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1 Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1  Multiples Myelom

1.1.1 Definition

Das Multiple Myelom (MM) ist eine disseminierte kigle Erkrankung der B- Zellreihe,
wobei die B-Lymphozyten (B-Zellen) zu Plasmazeltersreifen, die normalerweise langsam
proliferieren und eine abnorme Menge an Immungioleal (Ig) oder Ig-Fragmenten
produzieren. Die klinischen Manifestationen sinchrséneterogen und beinhalten eine
Tumorbildung, monoklonale 1Ig Produktion, Herabsatguder Ig-Sekretion normaler
Plasmazellen mit der Folge einer HypogammglobuliedimBeeintrachtigung der
Hamatopoese, Osteolysen, Hyperkalzamie und rengdéubktion. Symptome werden durch
einen Tumormasseneffekt, durch Zytokine, die daliehTumorzellen selbst, aber auch durch
andere Zellen des sogenannten Mikromilieus (miormenment) wie
Knochenmarkstromazellen als Antwort auf die Adhéardar MM Zellen freigesetzt werden,
durch die im UbermaR gebildeten Ig (M-Protein) wiedlen Ablagerung in Organen wie bei
der AL (amyloid-light chain) Amyloidose und bei dérkrankung durch die Ablagerung der
Leichtketten (light-chain deposition disease, LCDiBjvorgerufen.

Das MM gehort zur Gruppe der Plasmazellerkrankun@eese schliel3en klinisch benigne
Verlaufsformen ein, wie die essentielle monoklorfaeemmopathie, seltene Krankheitsbilder
wie die Castleman Erkrankung und disSchwerketten Erkrankungiheavy-chain disease),
die Makroglobulindmie, das solitare Plasmozytomeamer hohen Chance auf Heilung, wenn
es in weichem Gewebe auftritt, aber auch die hatdighaligne Entitat, das Multiple Myelom,
das mit konventioneller Chemotherapie nicht kurakst! All diese Stérungen haben
bestimmte morphologische Charakteristika der hgterh Plasmazellen gemeinsam, die
meistens mit einer Produktion von Ig Molekilen esgjlschaftet sind. Wahrend die meisten
Plasmazellerkrankungen auf der Expansion einesgeinZellklons beruhen mit einer daraus
resultierenden monoklonalen Proteinsekretion, gewbch auch oligoklonale oder auch

polyklonale Proteinveranderungen zu beobachterbeiieler Castleman Erkrankung.
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1.1.2 Epidemiologie

In den westlichen Landern gehen ca. 1% aller drelioserkrankungen bedingter Todesfélle
auf eine Erkrankung durch ein MM zurick, in den USkd ungefahr 20% aller
hamatologischer Neoplasien durch das MM bedingtcaCB0/100.000 Personen uber 25
Jahren haben ein MM, im Verhéltnis sind mit 55%awnehr Manner als Frauen betroffen.
Das mittlere Alter der Patienten liegt bei 65 Jahrallerdings wurde im Verlauf der
zuruckliegenden 60 Jahren ein Trend hin zu verraghiAuftreten eines MM bei Patienten
unter 55 Jahre beobachtet. Patienten unter 40 Jahohen jedoch nur 3% aller MM
Patienten aus. Beziglich der Inzidenz bestehere kighnische Unterschiede: Schwarze
erkranken doppelt so haufig als Weil3e, in der asiagn Bevolkerung ist die Inzidenz am

geringsten (Bergsaget al, 1995).

1.1.3 Atiologie und Pathogenese

Atiologisch sind ionisierende Strahlen 15 bis 2(rdanach der Strahlenexposition als
Risikofaktor bekannt (Atombomenopfer, beruflichepBgition). Ein Zusammenhang mit
chronisch-entziindlichen Erkrankungen oder bestimnitéektionen sowie der Exposition
mit Schadstoffen wird diskutiert, gilt aber derzeitht als gesichert. Das humane Herpes
Virus-8 (HHV-8, Kaposi- Sarkom-assoziiertes Herpésus (KLSHV)) spielt in der
Pathogenese des Lymphoms des Pleuraspaltes, dessi{Sggkoms und der Castleman
Erkrankung eine Rolle. Derzeitige Forschungsbemgbon beschaftigen sich mit
entzindlichen Verdnderungen des Knochenmarkmikrens die zum Fortschreiten einer
essentiellen monklonalen Gammopathie zu einem MNtdgen kdnnten. Eine genetische
Disposition kann angesichts der ethnischen Inzidetezschiede sowie der Berichte Uber
familiar gehauftes Auftreten bei Verwandten ersteades eines Erkrankten vermutet werden
(Riedelet al, 1992, Ichimaret al., 1982, Gramenzt al., 1991, Rettiget al., 1997, Bourget

et al., 1993, Batailleet al.,1997, Lynchet al.,2001, Segeét al.,2004).

Das MM entwickelt sich wahrscheinlich meistens auser ebenso mit steigendem Alter
zunehemenden pramalignen Vorstufe, der sogenanptéonoklonalen Gammopathie
unklarer Signifikanz“ (monoclonal gammopathy of atefmined significance, MGUS), die
bei etwa einem Prozent der Erwachsenen Uber 2®&rlaiachgewiesen werden kann und in
ca. einem Prozent pro Jahr in ein MM Ubergeht (Kglal.,2002). Die Entwicklung eines de

novo MM, ohne dieses ,Vorlauferstadium®, wird nuir feine kleine Gruppe von Patienten
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postuliert, bei der diese Erkrankung in sehr frih&lter (< 30 Jahre) auftritt. Obwohl das
MGUS sehr effizient Uber einen simplen Bluttesthgewiesen werden kann, ist es derzeit
nicht moglich, voherzusagen, bei welchem Patieeterzu einer Progression zu einem MM
kommt oder vielmehr eine solche zu verhindern. Sovbeim MGUS als auch beim MM
werden dieselben monoklonalen Immunglobuline gebilidiotyp), bei MM lasst sich
allerdings im Gegensatz zum MGUS eine klonale Péashivermehrung im Knochenmark
von > 10% nachweisen sowie ggf. das Vorliegen vate@ysen, einer Nierenschadigung,
Anamie oder Hyperkalzamie. Man geht davon aus, dasse Progression eines MGUS zu
einem Multiplen Myelom optional nochmals Uber eindolente Zwischenstufe verlauft, das
sogenannte ,smouldering MM*, das durch einen stabihtramedullaren Tumorzellgehalt
von >10% jedoch durch keine der bei einem behagdloefirftigen Multiplen Myelom
vorliegenden Komplikationen wie z.B. Osteolysen rakterisiert ist. Das Vorliegen von
somatischen Hypermutationen in den Genabschnigeratiablen Region der Plasmazellen
bei Patienten mit MGUS und MM legt nahe, dass daigne Transformation in einer B-
Zelle aufgetreten ist, die die Differenzierungsgthin einem Keimzentrum durchlaufen hat
(Kuehl et al., 2002, Bergsagekt al., 2001, Barlogieet al., 1989, Halleket al., 1998,
MacLennan et al., 1991). Danach wandern die MM-Zellen exklusiv in sda
Knochenmarkmilieu, das sie zum Uberleben und zyaBsion bendtigen. Erst im weiteren
Verlauf der Erkrankung ist die Wahrscheinlichkgit €inen extramedullaren Befall héher. Zu
diesem Zeitpunkt ist dann eine Etablierung von MBllidien mdglich (Okuncet al., 1991,
Durie et al., 1985). Sowohl bei Krankheitsbeginn als auch spibemen Zellen mit MM-
Klon-typischen Rearrangements im peripheren Blut M Patienten auftreten und
nachgewiesen werden (Batal., 1982, Berensost al.,1987, Mellstedet al.,1982, Pilarski
et al.,2001, Pilarsket al.,1985, Ruiz-Arguellegt al., 1984, Berensoet al. 1989, Corradini
et al., 1993, Billadeawet al., 1993, Cheret al., 1972) und so zu einer Dissemination der
Erkrankung fihren. Bei MGUS ist eine intraklonalarMtion viel haufiger zu beobachten
(Zandeckiet al., 1997) als bei etabliertem MM, bei dem diese typesweise nicht auftritt
(Billadeauet al., 1993, Cheret al.,1996, Bakku®t al.,1992, Vesciet al.,1995).

Mittels FISH (Fluoreszenz in situ Hybridisierung@jahdeckiet al., 1996, Taberneret al.,
1996) und molekulargenetischen Untersuchungen konnffinf primare immer
wiederkehrende chromosomale Rearrangements ideetifi werden, die die IgH
Translokationen mit einschlieRen: 1113, Cyclin @&nsseret al., 2000, Robillardet al.,
2003, Avet-Loiseawet al.,2003); 4p16.3, Fibroblasten Wachstumsfaktor (FEB)und MM
SET (Cheskt al., 1998, Richeldat al., 1997, Intiniet al., 2001, Cheset al., 2001); 6p21,
Cyclin D3 (Shaughnessst al., 2001); 16923, c-MAF (Chest al., 1998), 20q11, MAF-B
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(Hanamureet al., 2001). Diese machen nahezu 40 Prozent aller geheti Abnormalitaten
bei MM Patienten aus, vor allem bei solchen mihtityperdiploiden Zytogenetikbefunden
(Fonsecaet al., 2002). Diese Translokationen resultieren aus Fehle der IgH
Rekombination im Verlauf der B-Zell Entwicklung den Keimzentren und wurden sogar im
Stadium der monoklonalen Gammopathie zusammen Bl RDeletionen nachgewiesen
(Daoet al., 1994, Avet-Loiseaet al.,1999, Dractlet al., 1995, Zandecket al., 1995, Rasillo
et al., 2003). Komplexe unbalancierte Translokationen ychoder Insertionen, die oftmals
multiple Chromosomen einbeziehen, stellen sekungdénetische Verédnderungen dar (Greil
et al., 1991, Ernset al., 1988, Sawyeet al., 2001, Shotet al., 2000, Avet-Loiseaet al.,
2001). Mutationen von ras (Ernst al., 1988, Neriet al., 1989, Corradinet al., 1993) oder
p53 (Neriet al., 1993, Drachet al., 1998, Schulthei®t al., 1999, Mazarset al., 1992,
Corradiniet al., 1994, Preudhommet al., 1992, Ackermanrt al., 1998, Teolet al., 1997)
entwickeln sich in fortgeschrittenen Stadien dekr&mkung. Obwohl der Chromosomensatz
von MM Zellen geméafl} den Daten aus DNA durchflulBmgtsischen (Latreillest al., 1980)
und FISH Analysen (Zandeckit al., 1996) fast immer aneuploid ist, findet sich becmo
unbehandelten Patienten passend zur hypoproliferatNatur des MM und der Abhangigkeit
vom Knochenmarkstroma ein hoher Anteil (65-70%) arormalen diploiden
Metaphasenkaryotypen (Latreilet al., 1982, Caligaris-Cappiet al., 1991, Sawyeet al.,
1995). Das verbleibende Drittel der noch therapiemaMM Patienten hat oftmals komplexe
zytogenetische Abweichungen, die durchschnittlich weerschiedene Chromosomen
umfassen. Die Bestimmung der in vitro mitotischeapizitat der MM-Zellen in Abwesenheit
des normalerweise vorliegenden Knochenmarkmilieasder man zunéachst davon ausging,
dass sie einen wesentlichen Mangel der konventem&ytogenetik darstelle, definiert eine
MM-Entitat, die stromaunabhéngig proliferieren kannd somit auf eine sehr schlechte
Prognose hindeutet (Shaughnestwl.,2003).

Einen Uberaus wichtigen Fortschritt auf dem GebdetMM-Genetik stellte die Anwendung
der Methode der Genexpressionsprofilerstellung €gerpression profiling) anhand von
hochreinen aufbereiteten CD138+ Plasmazellen daar(&t al., 2002, Claudicet al., 2002,
Magrangea®t al., 2003, Zharet al., 2003). Auf diese Weise konnten Plasmazellen aos de
Knochenmark und normale Plasmazellen, nicht aberoklonale Gammopathie MM-Zellen
gut voneinander unterschieden werden (Daeted., 2003). Genexpressionslevel wurden mit
der Addition, Deletion und Translokation von gesetiem Material assoziiert, wodurch z.B.
Cyclin D3 als neue Tanslokation definiert werdemre. In Voruntersuchungen an 200 MM
Patienten, die eine Tandem-Hochdosis-Chemotherbpl®mmen hatten, konnte mittels

Geneexpressionsprofilen Gene identifiziert werdeiie einen hoheren prognostischen
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Stellenwert besal3en als die Standardprognosepamamiaschlief3lich der Zytogenetik. Die
Methode der Genprofilerstellung wurde auch auf Kmeonarkbiospien angewandt, die das
gesamte Knochenmark beinhalteten. Nach zuséatzlichealyse der dazugehdrigen
gereinigten CD138+ MM-Zellen, zeigte sich, dass @mgnatur des Mikromilieus in
Abhangigkeit vom gefundenen Genprofil der MM- Zgllenterschiedlich verandert war
(Shaughnessy, Rasmussral.,2003, Shaugnessy, Tiahal.,2003).

Fur die Erforschung der Biologie des MM sind dietdackung des Interleukin (IL)-6 als
Myelomwachstumgs- und Uberlebensfaktor (Kawanal., 1988, Suematset al.,1992) und
die Erkenntnis der Stromazellabhangigkeit von heagender Bedeutung (Grigorieghal,
1998). So besteht eine fur die MM-Zellen essemtigurch Zelladhasion vermittelte
Wechselbeziehung (cross-talk) zwischen den maligtiasmazellen, die mit Rezeptoren fir
eine Vielzahl von wachstumsférdernder Zytokine @ttemokine, v.a. IL-6, IL-15, Insulin-
like Wachstumsfaktor (insulin-like growth factoiGF-1) und Hepatozytenwachstumsfaktor
(hepatocyte growth factor, HGF) ausgestattet sind werschiedenen Kompartimenten der
Umgebung (Tinhofeet al.,2000, Xuet al.,1997, Borseet al.,1996, Tricotet al.,2000). Ein
Kennzeichen fir das Erreichen des Stadiums eirsmniézelle in der B- Zelldifferenzierung,
das CD138 Antigen (Syndecan-1), wird in die Umgepuabgegeben und in der
extrazellularen  Matrix reichlich abgelagert, wo esvachstumsfordernde und
proangiongenetische Zytokine abfangen kann undusdmgression und Invasion des MM
beitragen kann. Tatsachlich sind die l6slichen ®gad-1 Levels von prognostischer
Bedeutung. Wachstumgs- und Uberlebenssignale werdanPI3/AKT, STAT 3 und
RAS/MAPK sowie NFkB (nuclear factoxB) Signalwege vermittelt. Hieraus lasst sich
schlussfolgern, dass die Interaktion der MM-Zellet dem Knochenmarkmikromilieu
wichtige Aufschlisse fur das Verstandnis der Kraailgprogression oder der
Chemotherapieresistenz ermdglicht aber auch neugeVil@ innovative Therapieoptionen
eroffnet (Dhodapkaet al.,1998, Arefet al.,2003, Seideét al.,2000, Feinmanet al.,1999,
Mitrsiadeset al., 2002, Geet al.,2000, Hideshimat al.,2001, Penet al.,2002, Damiancet
al., 1999).

Osteolytische Knochenldsionen stellen ein wesdmticKennzeichen der fortgeschrittenen
MM- Erkrankung dar und liegen bei 70-80% der Paé&ervor. Die Lasionen resultieren aus
einer Imbalance in Anzahl als auch Funktion voneOlsfasten und Osteoblasten. Der
zugrunde liegende Mechanismus umfasst eine Ostekiaktivierung durch die
Rezeptoraktivierung durch den NB Liganden (RANKL), das Makrophagen-
inflammatorische Protein (MIP)el3 Chemokin sowie die IL-3 Achse. Die Expression von
RANKL auf Stromazellen ist nach Kontakt mit MM-Zei drastisch erhéht, wohingegen
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dessen Decoy-Rezeptor (decoy, engl. Falle) Ostemgpedn (OPG) supprimiert und
zusatzlich durch Syndecan-1 vermittelte Internatisng in MM-Zellen inaktiviert ist. MIP-
la, das von MM-Zellen gebildet wird, fordert direkiedReifung von Vorlauferzellen zu
Osteoklasten, die zudem durch eine MIP-induzierte RANKL Expression durch
Stromazellen aktiviert werden, was in eine vers&lnochenresorption mindet. DKK1 und
FRZB, die von MM- Zellen exprimiert und auch sezernhwerden, interferieren mit dem
WNT- Singaltransduktionsweg und inhibieren auf diresWeg die Osteoblastenreifung und
aggravieren somit die Knochendestruktion (Bataglieal., 1989, Tianet al., 2003). Einige
dieser Signalwege kénnen durch den Einsatz von Y2Bezeptoren fir RANKL (OPG und
RANK-Fc) zielgerichtet beeinflusst werden. Im SCGiD-Mausmodell ist die Verabreichung
dieser Molekulle mit der Pravention der osteolytstKnochenerkrankung und der Inhibition
des MM- Zellproliferation assoziiert. Es lasst sislomit zusammenfassen, dass eine
ausgepragte Wechselbeziehung von MM-Zellen und dRiststen besteht, wobei die MM-
Zellen die Bildung von Osteoklasten unterstiitzed andererseits deren Aktivitat wiederum
das Uberleben und Wachstum der malignen PlasmaZs#iérdert (Pearset al., 2001, Body
et al.,2003).

Ein therapeutisch relevanter Aspekt der Biologis M ist die Resistenz der MM-Zellen
gegen Apoptose, die angesichts der hypoprolifeeatiNatur des MM ein wichtiger
Mechanismus ist, der zur steigenden Tumorlast fiBet-2, Bcl-x. und vor allem mcl-1
werden sowohl in MM- Zellinien als auch in klinisahIsolaten exprimiert und funktionieren
durch den intrinsischen Signalweg Uber die Freisgjzvon mitochondralen Bestandteilen
(Cytochrom C, SMAC), die die Caspase 9 aktiviered s0 zur Apoptose filhren kdnnen. Der
extrinsiche Apoptose induzierende Signalweg umfaist TNF-Rezeptor Familie (tumor
necrosis factor) und deren Liganden TNF, Fas Ligand TRAIL (tumor necrosis factor-
related apoptosis-inducing ligand). Die Todesremgpt 4 und 5, die sowohl auf MM-
Zellinien als auch auf primaren MM-Zellen exprintismd, kbnne durch den Ligand TRAIL
aktiviert werden. Dieser Vorgang kann durch die feégpion von TRAIL Decoy-Rezeptoren
wie OPG geblockt werden. Die Sequestrierung von @RB&h losliches Syndecan-1 kann
auch MM-Zellen vor der TRAIL-Aktivierung schitzerkin in diesem Zusammenhang
wichtiges Prinzip ist, dass die relativen Levels ywo- und antiapoptotischen Molekulen, die
in der Zelle autonom oder aber im Kontext der kitton MM-Zelle-
Knochenmarkmikromilieu funktionieren, die Wirkun@tpntiell letaler Signale bestimmen.
Die Effektivitat der Therapie ist durch Charaktgkia der Tumorgenetik, der sogenannten
Zelladhasion-mediierten Wirkstoffresistenz (celhasion-mediated drug resistance, CAM-

DR) und durch epigenetische Veranderungen bestinvag,therapeutisch ausgenutzt werden
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kann (Feinmanret al., 1999, Hamiltonet al., 1991, Pettersort al., 1992, Fentoret al.,
2003).

Hinsichtlich der Oberflachenexpression von Antigenauf normalen und malignen
Plasmazellen liefert die aktuelle Literatur unteiedliche Angaben v.a. bezuglich der
Expression von CD19, CD20, CD56, CD28 oder Muc{iddersonret al, 1983, Berenson et
al., 1998, Robillardet al., 1998, Brossaret al, 2001, Treonet al., 1999). Demzufolge
erscheint es schwierig, normalen oder malignenniasllen einen bestimmten Phé&notyp
zuzuschreiben, so dass die Entwicklung von Immuathien fir das MM hierdurch
beeintrachtigt wird. Wie oben bereits erwahnt, weravahrend der Differenzierung bei B-
Lymphozyten charakteristische Veranderungen inQleerflachenexpression von Antigenen
beobachtet. Plasmazellen existieren in mindestems \zerschiedenen Subpopulationen, zum
einen als frihe lymphoplasmozytoide Plasmazelle mmth anderen als reife Plasmazelle
(Terstapperet al.,1990). Diese beiden Populationen erscheinen pjgisch unterschiedlich,
exprimieren jedoch beide stark CD38 und CD138. legéhsatz zu reifen PZ, exprimieren
lymphoplasmozytoide PZ CD22, CD35 und IgE Rezeptorauf der Oberflache.
Subpopulationen von reifen normalen PZ hingegegereeinen sehr heterogenen Phéanotyp.
Sie kénnen friihe B-Zellantigene (CD19, CD20, CDIfiyeloide Antigene (CD13, CD33),
HLA-DR (D-related human leukocyte antigen), sehrbveitete hdmatopoetische Antigene
(CD45) oder Adhasionsmolekile (CD11b, CD11c) exmren (Moscinsket al.,1994).

In den vergangenen Jahren wurden zusatzlich zuerig¢gpischen PZ-Markern einige
Antikorper, die als spezifisch fur PZ-Antigene wemdr Funktion gelten, beschrieben. Hierzu
zahlen PCA-1 und PCA-2 (Andersaat al, 1983), PC-1 (Andersoet al, 1984), R1-3
(Gonchoroffet al., 1986), 8A, 62B1, 8F6 (Tazzaet al., 1987), MM4 (Tonget al., 1987),
MPC-1 (Huanget al., 1993) oder HM1.24 (Ozalat al., 1998, 1997, 1999, Ohtoret al.,
1999, Rewet al., 2005, Jaliliet al., 2005, Gotcet al., 1994, Chiriva-Internatet al.,2003). Es
zeigte sich jedoch, dass keiner dieser Antikdrpezgisch fur Plasmazellen war und oftmals
zytoplasmatische Antigene erkannt wurden.

Maligne PZ zeigen eine ahnliche Heterogenitat nerih Immunphénotyp wie ihre gesunden
Pendants in Bezug auf die verschiedenen Entwickisiagien. Trotz der grol3en
Ubereinstimmung der Antigenexpression von gesunded malignen PZ, gibt es auch
Unterschiede. So ist z.B. CD56 auf manchen MM-Zelléark exprimiert, wahrend es auf

normalen PZ nicht vorkommt.
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1.1.4 Klinische Charakteristika

Patienten mit Multiplem Myelom besitzen Plasmazelieit abnormalen morphologischen
und zytogenetischen Charakteristika, die im Knoohek proliferieren. Histologisch
bestehen Hinweise auf abnormale Knochenumbaupmztlesee remodelling) (Bataillet al.,
1997). Die haufigsten klinischen Symptome beim Madsen sich auf eine progrediente
Akkumulation von MM-Zellen im Knochenmark mit nackdender Interaktion von MM-
Zellen und dem Knochenmarkmikromilieu zuriickfihrempbei hierbei der Zell-Zell-
Kontakt, Adhasionsmolekile und Zytokine eine Rgjiéelen. Dies fiihrt zu einer Stérung der
normalen Knochenmarkfunktion mit Andmie, Leukopeniad Thrombopenie mit der
entsprechenden Symptomatik von Mudigkeit, verritegeteistungsfahigkeit und Dyspnoe,
Infektanfalligkeit und Blutungsneigung. Zusatzlickbmmt es zu einer Knochendestruktion in
Form einer diffusen Osteoporose bzw. einer lokatisn Schadigung des Knochens in Form
von lytischen Knochenldsionen (Osteolysen), diengatzen verursachen (Due al.,2001).
Bei den meisten Patienten kann man multiple Osseolyan den Stellen des Skeletts finden,
an denen auch Nester von MM-Zellen zu finden sihidse ausgestanzten Lasionen (,punch
out lesions) kdnnen radiologisch nachgewiesen ei@bb.1 a und b) (Tricat al.,2000).

Abbildung 1 Typische Osteolysen, die durch ein Muilples Myelom hervorgerufen wurden

a) Die Rontgenaufnahme des Schédels zeigt dashgRBild eines sogenannten "Schrotschussschéadels".

b) Schadelkalotte eines Patienten nach Obduktomuitiplen Osteolysen

Die Schmerzen, die bei MM-Patienten auftreten, dregoftmals in vertebralen
Kompressionsfrakturen begriindet, die an Stelletreteh, die infolge von Osteopenie oder

aber typischerweise aufgrund lytischer Osteolasianétreten und sowohl auf eine exzessive
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Osteoklastenaktivitat (Cozzoliret al., 1989, Garretet al.,1987) als auch auf eine Inhibition
der kompensatorischen osteoblastischen Funktidickmufiihren sind (Bataillet al.,1989).
Lokalisierte Schmerzen konnen zudem durch ein redgs Tumorwachstum mit
Kompression des Rickenmarks und spinaler Kompmesk&rvorgerufen werden. Auch
infolge von Amyloidablagerungen kann es bei demrrdfieinen Patienten an verschiedenen
Stellen zu Schmerzen kommen, wie z.B. bei einem |@dwassoziierten
Karpaltunnelsyndrom.

Eine Andmie in unterschiedlicher Auspragung betnfiehr als zwei Drittel aller Patienten
mit MM. Als Mechanismus hierfir spielt die Uberegpsion von Fas Ligand, MIRxIund
TRAIL durch die MM-Zellen und die hierdurch getrigggen Todessignale in unreifen
Erythroblasten ein Rolle. Die meisten Patientengiexan fir den Grad der bei ihnen
vorliegenden Anédmie unzureichend auf die Gabe wgthEbpoetin (EPO). Das ungenigende
Ansprechen auf EPO-Gaben kann moglicherweise aafimihohem Mal3e produzierten
Zytokine wie IL-1 und TNFR3 aber auch auf eine erhbhte Serumviskositat zuegfdkgt
werden.  Zuséatzlich  wird auch eine  Uberexpression n volL-6  durch
Knochenmarkstromazellen, normalen akzessorischiéenZiend Tumorzellen zur Andmie der
MM-Patienten beitragen. Auf das hohe Level an ILifd dessen thrombopoetische
Teilwirkung ist wahrscheinlich im Gegenzug zurudkduen, dass viele MM-Patienten keine
signifikante manifeste Thrombozytopenie haben, weroht zusatzliche andere Faktoren
diese begunstigen (Silvestatsal.,2002).

Im Rahmen einer Erkrankung mit dem MM entsteht eBeeintrachtigung der renalen
Funktion am haufigsten nach Erschopfung der tubul&Resorptionskapazitat durch eine
Ablagerung von Leichtketten, was zu einer intaedl@én Nephritis fihrt. Durch eine
Hyperkalzamie und Hyperkalzurie kann es zudem zluenverlust, prarenalen Azotamie
sowie Kalziumablagerungen in den renalen Tubuli ika@m, was ebenso in eine interstitielle
Nephritis munden kann. Eine Leichtkettenproteinkia@n zudem mit einer AL-Amyloidose
assoziiert sein, die sich zunachst typischerwelsenaphrotisches Syndrom manifestiert,
spater allerdings auch in eine Niereninsuffiziebergehen kann. Die AL-Amyloidose ist am
weitesten verbreitet bei Patienten raiteichtketten-MM und da vor allem bei denjenigen,
die A Leichtkettenproteine haben, die Ig variable Regiorenthalten, die zui VI
Leichtkettengruppe gehdren. Die sogenannte Ig-LGght-heavy chain deposite disease),
eine Erkrankung, die vor allem mik Leichtketten-MM assoziiert ist, wird sehr
wahrscheinlich in ihrer Haufigkeit deutlich untemnétzt, was auch auf die nur sehr schwach
detektierbaren Proteinlevel zurlckzufiihren ist. Hi8destotrotz fiihrt diese auch zu einer
Einschrankung der glomeruléren Filtrationsrate (HE#e Tumorinfiltration der Nieren bei
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MM-Patienten ist ungewohnlich, ist allerdings bergrofRerten Nieren auch in Betracht zu
ziehen. Viel haufiger ist in diesem Falle aber Wagiegen einer AL-Amyloidablagerung als
Ursache der VergrofRerung zu sehen. Studien anhamdLv6 trangsgenen Mausen zeigen,
dass konstitutiv hohe Level an IL-6 in der LebemDysproteindmie und zu einer protrahierten
Akut-Phase-Reaktion filhren kann, was der renalethoRajie wie bei MM-Patienten
vergleichbar ist. In der Atiologie der Nephropathiei MM spielt zudem der unbedachte
Einsatz von Medikamten und von Kontrastmittel emeht unerhebliche Rolle. In diesem
Zusammenhang sind nichtsteroidale Antiphlogistik&AR) und Bisphosphonate zu nennen,
die zum einen im Falle der NSAR haufig vor Diagrstekbung Uber langere Zeit in hohem
MalRe zur Schmerzlinderung eingesetzt werden und zamderen wie bei den
Bisphosphonaten nach erfolgter Diagnose des oftererschnell appliziert werden (fur
Pamidronat weniger als 2 Stunden und fir Zoledreveatiger als 30 min) (Solomaet al,
1991,Alexaniaret al. 1990).

Bei MM sind insbesondere Mangel in der zellulareimiunantwort fur die wiederkehrenden
Infektionen verantwortlich. Der dieser Beeintraghtig zugrunde liegende Mechanismus ist
bis dato nicht klar, obzwar diese sicherlich dudad Expression von Tumor-Nekrose-Faktor
B (TNF$) und Fas Ligand durch die MM-Zelle mit erklart wen kann. Bekannt ist zudem,
dass bei MM-Patienten eine eingeschrankte humdnafeunantwort besteht und niedrige
Spiegel an polyklonalen Serumimmunglobulinen vgeie. Aus diesem Grunde sind MM-
Patienten fur bakterielle Infektionen wie z.B. durStreptococcus pneumoniae, suszeptibel,
die normalerweise durch Antikdrper opsoniert werkdlénnen (Ullrichet al., 1982, Jacobson
et al., 1986, Brodeet al.,1975).

