
der Cytokinrezeptor-Expression sowie eine vermehrte Expression von CDK-
Inhibitoren, wie zum Beispiel p57%P2 [93], was letztendlich in einem
Zellzyklusarrest resultiert. Bruns et al. zeigten, dass nach Blockade der
intrazellularen TGFB-Signaltransduktion in den CD34-positiven Stammzellen
von Myelompatienten die Anzahl der LTCIC gegenlber unbehandelten Zellen
signifikant erhoht werden konnte [3]. Das stutzt im Umkehrschluss die Theorie,
dass die pathologisch erhéhte TGFB-Konzentration in der Knochenmarksnische
beim Multiplen Myelom die Proliferationskapazitat der BM-HSPCs hemmt.

In der pathologisch alterierten Knochenmarksnische beim Multiplen Myelom
und zahlreichen anderen Tumorerkrankungen flhrt die erhéhte Konzentration
von TGFB zudem zu einer Hemmung der Erythropoese. Dieser Mechanismus
potenziert sich mit der mechanischen Verdrangung der hamatopoetischen
Stammzellen durch die Myelomzellen und flhrt zu schweren Anamien bei den
Myelompatienten. Bei Patienten mit Multiplem Myelom konnten im Vergleich zu
gesunden Spendern erhdhte Konzentrationen von TGFB im Uberstand der
MSCs nachgewiesen werden [3]. In den CD34 positiven Stammzellen zeigte
sich durch die erhéhte TGFB-Rezeptoraktivitdét vermehrt SMAD2, ein wichtiger
TGFB-Signaltransduktor. Die hamatopoetischen Stammzellen bildeten im
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Colony-forming Assay bei diesen Patienten verglichen mit Gesunden eine
reduzierte Anzahl von erythroiden Kolonien. Dass das TGFB fir diese
funktionelle Einschrankung verantwortlich ist, konnte durch Hemmung der
TGFB-Wirkung bewiesen werden. In einer Arbeit wurde durch Zugabe von
SD208 die TGFB-Signaltransduktion in hamatopoetischen Stammzellen
blockiert, was zu einem Anstieg der erythroiden Kolonien im Colony-forming-
Assay fuhrte [3]. Eine andere Arbeitsgruppe setzte neutralisierende Antikdrper
gegen TGFB ein und konnte ebenfalls einen Anstieg der BFU-E im Colony-
Forming Assay nachweisen [94]. Damit konnte der Zusammenhang zwischen
einer erhéhten TGFB-Konzentrationen sowie der daraus resultierenden
erhéhten Aktivitat des TGFB-Signalwegs in CD34-positiven Stammzellen und
einer Einschrankung in der erythropoetischen Kapazitat der hamatopoetischen
Stammzellen nachgewiesen werden.

In den Genexpressionsanalysen in unserem Kollektiv waren nach Lenalidomid-
therapie mehrere Gene signifikant alteriert, die zu einer Hemmung des TGFB-
Signalwegs beitragen. Nach Lenalidomidtherapie wurde das LTBP1-Gen
deutlich vermehrt exprimiert (fold change 3,24). Das gleichnamige Protein, das
durch das LTBP1-Gen kodiert wird, bindet TGFB in groBen Mengen in der
extrazellularen Matrix. Die vermehrte Expression des LTBP1-Gens unter
Therapie mit Lenalidomid in den Stammzellen fihrt vermutlich zu einer
erhéhten autokrinen Sekretion von LTBP1 durch die CD34-positiven
Stammzellen und somit zu einer Reduktion der TGFB-Konzentration in der
Knochenmarksnische.  Das  NEDD4L-Gen  wurde  ebenfalls nach
Lenalidomidtherapie vermehrt exprimiert (fold change 2,04). Das Protein
NEDDA4L fahrt zu einer Ubiquitinierung von phosphoryliertem SMAD2 und
SMADS3, die in der Folge proteasomal degradiert werden [81]. Somit bewirkt
NEDDA4L eine Hemmung der intrazellularen TGFB-Signaltransduktion in den
hamatopoetischen Stammzellen. Unterhalb des von uns als Grenze definierten
fold change von 2,0 finden sich weitere in den TGFRB-Signalweg involvierte
Gene, die nach Lenalidomidtherapie vermehrt exprimiert wurden. Das Gen
RBX1 (fold change 1,31) kodiert das Protein ring-box 1, welches zusammen mit
Cullin eine ES3-Ubiquitin-Protein-Ligase (CRL) bildet. CRL deaktiviert
phosphoryliertes SMAD2 und hemmt so die TGFB-Signaltransduktion [95]. Des
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Weiteren wurde der SMAD-Inhibitor SMURF1 nach Lenalidomidtherapie
vermehrt exprimiert (fold change 1,25). SMURF1 hemmt die TGFB1-
Rezeptoren Uber Aktivierung des inhibitorischen SMAD7 [96] und degradiert
SMAD1  [97]. Zur TGFB-Superfamilie  gehéren mehrere  weitere
Substanzgruppen, die den TGFB-Signalweg Uber differente Rezeptoren
aktivieren kdnnen. Dazu zahlen unter anderem die BMPs (bone morphogenetic
proteins), die an den BMP-Rezeptor Typ 1 und Typ 2 binden und so zu einer
SMAD-Aktivierung fihren. Nach Konsolidierungstherapie mit Lenalidomid
wurde BMP6 vermindert exprimiert (fold change 1,46), das nach Bindung an
den BMP-Rezeptor zu einer Aktivierung von SMAD1/5/8 fuhrt [98].