Fokale neurologische Defizite werden i.a. durch reiginales Tumorwachstum verursacht,
das Ruckenmark- oder Hirnnervenfunktionen beeihtrigc Polyneuropathien werden im
Rahmen von perineuronaler, perivaskularer (Vasaruas) Amyloidablagerungen oder als
Teil eines POEMS Syndroms beobachtatly¥neuropathy,organomegalyendokrinopathy,
monoclonal gammopathykin changes). Die humoralen und zellularen Mechmears die
dieses Syndrom mediieren, sind nicht geklart (Wadttemet al.,1978).

Hyperviskositat tritt bei weniger als 10% der MMtieaten auf. Bei der Waldenstrom
Makroglobulindmie ist diese deutlich hoher, aufgruier zehnfach héheren Inzidenz des MM
wird man allerdings trotzdem mehr Patienten mit étypskositat bei MM in der klinischen
Praxis sehen. Aufgrund der eingeschrankten Rhemlegjeben sich zerebrale, pulmonale,
renale und andere Organdysfunktionen. Hypervisibgst oftmals mit Blutungen assoziiert.
Obwonhl eine generelle Korrelation zwischen dem daiéin klinischer Symtome und der
relativen Serumviskositat besteht, ist das Vermgltwischen den Serumimmunglobulin-

10
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spiegeln und den Symptomen bei den Patienten ichsistent. Diese Beobachtung ist
wahrscheinlich mit den unterschiedlichen physikdlishemischen Eigenschaften der
verschiedenen Ig-Molekulklassen und —subklassererklaren. So neigen IgA-Molekile
dazu, Polymere zu bilden, was dazu fuhrt, dasse®ath mit IgA-MM deutlich haufiger
hyperviskdses Serum aufweisen und auch in fast Rb%#sche Zeichen von Hyperviskositat
aufweisen. Unter den Patienten mit IgG-MM habenedigen mit der IgG3 Subklasse das
hdchste Risiko, ein Hyperviskositatssyndrom zu e#eln (Pruzansket al., 1972, Someet
al., 1975).

Blutungen werden bei IgG MM-Patienten in 15%, lg&A MM-Patienten in 30% berichtet. In
der Literatur werden als ursachlich hierfir Anoxied Thrombosen in den kapillaren
Bereichen des Gefaldsystems, perivaskulare Amyltadabungen und/oder erworbenen
Koagulopathien wie Faktor X Defizienz genannt. Elfeombozytopenie spielt im Gegensatz
dazu in der ersten Phase der MM-Erkrankung sogari wchgradiger
Knochenmarkinfiltration durch MM-Zellen keine grol3&olle. Therapieassoziierte
thrombembolische Ereignisse treten in Zusammenhauity dem Einsatz von neueren
Sustanzen bei Thalidomid und in geringerem MalRe benalidomid vor allem in
Kombination mit Doxorubicin und Dexamethason aufe [Anzahl dieser unerwiinschten
Ereignisse lasst sich durch den Einsatz niedermtdedn Heparins deutlich senken, was
insbesondere in der ersten Phase der TherapieobleigrofRer Tumorlast wichtig ist (Perkins
et al., 1970, Zangaret al.,2002).

Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose ist das VorliegereePlasmazellleukamie (>20Q0/ mit
weniger als 1% der Féalle sehr selten. Mit fortgetemem Erkrankungsverlauf allerdings
wird diese in bis zu 5% der MM-Patienten beobacketchflulzytometrisch kénnen jedoch
bei den meisten MM-Patienten geringe Mengen anuké@ienden Plasmazellen gemessen
werden (Garciaet al., 1999). Auch die Haufigkeit anderer extramedulldvEmifestationen
nimmt mit der Dauer der Krankheitskontrolle durcke dHochdosischemotherapie mit
autologer Stammzelltransplantation und neuere Teen&ka wie Bortezomib zu. Bei
unauffalligem  Knochenmarkbefund und gleichzeitig staigendem  Wert der
Serumlaktatdehydrogenase (Serum-LDH) ist eine mddallare MM-Manifestation in der
Leber, Milz, Brust, Pleura, in Lymphknoten, Nierdheningen oder an der Haut zu vermuten
und ein Diagnostik mittels Sonografie, CT oder MRET und ggf. Biopsie einzuleiten. Eine
extramedullare Erkrankung ist nahezu immer mit Eenc der Dedifferenzierung der MM-
Zellen assoziiert, wie komplexe zytogenetische Adi@nen, hoher Plasmazell-Labeling

Index und einer immunoblastischen Morphologie dét-Eellen.
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Tabelle 1 Haufigkeit der Symptome bei Multiplem Mydom
Symtome und Laborwerte Haufigkeit (%)

M- Gradient in der Immunfixation des Serums odes dens 97
Plasmazellen im Knochenmark >10% 90
M- Gradient in der Standardelektrophorese 80

M- Protein im Urin 75

Knochenschmerzen 65

(Wirbelsaule, Thorax, weniger haufig der langen iRéknochen)

Anamie 65

Schwache und Fatigue 50

IgG 50

Niereninsuffizienz 20

Hyperkalzamie 20

IgA 20

nur Leichtketten 20

1.1.5 Diagnosekriterien fir das Multiple Myelom

Die Diagnose des MM gilt als gesichtert, wenn dhei folgenden Kriterien vorliegen

(International Myeloma Working Group, 2003):

1. >10% Plasmazellen im Knochenmark (Aspirationspgie) und/oder Nachweis
eines Plasmozytoms (Histobiopsie). Bei asekratbesErkrankung sind >30%
Plasmazellen im Knochenmark gefordert

2. im Serum und/oder im Urin nachweisbares monaksProtein
(Immunfixationselektrophorese)

3. \orliegen einer/von:

- Hyperkalzamie und/oder

- Niereninsuffizienz (Kreatininwert >173 mmol/l@d>2mg/dl) und/oder

- Anamie (Hb-Wert <10g/dl oder 2g/dl unter Nornmdiéoder

- Knochenlasionen (bei solitarer Osteolyse sind%3lasmazellen im
Knochenmark gefordert, bei Osteoporose ist dehiNais von

Wirbelkorperfrakturen gefordert)

12
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Die ,International Myeloma Working Group® hat zudeKriterien publiziert, die eine
symptomatische und somit auch behandlungsbedurfigeankung beschreiben. Diese
wurden im Akronym CRABdalcium- inducedrenal insufficiencyanemia odebone lesions)

zusammengefasst:

Kalzium- induziert: Serumkalium >0,25 mmol/l Glmker oberen Normgrenze
oder >2,75 mmol/l

Niereninsuffizienz: Kreatinin > 173 mmol/l

Anamie: Hb 2 g/dl unter der unteren Normgrenze ed® g/dl

Knochen: Osteolysen oder Osteoporose mit Kompnesgekturen
(MRT oder CT Befunde)

Andere: symptomatische Hyperviskositat, Amyloidose,

wiederholte bakterielle Infektionen (>2 Episoden

innerhalb von 12 Monaten)

1.1.6 Stadieneinteilung

Sobald die Diagnose eines MM gestellt wurde, sallee Erfassung des Stadiums erfolgen.
Studien zur Messung der in vitro Produktion vordigich MM-Zellen haben zu einer klinisch
anwendbaren Methode gefihrt, die die Tumorzellmaglseuschatzen vermag. Dieses
Stagingsystem, das hauptsachlich auf Standardbestmgen im Labor beruht, wurde von
Salmon und Durie entwickelt (Tabelle 2) und Uber Bhre angewandt. Unter anderem
aufgrund des Interpretationsspielraumes von lyeackKnochenlasionen wurde ein neues
Stagingsystem entwickelt, das auf besser messlubjektiven Parametern beruht. Dieses
Internationale Staging System (ISS) basiert auf wetiweit erhobenen Daten von 11.000
Patienten. Anhand von nur zwei einfach bestimmbdParametern, demi2M und dem

Albumin, kann eine Stratifizierung der Patientemgemommen werden (Tabelle 3).
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Tabelle 2 Stadieneinteilung nach Salmon und Durie
. o Myelomzellen
Stadium Kriterien .
(x10"/m? KO)
alle folgenden Kriterien:
Hamoglobin > 10 g/dI
Serumkalzium normal
Skelettsystem rontgenologisch normal oder <0,6
nur solitarer Herd
IgG < 5 g/dl bzw. IgA < 3 g/dl
Bence-Jones-Proteinurie < 4 g/24 h
Il weder | noch 1l 0,6-1,2
mindestens eines der folgenden Kriterien:
Hamoglobin < 8,5 g/dI
Serumkalzium erhoht
1 Multiple Osteolysen oder >1,2
generalisierte strdhnige Osteoporose
IgG > 7 g/dl bzw. IgA > 5 g/dl
Bence-Jones-Proteinurie > 12 g/24 h
Tabelle 3 Stadieneinteilung International Staging $stem (ISS)
_ Medianes
Stadium Prozent an gesamten Patienten Parameter] Uberleben bei
therapienaiven
MM- Pat.
B2M < 3,5
I 28% 62
ALB > 3,5
B2M < 3,5
ALB < 3,5
Il 39% 44
oder
f2M 3,5-5,5
1] 33% B2M > 5,5 29

14




1 Einleitung

1.1.7 Therapie

In der Geschichte des MM wurden u.a. Rhabarberpilland Infusionen mit
Orangenschalenextrakten eingesetzt. 1947 berichteta!, dass der Einsatz von Urethan zu
einer Rekuktion des Serumglobins, einem Anstieg H&ssoglobins, einer Normalisierung
der Proteinurie und dem Abfall des Plasmazellgebaih Knochenmark eines MM- Patienten
fuhrte. Urethan wurde infolge dieses Erfolges zian8ardtherapie fir die darauffolgenden 15
Jahre. 1966 randomisierten Hollaed al. 83 Patienten unabhangig von der Anzahl der
Vortherapien in die Arme Urethan vs. Plazebo bestdhaus Kirschen und Sirup mit
Colageschmack. In dieser Studie konnte kein Uritégdcim Ansprechen oder Uberleben
gesehen werden. Blokhet al berichteten 1958 vom Ansprechen bei 3 von 6 Riatie die
Sarcolysin (Melphalan) bei MM erhalten hatten. Bagglet al. konnte dies 1962 mit einer
signifikanten Ansprechrate bei 8 von 24 Patientestdtigen (Robest al.,2008).

Grundsatzlich ist mit der symptomatischen Theragpezifischer Komplikationen auch
madglichst auch eine systemische Chemotherapie leiten, die die Tumorlast des Patienten
reduziert. Hierbei stellen die autologe Stammzeatiplantation, und in zunehmendem Mal3e
die Therapie mit neueren Medikamenten, den sogéeannew drugs” wie Thalidomid mit
den immunmodulatorischen Medikamenten (IMID) alss#m Derivate und Lenalidomid als
deren Vertreter, Bortezomib oder in bestimmten dfalN.a. im Rahmen von Studien die
allogene Stammzelltransplantation die wichtigsteehd&dlungsmal3ihahmen dar (siehe
Abbildung 2). Die Strahlentherapie eignet sich zlokalen Tumorkontrolle und
Schmerzbehandlung. Zur supportiven Behandlung stet2 Bisphosphonate, Opioide und
Steroide zur Verfigung. Bluttransfusionen oder Slibstitution mit Erythropoetin sowie die
Applikation von Immunglobulinen werden bei Andmigeo zur Therapie und Prophylaxe bei
Patienten mit symptomatischem sekundarem Antikdnpagelsyndrom eingesetzt. In
klinischen Studien werden neue Substanzen auf déremapeutischen Nutzen Uberpruft,
wobei der Proteaseinhibitor Bortezomib und das iflbatidderivat Lenalidomid auch bei
bereits vielfach vorbehandelten Patienten betriétietl Wirksamkeit haben. Bei
pathologischen Frakturen langer Ro6hrenknochen emipfi sich eine chirurgische
Intervention, bei Wirbelkérperimpressionen kann eeiiKypho- bzw. Vertebroplastie
schmerzlindernd und stabilisierend sein.

Seit der Einfihrung des Kombinationsschemas Mephailad Prednisolon (MP) durch
Alexanian (Alexanian-Schema) in den 1960 er Jahmam dieses uber Jahrzehnte die
Standardchemotherapie bei MM. Die MP-Kombinationh irs der Lage, bei 40-60% der

unbehandelten MM-Patienten eine Remission zu imdemi Die mediane Dauer der
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Remission fiir diese Patienten ist 2 Jahre und agaame Uberleben 3 Jahre. Mit weniger als
10% kompletten Remissionen (CR) und dem unvernokiedhi Wiederauftreten der
Erkrankung wird deutlich, dass eine inhérente Mauatikntenresistenz die Hauptursache flr
das Fehlen von Langzeitremissionen oder gar Heilsihdm Verlauf der letzten Jahrzehnte
wurden viele Chemotherapieprotokolle mit MP veigén. Die Oxford Myeloma
Trialists"Group fuhrte eine Metaanalyse von 27 Kwombinationschemotherapie (CCT)
versus MP randomisierten klinischen Studien anasamt tber 6000 Patienten durch. Es
ergab sich zwar eine signifikant hhere Remissaipsitir die CCT (60,0 vs. 53,4%), jedoch
keinen  Uberlebensvorteil (sieche Tabelle 4). Fur dikaufig eingesetzte
Kombinationschemotherapie VAD liegt kein prospeétivWergleich mit MP vor; ein
prospektiver unizentrischer Vergleich VAD vs. Dexahason- Monotherapie ergab ein um
15% erhohtes Ansprechen fur VAD, jedoch keine Eumgh der Remissions- oder
Uberlebensrate (Alexaniagt al, 1992). Auch mit VBAMDex konnte keine Verbessayun

erreicht werden (Peest al.,1995).

Abbildung 2 Zeittafel der Therapieentwicklungen bem Multiplen Myelom

History s
Serum protein spike ;
identified !nter_natlnnal
staging system
First
CKI S Description Light chain Cytogenetic
S of plasma cells types (later classification
termed kappa
Abnormal urine protein and lambda)
later termed Bence Jones First large case . -
series of myeloma Durie-Salmon

protein .
staging system

1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000

Urethane (N. Alwall)

Melphalan (N. Blokhin)

Steel and quinine (T. Watson) Corticosteroids (R. E. Maas)

Autologous transplantation

(T. J. McElwain and R. L. Powles)
Rhubarb and orange peel (S. Solly)

Thalidomide (S. Singhal and B. Barlogie)

Bortezomib (R. Z. Orlowski)

Treatment

Lenalidomide (P. G. Richardson and K. C. Anderson)
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Tabelle 4 Vergleich Alexanianschema mit anderern Rgchemotherapieprotokollen
Autor Protokoll Patientenzahl (nRemissionsrate (%) Uberleben (Monate)
Argentinien MeCCMVP 105 46 41
(Bensoret al) MP 129 38 39
CALGB MCBP 156 56 29
(Cooperet al) MCBPA 157 44 26

MP 146 47 33
Kanada MCBP 116 47 31
(Cassuteet al) MP 125 31 o8
Danemark M2 31 45 21
(Hanseret al) VMP 32 73 30

MP 33 58 21
ECOG M2 134 74 31
(Alexanianet al) MP 131 53 30
Finnland MOCCA 64 75 41
(Kildahl-Andersoret al) MP 66 54 45
Norwegen M2 33 76 33
(Cohenet al) MP 34 67 33
SECSG BCP 186 49 36
(Palvaet al) MP 187 52 36
Italien VMCP-VBAP | 158 77 32
(Boccadoreet al) MP 146 64 37

Die Rolle der Induktionstherapie bei hamatologischideoplasien ist, eine madglichst
komplette Remission (CR) zu erzielen. Im Falle vakuten Leuk&mien ist die erste
Bedingung fur das Erreichen eines Langzeitiiberlebdas Erreichen einer CR nach
Induktionstherapie. Beim MM hingegen war das Eenetiner CR lange Zeit ein so selten
erreichtes Therapieergebnis, dass es nicht dasi@ighitialen Therapie war und der Begriff
der Induktionstherapie in diesem Zusammenhang d&tngar nicht verwendet wurde
(Harousseaet al.,2008).

nader
Hochdosischemotherapie (HD) mit autologer Stamrtraekplantation (ASZT) diskutiert.

Der prognostische Einflud einer CR wurde erst Einfihrung der

Das MM ist eine der hdmatologischen Neoplasiendféreine Dosisintensivierung gezeigt
werden konnte. Hieraus ergab sich, dass das MMaimeJ2005 die Erkrankung war, bei der
die Indikation fir eine autologe Stammzelltransfdéion sowohl in Europa als auch in den
USA am haufigsten gestellt wurde. Die ASZT ist ni&rativ und die meisten Patienten

erleiden im Mittel einen Rickfall nach 3 Jahren.ubl®e Medikamente wie Thalidomid,
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Lenalidomid oder Bortezomib wurden zur Verbesserumgdie in weiteren Studien zu
prufenden Therapieprotokolle integriert und zeigereits gute Resultate (Reesteal.,2007).
Fur Patienten unter 65 Jahre war die ,Intergrougn€ophone du Myelome (IFM)* die erste
Arbeitsgruppe, die in einer randomisierten Studee (dberlegenheit einer HD mit autologer
Stammzelltransplantation (SZT) im Vergleich zur kentionellen Chemotherapie (CCT)
beim MM zeigen konnte. In der IFM 90 Studie kondite HD signifikant die Rate der CR,
das EFS und das OS der Patienten mit neu diageottin MM steigern (Attaét al.,1996).

In der Folge berichteten auch andere Gruppen veogniterfahrungen mit der HD. Drei
Studien einschlie3lich der IFM 90 Studie verwendeté Konditionierungsprotokoll ohne
oder mit einer niedrig dosierten Ganzkdrperbestradnl (total body irradiation, TBI). In
diesen erwies sich die HD als fahig, das OS zuess#rn. Im Gegensatz hierzu liel3 sich
dieser Effekt in den anderen drei Studien, die bmehdosierte TBI oder Hochdosis-Busulfan
einsetzten, nicht nachweisen. Dieser negative Winfler TBI im Konditionierungsregime
lie3 sich auch in der Studie IFM 95 nachweisen. Bigsen Ergebnissen wurde der Schlul
gezogen, dass bei jungeren Patienten mit Erstdssghtv und normaler Nierenfunktion die
Durchfuihrung einer HD mit autologer SZT als Staddamnpfohlen werden kann.

Die Auswertung der Daten aus der IFM 90 Studieteeigass das Erreichen mindestens einer
VGPR (>90% Reduktion der M-Komponente) mit einemgkren Uberleben korreliert. Dies
passt zu den Erfahrungen aus der Therapie andanreatblogischer Neoplasien und zeigt,
dass das Ziel bei der Induktion und Konsolidieraiag Erreichen einer CR sein sollte. Die
Gruppe von Bart Barlogie in Arkansas zeigte, das#\asatz, die Rate an CR zu erhdhen, die
Wiederholung einer intensiven Therapie darstellie DFM entwickelte somit eine
randomisierte klinische Studie (IFM 94), die einersus zwei HD mit autologer SZT
vergleichen sollte. In dieser Studie wurden 39%amdelten MM-Patienten unter 60 Jahren
zwischen Mel 140 plus TBI und einer Tandem-HD, eineur mit Mel 140 ohne TBI und
spater nochmals Mel 140 mit TBI randomisiert. Esarke von einer CR-Rate von 42% bei
der einmaligen HD und von 50% in der Tandem-HD @muberichtet werden. Die
Wabhrscheinlichkeit eines 7-Jahres EFS war 10% geB% und die Wahrscheinlichkeit
eines 7-Jahres OS 21% versus 42%. Fir die Indikati Therapieentscheidung wichtige
Erkenntnisse aus dieser Studie waren zudem, dadsbaelebensvorteil von einer Tandem-
HD nur bei Patienten beobachtet wurde, die kein€RG@ach der ersten HD erreicht hatten
und dass die Patienten, bei denen eben jene naehHD festgestellt werden konnte, nicht
mehr von der Wiederholung einer weiteren HD prefén. Klinische Studien mit ahnlichem
Aufbau wurden im weiteren Verlauf auch von andeBnppen durchgefiihrt. Zwei weitere
konnten den Uberlebensvorteil fir Patienten in efieSituation beobachten, zwei andere
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hingegen konnten diesen nicht dokumentiern. Zusamfaesend lasst sich anhand dieser
Daten sagen, dass eine Tandem-HD jlungeren Patigrsieesondere dann empfohlen werden
kann, die nach einer HD keine VGPR erreicht haben.

Eine weitere wichtige Erkenntnis, die aus der IF0MSiudie gezogen wurde, ist, dass wie bei
anderen hamatologischen Neoplasien auch, das Bereiceiner CR ein wichtiger
prognostischer Faktor ist. Patienten, die eine @RrdW/GPR nach Therapie erreichten,
zeigten ein signifikant lAngeres OS als Patientl®,nur eine partielle Remission erzielten
(PR). Der prognostische Einflul3 der CR wurde in deiteren Folge durch eine Anzahl
weiterer Studien bestétigt und eine kirzlich duefhiprte Metaanalyse zeigte, das im
Zusammenhang mit ASZT das maximale Therapieanspnectit einem signifikant besseren
PFS einhergeht. Der prognostische EinfluR der CR der VGPR hatte neben der
Neudefinition des Therapieansprechens (gemal3 temhational Myeloma Working Group)
auch die Formulierung des Therapieziels zur Folgee mdoglichst hohe Rate an CR oder
VGPR zu erreichen.

Nach der Etablierung der HD mit ASZT wurde eine \kamtionelle Chemotherapie vor der
ASZT unter der Vorstellung gegeben, die Tumorlastreduzieren und die Sammlung der
autologen Stammzellen zu erleichtern. Der Beitragsat Protokolle zur CR-Rate war
allerdings sehr gering. Patienten, die fir ein@lage SZT in Frage kommen, sollten keine
Induktion mit alkylierenden Substanzen bekommen, umine ausreichende
Stammzellmobilisierung zu gewahrleisten. Dexamethasiono oder in Kombination mit
Vincristin und Doxorubicin (VAD-Protokoll) war lamgZeit eine Standardinduktionstherapie
beim MM. Im weiteren Verlauf erbrachte zun&chstdeiedie ASZT eine Verbesserung der
CR-Rate, in dem diese wiederholt wurde, so dask maaodem-Transplantation 30-45% der
Patienten in CR waren. In der Auswertung der Styddie die einfache ASZT mit der
Tandem-ASZT verglichen haben, zeigte sich, dassGliee der Tumorlastreduktion mit
einem signifikant besseren PFS assoziiert war (ttas®atet al.,2009).

Durch den Einsatz neuerer Substanzen wie Thaliddiriél), Bortezomib (Velcade, Vel)
oder Lenalidomid (Revlimid, Rev bzw. Len) wurde dgeitrag der Induktionstherapie vor
ASZT zur CR-Rate um ein Vielfaches erhtht. Wahrdiederste getestete Kombination mit
Thal/Dex bei deutlich erhbhtem Thromboserisiko sowei erheblicher Entwicklung einer
Polyneuropathie keine wesentliche Steigerung derR@eR ermoglichte, erwiesen sich die
Kombinationen mit Vel/Dex oder Len/Dex als erheblarfolgreicher. Wichtig ist in diesem
Zusammenhang, dass fur Vel/Dex vor ASZT gezeigtdererkonnte, dass sich die CR-Rate
nicht nur vor ASZT sondern auch nachher deutlieigstn liel3. Erfreulicherweise zeigte sich

durch den Einsatz der sogenannten ,novel agentsfekeesentliche Einschrankung der
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Sammlung autologer Stammzellen. In der weiteremd-d&donnte mit der Kombination von
IMIDs mit Bortezomib eine nochmalige Steigerung @#8/VGPR-Rate gezeigt werden, so
dass durch Kombinationen wie VTD oder VRD ca. 60e7/@er behandelten Patienten eine
CR bzw. eine VGPR erreichen, so dass man durclaensann: ,VAD is dead".

Sowohl in vitro als auch in vivo konnte ein synstgicher Effekt von Bortezomib mit
Melphalan gezeigt werden, wohingegen die Toxizitdteser beiden Substanzen
unterschiedlich ist. Vor diesem Hintergrund ist #iembination dieser beiden Wirkstoffe
eine logische Konsequenz. In einer Pilotstudie wnr@5 Patienten in einer prognostisch
unginstigen Situation definiert mit dem Nichterhgin einer PR nach Induktionstherapie (n =
26) oder dem Fehlen einer VGPR nach der ersten iHB @) eingeschlossen. Bei guter
Vertraglichkeit des Protokolls konnte drei Monateacim der autologen SZT eine
Gesamtansprechrate (overall response rate, ORR)688f VGPR mit 31% wahrern CR
verzeichnet werden. Sechs der neun Patienten,adie der ersten HD mit Melphalan mono
keine VGPR erreicht hatten, konnten eine CR (Granenh al., 1991) oder eine VGPR
(Riedel et al., 1992) erreichen. Die Daten dieser Studie zeigess dlie Kombination von
Melphalan mit Bortezomib im Vergleich zu Melphalamono die Rate von VGPR ohne
additive Toxozitat deutlich erhéhen kann. Vor denmtefgrund, dass das Erreichen einer
VGPR einer der Hauptfaktoren zur Bestimmung degRose fiir das Uberleben nach HD ist,
sollte diese Kombination des OS ebenso verlangern.

Auf der Basis der Phase llI- Studien MM-009 und MI® in den USA sowie Europa, Israel
und Australien wurde Revlimid im Juni 2007 in Eumop Kombination mit Dexamethason
fur die die Behandlung von MM-Patienten zugelass#ia, mindestens eine Vortherapie
gehabt haben. In beiden Studien waren die CR-RigeTTP und auch das OS besser im
Rev/Dex- Arm als bei Dexamethason alleine, so dasfang 2005 die Verblindung
aufgehoben wurde und allen Patienten Rev/Dex atgehwurde. Sowohl bei Patienten mit
mehreren Vortherapien als auch nach Thalidomid teegjch eine deutlich besseres
Ansprechen im Kombinationsarm als nur mit Steroidigine.

Bei neu diagnostizierten MM- Patienten erbrachtee é?hase-Il Studie in dieser Firstline-
Situation sehr gute Ergebnisse fir Rev/Dex mit SG&samtansprechen mit 38% CR/NnCR
und einem OS von 90% nach 2 Jahren. Vor dem Hintedydieser ermutigenden Daten
wurde eine Phase-IIl Studie zur Evaluation von Rewinitiiert.

In einer randomisierten Untersuchung der ECOG eesgth ein Vorteil des OS nach 1-Jahr
von LowD mit Revlimid im Vergleich zu HighD-Rev (&6 vs. 86%) mit insgesamt deutlich

weniger Toxizitat im lowD-Rev Arm.
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Fur Patienten, die nicht fur eine autologe Stamhmaekplantation geeignet sind, erwies sich
MPR als eine gute Mdglichkeit und deutlich Uberlegegentber MP alleine.

Wie Thalidomid wird auch Lenalidomid fir eine Erhedgstherapie Uberpruft. Hierzu werden
zwei Phase-lll randomisierte Studien durchgeflhrt.

In der Situation des Relaps oder des refraktaren Widen zwei Lenalidomid-haltige
Kombinationen erfolgreich getestet: RAD (Revlimidiriamycin und Dexamethason) und R-
Dvd (Revlimid und Dexamethason), die beide ein @d¢aasprechen von ca. 80% vorweisen
konnten.

Dosislimitierend erscheinen bei Lenalidomid voreall Zytopenien mit Neutropenien und
Thrombopenien. Hingegen waren Mudigkeit, Obstipatder Polyneuropathie nicht wie bei
Thalidomid vermehrt zu sehen. Angesichts der mbghc Teratogenitat wird Lenalidomid
streng entsprechender vorsorglicher Leitlinien cferigben.

Fur die Beantwortung der Frage, ob eine Induktiversipie unter Einsatz der neuen
Medikamente zu einem verbesserten PFS oder OS féhes zum gegenwartigen Zeitpunkt
noch zu frih. Sollte dies der Fall sein, so istA&ZT als Konsolidierungstherapie nach der
Induktionstherapie unter Einsatz der neuen Medikdenezu verstehen. Besonders
hervorzuheben ist allerdings, dass unter dem Eingah Vel/Dex eine fir die Prognose
schlechte Zytogenetik keinen negativen EinfluRdiefCR-Rate besitzt (Loniat al.,2009).
Auch die Rolle der Erhaltungstherapie bleibt beinviMin Gebiet, auf dem intensiv neue
Forschungsansatze erarbeitet werden. Bislang senBaten, die fur die Durchfihrung einer
Erhaltungstherapie sprechen, weit weniger gut asigscht. So zeigen die meisten
randomisierten klinischen Studien und Metaanalysen Einsatz von Interferon lediglich ein
sehr moderates Ansteigen des PFS mit minimalem &darem Uberlebensvorteil bei
deutlicher Toxizitat. Eine Erhaltung mit Steroideat eine Verlangerung des Ansprechens mit
nur geringer Verlangerung des Uberlebens gezeidtalidomid, als Substanz mit
immunmodulatorischen Eigenschaften, das bei eineitteDder Patienten mit refraktarem
MM in niedriger Dosierung aktiv ist und zudem keigelotoxizitat verursacht, wurde als
guter Kandidat fir den Einsatz in der Erhaltungsthe vor allem nach HD angesehen.
Zahlreiche Gruppen haben zu dieser Fragestellumdpraisierte klinische Studien aufgelegt.
In der 1999 initiierten klinischen Prifung IFM 92 sollte die Rolle von Thalidomid bei der
Erhaltungstherapie untersucht werden. Aus dieser amderen Studien folgt, dass eine
Erhaltung mit Thalidomid die Ansprechrate, das BER8 OS signifikant verbessert und somit
empfohlen werden kann. Interessant ist jedoch, didisser Uberlebensvorteil durch
Thalidomid nicht bei Patienten erreicht werden kadlie bereits in einer VGPR nach HD
sind, so dass man daraus folgern kann, dass deeiMetelmehr durch eine weitere
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Reduktion der Tumorzellmasse (Konsolidierungsejfeds durch einen Erhaltungseffekt
vermittelt wurde. Hieraus lasst sich auch eine \dgtmg zu der haufig gestellten Frage nach
der nétigen Lange der Erhaltungstherapie mit Tloatid ableiten: Thalidomid kdnnte nach
Erreichen einer VGPR im Verlauf der Erhaltungsphaabgesetzt werden, um
Nebenwirkungen zu reduzieren und die EntwicklunteeiResistenz im Hinblick auf einen
Ruckfall zu vermeiden. Dies ist insbesondere einehtige Erkenntnis, da in oben
beschriebener Studie 39% der Patienten die Einnahame Thalidomid aufgrund von
Nebenwirkungen wie peripherer Polyneuropathie beemdussten. Unter anderem aus diesen
Grunden erscheint Lenalidomid, ein IMID-Derivat vbhalidomid mit deutlich héherer Anti-
Myelom-Potenz und ohne neurologischer Toxizitat,adtraktiver Kandidat fur den Einsatz in
der Konsolidierungs- und Erhaltungstherapie bei MD&r Einsatz von Lenalidomid wird
derzeit in mehreren klinischen Studien in beidan&®ionen in der IFM, SWOG, CALGB in
Europa und den USA untersucht (Haroussstaal.,2008).

Bei alteren Patienten war Gber mehr als vier JéimteeMP der Therapiestandard, wobei die
CR-Rate nicht mehr als 5% betrug. Im Gegensataiaggren Patienten wurde bislang der
glnstige EinfluR einer Dosisintensivierung auf tderleben nicht bewiesen. In der IFM 90
Studie war das OS der Patienten >60 Jahre im Amkaleventionellen Chemotherapie im
Vergleich zum Hochdosisarm gleich. Im IFM 99 06 tBkoll wurden 336 Patienten alter als
65 Jahre zwischen den Moglichkeiten MP, MP pluslifibenid (MPT) oder einer HD mit
100mg/nt randomisiert. Im Vergleich zu MP erbrachte die Hine deutlich bessere
Ansprechrate mit 41% versus 7% VGPR. BezuglichEleS (17 Monate bei MP versus 19
Monate bei HD) oder auch der OS (30 Monate bei MBws 38 Monate bei HD) ergab sich
kein signifikanter Unterschied. Im Vergleich zu ske beiden Armen fiel das Ergebnis fur
MPT folgendermalRRen aus: 49% VGPR, 30 Monate EFSen86 Monaten war das mediane
OS noch nicht erreicht. Hieraus folgt, dass bearéh Patienten die HD das OS im Vergleich
zur konventionellen Chemotherapie nicht verbessed nicht empfohlen werden kann.
Vielmehr sollten Kombinationen gewahlt werden, dire der neuen Substanzen enthalten.
Die erste Verbesserung wurde durch die Hinzunahonelhal erzielt. In zwei randomisierten
Studien konnten gro3ere CR, CR/VGPR Raten sowitageres PFS gezeigt werden. In der
IFM-Studie konnte auch ein verbessertes OS beodlagidrden, wohingegen dies in der
italienischen Studie nicht gezeigt werden konntehikr das Uberleben nach Riickfall nach
MPT geringer war. In einer spanischen Studie zeigteh mit 35% CR und 45% CR/VGPR-
Raten, die deutlich tber denen von MP liegen. Teates bislang noch kurzen Follow-up
sind bereits jetzt PFS und OS besser als bei MEinkr grol3en Phase-Ill Studie wird zudem
MPR gepruft. Weiterhin zu prifende Fragen bei éahePatienten sind, welches die beste
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Induktionstherapie ist, ob Melphalan vor allem er &ituation der Kombination zweier neuer
Substanzen wie bei VRD noch nétig ist, oder Gibdchen Zeitraum eine Induktionstherapie
gegeben werden sollte. Hier zeigen sich zwei végdeime Strategien in den MP vs. MPT-
bzw. MPV-Studien: Zum einen wurden die Therapierribine festgelegte Anzahl von
Zyklen gegeben zum anderen bis zum Relaps odelenetbaren Nebenwirkungen. In einer
laufenden Studie mit MPR sollen diese beiden Mbgkiten gegeneinander gepruft werden.
Zudem ist bislang noch nicht gepruft worden, obhndem Erreichen des besten Ansprechens
eine Erhaltungstherapie notwendig ist. Aktuell tikgine randomisierte Studie vor, die den
Einfluss einer Erhaltungstherapie nach Remissichdition unter Verwendung neuer
Substanzen gepruft hat (Palungdal.,2006).

Bezuglich der Frage, ob Kombinationen von neuerstuzen die Durchfihrung von ASZT
ersetzen konnen, sieht die Datenlage bislang nootteNe flir den Einsatz von neuen
Substanzen in Kombination mit der zuséatzlichen Bfirerung einer Tandem-ASZT. Durch
den Einsatz von neuen Substanzen kdnnen zwar CéhRateicht werden, die mit denen
nach einer ASZT vergleichbar sind, die Durchfiihrenger zweiten ASZT insbesondere mit
einer Kombinationstherapie mit neuen Substanzemegsert dieses Outcome allerdings
erheblich, wobei das Follow-up in diesen Studiesldnig noch zu kurz ist, um genauere
Aussagen zu treffen. Gute Daten existieren beféitsden Einsatz von Thalidomid nach
ASZT mit einem PFS von vermutlich Gber 4 Jahrerst&eDaten fur den Einsatz von neuen
Substanzen vor und nach ASZT zeigen ein EFS voahPed und ein OS von 84%. Der
Einsatz einer Erhaltungstherapie nach Induktiomagsie mit neuen Substanzen ohne ASZT
ist bislang noch nicht geprift worden. Erste Ergedmmit einer Dauertherapie von Len/Dex
zeigen jedoch sehr gute Daten fir VGPR und ein RS2 Jahren. Insgesamt zeigt sich die
Notwendigkeit zur Prifung der neuen Substanzen ahdemit ASZT, insbesondere vor dem
Hintergrund, dass mdoglicherweise eine Salvagetienapter Einsatz von ASZT bei Relaps
nach einer Induktionstherapie mit neuen Substamzfaigsversprechend erscheint. Zudem
konnte in diesen Studien auch die Frage beantwareten, welche Patienten eine frihe
ASZT brauchen (Merchionnet al.,2007).

Zum jetzigen Zeitpunkt kann der Stellenwert ein® fOr ein besseres PFS und OS bei MM
v.a. in Zusammenhang mit einer ASZT als gesichegeaommen werden. Erste Studien bei
MP vs. MP plus Thal oder Vel zeigen allerdings auddiss ein verbessertes PFS mit einer
CR/VGPR-Rate einhergeht. Das dies allerdings nictgingeschrankt gilt, wird in kirzlich
durchgefuhrten Studien deutlich, in denen z.B.Héatienten mit vorbestehendem MGUS eine
gute Prognose beobachtet wurde, obwohl diese aiobtCR erreicht haben. Auf der anderen
Seite kbnnen Patienten mit einer prognostisch ustggien Zytogenetik wie t(4;14) eine CR
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erreichen aber trotzdem einen frihen Relaps ereiDer Einfluss des Erreichens einer CR
fur den weiteren Verlauf der Erkrankung hangt ndgrweise von dem Grad des
Ansprechens in Relation mit der Effektivitat derefépie und dem prognostischen Subtyp des
MM ab. Zusammenfassend erscheint auch beim MM dasideen einer zytogenetischen
oder sogar einer molekularen Remission fiur einerstgen Langzeitverlauf sehr wichtig zu
sein (Harousseaet al.,2009).

Trotz erheblicher Fortschritte bezuiglich des Ulmetes von Patienten, die mit einer HD
behandelt wurden, kann ein sehr heterogenes Outd@mses Patientenkollektivs beobachtet
werden. Bei manchen Patienten kann der Nutzen kderapie gar nicht evaluiert werden, da
die Patienten im Intervall nach der Induktion undr \der ersten HD bereits wieder
progredient sind. Jedoch selbst bei diesen Paticnlie in dieser Situation die Therapie
erhalten haben, zeigen sich sehr grof3e Unterschiedd#en Therapieergebnissen. Viele
Faktoren konnen fur eine mangelnde EffektivitateeiRD verantwortlich sein. Die meisten
Faktoren sind sicherlich in der Biologie der Erkaang begriindet, einige Daten lassen jedoch
die Vermutung zu, dass individuelle genetische &iagkt eine Rolle bei der Resistenz
gegenuber einer HD spielen kénnten.

Das kurzlich entwickelte Staging-System ISS lasshtnnur fiir konventionell therapierte
Patienten sondern auch fur solche, die mit HD badlanwurden, eine gute Vorhersage des
Outcome zu, was fur ISS Stadium 1,2 und 3 mit 1868 ,sowie 45 Monaten angegeben
werden kann.

Bei den in dieses System eingehenden Werten fluSdasm-Albumin und das SerupaM
handelt es sich allerdings wie bei den ParametemoFmasse oder Niereninsuffizienz um
extrinsische Faktoren, wohingegen intrinsische éiakt der Erkrankung selbst und hier vor
allem Chromosomenveranderungen ebenso in zahlr8ictltken eingegangen sind. Aufgrund
der Schwierigkeit, Metaphasen beim malignen MM{deh zu erzeugen, haben zahlreiche
Gruppen die FISH-Methode zur Bestimmung des zytegggrhen Befundes benutzt. Mit
Hilfe dieser Technik konnten einige chromosomaledviderungen, die mit einer schlechten
Prognose assoziiert sind, definiert werden: de|((8)14), del(17p) oder t(14;16). In der IFM
99 Studie wurde die prognostische Bedeutung der18el t(4;14) und del(17p)
Veranderungen an einer grof3en Serie von mehr alP@benten mit Tandem-HD untersucht.
Es konnte gezeigt werden, dass alle drei chromosowerdnderungen mit einem kirzeren
Uberleben assoziiert waren. Eine zudem durchgefuhmtltivariate Analyse, die del(13),
t(4;14), del(17p), 1g Zugewinng2M, Anamie, Thromozytopenie und Hypoalbuminamie
bertcksichtigte, erwiesen sich die drei Paramdtei4), del(17p) und ein hohg2M als
unabhangige Pradiktoren eines kirzeren UberlebBasierend auf diesen Ergebnissen
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konnten drei Patientengruppen identifiziert werdeatienten mit geringe2M (<4 mg/L)
und keinem der beiden chromosomalen Abnormalité38f6 der getesteten Patienten, wobei
diese zu 85% nach 4 Jahren am Leben sind), Patieniehohemp2M und 1 oder 2 der
Chromosomenveranderungen (15% der Patienten natremedianen OS von 19 Monaten)
und den restlichen Patienten (50% der Patienteeim#m medianen OS von 4 Jahren).
Neben dem Proliferationsindex ist auch das Ansgnechuf die HD ein prognostischer
Parameter, der allerdings naturgemalf? erst nachhegapie bestimmt werden kann und somit
vorher nicht verwendet werden kann. Einige Studlmearbeiten unter anderem die
Fragestellung nach der prognostischen Wertigkeit genomischen Reihenuntersuchungen.
So konnte das Arkansas Total Therapy Il Programmneiasr Zusammenstellung von 70
Genen (alternativ auch 17 Gene) Patienten mit eiaschen Progression identifizieren.
Dieses Verfahren der Genexpressionsprofilerstell{game expression profiling) ist jedoch
kein Standardverfahren. Zudem mussen die Datereitergn unabhéngigen Studien validiert
werden.

Die myeloablative allogene Stammzelltransplantatwinde vor ca. 30 Jahren zum ersten Mal
fur die Behandlung des MM eingesetzt. Die Toxizitétr sehr stark, so dass in Studien, die
unter anderem stark vorbehandelte Patienten rekrem, eine behandlungsassoziierte
Mortalitat (treatment related mortality, TRM) vo@% bestimmt wurde. Aus diesem Grund
wurde eine myelomablative allogene SZT nur fur piriRatienten unter 50 oder 55 Jahren
empfohlen. Da die meisten Patienten bei MM jedoeutlech &lter sind, bleibt diese
Behandlungsmodalitat auf eine kleine Gruppe vomeR&n beschrankt. Das Vorliegen eines
HLA-identischen Geschwisters ist zudem ein einggdkeades Kriterium. Eine retrospektive
Analyse der ,European Bone Marrow Transplantati®@BNIT) Gesellschaft zeigte ein
deutlich besseres Uberleben bei Patienten, diechers1994 und 1998 transplantiert wurden
im Gegensatz zu den Patienten, die vor 1994 agkdideise behandelt wurden. Ursachlich
hierfur war vor allem eine bessere Patientenauswaltl jingeren und weit weniger
vorbehandelten Patienten im Falle der fruhzeitigParchfihrung einer allogenen
Transplantation. Jedoch auch in den darauffolger8tadien ergab sich leider eine zu hohe
TRM. So ergab sich in einer randomisierten Studie d.S. Intergroup mit den Armen HD
und konventioneller Chemotherapie, die allein Pétie kleiner bzw. gleich 55 Jahren bei
Vorliegen eines passenden Familienspenders die ibhbgit einer myeloablativen
Chemotherapie anbot, eine TRM von 53%, so dasedigshandlungsarm nach 36 Patienten
vorzeitig geschlossen werden musste.

Eine Moglichkeit, die hohe TRM zu reduzieren, ist @-Zell-Depletion, da viele Patienten an
einer starken Graft-versus-host Erkrankung (GvH&%¥torben sind. Gute Ergebnisse wurden
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an einzelnen Zentren mit einer CD6 T-Zelldepletiond einer prophylaktischen CD4
Donorlymphozyteninfusion (DLI) zur Reduktion der dRéallwahrscheinlichkeit erzielt.
Leider zeigte eine grof3e hollandische Studie mienschiedlichen T-Zell-Depletionsstufen
sehr schlechter Ergebnisse mit hoher TRM und éinben Rickfallquote. Zusammenfassend
kann der Einsatz einer myeloablativen allogenen &&im MM nur im Rahmen von
klinischen Studien empfohlen werden, die neue &jrah zur Verbesserung der Effektivitat
und Reduktion der Toxizitat evaluieren.

Langzeitergebnisse einer kleinen Patientengrupph ngyeloablativer allogener SZT zeigen
ein Plateau des EFS und OS nach vier bis funf dakvenn sie die erste Phase nach der
Transplantation Uberlebt haben. Als Ursache fusaliePlateau wird ein immunologischer
Effekt der Lymphozyten des Spenders verantworijemacht, der sogenannte Graft-versus-
Myeloma Effekt (GvM). Beweise fiir die Existenz diesAnti-Tumoreffektes ergaben sich
aus Remissionen bei Patienten durch Donor Lympleozlyifusion (DLI), die nach allogener
Stammzelltransplantation einen Ruckfall der Erkrark erlitten haben. Dieser GvM-Effekt
ist auch Grundlage fir das Konzept der allogenem8izelltransplantation mit reduzierter
Konditionierungsintensitat (reduced-intensity caiwtiing, RIC), das durch eine
Verringerung der dosisabhangigen Toxizitat einengere therapieassoziierte Mortalitat bei
gleich bleibender Effektivitat durch den GvM-Effektrreichen soll. Eine retrospektive
Analyse von 229 Patienten aus 33 Zentren der EBMipfe, die eine RIC bekommen
haben, konnte wichtige prognostische Faktoren weén. In dieser Zusammenstellung war
das mediane Alter 52 Jahre, 14% der Patienten widtenals 60 Jahre, eine Situation mit
unverwandtem Spender lag bei 16% der PatientenDier.TRM nach einem Jahr lag bei
22%, das 3-Jahres PFS (progression free survival)das OS (overall survival) waren 21%
bzw. 41%. Das 3-Jahres PFS und OS war mit 34% u#dl&ei den RIC-Patienten signifikant
besser, die in erster Remission transplantiert amrdEine multivariante Analyse der
Ergebnisse  erbrachte eine  Assoziation eines veskirz OS mit einer
chemotherapieresistenten Erkrankung und mehr aksr eutologen Transplantation. Eine
chronische GvHD war mit einem besseren PFS und €38zaert (84% und 46% fur eine
begrenzte chronische GvHD im Vergleich zu 29% ur&dlohne chronische GvHD).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass RIC-Trategpmaen gut durchfuhrbar sind und in
erster Remission mit ermutigendem Erfolg einsetriaStark vorbehandelte Patienten sowie
solche mit progredienter Erkrankung scheinen niabnt dieser Behandlungsmodalitat zu
profitieren. Ein von der EBMT zudem veroffentlichiéergleich von 320 RIC-Patienten mit
196 myeloablativ behandelten Patienten zwischerB 1881 2002 aus 103 Zentren zeigte
einen deutlichen Unterschied in diesem retrospehtiVergleich in der TRM nach 2 Jahren,
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wobei diese fur RIC bei 24% und fur die myeloabatlherapie bei 37% lag. Zu erwédhnen
ist hierbei, dass signifikante Unterschiede zwischdiesen beiden Patientengruppen
bestanden, da die RIC-Patienten mit 51 versus 49iitel deutlich &alter als die myeloablativ
behandelten Patienten waren, 6fter eine progreslierkrankung vorlag (28% vs. 21%) und
viel haufiger eine autologe Stammzelltransplantatiorher bekommen hatte (76% vs. 11%).
Diese Reduktion der TRM wurde allerdings durch eidenstieg des Ruckfallrisikos beim
RIC-Ansatz aufgewogen. Hieraus resultierend ergatb ein 3-Jahres PFS von 19% bei den
RIC und 35% bei den myeloablativ behandelnden Riatie die 3-Jahres OS-Rate lag bei
38% fur die RIC und 51% fir den myeloablativen Amns&in hoheres Rickfallrisiko wurde
zudem nach T-Zell-Depletion und hier v.a. nach Alerumab-Einsatz beobachtet. Aus
diesen Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, e@ass RIC-Transplantation nicht bei
Patienten mit fortgeschrittenem oder progredientdM eingesetzt werden sollte, da der
allogene GvM-Effekt sehr wahrscheinlich nicht aigre um die Erkrankung in diesen
Situation zu kontrollieren. Zudem sollte bei delCRlas Konditionierungsprotokoll und die
GvHD-Prophylaxe sorgféltig ausgesucht werden, um @eM-Effekt zu verstarken und ein
Minimum an GvHD zu erzeugen. Der Einsatz von padsenFamilienspendern und die
Behandlung innerhalb von klinischen Studien sdllegbei eine gro3e Rolle spielen.

Die Durchfuhrung einer RIC-Transplantation nach obager Transplantation zur
Tumorreduktion wird als neue Therapieoption zunaineingesetzt. Die prinzipielle gute
Durchfuhrbarkeit einer RIC nach einer oder zweioknger Stammzelltransplantationen
wurde durch die Arkansas-Studiengruppe gezeigta@unsen mit zwei weiteren Gruppen
wurden CR-Raten von tber 50% und einer frihen Btakeit von weniger als 10% berichtet
und fuhrten zu der Planung von prospektiven Stydidde Tandem Auto-RIC mit einer
Tandem-Autologen Transplantation vergleichen (Detral.,2006).

Die monatliche Gabe eines Bisphosphonates (Panati@®mg i.v. Uber 2-6 Stunden oder
Zoledronat 4mg Uber 30 min) ist zu einer wichtigenganzung in der Therapie der
Knochenerkrankung bei MM geworden. Bisphosphonatemrhnen die gesteigerte
Osteoklastenaktivitat und beeinflussen maoglichesereauch die Tumor-Stroma-Interaktion.
Insgesamt fuhrt dies zu einer Verlangsamung degrEssion der Skelettlasionen mit einer
Reduktion von Wirbelkdrperfrakturen und Skelettsenren.

Zusatzlich wurde gezeigt, dass diese Substanzkhgssptose bei MM-Zellen auslosen kann
und einen immunregulativen Effekt besitzt, was imgdbnis die Verlangerung des
Uberlebens erklaren kénnte. Ob auch Patienten ¢dmechenerkrankung bei MM vom
Einsatz dieser Substanzen profitieren konnen, estait noch ungeklart. Beim Einsatz von
Bisphosphonaten ist vor dem Hintergrund der potdah Nephrotoxititat und des Risikos flr
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Osteonekrosen des Kiefers eine regelmalige Koatd#r Nierenretentionsparameter und
eine zahnérztliche Untersuchung vor EinleitungTesrapie empfohlen.

Neben den oben genannten neueren Medikamenten emalidomid, Thalidomid und
Bortezomib werden auch andere in praklinischen kiidschen Studien evaluiert. Hierzu
gehdren Arsentrioxid, -1 Rezeptorantagonisten, kligghe Depsipeptide,
Farnesyltransferaseinhibitoren, p38 Mitogen-aktieie Proteinkinaseinhibitor SCIO-469,
Histondeacetylaseinhibitoren oder Heat-shock Pnd@6ilnhibitoren. Bemerkenswert ist, dass
diese Ansatze im Vergleich zu den etablierten Tpieveerfahren selektiver Unterschiede
zwischen maligner Zielzelle und gesunden Zellemaizen. In einem weiteren Schritt hin zu
moglichst optimaler Selektivitat, die Tumorzellen eliminieren, wurden im Rahmen von
immuntherapeutischen Ansatzen dendritische Zellem Wakzinierungen oder Idiotyp-
spezifische T-Zellen eingesetzt — jedoch bislangeohirklich Gberzeugenden Erfolg.

Weit verbreitet ist der Einsatz von monoklonalertikirpern (MoAb). Ein grol3es Problem
fur diese immuntherapeutische Anwendung beim MMdest sogenannte ,Antigen escape*-
Mechanismus, das heil3t, dass durch das zielgeecBteden des monoklonalen Antikorpers
an die Zellen, die das Zielantigen tragen, nur eiggllen deletiert werden kdnnen, alle
anderen Zellen des malignen Pools jedoch Uberldbhsbesondere wirde die auch beim MM
postulierte maligne Stammzelle durch den EinsatesiMoAbs, der nur reife MM-Zellen
bindet, sehr wahrscheinlich unbehelligt bleibens Aliesen Uberlegungen folgt, dass es von
Vorteil sein kénnte, mehrere Antigene gleichzeitigrapeutisch auszunutzen (Merchiomthe
al., 2007).

In der Lymphom- oder Leukamietherapie gehtéren Ampkr, die sich gegen bestimmte
Oberflachenantigene richten (anti-CD20/Rituximalmti-&€D52/Alemtuzumab oder anti-
CD33/Gemtuzumab), bereits heute zur Standardtheerapider sind diese Antikérper jedoch
zur MM- Therapie nicht in breitem MalRstab einsetzida die Antigene nicht oder nur in
einem geringem Prozentsatz auf MM-Zellen exprimiegtden. Antikorper wie CD38, CD40,
CD54, CD138, HM1.24, NY-ESO-1, VEGF oder Id-spesdfie AntikOrper werden in
laufenden Studien gepruft.

Weitere immuntherapeutische Anséatze umfassen bisgode single-chain Antikorper,
sogenannte ,bispezifische T-cell engagers (BITE&)r auch chimarische T-Zellrezeptoren,
die bei unterschiedlichen Antigenen und Entitateprgft werden (Baeuerkt al.,2009).
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1.1.8 Wue-1 Antigen — ein potentiell Plasmazellzsiigches Antigen

Wie zuvor ausgefihrt, ist ein groB3es Hindernis filie Anwendung von adoptiver
Immuntherapie beim MM der Mangel an geeigneten TAlle bislang definierten Marker,
die auf Plasmazellen exprimiert werden, werden aawgh anderen Zelltypen exprimiert.
CD138 z.B. wird auch auf Epithelzellen exprimiefd38 als Aktivierungsantigen ist auch
auf hdmatopoeitschen Stammzellen vorhanden, CD&6,M-CAM Splicevariante, ist auch
auf NK-Zellen exprimiert, HM1.24 auf Stromazelledep anderen Geweben. Typische Pan-
B-Zellmarker wie CD19, CD20 oder CD22 sind auf tevah differenzierten B-Zellen
entweder herunterreguliert oder vollig abwesends Aliesen Grinden ist die Suche von
Zielmolekilen, die moglichst spezifisch auf malignelasmazellen exprimiert werden, ein
wichtiges Ziel von Forschungsbemihungen im Berbth

In der Gruppe von Dr. Axel Greiner (vormals Indtifiir Pathologie, Universitat Wirzburg)
wurde der Versuch unternommen, Antikérper zu genen, die Plasmazell-spezifisch sind.
Hierfur wurden Mause mit der MALT-Lymphom Zellint¢3302/88 immunisiert und hieraus
nach mehrmaligem Subklonieren stabile, immunglotsgizernierende Hybridomzellinien
erzeugt. Diese wurden auf ihre Spezifitdt mittetsmiunhistochemie und FACS-Analyse
getestet. Ein Antikbrper vom IgG1-Subtyp, der Wugehannt wurde, wies die gewlinschten
Eigenschaften auf. Wue-1 band eine bislang nocht ndefinierte Membranstruktur auf
normalen und malignen Plasmazellen selektiv. Immatabhemische Farbungen normaler
Tonsillen oder primarer MM-Zellen mit Wue-1 besgéén diese Selektivitat, so dass mit
Wue-1 nach jetzigem Wissenstand ein monoklonaleik8rper generiert wurde, der als
Grundlage fur immuntherapeutische Strategien fig MM zur Verfigung stehen kdnnte.
Bemerkenswert erscheint in diesem Zusammenhang, adabs die Evaluation eines
bispezifischen single-chain  anti-Wue-1x CD3 Antikdrpers bei in vitro

Zytotoxizitatsversuchen ermutigende Resultate eeigt
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1.1.8 Onkolytischen Viren und deren Kombination mit imrtherapeutischen

Ansatzen

Eine Antitumoraktivitat von Viren wurde wéahrend dgssamten 20. Jahrhunderts beobachtet.
Virusinfektionen gingen unerklarlichen ,Spontanrssionen® bei Krebskranken in einigen
Fallen voraus. In den 50er Jahren wurden Viren Bekampfung von Krebserkrankungen
getestet. Aufgrund unzureichender Effektivitat Betdenken beziglich der Toxizitat wurde
dieser Therapieansatz jedoch bald wieder verlasB@n.in den letzten Jahren erzielten
Erfolge in der Virologie mit genetischen Maniputeten sowie der Molekular- und
Zellbiologie erlaubten jedoch ein zunehmend bess&ferstandnis, wie eine spezifische
Infektion von Tumorzellen durch Viren erméglichtrdiiund wie diese Eigenschaft optimiert
werden kann. 1991 wurde in einem murinen MausmatielAntitumorwirkung von Herpes
simples Virus (HSV) gezeigt, was das Interesseiaseth Feld neu belebte. Eine Reihe von
Viren wurde auf ihr onkolytisches Potential getested mit einigen wurden mittlerweile
klinische Studien durchgefihrt.

Onkolytische Viren sind selbstreplizierend, tumbekivy und lysieren Tumorzellen nach
stattgehabter Infektion. lhre Replikation ist abdign/on der Wirtszelle und die Unterschiede
zwischen den zellularen Prozessen bei normalemmalignen Zellen sind die Grundlage fur
eine tumorselektive Replikation. So sind die Cheraktika der zellularen Transformation
mit Verdnderungen im Zellzyklus, die Aktivierung nvoOnkogenen, eine verénderte
Rezeptorexpression oder defekte Signalwege fur Fdikigkeit der onkolytischen Viren
verantwortlich, vor allem in neoplastischen Zelienreplizieren. Onkolytische Viren kdnnen
sowohl wildtypisch als auch in attenuierter Forrmeuselektiv sein. Zudem ist es mdglich,
dass die Tumorspezifitdt auch durch genetische fikatibnen ermdglicht oder verstéarkt
wird. Mit onkolytischen Viren infizierte Zellen vaterben entweder durch Nekrose oder aber
durch Apoptose. Insbesondere fir das MV gilt, diess Potential als onkolytisches Virus in
der Therapie maligner Erkrankungen auf dem Konbeptht, dass das Virus im Tumor die
Viruslast vervielfacht und so die antitumorale B#&#nz erhoht, wahrend die Tumorselektivitat
ein gunstiges Toxizitatsprofil ergibt, wobei gesenéGewebe geschont werden. Nicht
Uberlappende Wirkmechanismen und Toxizitatsprofdellten eine Kombination mit
Standardtherapien erméglichen. Zudem ergeben sichlunend Erkenntnisse dariber, dass

obzwar die Antitumoraktivitdit von onkolytischen #®ir gemeinhin als durch direkte
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Mechanismen der Interaktion der Viren mit den Tumetien vermittelt gelten, eine
Tumorinfektion zu einer effektiven Antitumorimmuneort fihren kann.

Onkolytische Viren kdnnen rasch unter Einsatz rdbioanter DNA-Techniken modifiziert
werden, so dass hierdurch das Erstellen von Viearh iBedarf ermdglicht wird. Zudem ist
das Hinzufigen von zusatzlichen Genen wie Toxinerdglith. Aufgrund der
Replikationsfahigkeit ist es fur die Eliminatiomer mdglichst grofien Menge an Tumorzellen
zudem nicht notwendig, dass alle Tumorzellen ddietViren initial infiziert werden.