Um eine Hemmung des TGFB-Signalwegs auch auf Proteinebene
nachzuweisen, wurden erganzende phospho-SMAD2-Farbungen an Patienten
aus unserem Kollektiv vor und nach Konsolidierungstherapie durchgefiihrt. Es
zeigte sich eine Reduktion des phospho-SMAD2 durch Lenalidomidtherapie.
Dadurch bestatigt sich auch auf Proteinebene die Hypothese, dass Lenalidomid
inhibitorische Effekte auf die TGFB-Signaltransduktion besitzt, da phospho-
SMAD?2 als zentraler Effektor der Signaltransduktion fungiert.

Zusammengefasst ergeben sich aus den Daten deutliche Hinweise, dass die
Lenalidomidtherapie die TGFB-Wirkung in den hamatopoetischen Stammzellen
hemmt und damit der pathologisch gesteigerten TGFB-Aktivitdt in  der
Knochenmarksnische des Multiplen Myeloms entgegenwirkt. Der Effekt wird
zum einen durch eine Reduktion des in der Knochenmarksnische befindlichen
TGFB (durch LTBP1) und anderer Substanzen der TGFB-Superfamilie (BMP6)
vermittelt, zum anderen wird Uber unterschiedliche Mechanismen die
intrazellulare TGFB-Signaltransduktion in den CD34-positiven Stammzellen
gehemmt (NEDD4L, SMURF1, RBX1). Nun stellt sich die Frage, ob die
reduzierte TGFB-Wirkung durch Lenalidomid funktionelle Auswirkungen auf die
h&amatopoetischen Stammzellen hat. In den von uns durchgeflhrten Colony-
forming Assays Dbildeten die CD34-positiven  Stammzellen nach
Lenalidomidtherapie im Durchschnitt 10,8% mehr erythroide Kolonien, wobei
kein statistisch signifikantes Niveau erreicht wurde (p=0,36). Differenziert man
diese erythroiden Kolonien nach BFU-E und CFU-E so zeigt sich ein nicht-
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signifikanter Anstieg der BFU-E um 7,2% (p=0,54) und ein ebenfalls nicht-
signifikanter Anstieg der CFU-E um 27,8% (p=0,50). Diese Ergebnisse sind
konkordant zu den Beobachtungen von Bruns et al. und Dybedal et al.[3][94],
auch wenn in unserem Kollektiv lediglich von einer Tendenz gesprochen
werden kann. In den durchgefihrten zytologischen Untersuchungen fanden sich
nach Lenalidomidtherapie ebenfalls vermehrt erythroide Vorldufer im
Knochenmark. Vor der Konsolidierungstherapie mit Lenalidomid betrug der
Anteil 28,8%, danach 39,6% (p=0,066). Da kein signifikantes Niveau erreicht
wurde, kann auch hier nur von einer Tendenz gesprochen werden. Die
Erythrozytenzahl im peripheren Blut, der Hamatokrit und der Hb-Wert waren
nahezu unverandert.

Bezlglich des Langzeitproliferationspotenzials konnte entgegen der Arbeit von
Bruns et al. keine signifikante Veranderung der Anzahl von LTCICs nach
Lenalidomidtherapie nachgewiesen werden. Eine mégliche Erklarung hierfir ist,
dass das Lenalidomid Uber andere Mechanismen als den TGFB-Signalweg
weiteren Einfluss auf die Proliferation der hamatopoetischen Stammzellen
nimmt. Dadurch kénnten die férdernden Effekte auf die Langzeitproliferation der
CD34-positiven Stammzellen durch die Suppression des TGFB-Signals, wie
von Bruns et al. nachgewiesen, aufgehoben werden. Zu erwahnen in diesem
Zusammenhang ist, dass unter Lenalidomidtherapie in unserer Arbeit ein
signifikanter Rickgang der CD34-positiven Stammzellen im Knochenmark zu
beobachten war (siehe 3.4). Welche Mechanismen hierfir ursachlich sind,
konnte nicht nachgewiesen werden.

Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass Lenalidomid hemmend auf den TGFB-
Signalweg wirkt und damit die Suppression der Erythropoese durch das bei
Myelompatienten erhéhte TGFB kompensiert. Additiv dazu konnte in anderen
Arbeiten nachgewiesen werden, dass Lenalidomid selbst die Ausbildung
erythroider Kolonien induziert, sodass hier ein synergistischer Effekt vorliegt
[99].

4.3 Erythropoese und fetales Himoglobin
In unserem Kollektiv konnte nach einer Konsolidierungstherapie mit

Lenalidomid Uber 6 Monate eine vermehrte Expression von mehreren Genen
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nachgewiesen werden, die auf eine gesteigerte Erythropoese hinweisen
(RHAG, GYPA, GYPB, XK, ERAF, etc.). Vier dieser Gene (RHAG, GYPA,
GYPB und XK) zéhlten sogar zu den 20 am starksten durch die
Lenalidomidtherapie alterierten Genen. Es ist nicht sicher zu differenzieren, ob
hier ein Effekt der Lenalidomidtherapie gemessen wird oder lediglich die
transplantierten Stammzellen regenerieren. Da das Protokoll der LenaMain-
Studie einen Beginn der Lenalidomid-Konsolidierungstherapie friihestens 3
Monate nach der autologen Stammzelltransplantation vorsieht, ist aufgrund des
zeitlichen Abstandes zur Hochdosischemotherapie aber eher davon
auszugehen, dass es sich um Therapieeffekte des Lenalidomid handelt.
Gestitzt wird diese Vermutung durch mehrere Arbeiten, die ebenfalls einen
fordernden Effekt auf die Erythropoese durch Behandlung mit Lenalidomid
nachweisen konnten. Narla et. al behandelten CD34-positive Stammzellen von
gesunden Spendern Uber 3 Tage in vitro mit Lenalidomid + Dexamethason [99].
Durch Genexpressionsanalysen konnte man einen Anstieg
proerythropoetischer Gene nachweisen, der sich auf funktioneller Ebene durch
einen Anstieg der BFU-E und CFU-E bestatigte. Ubereinstimmend zeigte sich in
unserem Kollektiv auf funktioneller Ebene ein nicht-signifikanter Anstieg der
erythroiden Vorlauferzellen in den Colony-forming Assays (CFU-E und BFU-E)
sowie ein Anstieg erythropoetischer Vorlaufer in der manuellen Zytologie. Unter
den alterierten Genen bei Narla et al. fanden sich Gene, die auch in unserem
Kollektiv nach Lenalidomidtherapie vermehrt exprimiert wurden (RHCE [fold
change 2,28] und AQPS [fold change 2,20]). Eine andere Arbeit von Parseval et
al. zeigte ebenfalls eine dosisabhangige Wachstumssteigerung von
erythropoetischen Stammzellen nach Lenalidomidtherapie in vitro sowie eine
korrelierende Abnahme der Apoptoserate und steigende Hamoglobinspiegel im
Uberstand der Zellkultur [78]. Der Hamoglobinserumspiegel und die Anzahl der
Erythrozyten im peripheren Blut zeigten in unserem Kollektiv unter Therapie mit
Lenalidomid in vivo keine signifikante Veranderung. Mdglicherweise ist diese
Beobachtung auf weitere Faktoren, wie eine ineffektive Erythropoese oder
einen erhéhten Umsatz von Erythrozyten bei den Patienten zurtickzufthren.