Wahrend eine Reihe verschiedener onkolytischernVire praklinischen Studien getestet
wurden, erfolgte bislang die klinische Prifung rainiger weniger Viren. Lediglich vor
ungefahr 10 Jahren wurde der erste Patient in &lmeschen Studie mit onkolytischen Viren
therapiert. Obwohl in der Zwischenzeit Uber 50 [Bhasnd —II Studien durchgefthrt wurden,
gibt es bis dato nur eine publizierte Phase IIdi&u

Im Hinblick auf die Erstellung von effektiven Therastrategien unter Einsatz von
onkolytischen Viren sind allerdings auch einige démisse zu Uberwinden. So infizieren
lokal applizierte Viren nicht notwendigerweise armgldumormanifestationen. Systemisch
gegebene Viren sind hingegen sehr anféllig fir emngigche oder auch spezifische
Immunabwehrmechanismen. Sogar nachdem eine eifdigreTumorinfektion erreicht
wurde, kdnnen physikalische Barrieren innerhalb @esiors eine effektive gleichmalige
intratumorale  Ausbreitung verhindern. Auch konnen odifikationen, die zur
Tumorselektivitdt und somit zur Minimierung der Taiét beitragen, zu einer Reduktion der
Antitumorpotenz beitragen. Zudem existieren erloblgli Sicherheitsbedenken in Bezug auf
den Einsatz von replikationskompetenten Viren. Igirherapien lassen sich nicht mit den
gewohnten konventionellen Toxizitdten oder DosiskRimgsbeziehungen beschreiben und
bislang gibt es keine optimalen Dosisschemata.

Insbesondere in den letzten Jahren wurden groRRtschatte bei der Erforschung und
Entwicklung vor allem eines attenuierten Maserrsimpfstammes (Edmonston B) als
onkolytisches Instrument gemacht. Dieser hat evlagprechende Antitumoraktivitat gegen
eine Reihe verschiedener Entitdten wie MultipleseMyn, Glioblastom, Ovarial- oder
Prostatakarzinom gezeigt. Eine Infektion von Tureben erfolgt Uber einen der beiden
natirlichen Virusrezeptoren CD46 oder CD150, wasneist Uber den Einbezug von
Nachbarzellen, sogenannter Bystander-Zellen, zeneirsynzytium fihrt, das zahlreiche
infizierte Zellen enthdlt, die schliellich zugrungehen. Obwohl dieser Stamm nicht mehr
dem aktuellen Impfstamm entspricht, kann aufgrued rdit ihm gesammelten Erfahrungen
bei Vakzinprogrammen von einem sehr guten Sichespreifil ausgegangen werden. Aktuell
werden in der Mayo Klinik (Rochester) zwei rekondmte MV dieser Art (MV-CEA und
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MV-NIS) in drei verschiedenen klinischen Phasedidtn bei Patienten mit Glioblastom,
Ovarialkarzinom und Multiplem Myelom getestet. Besind ,first in human use”
Dosiseskalationsstudien und testen die Sicherlegitidratumoralen, intraperitonealen und
intraventse Gabe dieses MV-Stammes bei Patienterdeni oben genannten Entitaten im
Falle des Multiplen Myeloms sogar in Kombinationt Milyclophosphamid. Des weiteren
wurden im Zuge einer Optimierung der Spezifitat desigesetzten MV durch
Mutationsstudien zunéachst die Bindungsstellen deslen Proteins fir die nattrlichen
Rezeptoren CD46 und CD150 so verandert, dass Rieseptoren nicht mehr erkannt werden
konnten und in einem zweiten Schritt vollig neu gargchtete MV-Varianten generiert, die
mit Hilfe von single chain Antikdrpern selektiv b@smte z.B. tumorassoziierte Antigene
erkennen. Auf diese Art wurde eine effektive Konabion von onkolytischen Viren mit
diesem immuntherapeutischen Ansatz erstellt. ImnfiRathdieser Doktorarbeit wurde diesem
Prinzip folgend das erste MV erzeugt, in das dehrieutigem Wissen erste fur gesunde und
maligne Plasmazellen spezifische Antikorper Wue-Form eines single-chain Antikorpers,

scFvWue, inkorporiert wurde.
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1.2 Masern

1.2.1 Historische und epidemiologische Ubersicht

Dem persischen Arzt und Gelehrten Al-Razi, in deeralandischen Literatur unter dem
Namen Rhazes bekannt, wird die Erstbeschreibundvidsern um etwa 900 n. Chr. zu er-
kannt (Griffin 2001, Katz 1995, Weissbrigt al. 2003). Es wird angenommen, dass er in
einer seiner Schriften die Pocken von den Maseskrgeiv und klinisch unterscheiden
konnte (Griffin 2001).

Masern werden heute als eine relativ neue Kranktest Menschen angesehen. Es wird
vermutet, dass sie durch enges Zusammenleben voasdidaind Rind in dicht bevdlkerten
Gebieten des vorderen und mittleren Orients inZet der ersten Hochkulturen entstanden
und im 8. Jahrhundert n. Chr. Uber die Sarazenasiam nach Mitteleuropa gelangt sind
(Griffin 2001, McNeill 1976, Norrbyet al. 1992, Rolleston 1937). Es dauerte allerdings noch
etwa ein Jahrtausend, bis Anderson und Goldbergesekt 1911 als eine virale Erkrankung
identifizieren konnten (Anderson & Goldberger 191uipd erst nach der erfolgreichen
Isolierung und Propagierung des Masernvirus 195¢hdiEnders und Peebles (Enders &
Peebles 1954) war es moglich, auch einen Impfgtaffinfektionsprophylaxe zu entwickeln.
Bis zur Einfuhrung der Masernvakzine galten Mas®sklassische Kinderkrankheit, waren
doch 95-98 % der Kinder bis zum Alter von 18 Jahmeih dem Masernvirus infiziert
(Langmuir 1962, Langmuiet al. 1962, Snydeet al. 1962). In den Vereinigten Staaten von
Amerika sank die Zahl der berichteten MasernfakeEinfihrung des Masernimpfstoffs
von 894.134 im Jahr 1941 um mehr als 99,7 % aufiti3Bahr 1997 (Maldonado 2001).
Masern gehdren immer noch zu einer der gefahrlkchbtfektionskrankheiten des Menschen.
Weltweit verstarben im Jahr 2001 etwa 750.000 Meaiscmeist Kinder, an Masern. Damit
gehdren sie zu einer der fihrenden Todesursachétindesalter weltweit (WHO 2002). Die
Weltgesundheitsorganisation WHO und das Weltkinitfevierk der Vereinten Nationen
UNICEF verfolgen nach der erfolgreichen, globaleadikation der Pocken das Ziel, auch
Masern weltweit zu eliminieren. Der strategischanP¥on 2001 sah vor, die mit Masern
verbundenen Todesfélle bis 2005 durch konsequamigkampagnen zu halbieren und
Masern in Amerika bis 2000, in Europa bis 2007 imddstlichen Mittelmeer bis 2010 zu
eradizieren (WHO 2001). Seit 1996 sind zwar in End keine autochthonen Masern-
erkrankungen mehr aufgetreten (Rose 2003), jedettbstsin Landern mit hohem medi-
zinischem Standard erleiden diese Plane und Bengé@muimmer wieder Rickschlage. Die
Masernepidemien in der ersten Halfte des Jahre8@ 20@sten Irlands, Ende 2001 bis Mitte
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2002 im Raum Coburg, Anfang bis Mitte des Jahre@22d Suditalien und in der ersten
Halfte des Jahres 2005 in Hessen sind beispielfimfteinen insuffizienten Durchim-
pfungsgrad sogar in industrialisierten Landern (@btBKoch-Institut 2000a/b, 2002a—c, 2003,
2005a—c). Und erst kurzlich war in einer angesemeaiheutschen Tageszeitung zu lesen:
.Masern breiten sich in Nordrhein-Westfalen aus‘ragikfurter Allgemeine Zeitung,
11.05.2006).

Aktuelle epidemiologische Daten fur Masern in Dehtand liegen aus den Jahren 2004 und
2005 vor (Robert-Koch-Institut 2006). Bundesweitrd@n im vergangenen Jahr 2005 778
Masernerkrankungen gemeldet. Die Inzidenz belieh sauf 0,9 pro 100.000 Einwohner,
wobei die altersspezifische Inzidenz bei den Eimgg@gm am hdchsten lag. Bei zweien der
erkrankten Kinder wurde eine Masernenzephatitis,1ideeine Pneumonie und bei elf eine
Otitis media diagnostiziert, ein 14jahriges Madchearstarb an den Folgen einer
Masernvirusinfektion. Bei 96 % der an Masern Erktan lagen Informationen zum
Impfstatus vor, 89 % davon waren nicht geimpft. ébidngen zum Durchimpfungsgrad aus
dem Jahr 2004 belegen, dass nur 93 % der geradesehulten Kinder mindestens einmal

und nur 66 % auch ein zweites Mal gegen Masern gfeiworden waren.

1.2.2 Klassische akute Masern

Masern sind eine hochkontagiose Erkrankung, deriktioses Agens das Masernvirus ist.
Die Ubertragung erfolgt aerogen als Tropfcheninitekiiber den Respirationstrakt oder gar
uber die Bindehaut meist schon wahrend des Prodstadaums, das nach einer
Inkubationszeit von 10-12 Tagen ohne Kklinische Renc einer Infektion mit un-
charakteristischen katarrhalischen Symptomen wienitd) Halsschmerzen, Heiserkeit,
Mudigkeit und Appetitlosigkeit beginnt. Nach 1-2géa nehmen diese unspezifischen Be-
schwerden zu und werden von Fieber, trockenem dmdlendem Husten und einer
Keratokonjunktivitis begleitet, die zu einer auggeshenen Lichtscheu fuhrt. Feinkérnige,
leicht erhabene, graulich-weil3e Effloreszenzenratitthem Hof an der Wangenschleimhaut,
die nach weiteren 2-3 Tagen in Verbindung mit eirfigukigen, dunkelroten Enanthem
erscheinen, werden als Kopliksche Flecken bezeichné als pathogenomonisch fur eine
Infektion mit dem Masernvirus angesehen (GriffinO20 Katz 1995, Maldonado 2001,
Schuster & Kreth 2001). Nach einem leichten Fielbalhgeht das Prodromalstadium unter
abruptem Fieberanstieg in das Exanthemstadium zes.zunéchst feinfleckige Exanthem

beginnt hinter den Ohren oder an der Stirn undtdireich makulopapulds innerhalb eines
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Tages zentrifugal Gber den Stamm bis auf die Oberdel aus und erreicht nach 2—3 Tagen
die FuRRe. Die Schwere der Erkrankung korreliertdait Auspragung des Ausschlags, der nur
den Stamm erreichen oder sich konfluent tber dagegintegument erstrecken kann. Nicht
selten zeigt sich eine milde, hamorrhagische Koreptenmit Ekchymosen oder Petechien.
Meist besteht zudem eine generalisierte Lymphadstha bisweilen eine milde Spleno-
megalie. Bei der Hélfte der akut an Masern Erkranldind pathologische, elektroenzephalo-
graphische Verédnderungen nachzuweisen, die in dayelRtemporarer Natur sind. Der
unkomplizierte Verlauf ist durch rasche Entfieberumd das Abblassen des Exanthems unter
braunlicher Verfarbung vier Tage nach seinem Begiim Ausbreitungsrichtung
gekennzeichnet. Wéahrend die tbrigen Symptome rutglaind, besteht der Husten etwa
eine Woche und die allgemeine Mattigkeit einige Wt fort. Es wird eine effiziente und
protektive Immunantwort ausgeltst, die eine lelsrgd Immunitat nach sich zieht (Griffin
2001, Katz 1995, Maldonado 2001, Panum 1938, Seh&skKreth 2001). Die Diagnose kann
wegen der charakteristischen Symptome im Rahmesr &pidemie meist klinisch gestellt
werden. Eine Leukopenie mit Erniedrigung der Granulie auch der Lymphozytenzahlen ist
ein typischer hamatologischer Laborbefund. Bei Eliekrankungen sollte die Diagnose
serologisch gesichert werden. Ein Virusdirektnadbveeler eine Virusisolierung ist nur in
Ausnahmefallen notig. Haufig wird bei Erwachsenaneehepatische Beteiligung mit
Oberbauchschmerzen und einer leichten ErhéhungGligiamat-Oxalacetat-Transaminase,
ggf. verbunden mit einer Hyperbilirubinamie, beditat (Maldonado 2001, Schuster & Kreth
2001). Die Therapie ist symptomatisch, eine spaziie antivirale Therapie gibt es nicht. Eine
Therapie mit Vitamin A kann eine schwere Maserrktén bei hospitalisierten oder

unterernéhrten Kindern positiv beeinflussen (Makitm2001).

1.2.3 Komplikationen und Folgeerkrankungen

Komplikationen einer Infektion mit dem Masernvirbetreffen eine Reihe von Organ-
systemen. Die masernvirusinduzierte Immunsuppredsaon fir Monate anhalten und somit
opportunistische Infektionen beglnstigen oder gtanite virale oder bakterielle Infektionen
reaktivieren. Otitis media oder Bronchopneumonieerden meist durch Pneumokokken,
Streptokokken der Gruppe A, Staphylococcus aureles blaemophilus influenzae Typ B
verursacht. Bronchiolitiden oder Laryngotracheoblotden werden nur noch selten
beobachtet. Bei immunsupprimierten Patienten kaenRiesenzellpneumonie einen fatalen
Verlauf nehmen. Elektrokardiographische Verandeeankpnnen Ausdruck einer transienten

myo- oder perikarditischen Komponente oder atritrilemarer Uberleitungsstérungen sein,
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sind aber meist nicht von klinischer Relevanz. Wioshgewohnlich hingegen sind gastro-
intestinale Beschwerden und Diarrhoen, die einesimasDehydratation bewirken und vor
allem in Entwicklungslandern grol3e Probleme bemeit@nnen. Hamostaseologische
Stérungen konnen sich sowohl als disseminiert@wasale Gerinnung mit Gangréanbildung
oder Verbrauchskoagulopathie im akuten Stadiunaath als thrombozytopenische Purpura
erst einige Wochen nach einer Masernvirusinfeki@afdern. Als Sonderform gelten die
hamorrhagischen Masern oder black measles, dieimetn plétzlichen Fieberanstieg, einem
konfluenten, hdmorrhagischen Exanthem und Schlaitbhgungen aus Mund, Nase oder
Magen-Darm-Trakt einhergehen und auf eine Dysréigulaer intravasalen Gerinnung oder
auf eine vaskulare Schadigung zurtckzufihren sideichen einer Enzephalitis oder
Pneumonie kommen hinzu (Griffin 2001, Katz 1995,lddéaado 2001, Schuster & Kreth
2001, Weissbriclet al 2003).

Besonders gefiurchtet sind neurologische Kompliketio und Folgeerkrankungen. Der
haufige Nachweis elektroenzephalographischer Veramdjen und pleozytotischer Liquor-
veranderungen spricht flr einen moglichen Neurasrops des Masernvirus.

Die akute postinfektiose Masernenzephalomyelitis @ie haufigste neurologische
Komplikation, ihre Inzidenz liegt unter den an Mams&rkrankten bei 1-2:1.000. Sie beginnt
im Mittel zwischen dem 3. und 9. Tag nach Auftretkss Exanthems, kann aber auch schon
wahrend der Prodromalphase der Masern oder bisnmedNochen nach Krankheitsbeginn
mit Fieber, Kopfschmerzen, Vigilanzstérungen, zemkdm Anfallen, fokal-neurologischen
Auffalligkeiten oder zentralen Koordinationsstérengklinisch symptomatisch werden (Katz
1995, Maldonado 2001). Atiologisch wird eine autwiomologisch vermittelte Reaktion
favorisiert, die gegen das basische Myelinprotencptet ist, eine Demyelinisierung nach
sich zieht und auf einem molekularen Mimikry bemifk@nn (Griffin 2001, Weissbricét al
2003). Im Liquor lasst sich haufig eine milde lyrogktare Pleozytose nachweisen, eine Ei-
weillerh6hung ist nicht obligat. Fur die Diagnodastg ist der klinische und zeitliche
Zusammenhang mit einer Masernvirusinfektion entisigmel (Weissbricret al. 2003). Die
akute postinfektiose Masernenzephalomyelitis g8t @ine ernste und gefahrliche Kompli-
kation. Sie ist mit einer Letalitat von 30 % undhei Defektheilungsrate von etwa 20 %
behaftet, die Verhaltensauffalligkeiten, mentalens€hrankungen, zerebrale Anfélle oder
Taubheit beinhalten kann (Schuster & Kreth 2001isdteichet al 2003).

Die measles inclusion body encephalitis ist einsohdere Enzephalitisform, die auf einer
direkten Invasion des zentralen Nervensystems emt asernvirus beruht. Sie manifestiert

sich klinisch nach einer Latenz von wenigen Wochenzu sechs Monaten bei Patienten
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unter massiver Immunsuppression und fuhrt in dgfeReasch zum Tod (Katz 1995, Schuster
& Kreth 2001).

Die subakute sklerosierende Panenzephalitis ist ai@hr seltene, persistente und
langsam progrediente Erkrankung des zentralen Neystems. Sie folgt einer Masernvirus-
infektion mit einer Latenz von 6—8 Jahren, die @ireg von 2—30 Jahren allerdings ist grof3.
Das Erkrankungsalter liegt damit durchschnittlichischen 9 und 13 Jahren, selbst junge
Erwachsene kdnnen betroffen sein. Seit der Einfithder Masernimpfung ist die Inzidenz
der SSPE deutlich gesunken, eine Inzidenz von Q000in einer ungeimpften Population
stellt dabei jedoch keine aulerordentliche Selténter Erkrankung dar. Der klinische
Verlauf weist eine hohe Variabilitat auf. Die Erkkaing manifestiert sich in Stadium | mit
einem  generalisierten  Nachlassen intellektueller istuagen.  Chorioretinitische
Veranderungen des Augenhintergrunds als Folge emmralnervosen Masernvirusinfektion
kénnen zu diesem Zeitpunkt mitunter schon beobaelgeden. Der Ubergang in das Stadium
Il ist nach Wochen oder Monaten durch das Auftreteeurologischer Symptome
gekennzeichnet. Fokale oder generalisierte rhyttimisviyoklonien mit einer Frequenz von
etwa 5-15/min sind ein charakteristisches Symptdag mit periodischen, hochvoltigen
Komplexen langsamer Wellen im Elektroenzephalograrden Radermecker-Komplexen,
korrespondiert. Dezerebration, Ausfélle essentiebirnstammfunktionen und vdlliger
Verlust kortikaler Aktivitaten sind Kennzeichen d&tadien Ill und IV. In 5 % der Félle
werden Spontanremissionen beobachtet, zwei Dd#elPatienten versterben in Stadium Il
etwa 3-5 Jahre nach Ausbruch der ersten Symptome. Merdachtsdiagnose kann
anamnestisch und klinisch gestellt werden, die élidg Diagnosesicherung sollte neben der
serologischen Untersuchung auf erhohter Titer nmaseisspezifischer IgM- und IgG-
Antikérper unbedingt den Nachweis der intrathekd@ddung masernvirusspezifischer 1gG-
Antikdrpern einschliel3en. Eine elektroenzephaldgisaghe Untersuchung kann wegweisend
sein. Eine spezifische Therapie gibt es nicht, oad die Masernschutzimpfung stellt eine
wirksame Pravention der Erkrankung dar (Katz 19@&|donado 2001, Schuster & Kreth
2001, Weissbriclet al. 2003).

37



1 Einleitung

1.3 Das Masernvirus

Das Masernvirus ist ein umhdilltes Virus mit einemhtsegmentierten, einzelstrangigen
RNA-Genom negativer Polaritat. Es ist Mitglied uNdmensgeber des GenMrbillivirus

und gehort damit der Ordnung ddononegaviralesder Familie deParamyxoviridaeund

der Unterfamilie deParamyxovirinaean, die erst vor einigen Jahren zusammen mit der
Unterfamilie derPneumovirinaeinnerhalb der Familie déParamyxoviridaeneu gegrindet
wurde (International Committee on Taxonomy of Ves2002).

Unter dem GenusVorbillivirus sind weitere, phylogenetisch mit dem Masernvirus
verwandte, ausschliel3lich tierpathogene Viren Kiagst: das Hundestaupevirus CDV, das
Delphinmorbillivirus DMV, das Seehundestaupeviril3vfdas Tummlermorbillivirus PMV,
das Peste-des-petits-ruminants-Virus PPRV und dadePpestvirus RPV. Eine besonders
enge Verwandtschaft besteht wohl zum Rinderpest{MicNeill 1976).

Das Masernviruspartikel ist ein pleomorphes Vinoit einer variablen Grof3e von 100—
300 nm. Seine Hille besteht aus einer Lipiddoppebt und den beiden viralen
Oberflachenproteinen. Das Hamagglutininproteireistglykosyliertes Transmembranprotein
vom Typ Il und von etwa 80 kda GroR3e, das in deushulle oder an der Zelloberflache als
Homotetramer vorliegt. Es bindet an den zellulaRsrzeptor und determiniert somit den
Tropismus des Masernvirus. Das Fusionsproteinimsgglykosyliertes Transmembranprotein
vom Typ | und von etwa 60 kda Grofl3e. Aus dem Vdegarotein i wird in die beiden
Untereinheiten F und F, gespalten, die einen Uber eine Disulfidbriicke wedenen
funktionellen Komplex bilden. Als Homotrimer ist gr Anwesenheit des H-Proteins fur die
Fusion der Virus- und der Wirtszellmembran ess#nthen der Innenseite der Virushille
stabilisiert das 37 kDa grol3e Matrixprotein M misi®s eines der beiden viralen
Oberflachenproteine und vermittelt die Vernetzurgn \Hille und Nukleokapsid. Dabei
scheinen auch Aktinfilamente eine Rolle zu spietka,von der infizierten Zelle stammen und
bei der Knospung im Viruspartikel verbleiben (Gnf2001, Horikami & Moyer 1995).

Die virale, nichtsegmentierte, einzelstrangige RNégativer Polaritat ist in einem
helikalen Ribonukleoprotein eingebettet. Das 60 gdal’e Nukleokapsidprotein bildet mit
der viralen RNA einen stabilen Komplex, schiitzt wi@ dem enzymatischen Abbau durch
zellulare Nukleasen und moduliert ihre Replikatiokin weiterer Bestandteil des
Ribonukleokapsidkomplexes ist das mit etwa 250 Rddl3te virale Protein, das Large-
Protein, das zusammen mit dem 70 kda grof3en Phpspbmm die viruseigene RNA-
abhéangige RNA-Polymerase bildet. Das C- und dasoteih sollen die Masernvirusrepli-
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kation regulieren und fir die Masernvirusvirulenzedasslich sein (Griffin 2001, Horikami
& Moyer 1995).

Das Genom umfasst innerhalb der 15.894 Nukleotelths Gene fur die Struktur-

proteine und eine nichttranslatierte Region vonaetivO00 Nukleotiden. Das Phospho-
proteingen kodiert fir das P-, das C- und das \tdtidGriffin 2001).
Die Adsorption des Virus an die Wirtszelle ist d@ste Schritt des Infektionszyklus. Das
Virus bindet dabei in der Regel spezifisch an ediuires Oberflachenmolekul, das flr
bestimmte Aufgaben und Funktionen im Wirtsorganismeerantwortlich ist. Fir das
Masernvirus konnten in der Vergangenheit zwei Q@enenmolekile als zellulare Rezep-
toren identifiziert werden: dasmembrane cofactor proteifMCP oder CD46) und das
signaling lymphocytic activation molecul8LAM oder CD150).

CD46 gehort zur Familie der Komplementrezeptored ish ein ubiquitar exprimiertes
Glykoprotein, das die autologe Komplementaktivigrueguliert und kérpereigene Zellen
schitzt, indem es die Komplementfaktoren C3b undd G#hdet und zur Inaktivierung
freigibt. Eine verminderte Expression von CD46 fidu einer erh6hten Empfindlichkeit und
Anfalligkeit der Zellen gegenulber einer komplementrittelten Lyse (Horikami & Moyer
1995, Liszewsket al. 1991, Oglesbt al. 1992, Lovelanckt al. 1993, Schnoret al. 1995).
CD46 wird ubiquitar auf allen humanen Korperzellemt Ausnahme der Erythrozyten
exprimiert (Coleet al. 1985). Das Ausmal} seiner Expression auf der Zsifidiche kann
innerhalb des Organismus, abhangig von der ZeBatir stark variieren (Ogaéd al. 1997,
Seyaet al. 1990). Beim Menschen werden durch Vererbung utetredtives SpleiRen haupt-
sachlich vier Isoformen exprimiert (Riley-Vargat al. 1994). Abbildung 3 bietet eine
schematische Darstellung der vier wesentlicherotsaén von humanem CDA46.

CD46 wurde 1993 als zellularer Rezeptor fur attertaiMasernvirusstamme beschrie-
ben und bestétigt (Dorigt al. 1993, Nanicheet al. 1993). Weitere Experimente zeigten
daraufhin, dass fur die Bindung des Hamagglutiratgons die beiden aul3eren CCP- bzw.
SCR-Domanen 1 und 2 ausreichen, wahrend die Konguithimdung tber die CCP- bzw.
SCR-Domanen 2-4 vermittelt wird (Buchhokt al. 1997, Casasnovast al. 1999,
Manchesteret al. 1995, Manchesteet al. 2000a). Jede der humanen Hauptisoformen von
CD46 kann als Rezeptormolekul fungieren (Gerbéeral. 1994, Manchesteet al. 1994,
Varior-Krishnanet al. 1994). Virulente Masernvirusstamme und klinischaskrnvirusisolate
vermodgen CD46 nicht oder nur in Ausnahmeféallengehr geringer Affinitat zu binden, rein
CD46-exprimierende Zellarten werden daher nichtr ode wenig effizient infiziert (Bartet
al. 1998, Buckland & Wild 1997, Erlenhoefet al. 2002, Hsuet al. 1998, Manchestest al.
2000b, Oneet al. 2001, Tanakat al 1998, Tatsuet al. 2000a). Das Ausmald der Expression
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von CD46 an der Oberflache von Wirtszellen kanrcduvlasernviren biphasisch moduliert
werden. Allein der Kontakt der Wirtszelle mit CD#6ieragierenden Masernvirusstammen
oder entsprechend infizierten Zellen fiuhrt zu eif@hen, die durch die Infektion der
Wirtszelle einsetzende Virusreplikation zu einedgiitigen Herabregulation von CD46 von
ihrer Oberflache (Bartet al. 1998, Schneider-Schaulies al. 1995a). Die Fahigkeit eines
Masernvirusstamms zur Herabregulation von CD46 ldadrei auf wenige Aminoséauren in
der Sequenz des Hamagglutininproteins reduziertieve(Bartzet al. 1996, Lecouturieet al.
1996, Hsuet al. 1998). Einem molekularen Magneten gleich dient €lbenfalls als
zellularer Rezeptor fur eine Reihe humanpathogEn@ager:Streptococcus pyogenédkada
et al. 1995), Neisseria gonorrhoea@ind meningitidis (Kallstrom et al. 1997), Humanes
Herpesvirus 6 (Santoret al. 1999), viele Adenoviren der Gruppen B und D (Gaggaal.
2003, Marttilaet al. 2005, Segermaet al. 2003) und uropathogeiiescherichia coli(Li et al.
2006).

N-Glykosylierung
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Abbildung 3 Schematische Darstellung der vier humaan Hauptisoformen von CD46

Schematische Darstellung der vier humanen Hauptiswn von CD46, die sich durch eine variable Exgioss
der juxtamembranaren, O-glykosylierten Doméanen 8iidP der zytoplasmatischen Enden CYT-1 oder -2 unter
scheiden (modifiziert nach Riley-Vargast al. 2004). Schematische Darstellung der vier humanen

Hauptisoformen von CD46
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SLAM hingegen ist ein immunmodulierendes Glykopimtelas der CD2-Untergruppe der
Immunglobulin-Superfamilie angehoért und konstituem der Oberflache unreifer Thymo-
zyten, T-Gedachtniszellen, einem Teil B-Lymphozytend von aus Monozyten generierten
dendritischen Zellen exprimiert wird (Cocks et &R95, Sidorenko & Clark 1993). Das
Expressionsniveau von SLAM ist bei der Untergrupgper T-Helfer-1-Zellen um ein
Vielfaches hoher als bei T-Helfer-2-Zellen (Hamaéai et al. 2000). Eine Induktion von
SLAM wird bei aktivierten B- und T-Lymphozyten, déntischen Zellen und Monozyten
beobachtet (Cocks et al. 1995, Minagawa et al. 2@0imoto et al. 2001, Polacino et al.
1996, Punnonen et al. 1997, Sidorenko & Clark 1998)AM wird in vier verschiedenen
Isoformen exprimiert: zwei membrangebundene Forment verschieden langer
zytoplasmatischer Domane sowie einer l6slichenaindr zytoplasmatischen Form (Cocks et
al. 1995). Stimulatorische Aktivitdt besitzen nelsr membrangebundenen auch l6sliche
Formen von SLAM (Punnonen et al. 1997). SLAM kamuthamit niedriger Affinitat als
Selbstligand fungieren (Mavaddat et al. 2000). Mdmsale, SLAM-spezifische Antikdrper
vermogen eine multimodale Aktivierung von B- und.ymphozyten auszulésen (Cocks et al.
1995, Sidorenko & Clark 1993). Eine schematischest@ung von SLAM ist in Abbildung

4 dargestellt.
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Abbildung 4 Schematische Darstellung der membrangeimdenen Form von SLAM

Schematische Darstellung der membrangebundenen ¥amr$LAM, das durch eine variable distale Doméane
V und eine konstante proximale Doméne C2 gekenhameicist. Das zytoplasmatische Ende mit den zwei
tyrosinhaltigen Motiven ITSM ist fur die intrazelfwe Signalibertragung notwendig (modifiziert nach

Sidorenko & Clark 2003)Schematische Darstellung der membrangebundenenwar8LAM
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1 Einleitung

CD150 aus der SLAM-Gruppe wurde erstmals 2000 elularer Rezeptor fir attenuierte
und virulente Masernvirusstamme beschrieben undiaimm darauf bestétigt (Erlenhoeéral.
2001, Hsuet al. 2001, Tatsueet al. 2000b). Es scheint niederaffin mit Impf- und hdéha
mit Wildtypstdmmen zu interagieren (Erlenhofgr al. 2002, Onoet al. 2001b). Fur die
Masernvirusbindung ist die aulRere, variable Domdressentiell (Ohneet al. 2003, Onoet

al. 2001a). Auch CD150 wird von der Oberflache dert§¥elle nach Kontakt oder Infektion
mit Masernviren herabreguliert (Erlenhoeétral. 2001, Tanakat al. 2002, Welsteaet al.
2004). Wegen seiner immunmodulierenden Funktion seider Interaktion mit Masernviren
wird SLAM eine bedeutende Rolle bei der masernimdiszierten Immunsuppression
zugeschrieben (Dhimaet al. 2004, Hahnet al. 2003, Hahnret al. 2004, Sidorenko & Clark
2003). Die biologische Bedeutung des immunmodutiéea Molekils SLAM wird umso
mehr bewusst, dass Mutationen oder Deletionen des KEunktion von SLAM
kontrollierenden = SLAM-assoziierten Proteins den wsmien Immundefekt des
lymphoproliferativen Syndroms verursachen (Nichedlal.2005).

Die Eintrittspforte fur Masernviren in den mensch&n Organismus bilden der obere und
untere Respirationstrakt, vermutlich auch die kokfivalen Schleimhaute. Uber einen noch
nicht in Ganze geklarten Pathomechanismus wirdMiasernvirus Uber infizierte mukosale
Makrophagen und dendritische Zellen in die lokalairainierenden Lymphknoten
transportiert. Von hier aus breitet sich das Viruginer ersten VirAmiephase in das gesamte
retikuloendotheliale System, hier besonders in eveilLymphknoten und die Milz, und den
Ubrigen Respirationstrakt aus. Im lymphatischen &mwnd an den epithelialen Oberflachen
des Respirationstrakts entstehen Warthin-FinkeKidien, Riesenzellen mit eosinophilen,
zytoplasmatischen Einschlusskdrperchen. In eineeitew VirAmiephase breitet sich das
Virus nun endgulltig systemisch aus und befallt Hadchleimhaute, Lunge,
Gastrointestinaltrakt, Leber, Nieren und Harnbld3as Virus repliziert dort vorwiegend in
Endothelzellen, Epithelzellen oder Monozyten. Biméziindungsreaktion mit Vasodilatation,
Permeabilitatserhohung und Odembildung, mononuklirfitration und Infektion des um-
gebenden Gewebes ist die Folge (Griffin 2001, K&35, Weissbriclet al. 2003).

Die Symptome der Prodromalphase werden durch dseemsysche Infektion und die
Zerstorung der epidermalen Schutzschicht der nasgpgealen und tracheobronchialen
Schleimhaute gekennzeichnet. Die apikale Freisgtzeplizierter Masernviren férdert deren
weitere epitheliale Ausbreitung und fuhrt zu eiregfizienten Infektiositat des Patienten
(Weissbrichet al. 2003).
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1 Einleitung

Histopathologisch scheint die initiale Infektionnvdermalen, kapillaren Endothelzellen bei
der Entstehung des charakteristischen makulopagulBxanthems die entscheidende Rolle
zu spielen. Einzelne Berichte gehen von der Auslbngi der Infektion auf epidermale
Keratinozyten aus (Griffin 2001, Takahasbki al. 1996). Eher scheint jedoch eine
Uberempfindlichkeitsreaktion vom verzogerten Typneei perikapillare zytotoxische
Entziindungsreaktion auszulosen, die zur Odembilduripithelzellnekrose und
mononuklearer Infiltration und damit zu den typischEffloreszenzen fiuhrt (Kimuret al.
1975, Weissbriclet al. 2003).

Die pathogenetischen Faktoren fur die Entstehungohegischer Komplikationen sind
noch weitgehend unbekannt. Ursachlich fur die Ehtstg der akuten postinfektiosen
Masernenzephalomyelitis wird eine autoimmunologigelmittelte Reaktion favorisiert, die
gegen das basische Myelinprotein gerichtet iste €emyelinisierung nach sich zieht und
maoglicherweise auf einem molekularen Mimikry bergkriffin 2001, Weissbrichet al.
2003). Die neuropathologische Begutachtung beimdeasles inclusion body encephalitis
zeigt eine massive Ansammlung eosinophiler, aus |édkdapsid bestehender
Einschlusskorperchen in Neuronen und glialen Zellarrch eine fehlerhafte Replikation und
Mutationen im Masernvirusgenom werden keine konbgtetund damit infektiosen
Masernviruspartikel vervielfaltigt. Die intrazeraebe Ausbreitung der Ribonukleo-
proteinkomplexe wird durch mogliche interzelluldriékrofusionen erklart (Weissbricht al.
2003). Bei der subakuten sklerosierenden Panenitéphard neuropathologisch eine diffuse
Enzephalitis der grauen und weiRen Substanz vandefu Endothelzellen, Neurone,
Astrozyten, Oligodendrozyten und mikrogliale Zellebheherbergen dabei grol3e
Nukleokapsideinschliisse. Der pathogenetische Abd@eser progredienten Erkrankung ist
trotz intensiver Bemihungen noch weitgehend unba@kdtine defiziente Masernvirusrepli-
kation sowie eine Immunantwort scheinen zu einegdamen interneuronalen Ausbreitung
von Masernvirusproteinen zu fuhren, die nicht vomem speziellen neurotropen
Masernvirusstamm, sondern von einem an sich nomaléldtypstamm stammen (Griffin
2001, Weissbriclet al. 2003).
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1 Einleitung

1.4 Aufgabenstellung und Ziel der Arbeit

Mit den bislang vorhandenen Mdglichkeiten ist dagltile Myelom auch nach deutlichen
Fortschritten in der Therapie eine meist unheilldardeankung. Vor diesem Hintergrund ist
die Suche nach neuen therapeutischen Optionen omd such das ErschlieBen neuer
Kombinationsmaoglichkeiten auf dem Weg, eine mégiiclangfristige Krankheitskontrolle
bzw. langanhaltende oder dauerhafte krankheitsZeié fir den betroffenen Patienten zu
erreichen, eine essentielle Voraussetzung. Im Zligeer Bemihungen erscheint u.a. der
Ansatz, maligne Plasmazellen spezifisch mit onksedyten Viren zu infizieren und
eliminieren, vielversprechend.

Das Ziel dieser Arbeit besteht darin, basierentl dem attenuierten Edmonston B
Masernvirusstamm, ein neues rekombinantes pseud®itps Masernvirus zu klonieren, das
selektiv primare MM Zellen infiziert und abt6tehdem ein mutiertes H- Protein verwendet
wird, das nicht mehr zur Interaktion mit den natimn Rezeptoren CD46 oder CD150 in der
Lage ist und das zusétzlich mit einem single chaitikdrper verbunden ist, scFvWue, der
MM Zellen spezifisch bindet. Mit Hilfe eines etadfien Rescuesystems aus cDNA sollen in
vitro replikationskompetente Virionen erstellt wendund gepruft werden, in wie weit diese
vorgenommenen Verdnderungen die Fahigkeit zurieffien Replikation und Produktion
infektioser Viren in vitro beeinflussen. Zur funitiellen Testung des neuen rekombinanten
Virus MV-Wue, soll die Spezifitdt des Virus fur de malignen Zellen in
Infektionsexperimente unter Verwendung von primaMM Zellen gezeigt sowie der

Mechanismus der Ablation identifiziert werden.
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2 Material und Methoden

2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material
2.1.1 Zellen
Zelllinien

Die verwendeten Zelllinien waren im Labor von Dopp verfiigbar oder wurden vom Labor

von Steven J. Russell, Molecular Medicine Progritayo Clinic Rochester, zur Verfigung

gestellt.
Tabelle 5 Zelllinien
Zellinie Zelltyp Medium Herkunft
293-3-46 embryonale, humane DMEM mit 10% FCS |Radecke et al., 1995
Nierenzelllinie stabil mit mit 1,2 mg/ml G418
N- und P-Protein sowie
mit T7 RNA Polymerase
transfiziert
Vero His Fibroblastenzelllinie DMEM mit 10% Nakamura et al., 2005

(Niere) der afrikanischen FCS mit Penicillin
grinen Meerkatze und Streptomycin

(Cercopithecus aethiop)

U266 Multple Myelom Zelllinie RPMI mit 10% Nilsson et al., 1970
FCS mit Penicillin

und Streptomycin

CHO Epithelzelle (Ovar) des DMEM mit 5% FCS |Puck et al., 1958
Chinesischen Hamsters

(Cricetulus griseus)

CHO-CD46 Epithelzelle (Ovar) des DMEM mit 5% FCS | Dorig et al., 1993
Chinesischen Hamsters
(Cricetulus griseus)
transfiziert mit CD46

CHO-CD150 Epithelzelle (Ovar) des DMEM mit 5% FCS | Erlenhoefer et al., 2001
(synonym ist Chinesischen Hamsters
CHO-SLAM) (Cricetulus griseus)
transfiziert mit CD150
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NIH3T3 transfiziert mit CD40 L 50% F12 Medium und| Urashima et al., 1995
50% DMEM mit 10%
FCS, 1% L-Glutamin|
10 mmol/I
HEPES-Puffer,
15ug/ml Gentamycin
und 200ug/ml G418

Primare Zellen

Primare MM Zellen wurden aus Knochenmarkproben i Patienten isoliert, die im
Rahmen der erforderlichen Diagnostik gewonnen wur&eimare B-Zellen wurden aus dem
Blut freiwilliger Spender gewonnen. Einzelheiterr 2solation und Kultivierung siehe bei
Methoden.

2.1.2 Viren

Die in dieser Arbeit verwendeten Viren wurden ermtereselbst hergestellt bzw. wurden vom
Labor von Steven J. Russell, Molecular MedicinegPam, Mayo Clinic Rochester zur
Verfiigung gestellt. Beide rekombinanten Viren experen das Reportergen EGFP von einer
zusatzlichen Transkriptionseinheit, die vor der ikoehden Sequenz des viralen
Nukleokapsids lokalisiert ist (Duprest al.,1999)

Tabelle 6 Viren

Virus Verwendeter Rezepto | Anzucht auf Herkunft
MV-EGFP CD 46 und SLAM Vero Duprert al.,
1999
MV-Wue Ligand des Wue-1 Vero His Hummekt al.,
monoklonalen Ak 2009
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2.1.3 Zellkulturmedien und Zusatze

- RPMI 1640

- DMEM

- IMDM

- FKS

- Humanserum

- Penicillin/Streptomycin
- Glutamin

- Na-Pyruvat

- 11-6

-1L-4

- Cyclosporin A
- Geniticin-G418

Art.-Nr. 51800-043, Invitrogen, Ksnlihe, Deutschland
Art.-Nr. 31885-023, Invitrogen, KarlsruheebDtschland
Art.-Nr. 31980-022, Invitrogen, KarlsrehDeutschland
Art.-Nr. 16000-044, Invitrogen, Karlsryh2eutschland

gewonnen von freiwilligen Spendgemoolt

Art.-Nr. 15140-163, Inrogen, Karlsruhe Deutschland
Art.-Nr. A12221, Invitrogen, KarlsruhBeutschland
Art.-Nr. 11360-039, Invitrogen, Kartlke, Deutschland
Art.-Nr. 206-1L-010, R&D, MN, USA

Art.-Nr. 204-1L-010, R&D, MN, USA

Art.-Nr. C1832, Sigma-Aldrich, Deschland

Art.-Nr. 10131-027, Invitrogen, #s&ruhe, Deutschland

2.1.4 Chemikalien, Puffer und Losungen

Selbst erstellte Lésungen oder Puffer sind ohnetdkerangaben aufgelistet:

Ficoll- Paque

DMSO

Einfriermedium

6 fach Ladepuffer fur Gele

Ethidiumbromid 1%
Propidiumiodid
PBS

Trypanblau

Trypsin

Versene

Agarose

EDTA- Lésung
TAE- Puffer (50x%)

Art.-Nr. 17-1440-02, Amersham Biesces,
Uppsala, Schweden
Art.-Nr. A-994.1, Roth, Karlsruhe, Deutkid

10% FBS und 10% DMSO

Art.-Nr. RO611, MBI Fegntas

Art.-Nr. E2028, Sigma-Aldricii. Louis, MO, USA
Art.-Nr. P4170, Sigma-Aldrich, $buis, MO, USA
Art.-Nr. 10010-031, Invitrogen, Karlsruhe, Dsaftland
Art.-Nr. 15250-061, Invitrogen, Karlsayibeutschland
Art.-Nr. 25300-062, Invitrogen, Karlsrulgeutschland
Art.-Nr. 15040-033, Invitrogen, KarlsruBeutschland
Art.-Nr. 15510-027, Invitrogen, Karlsrubeutschland
Art.-Nr. 15575-020, Invitrogen, Kausre, Deutschland

242 g Tris- Base

57,1 ml Essigsaure

100 ml EDTA (0,5M, pH8)
Ad 11 H,0O
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Blockierpuffer
destilliertes Wasser

FACS-Puffer

EPES

Laemmli-Probenpuffer

Lysispuffer

PBS-T-Puffer

Proteingellaufpuffer

TAE-Puffer

TBS-Puffer

TBS-T-Puffer

Triton X-100 0,25 % (v/v)

Waschpuffer A

Western-Blot-Puffer |

Western-Blot-Puffer Il

Western-Blot-Puffer il

BSA (Fraktion V)

Essigsaure

Entwicklungs- und Fixierldsung

Ethanol absolut

(5 % (w/v) Magermilchpulver ad TBBPuffer)
Molekulare Innere Medizin,iurg, Deutschland

Odé%) (w/v) BSA, 0,02 % (w/v) Natriueé in 1.000 ml
PBS™)

(Art.-Nr. 9105.3), Roth, Karlsruhe, Deutsobla

7,0 ml Tris-HCI 4x mit pH 6 B0 g SDS, 3,0 ml
Glycerin, 1,2 mg Bromphenolblau, 2,0 fl
Mercaptoethanol, Aqua dest. ad 10 ml Endvolumen)

Neutralrotlédsung 1,6 % (w/v)

1,0 % (v/v) NP-40 Alternative, 125 mNaCl, 50 mM
HEPES, 1 mM EDTA sowie 1 Tablette Proteaseinhibitor
pro 50 ml Endvolumen ad Aqua dest. und pH 7,4)

0,05 % (v/iv) TWEEN® 20 ad PBS und )

3,03 % (w/v) Tris-Base, 14,4(%v) Glycin, 1,0 % (w/v)
SDS ad Aqua dest.)

2 M Tris, 0,57 % (v/v) Essigsaure, OJ6EDTA ad Aqua
dest. und pH 8,0)

25 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl ad Aqua tlesnd pH
7,4)

25 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 0,05 %/\() TWEEN®
20 ad Aqua dest. und pH 7,4)

2,5 ml Triton X-100 in@00 ml PBS’ oder PBS)

20 mM NapPO,, 20 mM NaHPQ ad Aqua dest. und pH
7,4)

0,3 M Tris-HCI, 20 % (v/v) Menol ad Aqua dest. und
pH 10,4)

0,025 M Tris-HCI, 20 % (v/W)ethanol ad Aqua dest. und
pH 7,4)

0,025 M Tris-HCI, 20 % (WvMethanol, 0,04 M
Aminocapronsaure ad Aqua dest. und pH 9,4)

Art.-Nr. 160069, ICN Biomedicaldikirch, Frankreich
Art.-Nr. A0820), AppliChem, Darmstditutschland
Kodak, Stuttgart,ubechland

Art.-Nr. A3693, AppliChem, Daraxdt, Deutschland
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Glutardialdehyd

(~50 % (v/v) in Wasser)
Magermilchpulver Instant
Methanol

Natriumazid
Natriumchlorid

Paraformaldehyd

Proteinstandard Kaleidoscope

Prestained Standards

Proteinstandardlésung 1,0 mg/ml

Salzsaure-Mal3lésung 1 M

Tris

2.1.5 Kits

Tag PCR Kit

Rapid Cloning Kit

QIAEX Il Gel Extraction Kit
QIAprep Spin Miniprep Kit
EndoFree Plasmid Maxi Kit
Fugene Transfection Kit
One Shot TOP 10

CD138 Micro Beads

CD33 Micro Beads

Mycoplasma Detection Kit

2.1.6 Antikorper

Art.-Nr. 4995.1), Carl Roth, Katdbke, Deutschland

Saliter, Obergiinzburg, 3enland
Art.-Nr. 106009, Merck, Darmstadt, Dettaod
Art.-Nr. S-2002, Sigma, Taufkirchereuischland
Art.-Nr. A2942, AppliChem, Darmsta®eutschland
Art.-Nr. A3813, AppliChem, Darmstdgkeutschland

Art.-Nr. 161-0324 -Raxl, Minchen, Deutschland

Art.-Nr. P-091ign®, Taufkirchen, Deutschland
Art.-Nr. A1434, AppliChddarmstadt, Deutschland

Art.-Nr. A1086, AppliChem, Darmstadt, Deuitand

Art.-Nr, E5000S, NEB, Ipswich, MA, USA
Art.-Nr. LIG1-1KT, Sigma-Aldrig, St. Louis, MO, USA
Art.-Nr. 20021, Qiagemiilden, Deutschlan
Art.-Nr. 27106. Qiagenjlélken, Deutschland
Art.-Nr. 12362, Qiagenlddn, Deutschlan
Art.-Nr. 04709691001, RadBasel, Schweiz
Art.-Nr. C4040-10, Invitrogen, RgisUK
Art.Nr. 130-051-301, MiltenyioBzch, Gladbach, Deutschland
Art.Nr. 130-045-501, Miltenyiddech, Gladbach, Deutschland
Art.Nr. 11296744001, RecBasel, Schweiz

Eine Ubersicht iber die monoklonalen Priméar- unéklonalen Sekundarantikorper zeigt

Tabelle 7 unter Angabe der Antigenspezifitdt, déonkezeichnung, der Zielspezies, der

Herkunftsspezies und des Isotyps. Einige diesegedisteten Antikbrper waren urspringlich

am Institut fur Virologie und Immunbiologie entwigl, kloniert und benannt worden.
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Tabelle 7 Antikorper
Antikérper Klon Zielmolekadl Zielspezies Herkunfs- Isotyp
(Art.-Nr.) (Herkunft) spezies
CD46 13/42 CD46 Mensch Maus IgG1
(Prof. J. Schneider-
Schaulies)
CD150 5C6 CD150 Mensch Maus lgG1
(SLAM) (Prof. J. Schneider-
Schaulies)
Affini Pure polyklonal Fc Anteil der | Maus Ziege F(ab)2
F(ab)2 (Jackson Maus schweren Fragment
Fragment ImmunoResearch) Kette des Maus
(115-096-008) 1gG
Wue-1 Balb-c/ Bislang noch  Mensch Maus IgG1
NSO-D Maus nicht identifi-
Hybridomzell-linie; Zierter Ligand
(Prof.Greiner,
Heidelberg)
CD33 3H1234 CD33 Mensch Maus 1gG1
(C2385-02K) | (Biomol)
CD138 B-B4 CD138 Mensch Maus lgG1
(ABIN (Antibodies online)
249226)
Annexin V aN5 Annexin V Mensch Maus IgG1
(ab14147) (Abcam)

2.1.7 Plastikware und Verbrauchsmaterial

0,5-/ 1,5-/ 2-ml Reaktionsgefalie

Eppendorf, Deldsch

5 ml/ 10 ml/ 25 ml/ 50 ml Pipetten Costar, Deutacicl

Sterilfilter
Zellschaber

Deckglaser

Durchflusszytometrierdhrchen

Einmalhandsc

huhe

Einmalskalpelle

Geltrager

Kamme verschiedener GrofRe

Millipore, Deutschland

Hartenstein, Wirzburg, Deutschland

Superior Marienfeld, Lauda-Konigshofeeutschland

Art.-Nr. REO3, Hasin, Wirzburg, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Zentrallager der Universitat Winzjyu

Molekulare Innere Medizin, Wirzburg, \&kiurg

Molekulare Innere Meg¥iirzburg,
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Kryokonservierungs-
réhrchen

Nitrozellulosetransfermembran

Pasteurpipetten

Pipettenspitzen
Rontgenfilme
Einmalkiivetten UVetfg

Whatman-Papier Typ GB002

Art.-Nr. 122 2XX, Greiner bio® Frickenhausen,
Deutschland

Protfad,45um, Schleicher & Schuell, Dassel,
Deutschland
Nalge Nunc, Wiesbaden, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Kodak, Stuttgart, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Art.-Nr. 013151, Schleich&chuell, Dassel,

Deutschland

Zellkulturflaschen Cellstal! mit Filter, GréRen 25 cfroder 50 ml (Art.-Nr. 690 175), 75 ém
oder 250 ml (Art.-Nr. 668 175), 175 cm2 oder 550(ftt.-Nr. 660 175) oder 175 croder
650 ml (Art.-Nr. 661 175), Greiner bio-one, Frickansen, Deutschland

Zellkulturplatten 6 Wells

Art.-Nr. 657 160, Greingio-one, Frickenhausen,

Deutschland

Zellkulturplatten Cost&r12 Wells  Art.-Nr. 3512, Corning, Corning, New YOt4SA

15-ml-Zentrifugenréhrchen

50-ml-Zentrifugenréhrchen

2.1.8 Gerate

Gelelektrophoresekammer
Lichtmikroskop
Neubauerzahlkammer
Sterilwerkbank

Vortexer

Wasserbader

Zentrifugen

Digitalkamera

Art.-Nr. 188 261, Greindio-one, Frickenhausen,
Deutschland
Art.-Nr. 227 261, Greindio-one, Frickenhausen,

Deutschland

Institutswerkstatt
Leitz
Marienfeld
Nuaire
GLW
GFL
Eppendorf, Hettich, Sorvall

Canon
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Analysewaage

Autoklav 23
BioPhotometer 6131
Blottingapparatur
Brutschrénke 33 und 37 °C
Durchflusszytometer
FACScari™ mit Software
Lysis 1™ und CellQuest’
Eismaschine AF30
Fluoreszenzmikroskop
Kihlschrank 4 °C

Magnetheizrihrer lkamag RCT
Mikrowellengerat

pH-Meter

Rotoren JA-10 und JA-20
Wippschttler

Standzentrifuge J2-MC
Standzentrifuge Rotixa KS
Thermal Cycler DNA 480
Tiefkuhltruhe —80 °C

Tiefkiihlschrank —20 °C
Tischzentrifuge Millifuge

\ortexer

Wasserbad

Sartorius, Géttingen, Deutschland

MELAG Medizintechnik, Berlin, Deutsemd
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Molekulare Innere Medizin, WireipuDeutschland
Heraeus, Hanau, Deutsdhla

Becton Dickinson, Heidelb&gutschland

Scotsman, Mailand, Italien

Aristoplan

Siemens, Munchen, Deutschland
Bauknecht, Schorndorf, Deutschland

IKA Labortechnik, SeayfDeutschland
Panasonic, Hamburg, Deutschland
Wiss.-Techn. Werkstatten, Weilheim, Dehlksod

Beckman Coulter, Krefeldu3chland
Edmund Buhler, Ttbingen, Deutschland

Beckman Coulter, Krefeld, tSelland

Hettich, Tuttlingen, Csailand

Perkin Elmer, Boston, Masemetts, USA
Revco, Asheville, North Canalj USA

Siemens, Minchen, Deutschlan
Bosch, Stuttgart, Deutschland

Millipore, Schwalbach, Deschland

GFL Gesellschatft fur Labortechnik, Bedsy,

Deutschland
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2.1.9 Nukleotide

Als Mono- und Oligonukleotide sowie als DNA-Stardtareitern fanden die folgenden
Substanzen und Produkte Verwendung:

dNTP Mixes 2 mM Art.-Nr. R0241, Fermentas, St. hd®ot, Deutschland
GeneRule™ 100 bp DNA Ladder Art.-Nr. SM0243, Fermentas,L8bn-Rot, Deutschland
GeneRule™ 1 kb DNA Ladder  Art.-Nr. SM0313, Fermentas, Stoh-Rot, Deutschland

Primerpaare fur scFv Wue-1 Sigma, Taufkirchen, Behland
Tabelle 8 Oligonukleotide
Bezeichnung 5-3" Sequenz

Wue-for GATATCCAGCTGA

Wue-rev GTGGCAGAGGAGG
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Alle verwendeten Zellen wurden in Brutschranken Bé&fC und 5% Co enthaltender,
wasserdampfgesattigter Luft kultiviert. Die verweteh Medien wurden mit
Natriumhydrogencarbonat gepuffert und mit Antitkat(Penicillin/ Streptomycin oder G418)

versetzt.

Bestimmung der Lebendzellzahl

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurde eine Vétddting mit Trypanblau durchgefuhrt.
Dazu wurden aus einer Zellsuspension 10 ul abgersanmumd mit 90 ul Trypanblaulésung
gemischt. 10 ul dieser Suspension wurden anscinicef3e eine Neubauerzahlkammer
gegeben. Lebende Zellen bleiben ungefarbt, wahteted Zellen den Farbstoff aufnehmen
konnen. Mit Hilfe des Lichtmikroskops wurde die Zaler ungefarbten (lebenden) Zellen
ermittelt. Die Gesamtzahl in der vorhandenen Suspan konnte mit Hilfe des
Kammerfaktors errechnet werden. Die Zellsuspensiorde anschlieRend entsprechend der

gewinschten Zellzahl verdinnt und eingesetzt.

Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Zur Kryokonservierung der vewendeten Zellen wurdenZellen zunachst abzentrifugiert (5
min, 1200 rpm). Das gewonnene Zellpellet wurdeaftdtn FCS resuspendiert und mit dem
gleichen Volumen Einfriermedium versetzt. Die Zellgurden zunachst fir eine Stunde bei
-20°C eingefroren und anschlieRend auf -80°C UbetfiRdharente Zellen wurden in einer
Konzentration von 7,5 x £is 1 x 10 Zellen pro Milliliter eingefroren, Suspensionseell
wurden dagegen in einer Konzentration von mindastex 16 pro Milliliter eingefroren.
Zum langfristigen Lagern wurden die Zellen in fligen Stickstoff Uberfuhrt.

Zur Rekultivierung wurden die Zellen schnell bei°@7im Wasserbad aufgetaut, mit

Uberschuss an Kulturmedium gewaschen und in frisdiiedium ausgesat.
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Mykoplasmentest

Alle verwendeten Zelllinien wurden regelmalig augkdplasmen getestet. Der Test wurde
gemal des Protokolls fir Mycoplasma Detection Ribche, (Bestell-Nr.: 11296744001)
durchgefihrt. Sobald eine Charge kontaminiert waurde diese verworfen und eine auf
Mykoplasmen negativ getestete Charge der gewlUnsch#dllinie fur die erforderlichen

Experimente benutzt.

Zellkultur adhéarenter Zelllinien

Adharente Vero-Zellen (African green monkey kidzllen) und Vero His-Zellen (African
green monkey kidney Zellen, die einen anti His- saggle chain Antikdrper exprimieren)
wurden in DMEM Medium mit 10% FCS und Penicillintrétomycin kultiviert. Nach der
Ausbildung konfluenter Zellrasen wurden die Zellemmal mit PBS gewaschen und
anschlieend mit Typsin abgelost. Zur weiteren iKiglitung wurden sie in frische
Zellkulturschalen in einer Verdinnung zwischen @i 1:10 in frischem Medium wieder
ausgesat.

Die Zelllinie 293-3-46 wurde in DMEM Medium mit 10%CS und Penicillin/ Streptomycin
kultiviert. Nach Erreichen der gewinschten Konfluevurden die Zellen mit 5 ml Versene
gewaschen und mit 1 ml Versene zur Ablésung gebrdie Zellen wurden in einer 1:15
Verdinnung wieder in Kulturflaschen ausgesat.

Die Zelllinien CHO parental (Chinese hamster ovarigellen), CHO-CD46 und CHO-
CD150 wurden in RPMI 1640 mit 10% FCS und 5 ml Bdm/ Streptomycin kultiviert.
Nach der Ausbildung konfluenter Zellrasen wurdea dellen einmal mit PBS gewaschen
und anschlieRend mit Trypsin abgeldst. Zur weitekeritivierung wurden sie in frische
Zellkulturschalen in einer Verdinnung zwischen arfgl 1:10 in frischem Medium wieder

ausgesat.

Zellkultur von Suspensionszelllinien

Die humane Multiple Myelom Zelllinie U266 wurde vater Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH in BraunscigyeDeutschland erworben. Die
wurde in RPMI 1640 mit 10% FCS und Penicillin/ $temycin kultiviert. Die Zellen

wurden ein bis zweimal wdchentlich fir 5 Minuteri BB0 g abzentrifugiert. Das Zellpellet
wurde in 10 ml frischem Medium resuspendiert und dellen in einer 1:5 bis 1:10

Verdunnung in neuen Zellkulturflaschen ausgesat.
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Zellkultur von primaren Multiplen Myelomzellen und primaren B- Zellen

Knochenmarkproben  wurden von  Plasmozytompatienterach n ausfihrlichem
Aufklarungsgesprach mit schriftlicher Einverstarsgmklarung bei Routineknochenmarkbiosp
sien, die im Rahmen der Therapie vorgesehen wagewonnen. Die nuklearen Zellen
wurden Uber eine Ficoll Gradientenzentrifugatioaliest. Primare MM Zellen wurden in
RPMI 1640 mit 20% nicht hitzeinaktiviertem FCS raitnl Glutamin, 5 ml Na-Pyruat, 5 ml
Penicillin/ Streptomycin und 4ng/ml 11-6 kultivierEine Passagierung erfolgte nicht.