Neben einer Uberexpression von proerythropoetischen Genen war nach

Lenalidomidtherapie auch das y-Globulingen erheblich starker exprimiert
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(HBG1/HBG2 mit einem fold change von 5,95). Diese Veranderung ist
Ausdruck einer Induktion von fetalem H&moglobin (HbF) durch Lenalidomid.
Das HBG1/2-Gen kodiert das Protein y-Globulin, welches als Dimer mit 2 a-
Globulinen HbF bildet. Das fetale Hamoglobin wird in der Fetalperiode gebildet,
die Produktion sistiert in der Regel wenige Monate post partum. Das adulte
Hamoglobin setzt sich entweder aus 2 $-und 2 a-Ketten (HbA1 98%) oder 2 &-
und 2 o-Ketten zusammen (HbA2 2%). Fetales Hamoglobin lasst sich
physiologisch im adulten Organismus nur noch in geringen Mengen nachweisen
(< 0,5%). Die Hypothese, dass Lenalidomid die Bildung fetalen Hamoglobins
induziert, wird durch frihere Arbeiten gestlitzt. Parseval et. al wiesen eine
deutliche dosisabhd@ngige Zunahme des Anteils an fetalem Hamoglobin unter in
vitro Therapie von hdmatopoetischen Stammzellen mit IMiDs (Lenalidomid und
Pomalidomid) nach [78]. Unter Therapie mit Pomalidomid wiesen Parseval et al.
mittels real time PCR zudem eine vermehrte Expression des y-Globingens
nach, beziglich einer Lenalidomidtherapie werden keine Daten gezeigt. Die
genauen zugrundeliegenden Mechanismen der Induktion von fetalem
Hamoglobin unter Lenalidomidtherapie sind noch unbekannt. Die
physiologische Umstellung von fetalem zu adultem Hamoglobin ist hingegen zu
groBBen Teilen erforscht, da die Induktion der fetalen Hamoglobinbildung ein
wichtiger Ansatz bei der Therapie von Hamoglobinopathien ist. Bei der
physiologischen Umstellung von fetalem zu adultem Hamoglobin spielen neben
einigen Transkriptionsfaktoren Uberwiegend epigenetische Mechanismen eine
Rolle. Als zentrale Transkriptionsfaktoren in der Regulation der fetalen und
adulten Hamoglobinsynthese wurden KLF-1 und BCL11A identifiziert. Die
beiden synergistischen Transkriptionsfaktoren wirken Uber eine Hemmung der
Expression des vy-Globingens sowie einer vermehrten Expression des -
Globingens, was zu einem switch von fetalem zu adultem Hamoglobin flhrt.
Der Funktionsverlust der Transkriptionsfaktoren, durch knockout oder
Mutationen, resultiert in einer Persistenz von fetalem Hamoglobin im adulten
Organismus [100][101][102]. Eine verminderte Expression von KLF-1 oder
BCL11A als Erklarung fir die vermehrte Expression des y-Globingens unter
Lenalidomidtherapie konnte in unserer Arbeit nicht nachgewiesen werden. KLF-
1 wurde unter Lenalidomidtherapie sogar starker exprimiert (fold change 1,86).
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Wie bereits zuvor erwahnt, spielen epigenetische Mechanismen eine zentrale
Rolle in der Regulation der fetalen Hamoglobinexpression. Insbesondere die
Histon-Acetylierung und die DNA-Methylierung am y-Globingen sind hier von
Bedeutung. Die Acetylierung an Lysin-Gruppen der Histone flhrt zu einer
Neutralisierung der positiven Ladung des Lysins. Dadurch &ndert sich die
Bindung der Histone zur DNA und somit die Chromatinstruktur. Folglich kénnen
Transkriptionsfaktoren an die DNA binden und die Genexpression steigt. Die
Histon-Acetylierung wird physiologischerweise durch das Verhaltnis von Histon-
Acetyltransferasen und Histon-Deacetylasen reguliert. Eine Hemmung der
Histon-Deacetylasen durch Butyrate flhrt zu einer starkeren Acetylierung am -
Globingen und dadurch zu einer starkeren Expression von HbF [103]. Der Grad
der Acetylierung am y-Globingen korreliert also mit der Expression von HbF.
Parseval et al. konnten beweisen, dass die Therapie mit IMiDs (zu denen auch
Lenalidomid z&hlt) zu einer erhdhten Acetylierung des Histons H3 auf den -
Globingen-Promotoren fiihrt und sehen darin eine Erklarung der vermehrten
Synthese von HbF unter Therapie mit IMiDs [78].

Ein weiterer wichtiger Mechanismus ist die DNA-Methylierung. Die Methylierung
der DNA am v-Globingen fuhrt zu einer Suppression des Gens. In einem
Mausmodell zeigten Goren et al., dass eine DNA-Methylierung am y-Globingen
in einer 20-fach verminderten Expression des y-Globingens resultiert [104]. Im
Umkehrschluss fihrt eine geringere Methylierung zu einer vermehrten
Expression des y-Globingens. Diesen Mechanismus nutzt man in der Therapie
von B-Hamoglobinopathien mit Azacitidin. Azacitidin hemmt die DNA-
Methylierung und fihrt damit bei den Patienten zu einer erhdhten Expression
von HbF, welches die B-Hamoglobinopathie kompensiert [105]. Ein Einfluss von
IMiDs auf die Methylierung der DNA des y-Globingens konnte bislang nicht
nachgewiesen werden.