Primare B-Zellen wurden in IMDM mit 10% gepooltemmnhanem Serum mit 4ng/ml 114

Ciclosporin A kultiviert.

Isolierung humaner primarer mononuklearer Zellen aus Vollblut oder

Knochenmark

Bei primaren mononuklearen Zellen aus Blut (penphblood mononuclear cells, PBMC)
oder Knochenmark handelt es sich um eine Mischatjounl aus T-, B-, NK-Zellen und
Monozyten. Blut oder Knochenmark wurden 1:1 mit PB&dunnt und 30 ml dieser
Suspension wurden auf 15 ml Ficoll Paque, das tseireieinem 50 ml Réhrchen vorgelegt
war, vorsichtig aufgeschichtet. Bei der anschlieléanDichtegradientenzentrifugation (30
min, 2 min Anlauf, 2 min Auslauf, 400 g, RT) wurddie enthaltenen zellularen Bestandteile
entsprechend ihrer unterschiedlichen Dichte auégetr Die entstandene Interphase wurde
abgenommen, in 50 ml Rohrchen Uberfuhrt. Anschhdl¥&folgten zwei Waschschritte mit
PBS mit und ohne EDTA- Zusatz (10 min, 300g, Rm.Anschlul3 erfolgte die Bestimmung
der Zellzahl und die Charakterisierung der PBMC+Rafon bzw. der mononuklearen

Zellen, die aus dem Knochenmark gewonnen wurdettelsiDurchflul3zytometrie.

Generierung von CD40 B Zellen

8x1Ccells PBMC wurden nach Isolierung tiber Ficoll-Padneeiner Kokultur mit der
adharenten Zelllinie NIH3T3 gehalten, die stabih deimanen CD40 Liganden exprimierte
und mit 96 Gy bestrahlt wurde. Der Kulturansatolgte in einer 6-well Platte mit 4 ml
IMDM Medium mit 10% gepooltem humanem Serum, 4ngirdl und 0,7ug/ml Ciclosporin
A. Die expandierenden Zellen wurden alle 3-4 Tageeine neue Kokultur mit frischem

Medium inklusive obig genannter Zusatze und frisccNéH3T3-Zellen ausplattiert.
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Isolierung primarer Myelomzellen und mononuklearer Vorlauferzellen

durch CD138 bzw. CD33 Beads

1 x 10 Zellen, die nach einer Ficoll Dichtezentrifugatians einem Knochenmarkbiopsat
eines Myelompatienten gewonnen wurden, wurden inul9RACS-Puffer (PBS mit 0,5%
BSA und 2 mM EDTA, 4°C) aufgenommen, mit gOCD 138 Beads versetzt, gemischt und
fir 15 min bei 4°C inkubiert. Danach erfolgte eira¥hschritt, wobei fiir je 1 x i@ellen 2

ml MACS-Puffer verwendet wurde. Die Suspension \euffidir 5 min bei 1200 rpm
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die &elin 500ul MACS- Puffer aufgenommen.
Diese Zellsuspension wurde auf eine in der entgmedén Magnetvorrichtung eingespannten
mit 5 ml MACS-Puffer aquilibrierten fiir dieses Kibrgesehene Saule (z.B. LS) gegeben.
Der Durchlauf, der den CD138 negativen Zellen eithp wurde zur spateren
Qualitatskontrolle mittels FACS asserviert. Nachiahaligem Waschen der Saule mit je 3 ml
MACS-Puffer, wurde diese aus dem Magneten entnomomeh mit 5 ml MACS-Puffer
durchgespiilt. Diese erhaltene Zellsuspension wiind® min bei 1200 rpm zentrifugiert und
die Zellzahl mit Trypanblau wie oben beschrieberstibent. Fir die Bestimmung der
Reinheit der isolierten primaren MM-Zellen wurdejeder Probe eine FACS-Farbung mittels
CD138 PE Antikdrpers sowie einer Isotypenkontrdilechgefuhrt.

Entsprechend diesem Vorgehen wurden auch CD33erzgéwonnen.

Durchflu3zytometrie (FACS)

Die DurchfluBzytometrie ist eine Methode, mit derschiedene optische Eigenschaften von
Zellen gleichzeitig quantifiziert werden koénnen. iZueinen kann ihre relative Grole
(Vorwartsstreulicht, FSC), zum anderen ihre Gramiéia bestimmt werden
(Seitwartsstreulicht, SSC). Die Granularitat deidlede gibt dabei Aufschlul3 Gber deren
interne Komplexitat. Weiterhin kdnnen spezifischieiofeszenzen und deren Intensitaten
gemessen werden. Die zu messenden Zellen werdeai dabeiner Tragerflissigkeit
aufgenommen und durch verschiedene Stromungen haltberdes Durchflul3zytometers
voneinander getrennt; dadurch kénnen sie einzekireem Laserstrahl vorbeigefiihrt werden.
Zellulare Proteine kbnnen intra- oder extrazellufdit spezifischen Antikérpern detektiert
werden. Die Antikdrper sind dazu mit Fluorochromenarkiert, die durch Licht
unterschiedlicher Wellenlange angeregt werden kdniabei wird die Energie zunachst
vom Fluorochrom absorbiert. Bei der spateren Abgdieser Energie wird Licht langerer
Wellenlange emittiert, das durch verschiedene Hiletektiert werden kann. Die gemessenen

Fluoreszenzintensitaten verhalten sich dabei ptmpal zur Anzahl der auf der Zelle
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gebundenen Fluorochrome. Zur Analyse der aufgenoram®aten werden die gemessenen
optischen Signale (Photonen) in elektrische Sigr{@pannungspulse) umgewandelt und
digitalisiert (Bioscience, 2004).

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Immumfaiszenzfarbungen wurden in einem
Becto-Dickinson FACS-ScaM und FACS-Calibd™ unter Verwendung der LysisH-
Software aufgenommen und mittels der CellquestvBo# " ausgewertet.

Es wurden fir eine FACS-Farbung ca. 250000 ZellenRarbung eingesetzt. Diese wurden
in einem Gesamtvolumen von 2Q0 mit den jeweiligen Antikérpern 30 min auf Eis
inkubiert. Die Antikorper wurden dabei in Verdingen eingesetzt, die den Angaben des
Herstellers entsprechen. Im Fall der vom Institmt\firologie hergestellten Antikdrper wurde
die optimale Konzentration durch Kontrollfarbundestgestellt. Nach der Inkubation wurden
die Ansatze mit FACS-Puffer gewaschen. Bei den Uidgbn, die einen Zweitantikorper
erforderten, wurde die erforderliche Menge des iKnpers in 20Qul eingesetzt, nochmals 30
min inkubiert und nochmals gewaschen. Pro Farbuaglen 20000 morphologisch intakte
und vitale Zellen aufgenommen. Zur Kontrolle dentdrgrundfarbung und Kompensation
bei Mehrfachfarbungen wurden entsprechende Isotiggaperfarbungen eingesetzt.

In der Tabelle 7 werden alle in dieser Arbeit vamdeten Antikdrper aufgefihrt und

eine Auswahl von wichtigen Eigenschaften genannt.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Bei der PCR wird vorhandene DNA oder aus RNA geveoien cDNA mit Hilfe von
Oligonukleotid- Primern amplifiziert. Eine PCR gliert sich in drei Schritte:

l. Denaturierung der doppelstrangigen DNA

Il. Anlagerung der Primer an die einzelstrangigen DNAnealing)

[l. Synthese der doppelstrangigen DNA zwischen dend?nirfElongation)
Nach einem initialen Denaturierungsschritt von sitden bei 94°C folgt der erste Zyklus der
dreistufigen Amplifikation. Im zweiten Schritt (Aealing) wird durch das Absenken der
Temperatur die Hybridisierung der im UberschuRR sadenen Primer an die einzelstrangige
DNA ermdglicht. AnschlieRend wird die Temperatunaart erhoht; dadurch beginnt die
Polymerase mit dem Einbau der freien Nukleotidesziven den Primern. Die entstehende
doppelstrangige DNA ist ein vollstandiges Duplikkr Ausgangs-DNA. Durch mehrfache
Wiederholung des Zyklus wird die Menge der DNA exgatiell vermehrt. AbschlieRend
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wird die Polymerase inaktiviert, das entstandersal&kt kann bis zur weiteren Verwendung
bei 4°C gelagert werden. Fir alle in dieser Arbeitchgefiihrten PCR’s wurde das Tag PCR
Kit Art.-Nr, E5000S, NEB, Ipswich, MA, USA gemé&a@siProtokolls verwendet.

Reaktionsbedingungen:

Amplifikation des scFvWue:

1. 94°C,5min
2. 94°C,45s
3. 60°C,45s
4. 72°C,60s

Die Amplifikationen erfolgte in 25 WiederholungererdSchritte 2. bis 4. Im Anschluf3
erfolgte die Auftragung auf ein Elektrophoreseglie Reinigung des Amplifikats wurde
gemal des Protokolls des Gelextraktionskits dufféinge(siehe Kits).

Abschlie3end erfolgte eine Sequenzierung. Es waordemit als korrekt bestimmter cDNA

weitergearbeitet.

Gelelektrophorese

Bei der Gelelektrophorese werden geladene Molekiénem elektrischen Feld aufgetrennt.
Die Auftrennung erfolgt je nach GroRRe des erwantdeodukts in Gelen mit verschiedenen
Agarosekonzentrationen. Zusatzlich wird dem GelldrUV-Licht fluoreszierende Farbstoff
Ethidiumbromid beigemischt, der in doppelstrangi¥A interkaliert. Im Anschlufd an die
Elektrophorese konnen die Fragmente unterschiemilidBroRe mit UV-Licht sichtbar
gemacht werden.

Die bei den verschiedenen PCR-Reaktionen entstand@rodukte wurden je nach Gréf3e in
1 bis 2% igen Agarosegelen aufgetrennt. Dazu wdielentsprechende Menge Agarose unter
Kochen in einer Mikrowelle in 50 bis 100 MilliliteFAE-Puffer geltst. Je nach Volumen
wurde dem Gel 5 bis 10 Mikroliter 1%ige Ethidiumimolosung zugegeben. Nach der
Polymerisation des Agarosegels wurdenl Sles PCR-Produkts mit dl 6 fach Probenpuffer
gemischt und in die Taschen des Gels pipettiert. Idantifizierung der Fragmentgrof3en
wurde auf jedes Gel zuséatzlich 5 Mikroliter einesrkrs mit definierten Fragmentgro3en
aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 100 \foit30-60 Minuten. AnschlieBend konnten
die Amplifikate durch UV-Licht sichtbar gemacht ubestimmt werden.
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Restriktionsenzymverdau

Restriktionsenzyme oder auch Endonukleasen, die BNAestimmten Sequenzen spezifisch
schneiden koénnen, sind Teil eines Systems, daseBaktdazu benutzen, um sich gegen
Fremd-DNA zu schitzen. Mit Hilfe dieser Enzyme enken und hydrolysieren sie fremde
DNA an einer Tetra- bis Oktanukleotidfolge, dieder Bakterien-DNA durch Methylierung
von Einzelbasen modifiert sein kann. Alle im Rahndeser Arbeit durchgefiihrten Ansatze
zum Restriktionsenzymverdau wurden in einem Gesalomtven von 15ul in 1,5 ml

Ependorffgefal3en angesetzt. Ein Ansatz beinhaltete:

gewinschte Menge an DNA
1,5l fur das Enzym bzw. die Enzymkombination geeignétaffer

0,5ul Enzym

P wbd PR

ad 15ul mit Wasser
Der Ansatz wurde fir mindestens eine Stunde beC 3 Wasserbad inkubiert. Im Anschlul
wurde dieser mit Ladepuffer im Verhaltnis 1:6 geshis und mit Hilfe einer

Gelelektrophorese analysiert.

Klonierung

Die Basis fur MV-Wue ist das rekombinante Virus YWY-EGFP, in dieser Arbeit
vereinfachend MV-EGFP genannt, das einen ORF flFFEGeinhaltet, die natlrlichen MV-
Rezeptoren CD46 und CD150 erkennt und leicht aub ¥Yellen propagiert werden kann, die
CD46 exprimieren. Die cDNA fir scFvWue (Micromet,iNthen, Deutschland) wurde
mittels PCR amplifiziert. Sfil/Notl-Fragmente diss&enabschnittes wurden in-frame in den
pTNH6aa Shuttle Vektor eingeflgt, der Alaninsulbsiinen an den Aminosaureresten 481
und 533 des H-Proteins enthalt.

Teil des H-Proteins ist zudem ein His-tag (Hx6)s dée Interaktion von MV-Wue mit der
Zelllinie Vero-His ermdglicht, die einen scFv ariiis stabil exprimiert. Das Pacl/Spel

Fragment dieses Konstruktes wurde in die korresipomade Stelle von MV-EGFP eingeflgt.

Gelextraktion

Die Gelextraktion wurde gemaf’ des Herstellerprdtskies QIAEX Il Gel Extraction Kits

von Qiagen durchgefihrt.
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Transformation von Bakterien

Fur die Transformation von DNA wurden die die OieitSTOP 10 Bakterien von Invitrogen

gemal des Herstellerprotokolls verwendet.

Mini und Maxi-Preparation von DNA

Die Amplifikation von DNA wurde mit Hilfe der Bakteen Top 10 One Shot von Invitrogen
und den Mini- und Maxi-Prep Kits von Qiagen wurden@l3 der Herstellerprotokolle

durchgeflhrt.

2.2.1 Viruskultur

Rescue von MV-Wue

Um den Rescue von MV-Wue durchzufiihren, wurde dgste&h verwendet, das von
Nakamuraet al., 2005 in Nature Biotechnology beschrieben wurder#i wurden 293-3-46
Zellen (Radecket al.,1995) mit Plasmiden kotransfiziert, die das v@kenom des MV-Wue
und der Viruspolymerase L enthalten. Nach 48 Stuniddéubation bei 37°C wurden die
transfizierten 293-Zellen auf zuvor ausplattierterd/ His Zellen gegeben. Nach 3-5 Tagen
konnten kleine EGFP positive Fusionszonen beobaargeden, die die Infektion von Vero
His Zellen mit MV-Wue anzeigten. Diese Synzytienrden gepickt, mit 2x10Vero His
Zellen in einem 1,5 ml Eppendorf- Gefal? 2 Stunden3dy°C inkubiert und im Anschluf3
ausplattiert und kultiviert. Im Anschluf3 wurden Meusstocks wie nachfolgend beschrieben
erstelllt.

Der Rescue und die Propagierung von MV-EGFP wurgemall Radecket al., 1995
durchgeflnhrt.

Praparation von Virusstocks

Die in dieser Arbeit verwendeten Viren wurden adifi@enten Vero-Zellen bzw. Vero-His-
Zellen gezichtet. Die unterschiedliche Verwendurgy delllinien ist auf die Nutzung
verschiedener Rezeptoren der einzelnen Viren zacidhren.

Fiur die Produktion des rekombinanten MV-EGFP unsl i&/-Wue mit neu ausgerichteter
Spezifitat wurde ein konfluenter Verozellrasen @as 10 Zellen/ 550 ml Zellkulturflasche)
mit einer MOI (Multiplicity of Infektion) von 0,0linfiziert. Dazu wurde das vorhandene

Medium abgesaugt. Das entsprechende Volumen Vispsaigion wurde in 10 Milliliter
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MEM, ohne FBS pro Flasche aufgenommen und auf dadle@ pipettiert. Die
Zellkulturflaschen wurden dann fir eine Stunde 2@C auf einer Wippe inkubiert, bevor
das Virus-Inokulum wieder entfernt und durch friesstDMEM mit 5% FBS (20ml/Flasche)
ersetzt wurde. Die weitere Kultur erfolgte bei 37&bald 80 bis 90% der Zellen einen
zytopathischen Effekt (cytopathic effect, CPE) #aig wurde das Medium von den Zellen
entfernt und diese in 2 ml/Flasche PBS uUber Nacht-BO°C eingefroren. Nach dem
schnellen Wiederauftauen der Kulturen wurde derbhesene Zellrasen mit einem
Zellschaber gelost und die Suspension in 50ml Riagmrdiberfihrt. Um zellassoziiertes Virus
freizusetzen und Zelltrimmer zu entfernen, wurde 1fi Minuten bei 0°C und 1000 x g
zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde in Kryaréiten aliquotiert und bei — 80°C gelagert.
Parallel zur Anzucht der Viren wurden die nichtizidrten Zellen (Vero oder Vero His)
kultiviert und so prapariert wir fur die Praparatider Virusstocks beschrieben aufgearbeitet.

Diese Praparationen dienten als Mockkontrollen.

Bestimmung des Virustiters

Zur Bestimmung des Virustiters wurde die TGJQtissue culture infectious dose) bestimmit.
Diese gibt die Verdinnung einer virushaltigen Ldsan, die ausreicht, um 50% der Zellen
zu infizieren. Fur eine Endpunkttitration wurden

5 x 10 Vero bzw. Vero His Zellen pro well in einer 96-WPlatte ausgesat und iiber Nacht
kuliviert. Von den zu titrierenden Viruspraparagonwurde eine Verdinnungsreihe (1:10) in
RPMI ohne FBS hergestellt. Pro Verdinnungsstufe demir acht wells der 96-well
Zellkulturplatte mit jeweils 100 Mikroliter Virusvdinnung versetzt, die Zellen wurden
anschlie3end fir eine Stunde bei 37°C inkubierthiNdem Absaugen des Mediums wurde in
jedem well 100 Mikroliter RPMI 1640 mit 5% FFBS gdxn. Nach drei und finf Tagen
Kultur wurde lichtmikroskopisch die Anzahl der webestimmt, die einen CPE aufwiesen.
Anhand dieser Werte konnte die TGOnit Hilfe der Formeln nach Spearman und Kéarber
(Formel 1 und 2) (Karber, 1931; Spearman, 1908yd¥aret werden.
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logTCIDsg = Xp=1t »d-— d:p

Formel 1: Formel zur Bestimmung der 50% Endpunkttitration

Xp=1: dekadischer Logarithmus der hdchsten Verdiigastufe, bei der noch in allen Ansatzen ein CPE
sichtbar ist, d: dekadischer Logarithmus des Vendiagsfaktors, p: Anteil an CPE positiven wells pro
Verdinnungsstufe,

Zp: Summer aller p ab der Verdinnungsstufg-x und den p-Werten aller hoheren Verdinnungen mit
beobachtetem CPE. Berechnet wird der dekadischarltbmus der Verdiinnungsstufe, bei der 50% der #&asa

einen CPE aufweisen.
SE logrCIDso = Vd2Zp(1-p)/n-1

Formel 2: Formel zur Berechnung des Standardfehlerder TCID50
d: dekadischer Logarithmus der Verdinnungsstufé@npeil an CPE positiven wells pro Verdinnungsstufe

fur die Anzahl der wells pro Verdiinnungsstufe

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wird mitdBicinchoninsduretest durchgefuhrt.
Dieser Test nutzt die Reduktion von zweiwertigem eawertigem Kupfer durch die
Anwesenheit von Proteinen. Die einwertigen Kupfeeio werden dann durch
Bicinchoninsaure in violetten Komplexen gebundesred maximale Absorption bei 562 nm
liegt und gegenuber einer Proteinstandardlosungppietrisch gemessen werden kann. Dabei
verhalt sich der Absorptionsgrad direkt proportiona Proteinkonzentration.

Fur die Durchfihrung des Tests werdenub@er zu messenden Probe mit 2,0 ml einer
Verdinnung von 1:50 Kupfer-lI-Sulfat-Lésung in Brahoninsdure versetzt, gemischt, fur 30
min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert und anschheRauf Eis abgekihlt. In einer
Kunststoffklivette wird nun die Absorption bei 562n ngegeniber zwei Eichlésungen
photometrisch bestimmt Als Nullwert wird ein Ansatzt 50l PBS anstatt der zu messenden
Probe hergestellt. Von einer Proteinstandardlosaiginer definierten Proteinkonzentration
werden 1Qul in einem Ansatz photometrisch gemessen und al®rmge Eichwert verwendet.
Mit dem vorhandenen Photometer kénnen die entspretdn Parameter eingegeben und

automatisch die Proteinkonzentrationen in den Rrdiseechnet werden.
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Gelelektrophorese von Proteinen

Die Gelelektrophorese dient zur Auftrennung undkduazentrierung des durch Zelllysierung
erhaltenen Proteingemischs und damit als Grundfagealie anschlieende Western-Blot-
Analyse. Die 1970 beschriebene Methode der SDSaepliamidgelelektrophorese nutzt
hierbei verschiedene Besonderheiten (Laemmli 1%i@gebettet in eine Polacrylamidmatrix
werden die Proteine durch die Prasenz von Natriutecgsulfat zylindrisch aufgefaltet, von
einer negativ geladenen Hulle umgeben und elektngpisch nach ihrer linearen Grol3e
aufgetrennt. Die Verwendung eines diskontinuiedith Gelsystems erlaubt eine
Aufkonzentration verschiedener Proben an der Gremaschen einem Sammel- und einem
Trenngel, die sich durch verschiedene pH-Werteraadbteiden und in denen Glycinionen in
ungleichen Ladungszustéanden vorliegen.

Die eigentliche Gelelektrophorese von Proteinendwim einer Matrix mit einer
Konzentration von 10 % (w/v) Acryl-/Bisacrylamid mthgefihrt. Fir zwei mittelgrol3e
Trenngele von je knapp 16 ml Volumen werden folgerubstanzen und Reagentien
gemischt: 10,75 ml Acryl-/Bisacrylamid 30 % (w/N\§,0 ml Tris-HCI 1,5 M und pH 8,9,
12,75 ml Aqua dest. und 160 SDS 20 % (w/v). Mit Zugabe von 280 Ammoniumpersulfat
10 % (w/v) und 10ul TEMED wird die Polymerisation eingeleitet, dieefingelldsung
maoglichst blasenfrei bis auf etwa 4,5 cm unterttdb Glasplattenkanten einer mittleren Gel-
elektrophoreseapparatur gegossen und vorsichtigdotanol Uberschichtet und abgedichtet.
Der Abschluss der Polymerisation ist nach 30-60 p@nRaumtemperatur erreicht. Nun wird
das polymerisierte Trenngel grundlich von Butanafréit und mit dem Sammelgel
Uberschichtet, das aus folgenden Substanzen urgeR&n besteht: 1,25 ml Acryl-/Bisacryl-
amid 30 % (w/v), 1,25 ml Tris-HCI 1,0 M und pH 680 ml Aqua dest. und 50 SDS 20 %
(w/v). Mit Zugabe von 10QI Ammoniumpersulfat 10 % (w/v) und 10 TEMED wird erneut
die Polymerisation eingeleitet, ein Kamm fiir diefitagstaschen eingesetzt und 30 min beli
Raumtemperatur abgewartet.

Fur die weitere Vorbereitung wird die Gelelektropgseapparatur mit einfach kon-
zentriertem Proteingellaufpuffer gefillt und aucke dAuftragstaschen damit blasenfrei
ausgespult. Nun werden pro Auftragstascheug@er zu untersuchenden Proteinproben mit
Aqua dest. auf ein Volumen von 46 aufgefillt, mit 15ul Laemmli-Probenpuffer versetzt
und fur 5 min bei 95 °C aufgekocht. Sodann koénnen Alftragstaschen mit 10l des
Kaleidoskopproteinmarkers und 60 der Proben beladen werden, bevor an die Apparatur
eine Stromstéarke von 16 mA angelegt und fur etwdl®2h solange beibehalten wird, bis eine
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Ubersichtliche Verteilung der Proteinstandards Rukus auf das zu detektierende Protein

erreicht ist. Dieses Gel kann nun fur die Westelot-Bnalyse verwendet werden.

Western-Blot

Die durch die Polyacrylamidgelelektrophorese auégetten Proteine werden in einem
elektrischen Feld einer Blottingapparatur auf éiozellulosemembran transferiert. Dabei
wird von der unten liegenden Anode zur oben liegen&athode der Aufbau wir folgt
vorgenommen: drei mit Western-Blot-Puffer | getrnkagen Whatman-Papier, zwei mit
Western-Blot-Puffer Il getrankte Lagen Whatman-Bgpeine in Western-Blot-Puffer I
aquilibrierte Nitrozellulosemembran, gefolgt vom eafalls in Western-Blot-Puffer I
aquilibrierten Polyalcrylamidgel, vier mit WesteBtot-Puffer 111 getrankte Lagen Whatman-
Papier. Eventuell auftretende Luftblasen werden emer Glaspipette ausgerollt. Bei einer
Stromstéarke von 140 mA findet nun der Transfer (@min statt, eine erste Kontrolle ist
durch Sichtbarwerden der Markerbanden auf der délfolosemembran moglich.

Unspezifische Proteinbindungsstellen auf der Néhorsemembran werden nun in
einer Wanne auf einem Wippschattler mit 10—20 mbgbtanilchpulver enthaltenden Blockier-
puffers Gber 60 min bei Raumtemperatur oder UberthNaei 4 °C besetzt. Nach einem
Waschschritt von etwa 5 min mit 20 ml TBS-T-Pufieird die Nitrozellulosemembran mit
dem spezifisch bindenden Antikdrper in zuvor getiest Verdiinnungen, je nach Protein-
konzentration und Reinheit bei 1:40 und 1:400 Iregan 10 ml Blockierpuffer tiber Nacht
bei 4 °C schwenkend inkubiert. Am darauf folgen@ieg kann der Uberstand entfernt und die
Nitrozellulosemembran mit jeweils 20 ml PBS-T-Pufégnmal fir 10 min und dreimal fir 5
min bei Raumtemperatur gewaschen und geschwenkiewer

Zur Visualisierung der Bindungsstellen des Priméikénpers wird nun ein System aus
der Meerrettichperoxidase und einem Substrat, dashddie Enzymeinwirkung in eine
Photonen emittierende Substanz umgewandelt wirauDeird die Nitrozellulosemembran
mit einem 1:1.000 verdinnten, peroxidasekonjugieBekundarantikorper in 10 ml Blockier-
puffer Gber héchstens 60 min bei Raumtemperatuvackend inkubiert. Anschlie3end wird
die Transfermembran dreimal mit jeweils 20 ml TB®Aifer und einmal mit 20 ml TBS-
Puffer fur jeweils 5 min bei Raumtemperatur gewascand geschwenkt, bevor die Membran
kurz luftgetrocknet und die eigentliche Enzymreaftimit dem EC[Y-Reagenz gestartet
wird. Dazu werden die ECI'-Lésungen 1 und 2 in gleichen Teilen zu einem V@omon
etwa 5 ml gemischt und in einem kleinen Gefal3 fiirnein bei Raumtemperatur mit der

Nitrozellulosemembran in Verbindung gebracht. Naehzer Trocknungsphase wird der
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Nitrozellulosemembran ein lichtgeschitzter Rontgenéxponiert, der durch die emittierten
Photonen fur 10, 20, 30 oder 60 min geschwarzt.vArdschlielRend kann der Rontgenfilm
entwickelt, fixiert, gespult und analysiert werden.

2.2.4 Infektionen mit MV

Verschiedene stabil transfizierte CHO-Zelllinieimee MM Zelllinie, U266 sowie primare
MM Zellen standen zur Verfligung, um die Rezeptatbitgseigenschaften bzw. den Eintritt
unterschiedlicher Masernviren Uber verschiedeneperen zu untersuchen.

Die Zellen wurden in einer Konzentration von 3 x* IZellen pro well einer 24-well
Zellkulturplatte ausgesat und tUber Nacht kultivi€®as Zellkulturmedium wurde abgesaugt
und die Zellen mit 20Qu/well einer Viruspraparation in entsprechendemlkiggurmedium
ohne FBS infiziert (1 Stunde bei 37°C). Anschlieevurde die Virussuspension von den
Zellen entfernt, die Zellen einmal mit 1 ml/well BBRjewaschen und frisches Medium mit
10% FBS auf die Zellen gegeben (1 ml/well). Diel&elwurden fur 24 bis 72 Stunden
kultiviert. Zum Nachweis der Infektion, wurden diellen auf eine Expression von EGFP
durchflusszytometrisch untersucht.

2.2.5 Apoptosenachweis

In apoptotischen Zellen wird relativ frih im Apop&prozel3 das Membranphospholipid
Phosphatidylserin (PS) von der inneren zur au38edte der Plasmamembran transloziert.
Annexin V bindet an PS und somit an Zellen, die éX@onieren. Durch Kopplung von
Annexin V an ein Fluorochrom wie z.B. FITC kénnde dpoptotischen Zellen direkt in der
Durchflusszytometrie gemessen werden. Da auch tiggne Zellen PS exponieren, wird die
Annexin V-Farbung mit einer Propidiumiodid (PIl)-Bang kombiniert. Bei Verlust der
Membranintegritat als Zeichen von Nekrose bzw. ep@poptose kann Pl in die Zelle
eindringen. Das PI-Signal wird ebenfalls durchfaygemetrisch bestimmt. Anhand der
Farbungskombinationen lasst sich somit unterschezdéschen vitalen Zellen (Annexin V-
negativ, Pl-negativ), frihapoptotischen Zellen (&xin V-positiv, Pl-negativ) und
nekrotischen (bzw. spatapoptotischen) Zellen (Am¥xpositiv, Pl-positiv).

Zur Farbung mit einem Annexin V-Cy5 Antikorper uRdopidiumiodid (P1) wurden 5x%0
Zellen einmal mit PBS/10% FBS gewaschen, 15 minaiméer Lésung von Annexin V-Cy5
und Annexin Farbepuffer (10 mM Hepes/NaOH (pH 71400 mM NaCl, 5 mM CaG) bei
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Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend mit eirldsung von Pl (1ug/ml) unmittelbar

vor der Analyse mit Durchflul3zytometrie gefarbt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Bindungsmuster des monoklonalen murinen Antikorpéue-1

Als Voraussetzung dafir, dass maligne Plasmazalierch die genetisch modifizierten
Masernviren spezifisch erkannt und zerstort werkimen, ist eine spezifische Interaktion
des MV mit der Zielzelle erforderlich. In einer Agibvon Prof. Greiner (vormals Pathologie
Wirzburg, jetzt Gemeinschaftspraxis am Institut Péathologie und Zytologie des Klinikum
Deggendorf) zeigte sich ein spezifisches Binden desoklonalen Antikdrpers Wue-1 an
gesunde und maligne Plasmazellen. In Kooperation Fnof. Axel Greiner wurden im
Rahmen der aktuellen Arbeiten mit Wue-1 nochmalmimhistochemische Farbungen an
hamatologischen und nicht- hamatologischen Gewelngefertigt (siehe Tabelle 9 und 10)
sowie im Rahmen dieser Arbeit durchfluBzytometrgschnalysen (Abbildung 5) von
primaren Knochenmarkbiopsien von Myelompatienten rclogefiihrt. Sowohl die
immunhistochemischen als auch die durchflul3zytasatten Ergebnisse zeigten eine grolie
Spezifitat der Bindung von Wue-1 fir maligne Plageli@n. Neben der Bindung von Wue-1
an gesunde Plasmazellen und einer sehr leichte@ir®drkeit von sekretorischen Epithelien
konnte keine weitere Bindung beobachtet werden. iWikabelle 9 gezeigt, lie3en sich unter
den untersuchten hamatologischen Neoplasien ledigliejenigen gut mit Wue-1 anfarben,
die eine Plasmazelldifferenzierung besitzen, dadtipde Myelom und Zellen des M.
Waldenstrom.

Ein bemerkenswerter Aspekt bei der Auswertung demunhistochemischen und
durchfluRzytometrischen Analyse der Bindung von Wuést, dass alle untersuchten
Myelomproben den monoklonalen Antikérper bandembiwé@ngig davon, wie ausgepragt die
Patienten vorbehandelt waren, d.h. fir die Anfarkdiamit Wue-1 spielte es keine Rolle, ob
ein Patient noch vollig therapienaiv war oder abein Rezidiv nach Tandem-
Hochdosischemotheraie mit autologer Stammzelltdansgtion erlitten hatte. Diese
Eigenschaft zusammen mit der spezifischen homog&metung von Wue-1 auf priméren
Myelomproben lassen diese Interaktion als eine Wig@itere therapeutische Strategien

vielversprechende erscheinen.
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Tabelle 9 Ergebnisse der immunhistochemischen Farlmgen von hamatologischen

Proben mit Wue-1

Lymphom positiv/gesamt
Multiples Myelom/ Plasmozytom (50/51)
M. Waldenstrom (14/15)
diffus- grof3zell. B-Zell Lymphom (2/13)
follikulares Lymphom (0/23)
Mantelzelllymphom (0/10)
Burkitt Lymphom (0/5)
B-Zell Leukamie (B-CLL) (013)
M. Hodgkin (0/21)
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Tabelle 10 Ergebnisse der immunhistochemischen Fanbhgen von nicht-hamatologischen Proben

sowie normalem peripherem Blut und Plasmazellen mitVue-1

Gewebe Bindung von Wue-1

peripheres Blut / -

Plasmazellen +

Leber -

Niere B

Herz R

Muskel -

Haut -

Blase B

Ovarien -

Testis -

sekretorische Epithelien und
schwach

gastrointestinale Gewebe

Abbildung 5 Immunhistochemische Férbung primarer mdigner Plasmazellen durch Wue-1
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3.2 Expression der MV-Rezeptoren

Die Analyse des Expressionsmusters der naturlishénRezeptoren auf den Zielzellen, den
MM Zellen, erfolgte mittels FACS. Eine ExpressioonvCD 46 konnte sowohl bei CD138 +
Zellen, der heterogenen Gruppe der CD138- Zellemies@uf mit CD40L expandierten

gesunden B- Zellen gemessen werden. Die letztdhgaopalation trug wie zu erwarten auch
CD150 auf der Oberflache, wohingegen die priméared Mroben dieses Antigen nicht

exprimierten.

a MM1 MM2 B Zellen
E ’

=

[

b Wue PE j
=

g

3

N

. CD46 PE >
=

K

=

N

SLAM PE

Abbildung 6 FACS-Farbung mit Wue-1, CD46 und CD150zweier primarer MM Proben und
primérer CD40 L aktivierter B-Zellen
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3.3 Klonierung des rekombinanten MV-Wue

3.3.1 Klonierung des chiméren H-Proteins

Grundlage zur Herstellung des rekombinanten MV-Wdez, die spezifische Interaktion von
Wue-1 mit malignen Plasmazellen fir ein selektizgsennen der Myelomzellen ausnutzen
kann, war ein Masernvirus (MV-EGER das sich vom Vakzinenstamm Edmonston B
ableitet. Hierbei handelt es sich ebenfalls beramsein rekombinantes Virus, das erstens fur
EGFP kodiert, so dass infizierte Zellen unter U\¢Htigrin fluoreszieren bzw. dass eine gute
Detektierbarkeit im FACS mdoglich ist, zweitens é#aProtein beinhaltet, das so mutiert
wurde, dass ein Erkennen der natirlichen MV-Rezept€€D46 und CD150 nicht mehr
madglich ist und drittens eine kleine DNA-Sequensita¢, die fur ein His-tag kodiert, um die
Propagierung auf modifizierten Vero His Zellen egidhen zu kénnen, die einen anti-His
tag-single chain Antikérper exprimieren. MV-EGEMurde in einem nachfolgenden Schritt
so modifiziert, dass die cDNA flir einen single ch&ntikdrper, der basierend auf der
Sequenz von Wue-1 erstellt wurde (scFvWue, zur 0genig gestellt von Micromet,
Munchen), in frame an das Hemagglutinin (H) Protkianiert wurde. Hierzu wurden
zunachst PCR-Amplifikate eines von den Restriktsohsittstellen Sfi | und Not | flankierten
Fragmentes des scFvWue erstellt. Zudem wurde estriRionsverdau des mutierten H-
Proteins durchgefuhrt . Nach Ligation wurde dieses modifizierte H- PnotfHasWue)

als Plasmid-DNA innerhalb des Shuttlevektors pTNéd&aBakterien transformiert und ein
geeigneter Klon durch Kontrollverdau mit Sfi | uhibt | und nachfolgende Sequenzierung

ermittelt.
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3.3.2 Transfektionsexperimente mit dem chimaren H-Protein

Die erste funktionelle Uberprifung des neuen rekomiten H-Proteins erfolgte mittels
Transfektionsexperimenten. Hierbei wurden parer@d©-Zellen (CD46 und CD150/SLAM
negativ), CHO-Derivate, die entweder CD46 oder SLA®&kprimierten bzw. die
Myelomzelllinie U266 eingesetzt. Als zu tranfizieden DNA wurde fir jeden Ansatz immer
eine Plasmid-DNA verwendet, die fur das F- Prote#s MV kodiert, so dass mit dem additiv
ebenso wie nachfolgend beschriebenen H-Proteirefitisprechender Spezifitdt eine Fusion
von Zellen im Ansatz zustande kommen konnte. J& Aasatz wurde zusatzlich entweder
das H- Protein verwendet, das wie bei MV-EGFP Cbd@ SLAM erkennt oder eines, das
fur CD46 und SLAM blind ist und zuséatzlich mit desoaFvWue-1 single chain Antikorper
fusioniert wurde bei MV-Wue. Wie in Abb. 7 an de6EP-Expression zu sehen, konnte unter
Verwendung des H-Proteins des MV-EGFP eine starksioR all derjeniger Zelllinien
gesehen werden, die einen nattrlichen MV- Rezeptprimieren (CHO-CD46, CHO- SLAM
und U266). Im Gegensatz dazu konnten durch die alsfektion von F mit dem
modifizierten H-Protein des MV-Wue wie erwartet i Synzytien von CHO-CD46 und
CHO-SLAM gesehen werden. In der MM-Zelllinie U26@ie den monoklonalen Wue-1

bindet, konnte hingegen mit diesem Ansatz eineiefite Synzytienbildung gesehen werden.

CHO par. CHO CD46 CHO SLAM U266

o - - - -
o - - - .

Abbildung 7 Kotransfektionsexperimente mit nicht mutiertem und mutiertem H-Proteinen

Kotransfektionsexperimente mit dem nicht mutiette®rotein von MV-EGFP in der
oberen Reihe bzw. dem mutierten und mit scFvWuerdehenen rekombinanten
MV-Wue in der unteren Reihe mit den jeweiligedlideen CHO parental,
CHO-CD46, CHO-SLAM sowie U266.
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3.3.3 Klonierung des kompletten Genoms von MV-Wue

Uber einen Restriktionsverdau mit Pac | und Speuflde die fir HsWue kodierende
Plasmid-DNA in die Gesamt-cDNA (backbone) des Virkdoniert. Nach einem
Kontrollverdau mit Pacl/Spel sowie einer Kontrotjsenzierung konnte diese cDNA des
rekombinanten neu mittels Expression des scFv Wegermg maligne Plasmazellen

ausgerichteten MV-Wue zum Rescue eingesetzt werden.

Pacl Spel

— EGFP N P M F H L —

Pacl 481 533 Spe 1

I mutiertes H A A Y] seFv Wue-1 %

pTNHo6-Haa \ \l

Sfil His-tag NotI

Abbildung 8 Schematische Darstellung der vollstandjien cDNA von MV-Wue
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3.4 Rescue des MV-Wue

3.4.1 Anti-His-tag single chain Rezeptorexpression vomovdis Zellen

Die Herstellung vollstandiger replikationskompe&n¥irionen (Rescue) von MV-Wue aus
cDNA kann nur erfolgen, wenn fir dieses Virus spsibée Zellen zur Verfligung stehen. Da
MV-Wue zu keiner Interaktion mehr mit CD46- bzw. T30 exprimierenden Zellen fahig ist,
musste eine neue Zellinie erstellt werden, die éoe® neue Rezeptor-Ligand-Interaktion ein
Andocken und im weiteren Verlauf eine Infektion mit/-Wue ermdglicht. Hierzu wurde die
Vero-His Zellinie verwendet, die einen anti-His &ggle chain AntikérperoHis-scFv) stabil
exprimiert. Vor dem Einsatz fir den Rescue undatischlieRende Propagierung wurde eine
Kontrolle der Expression dedis-scFv im FACS durchgefuhrt. Hierzu wurde einebldéag
mittels eines HA- Antikorpers durchgefihrt. Es ktsneine homogene starke Expression des

aHis-scFv auf der Oberflache der Vero His Zellen gesen werden.

3.4.2 Transfektion von 293-3-46 Zellen und Overlay vorrd/Elis Zellen

Transfektion und Overlay erfolgten gemaf? der Besbhng im Abschnitt Methoden.
Der erfolgreiche Rescue zeigt, das MV-Wue in dage_st, vollstandig in Vero His Zellen zu

replizieren.

3.4.3 Propagierung von MV-Wue auf Vero His

Fur ein potentes onkolytisches Agens ist die effie Replikation in den Zielzellen eine
wichtige Voraussetzung fir dessen Einsatz. Um diagé zu beantworten, ob die
Replikationsfahigkeit und —effizienz des neuen rekmanten Virus, MV-Wue, durch die

genetischen Veranderungen negativ beeintrachtigiev) wurden Wachstumskurven erstellt,
in denen MV-EGFP mit parentalem H-Tropismus zu CD#&l CD150 mit MV-Wue

verglichen wurden. Da MV-Wue durch die Mutationem H-Protein nicht mehr in der Lage
ist, mit CD46 oder CD150 zu interagieren, wurdee€eifariante der herkémmlichen Vero—
Zelllinie zur Propagierung benutzt, die Vero Hidllige (siehe Material). Das Einfligen des
scFv Wue resultiert nicht in einer Reduktion desu¥ftiters von MV-Wue. Sowohl bei der

Messung des Titers der freien Viren als auch beidds zell-assoziierten Virus zeigten sich
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bei etwas reduzierter Kinetik mit MV- EGFP verghtiare Endtiter (10 TCID50/ml)
(Abbildung 9).

freies Virus zellassoznertes Virus
107 L

105 1o 105 T J——I_

105 _ Lo ‘}
1041 {' LE+ ‘}

10°T

H
-

LT

Virstiter (pfu/ml)

Virustiter (pfu/ml)

1027 r T 112-

H
H

Lo T

24 36 48 72 24 36 48 72

Stunden Stunden

Abbildung 9  Virustiter im Uberstand und zellassoziert von (a) MV-EGFP und (b) MV-Wue

3.5 Western Blot der H-Proteine von MV-EGFP und MV-Wue

Zur Kontrolle der Herstellung replikationskompetanVirionen von MV-Wue ist neben den

Methoden des Restriktionsverdaus und der Sequemgieauf DNA-Ebene die Kontrolle mit

Western Blot nach erfolgter Translation auf Pragbene wichtig. Nach erfolgter

Propagierung von MV-Wue auf Vero His Zellen wurde &xpression des scFv-Wue von
MV-Wue Virionen Uberprift. Abbildung 10 zeigt, dadas H-Protein des MV-Wue ein

deutlich hoheres Molekulargewicht als das von MVHECGhat. Nach der Behandlung mit der
Protease FXa wurde der scFv- Wue vom chiméren kelPrales MV-Wue abgeschnitten.

Das resultierende H-Protein hatte nach dieser Buvzgieder (nach unvollstandigem Verdau
nicht das gesamte aufgetragene Protein) dasselbéekiMargewicht wie das des

unmodifizierten MV-EGFP. Eine Behandlung der MV-B&WVirionen mit FXa hatte keinen

Effekt auf die Grél3e des unmodifizierten H-Glykaeins (Abbildung 10).
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Linie 1 2 3 4

Fxa Protease - + : +

modifiziertes H- Protein des ——> ([ W=

MV-Wue
) e W« unmodifiziertes
L J1 ] H- Protein
! (75 kDa)
MV-Wue MV-EGFP

Abbildung 10  Western Blot Analyse von H und H modiiziert mit scFvWue mit Fxa-Protease

3.6 Spezifische Infektion primarer Myelomzellen durcvMVue

Ein fur die Beurteilung der klinischen Anwendbatkeon onkolytischen Viren wichtiger
Aspekt ist deren Spezifitat der Infektion eineridieften Zielzelle. Die Zielzellen des MV-
Wue, primare MM-Zellen, wurden in den folgenden ektfonsversuchen frisch aus
Knochenmarkproben isoliert und sofort eingesetat. Identifikation der Zielzelle wurde die
Expression von Syndecan-1 (CD138) herangezogenT&inder isolierten primaren MM-
Zellen wurde zur Uberprifung der Bindung von Wuevkrwendet. Bei diesen
Infektionsversuchen wurde mit Hilfe von CD138 BedM#ACS- System, Miltenyi) eine
Aufreinigung der CD138+ Zellen durchgefuhrt. Alsgdéivkontrollen wurden zum einen die
CD138 Negativfraktion aus der Knochemarkprobe umech anderen primare CD40 Ligand

aktivierte B-Zellen, als unmittelbare Vorlauferegllder malignen Plasmazellen, eingesetzt.

CD138 - I
. CD138 + MM Zellen Fraktion der KM- Probe primire B Zellen

Zellzahl

4

EGFP
Abbildung 11  Spezifische Infektion primarer MM-Zellen durch MV-Wue
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In Abbildung 11 ist ein reprasentatives Infektioqseriment fur dieses Setting gezeigt. In der
Teilabbildung a ist nach Infektion mit MV-Wue eih@mogene Expression von EGFP der
primaren MM-Zellen (CD138+ Zellen) dargestellt. Hagen zeigen die Negativkontrollen,
die CD138 — Fraktion sowie die priméaren B-ZelleinkeEGFP Expression, demnach keine
Infektion mit MV-Wue.

Zur Bestatigung, dal3 die Spezifitat der InfektiaanvM-Zellen durch MV-Wue auf der
exklusiven Interaktion des scFvWue des modifizierkévon MV-Wue mit der malignen
Plasmazelle beruht, wurden die primaren MM-Zellen zusétzlichen Ansatzen vor der
Infektion mit MV-Wue mit dem Wue-1 monoklonalem Agidrper inkubiert. Der
antikorperhaltige Uberstand wurde nach 1 Stundehddreimaliges Waschen von den Zellen
entfernt. Abbildung 12 zeigt, dass die Expression £GFP, also die Infektion der priméren
MM-Zellen durch MV-Wue, unter dieser Antikorperbkade im Vergleich zur Probe mit
IgG-Kontrollantikbrper vorbehandelten MM-Zellen wa. 60% zurtickgegangen ist.

Im Rahmen dieser Versuche wurde die Infektion detzgllen mithilfe der Expression von
EGFP mittels FACS uberpruft. Lichtmikroskopisch3en sich keine wesentlichen Synzytien
nachweisen. Zusammenfassend kann man aus diesenrgapten schlie3en, dass MV-Wue

in der Lage ist, spezifisch priméare MM-Zellen ztireren.

a

= 45% 55%
E
=
P
N LJ
7 CD138 PE
//
/‘
b ohne Vorinkubation mit Wue-1 Antikdrper
A Jr
+ MV-Wue .50 Yol 50% ‘
—_— _:E . g
= =
~ =
EGFP EGIP

mit Vorinkubation mit Wue-1 Antikorper

L f .

[y]

80% 20%

Zellzahl
v

CDI138

FEGIP FAEP

Abbildung 12  Die Infektion von primaren MM-Zellen durch MV-Wue kann spezifisch durch Wue-1
MoAb geblockt werden.
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3.7 Propagierung von MV-Wue in primaren Myelomzellen

Eine gute Replikation von MV-Wue auf einer sehrzeytiblen Zelllinie mit zusatzlicher
Expression eines anti His-tag single chain Antiledsperlaubt lediglich eine Aussage uber die
Replikationseffizienz des rekombinanten Virus inesd#ir speziellen Situation. Einen
weiterfihrenden Beitrag zur funktionellen Evaluatiefert allerdings die Beantwortung der
Frage, ob MV-Wue auch in der Lage ist, in primakév-Zellen gut zu replizieren. Vor dem
Hintergrund, dass fur MM-Zellen die Fahigkeit zurVNReplikation beschrieben wurde,
erfolgte der Einsatz von Wue-1-bindenden/CD138mgaren MM-Zellen in den folgenden
Infektionsexperimenten. Ziel dieser Versuche ware@sen Vergleich der erzielbaren Titer
von MV-EGFP und MV-Wue in primaren MM-Zellen in Annd Abwesenheit von Wue-1
Antikorper durchzufuhren. Der zusatzliche Einsath Wue-1 Antikérper mit IgG-Kontrolle
erfolgte, um auch in dieser Situation zu zeigessdacht nur die Infektion sondern auch die
Produktion von Virus der spezifischen InterkatiaanvscFvWue-1 mit den primaren MM-
Zellen unterliegt. Wie in Abbildung 13 gezeigt, difiir MV-EGFP unabhéngig von der
Anwesenheit des Wue-1 Antikdrpers oder des IgG Kdlantikdrpers Uber die Zeit steigende
Virustiter zu beobachten. Im Vergleich dazu konmtengleichbar hohe Virustiter auch far
MV-Wue in den Ansatzen gemessen werden, in deneveeer kein Antikorper oder der IgG
Kontrollantikbrper eingesetzt wurde. In Anwesenlagis Wue-1 Antikdrpers hingegen zeigte
sich deutlich reduzierter MV-Wue Virustiter (Rediokt um ca. 80% nach 24 h bzw. um den
Faktor 100 nach 72 Stunden bei den Ansétzen, dié/dtastiter im Uberstand messen).
Zusammenfassend lasst sich somit festhalten, d&s¥/ie unter Verwendung von priméaren
MM-Zellen ahnliche Virustiter wie MV-EGFP produzieDie Produktion ist im Falle von
MV-Wue, wie zuvor fur die Infektion von MM-Zelleregeigt, spezifisch fir CD138+/ Wue-1

bindende Zellen.
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5 Virus im Uberstand |, zellassoziiertes Virus
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Abbildung 13  Spezifische Propagierung von MV-Wue aluprimaren MM-Zellen

3.8 MV-Wue reduziert spezifisch die Zellzahl CD138+/Wlebindender Zellen

aber nicht die myeloischer Zellen und myeloischregenitorzellen (CD33+)

Aufgrund des hohen Tropismus von MV fur Monozytemwbmyeloische Progenitoren wurde
im nachsten Schritt die Auswirkung von MV-Wue auésg Zellpopulation untersucht.
Definiert wurden die myeloischen Zellen fur dieser&uche durch die Expression von CD33,
als Read-out wurde die Zellzahl tber die Zeit nadtubation mit Mock, MV-EGFP und
MV- Wue bestimmt. In Abbildung 14 sind die Frequenzfir primare MM-Zellen im
Vergleich zu denen fir CD33+ Zellen 3,5 Tage nadtubation mit Mock, MV-EGFP und
MV-Wue dargestellt. Die MM-Zellen (CD138+) sowieedCD33+ Zellen wurden jeweils von
demselben Patienten durch Selektion mittels magpietr CD138 bzw. CD33 Beads (siehe
Material und Methoden) isoliert. Nach Inkubationt iiV-EGFP konnte unabhangig von der
Prasenz eines Antikodrpers eine starke Reduktiorzdiizahlen sowohl der CD138+ als auch
der CD33+ Zellen beobachtet werden. Eine Inkubatroh MV-Wue hingegen verringerte
spezifisch die Anzahl der CD138+ Zellen, die CDZ3Hen wiesen im Vergleich zur Mock-
Kontrolle keine signifikante Reduktion auf. Die Aesenheit des IgG-Kontrollantikdrpers
hatte keine Auswirkung auf die bestimmten Zellzahbeider getesteter Populationen. Im
Gegensatz hierzu konnte eine deutlich geringereuREsh der CD138+ Zellen nach
Inkubation mit MV-Wue in Anwesenheit des Wue-1 Autipers detektiert werden. In der
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weiterfuhrenden durchfluBzytometrischen Bestimmuiegy EGFP-Expression der mit den
Viren in Kontakt gebrachten Zellpopulationen (Abloihg 15) zeigte sich, dal3 die Zellen in
den Ansatzen EGFP exprimierten, in denen deutlg#iezahlreduktionen bestimmt werden
konnten, d.h. bei Verwendung von MV-EGFP in allemsAtzen und bei MV-Wue massiv im
Ansatz mit IgG-Kontrollantikdrper. In Kontrollexpgerenten zeigte sich keine signifikante

Zellreduktion anderer hamatopoetischer Zellen.

primire MM Zellen (CD138+) myeloide Progenitorzellen (CD33+)
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Abbildung 14 MV-Woue infiziert MM-Zellen spezifisch jedoch nicht CD33+ Zellen
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Abbildung 15 FACS Analyse der primaren MM-Zellen owie der primaren CD33+ Zellen aus Versuch
zu Abbildung 14
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3.9 Die mit MV-Wue spezifisch infizierten primaren MMeHen werden
apoptotisch

Wie in den oben gezeigten Ergebnissen zu seherginst Infektion durch MV-Wue von
primaren CD138+ MM-Zellen sowie auch eine Repliatidieses modifizierten Virus in
diesen Zellen méglich. Um das weitere Schicksaseatianfizierten Zellen zu untersuchen,
wurde mittels Farbungen mit Annexin V und Propidiodid (PI) nach Induktion von
Apoptose gesehen. Abbildung 16 zeigt ein repraseasaBeispiel (insgesamt = 5) einer
primaren Knochenmarkprobe eines MM-Patienten nmiéreanndhernd 100% Infiltration von
malignen Plasmazellen. 72 Stunden nach InfektionMid-Zellen konnte sowohl fur MV-
EGFP als auch fur MV-Wue die Induktion eines hoReozentsatzes Annexin V positiver und
Pl negativer EGFP exprimierender MM-Zellen gemessenden. Im Falle von MV-Wue
konnte der Prozentsatz apoptotischer Zellen naémlRibation der Zielzellen mit Wue-1
Antikdrper um im Mittel 80% (+/- 16%) gesenkt wendeDiese Reduktion wurde nicht bei
Verwendung von MV-EGFP beobachtet. Die Inkubatioit dem IgG-Kontrollantikdrper
erbrachte fur beide MV-Viren keine Unterschiededer Hohe an apoptotischen Zellen. Die
Ergebnisse der Annexin V-Farbungen ohne Antikon@@ngubation der MM-Zellen war
ahnlich denen, wenn die Inkubation mit IgG- Antiér erfolgt ist. Auf eine Darstellung wird
an dieser Stelle deshalb verzichtet.

Da in der FACS-Untersuchung Synzytien nach Infektiocht detektiert werden kénnen,
wurde auch bei diesen Versuchen mit Hilfe einestiokroskops nach diesen Formationen
gesucht. Jedoch auch in diesen Experimenten kolkeiaa Synzytien beobachtet werden.

In der Zusammenschau der Ergebnisse zeigt sich,diadnfektion der primaren MM-Zellen
mit MV-Wue nach Induktion von Apoptose in den iméidzen Zellen in einer massiven

Zellzahlreduktion der maligenen MM-Zellen in vitmaindet.
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Abbildung 16  Apoptosenachweis von MV-Wue infizierte primaren MM-Zellen
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4 DISKUSSION

In den letzten Jahren wurden insbesondere beirfeatieunter 65 Jahre mit Multiplem
Myelom gute Therapieerfolge erzielt. Insbesondere alitologe Stammzelltransplantation
aber auch die Einfihrung neuerer Substanzen wialidemid, Thalidomid oder Bortezomib
haben in verschiedenen Kombinationen zu deutlidtejgerten CR-Raten mit verbessertem
PFS und OS beigetragen. Letztendlich erscheinediekrankung jedoch nach wie vor in den
weit Uberwiegenden Fallen als nicht heilbar. Aus ldemplexitat der Pathogenese und den
Erfahrungen mit diesen Therapieverfahren lassem sinter anderem zwei wichtige
Erkenntnisse  ableiten. Zum einen scheinen Komlanatherapien besonders
vielversprechend zu sein und zum anderen erwesst miittlerweile die Eliminierung der
minimalen Resterkrankung (minimal residual dised4eD) vielmehr als das Erreichen einer
CR alleine als die hauptsachliche Herausforderamgéchsten Jahre.

Wie auch bei anderen Entitdten liegt der Fokus Hetwicklung auf Substanzen, die
maoglichst spezifisch die malignen Zellen eradizierelm Zuge dessen sind
immuntherapeutische Verfahren naturgemafld von besemd Interesse, die allerdings in
Ermangelung geeigneter therapeutisch ausnutzbakanigene auf den malignen PZ bislang
keinen Stellenwert in der MM-Therapie hatten. Irssivelere die Arbeiten von Prof. Greiner
mit der Entwicklung eines monoklonalen Antikorpevgue-1, der spezifisch gesunde und
maligne PZ erkennen kann, haben auf diesem Geédzich in den letzten Jahren zur
Entwicklung von Ansatzen gefuhrt, wie z.B. der sina@spezifischen Antikérpers durch
Honemannet al., die eine immuntherapeutische Strategie fir das MMder mdglich
erscheinen lassen. Eine spezifische Bindung von-Wuwaurde fir primare Proben von
Multiplem Myelom, Immunozytom und Lymphomen mit 8&iaazelldifferenzierung
beobachtet, unabhangig von den Vortherapien deerkan. Gesundes hamatopoetisches und
non-hamatopoetisches Gewebe mit Ausnahme von nemnfalasmazellen band nicht den
monoklonalen Antkérper Wue-1. Diese Daten zeigeassd mithilfe von Wue-1 die
Mdoglichkeit gegeben ist, Myelomzellen als Zielzelleu definieren, insbesondere im
Vergleich zu CD38, einem Glykoprotein, das breit h@matologischen Zellen exprimiert
wird, wie CD4, CD8 oder NK-Zellen, oder CD138 (Sgodn-1), das auch auf
Endothelzellen, Fibroblasten, Keratinozyten odermaden Hepatozyten exprimiert wird.
Zusatzlich wurde fir Wue-1 eine Proliferationsfdrdey von malignen Plasmazellinien in
vitro im Gegensatz zu nomalen Plasmazellen naclegeni Dies weist darauf hin, dass der
Ligand von Wue-1 auf MM-Zellen einen Wachstumsvorfér maligne Plasmazellen

vermittelt, der der Downregulation dieses Ligandemtgegenwirken kodnnte. Auch die
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Stabilitat der Wue-1 Bindung an die MM-Zellen, dien Patienten gewonnen wurden, die
bereits mehrfach mit verschiedenen Chemotherapigwoten inklusive autologer
Stammzelltransplantation behandelt wurden, zeiggsddiese spezifische Interaktion von
Wue-1 mit den malignen Plasmazellen nicht unter @ock einer Chemotherapie zu einer
Downregulation des Liganden fihrt.