Aufgrund der in dieser Arbeit gewahlten Methode der Messung von
Gentranskripten  mittels  Oligonukleotid-Arrays  kénnen  epigenetische
Veranderungen am +y-Globingen nicht erfasst werden. Da epigenetische
Alterationen, wie im vorangegangenen Abschnitt dargestellt, eine wichtige Rolle
in der Regulation der fetalen Globinsynthese einnehmen, ware hier ein

Ansatzpunkt fur weiterfihrende Untersuchungen. Zudem sollte ein Nachweis
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der erhbéhten HbF-Synthese unter Lenalidomidtherapie auf Proteinebene
angestrebt werden. Hierzu wirden sich beispielsweise Hb-Elektrophoresen bei
Patienten vor und nach Lenalidomid-Konsolidierungstherapie eignen.

4.4 Sekundarmalignome

Wie in der Einleitung erwahnt konnte bereits in mehreren gro3en Studien eine
erhéhte Inzidenz von hamatologischen Sekundarmalignomen unter der
Therapie mit Lenalidomid beobachtet werden. Die erhdhte Inzidenz konnte
sowohl nach Anwendung von Lenalidomid in der Induktionstherapie [50] als
auch in der Erhaltungstherapie [45] nachgewiesen werden. In einer
reprasentativen Studie mit 460 Patienten, in der eine Erhaltungstherapie mit
Lenalidomid gegen einen Placebo getestet wurde, traten 7 Jahre nach
Studienstart bei 3,5% der Patienten unter Lenalidomid hamatologische
Malignome auf, in der Kontrollgruppe nur bei 0,4% der Patienten [45]. Die
hamatologischen Malignome traten median nach 28 Monaten auf. In dieser
Studie und in mehreren anderen ahnlichen Studien zeigte sich insbesondere
eine erhéhte Inzidenz von AML und MDS nach Lenalidomidtherapie. Aus
friheren Studien ist bekannt, dass das Risiko einer sekundaren AML oder eines
MDS bei Patienten mit einem Multiplen Myelom auch ohne Lenalidomidtherapie
generell erhoht ist. Mailankody et al. wiesen in einer Populationsstudie mit
8.740 Myelompatienten ein 11,5-fach erhdhtes Risiko fir die Entwicklung einer
AML oder eines MDS im Vergleich zur Normalbevélkerung nach [106]. Als
ursdchlich wird zum einen das in der Therapie verwendete Alkylans Melphalan
gesehen, das zu einer DNA-Schadigung in den hamatopoetischen Stamm- und
Vorlauferzellen fihrt und so AML/MDS auslést. Da allerdings in der Studie von
Mailankody et al. auch bei 5652 Patienten mit einer nicht therapierten MGUS
ein 8-fach erhdhtes Risiko eines MDS oder einer AML im Vergleich zur
Normalbevélkerung bestand, scheint die Ursache nicht alleinig ein Nebeneffekt
der Therapie zu sein. Vielmehr scheint die Immunmodulation des Multiplen
Myeloms/MGUS selbst zur Entstehung von AML und MDS beizutragen.

Eine Lenalidomid-Erhaltungstherapie flhrt im Vergleich zu Therapieregimen
ohne Lenalidomid zu einer weiteren Erhéhung des Risikos einer AML oder
eines MDS. Exemplarisch traten in einer Studie von McCarthy et al. bei 2,6%
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der Patienten nach Lenalidomid-Therapie ein MDS oder eine AML auf, in der
Placebo-Gruppe waren es 0% [46]. Auch hier sind die genauen Mechanismen
der kanzerogenen Effekte des Lenalidomids noch nicht abschlieBend erforscht.
Eine Hypothese sieht die Ursache in der Hemmung des Proteins Cereblon
durch Lenalidomid. Cereblon bildet einen E3-Ubiquitin-Ligase-Komplex, der zur
Degradation von diversen Proteinen fiihrt. Uber die Degradation von lkaros
(IKZF 1) und Aiolos (IKZF3) wird die antitumorale Wirkung des Lenalidomid
vermittelt (siehe Abschnitt 1.2.2). Ein weiteres durch den Cereblon-Ubiquitin-
Ligase-Komplex degradiertes Protein ist das DNA-damage-binding-protein 1
(DDB1) [58]. DDB1 st in der Zelle fir die Reparatur von DNA-Schaden
verantwortlich, die z.B. durch die Therapie mit Alkylanzien (Melphalan)
entstehen. Eine vermehrte Degradation durch den Cereblon E3-Ubiquitin-
Ligase-Komplex fihrt somit zu einer Reduktion der Reparatur von DNA-
Schaden und koénnte fur das Entstehen von MDS/AML und auch anderen
Sekundarmalignomen verantwortlich sein. Klinisch hat die therapieassoziierte
AML/MDS eine hohe prognostische Relevanz, da héaufig komplexe
zytogenetische Veranderungen der myeloischen Zellen vorliegen und das
Uberleben der Patienten meist nur 6 bis 12 Monate betragt [107][108]. Vor
diesem Hintergrund fihrten wir in unserem Kollektiv zum einen
Genexpressionsanalysen vor und nach Lenalidomid-Konsolidierungstherapie
und zum anderen unterschiedliche Proliferationsassays mit extrahierten BM-
HSPCs durch, um die Entstehung von therapieassoziierten AML/MDS zu
untersuchen. Mittels des LTCIC-Assay konnten wir zeigen, dass das
Langzeitproliferationspotenzial der hamatopoetischen Stammzellen unter
Lenalidomidtherapie unverandert bleibt. Ahnliche Ergebnisse wurden durch Koh
et al. gezeigt, wenngleich hier nicht Lenalidomid sondern Thalidomid und
Pomalidomid verwendet wurden. Einschrankend ist hier anzufiihren, dass Koh
et al. die IMiDs in vitro in die Zellkulturen applizierten [86]. Das
Kurzzeitproliferationspotenzial der BM-HSCs wurde in unserer Arbeit mittels
eines 7-tagigen Proliferationsassays in einem Stammzellerhaltungsmedium
untersucht.  Mit einem  Wachstumsfaktor von 5,98 war das
Kurzzeitproliferationspotenzial der hamatopoetischen Stammzellen vor