Der erfolgreiche Einsatz von monoklonalen Antikgrpeim Rahmen der Therapie
hochmaligner Lymphome mit Rituximab oder auch deR1@CD3 BITE-Antikdrpers
(Blinatumomab/MT103) bei niedrigmalignen Lymphom@argouet al, 2008) oder ALL
(Topp et al, 2009) fuhrt in jungster Zeit die hervorragenddhiglichkeiten der
Immuntherapie vor Augen. Die Entwicklung von MT188gt u.a., dass eine moglichst enge
Kopplung der ,erkennenden Doméne* (V-Regionen des@D19 single chain Antikdrpers)
mit der ,Effektordoméane” (T-Zellen Uber anti-CD3 dken des bispezifischen BITE) zu einer
verbesserten Effektivitat des immuntherapeutisehesatzes fuhrt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese Verbindung yerkennen“ und ,Effektorfunktion”
im Sinne von spezifischer Lyse der definierten e mit der Konstruktion eines
rekombinanten replikationskompetenten Masernvimer;, die single chain Variante des
MoAb Wue-1 tragt, optimiert. Fir den Eliminationsthanismus der malignen Zielzellen ist
auf diese Weise keine weitere Rekrutierung von Kiien notwendig, die z.B. auch von
deren Verflugbarkeit in den jeweiligen Regionen @emorinfiltration abhangt. Zudem sind
im Rahmen des Einsatzes von BITE-Ak, wie dies flinddumomab gezeigt wurde, nur
Memory-T-Zellen nicht aber naive T-Zellen fur digde wirksam.

Der Masernvirusimpfstamm Edmonston B besitzt eiréh®& vorteilhafter Eigenschaften, die
ihn zu einem geeigneten Kandidaten machen, umlghorkolytisches Therapeutikum fir das
spezifische Abtdten von malignen Zellen zuzuschereider virale Zyklus des nativen und
der rekombinanten Masernviren erlaubt eine effigeReplikation und sie erreichen mit
unterschiedlicher Kinetik vergleichbar hohe Virtesti Zudem erfolgt eine effiziente Zytolyse
und Ausbreitung von Zellen zu Zelle, die die Vireon einer Immunantwort abschirmen
kann. Fur den Edmonston B Stamm ist zusatzlich rekombinantes System entwickelt
worden, das vielseitige genetische Modifikationelaubt, um Viren herzustellen, die fur
Tumorantigene spezifisch sind. Ein weiterer Vorigildie grol3e genetische Stabilitat und die
seltene Rekombination der modifizierten Viren anelh vielfachen Replikationszyklen, die
konstante  Verdnderungen ermoéglichen. Zum  gunstig&icherheitsprofil  des
Masernvirusimpfstammes Edmonston B gehdrt auchveidiigbarkeit eines mutierten zur

Interaktion mit den nattrlichen Masernvirusrezepto€D46 und CD150 nicht mehr fahigen
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H-Proteins in den rekombinanten Masernviren, wasutigewollte Infektion von Zellen und
Geweben, die nicht das Zielantigen exprimierenmegden |asst.

Deutliche Lucken im Verstandnis der Bedingungerteuwlenen der virale Tropismus flr
maligne Zellen optimiert werden kann, verhinderteamge gréf3ere Fortschritte in der
onkolytischen Virotherapie. In den letzten Jahreardegn jedoch grof3e Anstrengungen
unternommen, v.a. auch auf molekularen Level, dasahmenspiel von Viren und ihrer
Zielzellen zu beschreiben. So konnte gezeigt werdass neoplastische Zellen ein hohes
Potential besitzen, bereits von Natur aus onkaljsViren gut zu replizieren, wohingegen
nicht transformierte Zellen die Virusinfektion unr allem die Virusvermehrung besser
kontrollieren konnen. Zudem férderte die intensiiéntersuchung der natirlichen
onkolytischen Viren deren deutlich eingeschranktek&vitat und auch die dosislimitierende
Toxiziaten zutage, woraus sich die Notwendigkeit @ptimierung dieser Eigenschaften
ergab. Sowohl in Zusammenhang mit der Frage dekifitat als auch der Sicherheit steht
das Ziel, die Spezifitat eingesetzten onkolytisch@en fur die Tumorzellen zu optimieren.
Im Zuge der Tumorevolution haben verschiedene ¢t und epigenetische
Veranderungen zu einer fur die malignen Zellenigartigen Expression oder aber zu einer
Uberexpression von auch anderweitig vorhandenenrfl@bleenantigenen gefiihrt. Da die
Erkennung der Zelloberflache und der Eintritt dasu¥ der Schlissel fur eine produktive
virale Infektion sind, sollte die Etablierung eingpezifischen Interaktion von Virus und
maligner Zelle zu einer exklusiven Infektion dieskrren. Dieses Ziel wurde mit
modifizierten Masernviren (MV) erreicht. Wie oberwéhnt, bindet das MV wéhrend der
Infektion mit dem H- Protein an einen der beiderzéptoren, CD 46 oder SLAM. Nach
Anfugen von single chain Antikorpern z.B. gegen CEM®20 oder CD38 an das H- Protein
in Kombination mit der durch Mutationen im H- Priotausgeschaltenen Interaktion mit den
natirlichen Rezeptoren, konnte ein fir ein bestiesnmAntigen spezifisches rekombinantes
MV erstellt werden. Wichtig ist zudem, dass diesmagisch modifizierten MV auch nach
mehrfachen Runden der Replikation stabil sind uadhahen Titern amplifiziert werden
konnen.

Andere Ansatze unter Verwendung von Adenoviren gtimiien dem Virus nicht nur ein
spezifisches Binden an der Zielzelle sondern auds dusnutzen der zellularen
Transkriptionsmaschinerie oder bestimmter Promégorente, die spezifisch in Tumorzellen
aktiv sind. Des Weiteren kann eine tumorselektiviektion durch ein onkolytisches Virus
erreicht werden, indem die besonderen Bedingungan Tdimormikromilieus ausgenutzt
werden. So gibt es Ansatze, das F-Protein des Mxuseerdndern, dass es nur im Protease-

reichen Tumormikromilieu zu seiner aktiven Formzassiert werden kann.
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Neben onkolytischem Virus und der Zielzelle inklgsi Mikromilieu spielt auch das
Immunsystem fir die Virotherapie eine wichtige RolDnkolytische Viren aktivieren sowonhl
die angeborene als auch die erworbene Immunabw&ehen haben im Verlauf der Evolution
ein ausgekligeltes System entwickelt, wie sie a@ngegenen Viren zu einem frihen
Zeitpunkt der Infektion effektiv begegnen kodnnenied® Anwort im Rahmen der
angeborenen Immunabwehr wird in weiten Teilen ddrgh | Interferone getragen, die tber
die Transkriptionsverstarkung von interferonstiratten Genen (ISG) wie den MHC-
Molekulen antiviral wirsam werden. Mit der Entwiakly von Tumoren sinkt die Wirkung
von Interferon auf die maligne Zelle und die Exgres von wichtigen ISG’s geht
zunehmend verloren, so dass der Tumor z.B. dureh Rbwnregulation von MHC-
Molekulen fur das Immunsystem unsichtbar wird. Eimégliche Strategie, in diesem
Zusammenhang Tumorselektivitdt zu erreichen, istSklektion von besonders Interferon-
sensiblen Viren. Somit wird deren Replikation inr ddmgebung von gesunden Zellen
wirksam unterdrickt, wohingegen im Mikromilieu dermorzellen aufgrund der Defekte der
interferonbasierenden Abwehrfunktion eine Infektrodglich wird. Dal3 dieser Mechanismus
funktionieren kann, konnte anhand der Beispiele V&\Wxomavirus oder Influenzavirus
gezeigt werden. Weitere Ansatzpunkte fur eine Wetegidung zwischen Tumorzelle und
normaler Zelle beziglich der Virusinfektion bzweplikation sind die Eliminierung der PKR
(Doppelstrang-RNA abhangige Proteinkinase)- Intohitdes Virus oder Modifikation der
onkolytischen Viren dahingehend, dass diese nuteim zur Apoptose nicht mehr fahigen
malignen Zellen replizieren.

Die Funktion des Immunsystems zur Restriktion deplRation und Ausbreitung von
eindringenden Pathogenen ist fir Anwendung von lgtikohen Viren ein zweischneidiges
Schwert. Zum einen verhindern diese Funktionen e@ffektive Antitumorwirkung, zum
anderen jedoch kann die virale Stimulation des Imgyatems mit Aktivierung einer
Antitumorimmuntberwachung zu einer im Gegenteil d&slichen Wirkung fuhren.
Insbesondere die adaptive Immunabwehr kann naaygdming durch freie virale Partikel
oder zellassoziierte Viren Uber die Aktivierung vdiZellen sowie T-Zellen zu der
Produktion von antiviralen Antikérpern, Zytokinemvin CD8+ Zellen fiihren. Sowohl Daten
aus verschiedenen Mausmodellen als auch aus Pl&tsdien zeigen, dass die Anwesenheit
von neutralisierenden Antikdrpern durchaus mit dEmeichen einer ausreichend hohen
Menge an Virus und auch einem Therapieansprecheimbar ist. Die Absorption von Viren
durch Blutzellen oder Leberzellen sowie die kommataermittelte Zerstérung viraler
Partikel trAgt hingegen zur Reduktion der Virusgattbei, die an den malignen Zellen
ankommen. Insbesondere fir MV besteht das Proldass durch Vakzinierungsprogramme
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viele Patienten einen protektiven Antikorpertiter reutralisierenden Antikérper im Serum
aufweisen. Neuere Arbeiten zeigen hier allerdingésgrsprechende Ansétze, wie durch die
Anwendung von zellularen Tragern eine genugend Mdbege an MV zu malignen Zellen
gelangen kénnen.

Insbesondere die Beschaftigung mit den verschieddfiglichkeiten, die Hindernisse,
eine genugend grof3e Menge an viralen Partikelni@argewinschten Ort zu liefern, tGber
unterschiedliche Wege der Manipulation des Immuesys zu tUberwinden, hat zur Einsicht
geflhrt, dass ein onkolytisches Virus nicht nurrdas therapeutisch effektiv gelten kann,
wenn es alleine den Tumor eradiziert. Vielmehrdigt Erzeugung einer tumorspezifischen
Infektion mit gleichzeitiger lokalisierter Inflamrman ein wichtiger Bestandteil der
Antitumorantwort.

Im Rahmen der Diskussion potentieller Nebenwirkumgescheinen neben der Frage der
getesteten Spezifitdt in vitro auch die grundsétaiAuswahl des replikationskompetenten
Vektors und auch die Applikationsweise wichtige iheitsaspekte zu sein. Sowohl diese
Arbeit als auch andere préklinische sowie berditssche Studien (s.0.) wurden mit dem
Virusstamm, der in der Literatur mit Edmonston Bdiehnet wird, durchgefuihrt. Dies ist ein
1963 eingeflihrter ehemals verbreitet eingesetztévpfstamm, der bei insgesamt recht
guter Vertraglichkeit, insofern eine parallele Agption mit Immunglobulinen erfolgte, seine
Bedeutung mit der weiterfihrenden Attenuierung dBshwartz und spater des
Moratenstammes verlor. Die beiden letztgenanntefenruvergleichsweise weniger
Impfreaktionen hervor und bendtigen keine Immunglimlyabe. Angesichts der Tatsache,
dass die aktuell laufenden klinischen Studien séw@hlokaler Applikationsweise als auch
mit systemischer Anwendung mit diesem Edomstondn&t durchgefihrt werden und diese
Studien bislang nicht aufgrund einer inakzeptaflexizitdt abgebrochen wurden, kann von
einer auch in der Situation eines intravends mit -Rértikeln behandeltem
immunsupprimierten MM-Patienten guten Vertragliaghkausgegangen werden. Es ist
maoglich, dass im Falle einer erfolgreichen klinechPrifung bei einigen Patienten im
Rahmen einer kleinen Studie, vor Beginn einer aisigeten Testung die Diskussion Uber die
potentielle Anwendung und Prifung des Schwartz dderaten-Stammes gefuhrt werden
wird und die bislang zur Verfigung stehenden inovDaten mit dem Edmonston B Stamm
unter Verwendung dieser reproduziert werden musseneine ausreichende Grundlage fur
eine Risiko-Nutzen-Abwagung zu haben.

Abgesehen von der Ausnahme eines solitaren Plagomgyerscheint es zur systemischen
Applikation des onkolytischen MV bei Vorliegen esn®M keine sinnvolle Alternative zu

geben. In diesem Zusammenhang ist die DiskussionRade der angeborenen und der
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erworbenen Immunantwort des Patienten insbesonddésezug auf die Anti-Masernantwort
aber auch im Hinblick auf die Therapiesicherheiin@ten. Der Erfolg einer Virotherapie und
die Eradikation von Tumorzellen hdngen von einangl@xen Interaktion zwischen viraler
Replikation, Tumorzellwachstum sowie der angebaraemed erworbenen Immunabwehr ab.
Das ideale onkolytische Virus sollte sich raschrabenorselektiv in den malignen Zellen
ausbreiten und Strategien besitzen, bestimmte Imbwehrmechanismen zu umgehen. Drei
der wichtigsten Barrieren, die das Erreichen dexlZéilen durch das onkolytische MV
verhindern kénnten, sind zirkulierende antiviraletikorper, die unspezifische Aufnahme des
Virus durch Milz, Leber und andere nicht-malignew@be sowie der ineffektive Ubergang
des Virus aus den Blutgefaf3en in den Tumor. Eiengall guter Ansatz, diese Hindernisse
zu umgehen, ist die Verwendung von Zellen, die d&mgs zu den Tumormanifestationen
tragen. Im Zuge dessen wurden einige Zelltypen usikk T-Zellen, Monozyten,
mesenchymale Progenitorzellen und MM-Zellen seflistdiesen Zweck mit bereits recht
vielversprechendem Erfolg getestet. Wichtige Krgiey die bei der Auswahl der Zellsorte als
Virustrager bericksichtigt werden sollten, sind Z&ydibilitat fir eine Infektion mit dem
onkolytischen MV, die Protektion des Zell-Virus Kplaxes gegen die Antikorper-
vermittelte Neutralisation, das Tumorhoming odee #iahigkeit, Virusabkdmmlinge zum
Tumor zu bringen. Vorteilhaft fur die klinische Aewdung beim MM ist, Zellen zu
verwenden, die in grofRer Zahl erstellt werden kiannesbesondere durch den Einsatz von
Zelltragern erscheint eine die Antitumorwirkung vessernde Kombination aus Zelle und
Virus dem jeweilig alleinigen Einsatz Uberlegensein.

Neben den antiviralen Antikorpern erscheint dieedoogene antivirale Antwort ein weiteres
Hindernis zur Anwendung onkolytischer Viren zu se@bwohl diese bei Tumorzellen
oftmals beeintrachtigt ist, konnte sie dennoch nlexfiziente Verbreitung beeintrachtigen.
Eine Strategie, eine effektive IFN gestitzte Resktzu verhindern, wurde durch die
Inkorporation des Wildtypgens fur das P-Protein das Genom des Impfstammes
bewerkstelligt, das fur die IFN-antagonisierendeliMng bekannt ist.

Vor diesem Hintergrund und der spezifischen Binddag monoklonalen Antikdrpers Wue-1
an maligne Plasmazellen, wurde im Rahmen dieseeidA’in neuer rekombinanter MV
konstruiert, MV-Wue, indem eine H-Protein-Variante nicht mehr in der Lage ist, an die
natirlichen Masernvirusrezeptoren CD46 oder CD160binden, mit einem single-chain
Antikorper basierend auf dem Wue-1 Antikorper, werten wurde. MV-Wue konnte zu
ahnlich hohen Titern wie die nicht modifizierte MX&riante (MV-EGFP) in vitro sowohl auf
Vero-basierten Zelllinien als auch auf primaren MgHen propagiert werden. Letztere
wurden spezifisch infiziert und schliel3lich nachsieir Gber die Induktion von Apoptose
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eliminiert. Diese Beobachtungen zeigten sich wie Bindung des Wue-1 Antikorpers als
unabhangig von der Anzahl der Vortherapien odefTéerapiemodalitat, d.h. es spielte keine
Rolle, ob der Patient, aus dessen Knochenmark rmieapen Zellen isoliert wurden, eine
Tandem- Stammzelltransplantation oder aber themapie war. In wie weit eine
Herunterregulierung des potentiellen Wue-1 Antigeash Infektion der Zielzellen mit MV-
Wue zu beobachten ist, bleibt abzuwarten. Vor demterjrund obig beschriebener
Beobachtungen erscheint es zum jetzigen Zeitpunktirdest mdglich, dass dies nicht in
relevanter Weise erfolgt bzw. eine solche Downragoih eben just zum Zelluntergang
beitragen kdnnte.

Im Rahmen der bislang durchgefihrten Forschunggarbemit dem monoklonalen
Antikorper Wue-1 blieb das korrespondierende Amtigmentdeckt. Wie vor kurzem von
Leonard et al., 2008, gezeigt, kbnnen vor allem aefi ein Ziel ausgerichtete Viren
vernunftig auf der Grundlage ihrer funktionellerg&mschaften charakterisiert werden, ohne
dass notwendigerweise der zellulare Rezeptor ifilastt und definiert sein muf3. Vielmehr
sollte die Darstellung kohérenter funktioneller witro Daten die Basis fur eine
weiterfihrende Evaluation unerwtinschter Wirkunged auch des therapeutischen Potentials
in den nachfolgenden Experimenten von MV-Wue in igregten Tiermodellen sein.
Nichtsdestotrotz  sollten die konsistenten funktime zusammen mit den
immunhistochemischen Daten unter anderem auchrddeleit vor dem Hintergrund dessen,
dass sich das Expressionsmuster des putativen Waatigens von den bislang
beschriebenen CD-Antigenen unterscheidet und daduBgsmuster des Wue-1 Antikérpers
nicht mit dem bisher publizierter Antikérper in d@r Zelldifferenzierung normaler B-Zellen
oder Plasmazellen Ubereinstimmt, Grund genug s&&s, zu Wue-1 korrespondierende
Antigen zu identifizieren und zu charakterisierArbeiten zu Identifizierung, Klonierung und
funktionellen Charakterisierung des WUE-1 Antigengden unter anderem. von Dr. Sabine
Friedl aus der Arbeitsgruppe von Prof. Bargou dgettihrt. WUE-1 positive Zelllinien
wurden mittels Durchflu3zytometrie identifiziertieDweitere Charakterisierung des Antigens
mit biochemischen Standardmethoden wie Westerndlet Immunprazipitation (IP) schlug
jedoch fehl. Daher wurde versucht, das Antigen Idiite von Expressionsklonierung und
Immunselektion und dem monoklonalem anti-Wue-1 Kirpper aus einer cDNA
Expressionsbibliothek zu isolieren. Die isoliert&tone wurden sequenziert und mittels
Northern Blot und DuchfluBzytometrie analysiert. &sllte sich jedoch heraus, dass alle
Klone unspezifische DNA Fragmente trugen. Auch dulen Einsatz eines rekombinanten
chimaren T-Zell Rezeptor (TCR), der den single ch&iue-1 Antikorper beinhaltete, konnte
das Antigen durch Screening von MM cDNA Expressioitheken unter Verwendung von
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anti-Wue-1 TCR expremierenden Effektor (Jurkat)etein Kokultur mit WUE-1 Zielzellen
und Interferon (IFN)y ELISA Analyse nicht erreicht werden. Aus dieserbditen geht
hervor, dass das Wue-1-Antigen bislang nur rudidrecharakterisiert ist, z.T., da die
Methoden mit Western Blot und Immunprazipitatiorthi zielfhrend sind. Es erscheint
denkbar, dass dieses Antigen mdglicherweise eintofgpibeinhaltet, das von der
Konformation stark abhéngig ist, dass das Epitap mehr als einem Proteinanteil besteht
oder aber zusatzlich noch eine Kohlenhydratunteegiroder Kohlenhydratanteile besitzt. In
Anwendungen wie FACS oder immunhistochemischen urigen bindet der MoAb Wue-1
mit groRer Zuverlassigkeit gesunde und malignerdagllen, so lange die Zellen intakt sind.
Wue-1 ist niedrigaffin, sobald dieser in der Immégipitation oder dem Immunpanning
angewandt wird und zeigt sich im Western Blot g@hzlingeeignet. Dies konnte durch die
Zerstorung der Stelle des Wue-1 Antigens, die dundhe-1 erkannt wird wie z.B. im
Rahmen der Zelllysataufbereitung, der Isolierung des Proteins oder aber durch die
Denaturierung bei der Elektrophorese, erklart werd®e Bindung des Ak an sein Antigen
kann nicht durch Inkubation der Zellen mit Lektinenterbunden werden und wird nicht
durch die Behandlung der Wue-1 positiven Zellen Riiospholipase C, die GPI-Anker
entfernt, aufgehoben. Eine Behandlung von Seriepszn konnte die Bindung aufheben.

In Ubereinstimmung mit den bislang konsistenten kfiomellen Daten, die mit
unterschiedlichen Systemen (Wue-1/CD3 bispezifiséimikorper oder chiméarischer T-Zell-
Rezeptor) die spezifische Interaktion des MoAb Wueit seinem bislang noch nicht
identifizierten Antigen ausnutzen, zeigte sichaarficherweise keinerlei Diskrepanz zwischen
den erhobenen immunhistochemischen BindungsdatelVéie-1 und den durch MV-Wue
infizierten Zellpopulationen. So wurden z.B. prim&8&D33+ Zellen, die als sehr suszeptibel
fur eine Infektion mit MV beschrieben sind sowienpiire B-Zellen als Vorlauferzellen von
Plasmazellen in den Infektionsexperimenten als Ndgmtrollen eingesetzt und durch das
neue modifizierte Virus nicht infiziert. Da die geenz von Plasmazellen im peripheren Blut
gesunder Donoren sehr gering ist, wurden dieseeZalicht in den Versuchen eingesetzt.
Angesichts des aul3erst weitverbreiteten EinsateesAdti-CD20 monoklonalen Antikdrpers
Rituximab im Rahmen der Lymphomtherapie, die selirtgleriert wird, obwohl der Gabe
eine lang andauernde B-Zelldepletion folgt, soliter partielle B-Zelldefekt durch die
selektive Elimination der Plasmazellen nach dereGain MV-Wue jedoch keine relevanten
Toxizitatsprobleme erzeugen.

Ein Aspekt, der bei den Arbeiten mit dem neuen makoanten MV-Wue auffiel, ist die
Tatsache, dass sich in den Infektionsexperimentger Werwendung der primaren MM-
Zellen keine Synzytienbildung einstellte. Wie badaren hillentragenden Viren wird auch
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bei MV eine Infektion Uber die Fusion der Viruskeitit der Zellmembran vermittelt. Die
Initiierung dieser Fusion wird Uber die Bindung d¢¥-H Proteins an die Rezeptoren CD46
oder CD150 eingeleitet. Dies soll eine Konformasiémderung von H aber auch des F-
Proteins nach sich ziehen, im Zuge derer das hytmg Fusionspeptid in F exponiert wird
und in die Zellmembran der Zielzelle integriert dem kann. Die nachfolgende Expression
dieser Glykoproteine auf der Zelloberflache deiizieften Zelle vermittelt wiederum die
Fusion mit einer suszeptiblen Nachbarzelle, wadiedtlich zur Bildung von Synzytien mit
mehr als 50 Zielzellen fuhren kann. Dieser Mechans ist gegenwartig Gegenstand
fortlaufender Untersuchungen, insbesondere vor dtntergrund, dass mindestens drei
zytopathische Effekte bei MV-infizierten Zellen bbseben sind mit eben genannten
Riesenzellen, jedoch auch einzelnen runden oder gfiadelférmigen Zellen. Es wurde
bislang nicht abschlieBend geklart, was genau beiFdision passiert oder aber welchen
Einfluld der Zielzelltyp auf diesen Prozel3 hat. Hig Fusion von Paramyxoviren wichtig
werden die richtige Menge und auch das richtigen&nis von H und F auf den Zellen
erachtet sowie die laterale Membranmobilitat di¢deteine. In der Literatur sind replikative
MV-Infektionen in verschiedenen Zelltypen ohne Aiesbildung von Synzytien beschrieben,
so z.B. unter Ausbildung von Mikrofusionsporen. gondwird die Zytopathogenitat sowie
auch die Fusogenitat durch die Starke der Glykepmotteraktion, das M-Protein oder das
Ribonukleokapsid mit beeinflusst. Der Vergleich ddfusogenitat verschiedener
rekombinanter MV, die H-Proteine verschiedener M&hSme exprimierten, die
unterschiedliche zuséatzliche AS-Sequenzen enthielteeigte, dass hier ein offenbar
deutlicher Zusammenhang zwischen H-ProteinsequadzFusogenitat besteht. Auch in der
Arbeit von Johnston et al. aus der Arbeitsgruppe Roof. Sibylle Schneider-Schaulies zeigte
sich anhand rekombinanter MV, dass die Ausbreittomg Zelle zu Zelle keinesfalls mit dem
Vorliegen von Synzytien einhergehen muf3 und in Aesatzen, die praktisch frei von
Riesenzellen waren, konnten grof3e Mengen an idsdti Viruspartikeln gemessen werden.
Zudem konnte aus den durchgefuhrten ExperimenterSdelu3 gezogen werden, dass fur
den Zelltropismus als auch die Virusprozessierumifere virale Proteine aufer H und F
sowie auch zellspezifische Faktoren wichtig sind.

Ahnliche Beobachtungen wurden auch im Rahmen dikgegit gemacht, wobei ohne das
Vorliegen von Synzytien eine replikative Infektisan malignen MM-Zellen durch MV-Wue
gemessen wurden. Auch konnte die Induktion von Age® in diesen Zellen ohne
Riesenzellformation gesehen werden. Méglich isssdach unter Verwendung des Schwartz-
oder auch des Moraten-Stammes zur Erstellung vekonmbkinanten MV-Wue-Varianten bei
Infektion eine Riesenzellbildung einstellt. Angédg der beschriebenen Daten fur den auf
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dem Edmonstonstamm beruhenden MV-Wue ware diesenktkis allerdings zumindest
unter dem funktionellen Aspekt eher akademischeuiNa

Auf dem Weg zur Entwicklung einen neuen Therapiatres fur das MM unter Verwendung
eines neuen onkolytischen Virus ist nach der eréattpen funktionellen Testung von MV-
Wue auf suszeptiblen Zelllinien und den primaremlz&llen die Prifung in vivo mit
Tiermodellen vonnéten. Drei Tiermodelle, die biglann praklinischen Versuchen
Verwendung gefunden haben, verwenden Old World NMedv World Primaten sowie
Interferon alpha/beta Rezeptor Knockout CD 46 gjanse Mause. Allerdings erscheinen alle
fur die zu untersuchende Situation einer intravenf§&abe eines rekombinanten MV-
Impfstammes nicht gut geeignet, insbesondere gibih@ch kein Modell, das auch die
Verhéltnisse bei Multiplem Myelom zuséatzlich ableidkonnte. Vor diesem Hintergrund sind
in der Folge hierzu noch weitere Arbeiten notwendig

Hinsichtlich der drei aktuell laufenden klinisch&tudien (s.0.) an der Mayo Klinik in
Rochester gibt es bislang keine vorliegenden Patiiken. Laut Dr. Russell und Dr. Peng ist
der Verlauf aller drei Studien bislang zufriedefistel, wobei aktuell 20 Patienten mit
Ovarial-Ca mit sieben verschiedenen Dosislevelnabdalt wurden, zwei Patienten mit
Glioblastom und 7 Patienten mit Multiplem Myelom nden in die entsprechenden Studien
dieser Entitaten eingeschlossen. In Kirze ist mmere Verdffentlichung der Daten der
Ovarial-Ca Studie zu rechnen.

Die Virotherapie mit Masernviren hat sich in denzien Jahren als ein sicherer und
vielversprechender Ansatz zur Behandlung verschiexddeoplasien entwickelt. Die klinsche
Testung befindet sich noch in einer frihen Phaskambleibt bei klinischen Anwendungen
zu zeigen, dass die Therapieeffektivitat nicht tdierMal3en durch eine vorbestehende Anti-
MV Immunitat beeintrachtigt wird. Erfreulicherweiserscheinen laufende Bemuihungen
durch den Einsatz von Zelltragern oder von immupsegsiven Substanzen wie
Cyclophosphamid den potentiellen Limitationen gutlegegnen und versprechen ein gutes
Potential, diese Therapieoption nicht als Alten@atsondern als zuséatzliche wirkungsvolle

Kombinationsmdglichkeit zu entwickeln.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das Multiple Myelom ist trotz deutlicher Fortscheitin der Therapie meist eine unheilbare
Erkrankung, so dass der Erforschung neuer thengphat Optionen mit dem Ziel, eine
madglichst langfristige krankheitsfreie Zeit fur déetroffenen Patienten zu erreichen, eine
wichtige Bedeutung zukommt. Hierbei erweist sichr desatz, maligne Plasmazellen
spezifisch mit onkolytischen Viren zu infizieren curzu eliminieren, als zunehmend
vielversprechend.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein neues rekoml@saMasernvirus kloniert, das
selektiv primare MM-Zellen infiziert und abtotetidde Fahigkeit basiert auf der Verwendung
eines mutierten H-Proteins, das nicht mehr mitrggirlichen Rezeptoren CD46 oder CD150
interagiert und das zusatzlich mit einem singlercAatikorper (scFvWue) verknupft ist, der
MM-Zellen spezifisch bindet. Unter Verwendung eim¢ablierten Rescuesystems aus cDNA
konnten in vitro replikationskompetente Virionen nvaviV-Wue erstellt werden. Diese
vorgenommenen Veranderungen beeinflussten die kéihigur effizienten Replikation und
Produktion infektioser Viren in vitro nicht. Zur rlgtionellen Testung des neuen
rekombinanten Virus MV-Wue wurde die Spezifitdt degus fur primare maligne
Plasmazellen in Infektionsexperimenten gezeigt eodeér Mechanismus der Ablation als

Apoptose definiert.
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