Lenalidomid-Therapie sogar gréBer als nach der Konsolidierungstherapie mit
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5,18, jedoch nicht auf einem signifikanten Niveau (p=0,687). Verhelle et al.
konnten eine signifikante Steigerung des Kurzzeitproliferationspotenzials von
BM-HSCs unter Therapie mit Lenalidomid und Pomalidomid nachweisen [77].
Im Gegensatz zu unserer Arbeit wurden die IMiDs von Verhelle et al. in vitro zu
CD34+ hamatopoetischen Stammzellen aus dem Nabelschnurblut gesunder
Patienten gegeben. Es gibt Hinweise darauf, dass Lenalidomid nach
systemischer Applikation nicht nur mit den Myelomzellen und den BM-HSPCs
interagiert, sondern auch Effekte auf die UObrigen Zellen der
Knochenmarksnische wie MSCs, Osteoblasten oder Endothelzellen hat
[109][110]. Diese Effekte kdnnen sich durch die Interaktion der Nische mit den
hamatopoetischen Stammzellen wiederum auf deren
Proliferationseigenschaften auswirken. Mit einer Applikation des Lenalidomids
in die Zellkultur in vitro sind diese Effekte folglich nicht messbar, womit die von
uns gewahlte Methodik der Realitat naher kommt.

Zusammenfassend ergeben sich in den funktionellen Untersuchungen der BM-
HSCs keine Hinweise auf eine Alteration des Proliferationspotenzials. Weitere
Hinweise auf die Entstehung von t-AML/MDS sollten die durchgefihrten
Oligonukleotid-Arrays geben. Da die Arrays eine Vielzahl von Genen
untersuchen, wurden zunachst far die t-AML/MDS relevante Gene und
Gengruppen recherchiert und dann mit unserem Kollektiv abgeglichen.

Einen guten Ansatz um Veranderungen in der Genexpression zu detektieren,
die bei therapieassoziierten AML/MDS auftreten, liefern Li et al. [111]. Sie
nahmen sequenzielle Knochenmarksaspirate von Lymphompatienten, die eine
Hochdosischemotherapie mit autologer Stammzelltransplantation erhielten. Aus
den Aspiraten wurden die CD34-positiven Stammzellen isoliert und
Genexpressionsanalysen  durchgefuhrt. Das  Genexpressionsprofil  von
Patienten, die im Verlauf nach der Transplantation eine t-AML/MDS
entwickelten wurde dann mit den Proben von Patienten vor und nach
Transplantation verglichen, die keine t-AML/MDS entwickelt hatten. Aus den
Erkenntnissen wurde ein 38 Gene umfassender ,Fingerabdruck” generiert, der
Patienten mit einem Risiko flr eine t-AML/MDS bereits vor der Transplantation
identifizieren kann. Der ,Fingerabdruck® wurden abschlieBend an einer
prospektiven Kohorte von Patienten validiert. In unserem Patientenkollektiv
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zeigte keines der 38 Gene des ,Fingerabdrucks® eine signifikante Veranderung
nach der Konsolidierungstherapie mit Lenalidomid Uber 6 Monate.
Genexpressionsdaten  vor  Hochdosistherapie lagen bei  unserem
Patientenkollektiv nicht vor, sodass hier ein Vergleich wie im setting von Li et al.
nicht maéglich war.

Einen weiteren Ansatz bieten Qian et al., die das Genexpressionsprofil von
Patienten mit t-AML mit dem von einer gesunden Kontrollgruppe verglichen
[112]. Sie fanden heraus, dass flr die frlhe Phase der Hamatopoese relevante
Gene wie TAL1, GATA1 und EKLF bei Patienten mit einer t-AML vermindert
exprimiert werden, wohingegen insbesondere Gene zur Signaltransduktion in
myeloischen Zellen vermehrt exprimiert wurden (z.B. FLT3). In unserem
Kollektiv zeigten sich keine signifikanten Veranderungen in der Expression der
oben genannten Gene, die Ubereinstimmend zu Qian et al. waren. TAL1 und
GATA1 wurden in unserem Kollektiv sogar nach der Lenalidomidtherapie
vermehrt exprimiert.

Insgesamt waren in unserem Kollektiv nach Lenalidomidtherapie unter
Berlcksichtigung eines Veranderungsfaktors von 22 und <0,5 nur 5
Protoonkogene (FHL2, IRF4, TEK, NET1 und RAB38) vermehrt exprimiert und
das bei insgesamt 14.500 durch den Chip detektierten Genen. Hinsichtlich der
Entstehung von t-AML und t-MDS sind von diesen Genen nur FHL2 und TEK
interessant. In mehreren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass eine
Uberexpression von FHL2 zu einer abnormen Myelopoese fiihrt und bei
Patienten mit einer t-AML in den CD34-positiven Stammzellen nachgewiesen
werden kann [83][84]. Eine erhdhte Expression der Tyrosinkinase TEK konnte
ebenfalls in hdmatopoetischen Stammzellen von Patienten mit akuter und
chronischer myeloischer Leuk@&mie nachgewiesen werden. Es wird jedoch
vermutet, dass der TEK/Tie-2 Signalweg eine physiologische Funktion in der
Regulation der Hamatopoese besitzt, sodass in unserem Kollektiv nicht
zwingend von einer pathologischen Veranderung auszugehen ist, die auf die
Entstehung einer therapieassoziierten AML hinweist [113].

IRF4 ist ein wichtiger B-Zell-Transkriptionsfaktor und eine Uberexpression
dieses Faktors findet sich in NHL, beim Morbus Hodgkin und dem Multiplen
Myelom [114]. Eine erhdhte Expression von NET1 und RAB38 findet sich in
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soliden Tumoren, NET1 in multiplen Tumoren, RAB38 vor allem in Malignen
Melanomen und in Gliomen [115]. Insgesamt wurden 4 Tumorsuppressorgene
(AIM2, BIRC3, CASP1 und TNFSF10) nach Lenalidomid-Konsolidierung
vermindert exprimiert. In Zusammenhang mit myeloischen Leukamien steht von
den genannten 4 Genen nur TNFSF10. Das Gen kodiert das Protein TRAIL,
welches Uber eine Bindung an Todesrezeptoren die Apoptose in den Zielzellen
initiiert. Ein  herunterregulierter TRAIL-Signalweg findet sich in akuten
myeloischen Leukdmien und ist mit einer schlechten Prognose
vergesellschaftet [116][117]. BIRC3 spielt eine zentrale Rolle in der
Pathogenese der CLL [118], die anderen genannten Tumorsuppressorgene
Uberwiegend bei soliden Tumoren (AIM2 z.B. bei kolorektalen Karzinomen
[119]).

Den 9 oben genannten Genen (5 Protoonkogene und 4 Tumorsuppressorgene),
die eine Tumorentstehung begunstigen, stehen mehrere Tumorsuppressorgene
gegenuber, die in unserem Kollektiv nach Lenalidomid-Konsolidierungstherapie
vermehrt exprimiert waren und so eine protektive Wirkung bezlglich einer
Tumorentstehung suggerieren. Eine gesteigerte Expression zeigten die
Tumorsuppressorgene CDH1, CDKN2C und CEBPB, zudem war das
Protoonkogen EPS8 vermindert exprimiert. Fir CEBPB konnte eine
antiproliferative Wirkung sowohl bei Tumorzellen einer CML [120] als auch bei
AML [121] nachgewiesen werden. CDH1 ist ein Aktivator des Anaphase
Promoting Complex [82], welches beispielsweise durch eine Therapie mit dem
Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib vermehrt exprimiert wird und dadurch das
Wachstum der Tumorzellen bei einer CML hemmt [122].

Zusammenfassend ergeben sich in den durchgefihrten Genexpressions-
analysen keine Hinweise auf ein erhdéhtes Risiko der Entstehung von
Sekundarmalignomen. Einschréankend ist zu sagen, dass das Kollektiv fir die
Oligonukleotid-Arrays bedingt durch die hohen Kosten flr die verwendeten
Chips mit nur 5 Patienten relativ klein war. AuBerdem kénnen bedingt durch die
gewahlte Methodik viele Veranderungen, die eine Tumorentstehung
beglnstigen nicht erfasst werden, wie etwa Punktmutationen, Translokationen
oder epigenetische Veranderungen.

Die funktionellen Untersuchungen der Proliferationskapazitat hingegen wurden
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an einem gréBeren Kollektiv durchgeflihrt, hier zeigten sich keine Hinweise, die
im Sinne einer Tumorentstehung zu deuten sind. Allerdings sollte berlicksichtigt
werden, dass die Effekte der Lenalidomidtherapie nur Uber einen kurzen
Therapiezeitraum von 6 Monaten gemessen wurden, hier sind sicherlich weitere

Untersuchungen nach einer langeren Therapie nétig.
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5 Schlussfolgerungen

Die Ergénzung von Standardhochdosistherapie und autologer
Stammzelltransplantation bei Patienten mit Multiplem Myelom durch
Lenalidomid in Form einer Konsolidierungs- oder Erhaltungstherapie hat in
mehreren  reprasentativen  Studien  deutliche  Vorteile  hinsichtlich
progressionsfreiem Intervall und GesamtlUberlebenszeit gezeigt. Diesen
positiven Effekten des Lenalidomids stehen jedoch auch Nebenwirkungen
gegenuber. Der Einfluss einer Lenalidomid-Konsolidierungstherapie auf die
hamatopoetischen Stammzellen wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht.
Passend zur Neutropenie und Thrombopenie im peripheren Blut der Patienten
konnte mittels Durchflusszytometrie eine Abnahme der absoluten Anzahl und
des relativen Anteils der CD-34 positiven hamatopoetischen Stammzellen in
Knochenmarksaspiraten wahrend einer Lenalidomidtherapie nachgewiesen
werden. Das Langzeit- und Kurzzeitproliferationspotenzial der
hamatopoetischen  Stammzellen  zeigte in  mehreren durchgefihrten
funktionellen Tests jedoch keine Einschrankung.

Im Gegensatz zur Reduktion der hdmatopoetischen Stammzellen konnte eine
Steigerung der Erythropoese durch Lenalidomidtherapie nachgewiesen werden.
Die Therapie fluhrte sowohl zu einer vermehrten Expression von
proerythropoetischen Genen auf molekularer Ebene als auch zu einer Zunahme
erythropoetischer Vorlaufer auf funktioneller Ebene. Als mdgliche Ursache der
gesteigerten Erythropoese identifizierten wir eine Hemmung des TGFB-
Signalwegs wéahrend der Lenalidomidtherapie, die auf molekularer Ebene und
auf Proteinebene nachgewiesen wurde. Die in der pathologischen
Knochenmarknische des Multiplen Myeloms gesteigerte TGFB-Aktivitat flhrt
erwiesenermalBBen zu einer Hemmung der Erythropoese, sodass die
beobachtete Hemmung des Signalwegs diesen Effekt antagonisieren kann.
Diese Erkenntnis hat translationale Bedeutung, da der TGFB3-Signalweg in
vielen anderen Tumorerkrankungen pathologisch gesteigert ist und somit eine
Blockade des TGFB-Signals auch dort zur Therapie einer Anamie eingesetzt
werden kann. Ein Beispiel hierflr ist der Einsatz des SMAD2/3-Inhibitors
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Luspatercept in der Therapie des MDS [123].

Neben einer Steigerung der Erythropoese fanden wir zudem eine vermehrte
Expression des y-Globingens als Zeichen einer Induktion fetalen Hadmoglobins
unter Lenalidomidtherapie. Diese Beobachtung ist Ubereinstimmend mit
mehreren vorangegangenen Arbeiten mit in vitro Applikation von Lenalidomid
und eréffnet neue Therapieoptionen, beispielsweise in der Therapie von B-
Hamoglobinopathien.

Beweise flr eine mutagene Wirkung der Lenalidomidtherapie fanden wir in den
durchgeflihrten funktionellen und molekularen Untersuchungen nicht.
Zusammenfassend besitzt Lenalidomid zwar myelosuppressive Neben-
wirkungen, jedoch mit Aussparung der Erythropoese. Dieser Effekt wird durch
eine Induktion von HbF und vor allem durch eine Hemmung des TGFB-Signals
vermittelt. Beide Erkenntnisse er6ffnen neue Wege einer zielgerichteten

An@mietherapie bei Tumorpatienten.
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