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Zusammenfassung
Prognostische Bedeutung von Kollagen Typ VI beim Multiplen Myelom
Roseland, Jan

Die prognostische Bedeutung von Kollagen Typ VI (COLVI) ist aktuell Gegenstand vieler Studien. Aufgrund des
groflen Einflusses auf Tumorzellen kénnte COLVI dabei Ziel von neuen therapeutischen Medikamenten sein
und Auskunft Uber die Prognose eines Patienten geben, denn die Grundlagenforschung der vergangenen Jahre
hat gezeigt, dass dem Mikroumfeld einer Neoplasie eine groRe Bedeutung bei der Progression der Erkrankung
zukommt. Mit dieser Arbeit sollte eine prognostische Bedeutung von COLVI hinsichtlich des Gesamt- (OS) und
progressionsfreien Uberlebens (PFS) sowie hinsichtlich des Ansprechens auf die medikamentdse Therapie
beim Multiplen Myelom (MM) untersucht werden. Hierfir wurden die Knochenmarkstanzen von Patienten mit
bekanntem MM neu aufgearbeitet und als Gewebe-Microarray (TMA) mittels APAAP-Farbung mit einem Anti-
COLVI-Antikérper gefarbt. Die Proteinexpressionsdaten wurden mit 6ffentlich zuganglichen mRNA-Expressi-
onsdaten aus dem GEO verglichen. Die Studie wurde von der lokalen Ethik-Kommission der Arztekammer
Westfalen-Lippe und der Westfélischen-Wilhelms Universitat Minster (2016-654-f-S) am 16.12.2016 geneh-
migt und erfolgte in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki. Die statistische Auswertung der ver-
wendeten 99 Knochenmarkstanzen ergab jedoch keinen signifikanten Vorteil beztiglich des OS (5-Jahres-OS,
81,2 % vs. 69,0 % fiir hohe COLVI-Expression vs. niedrige COLVI-Expression, p = 0,052), keinen signifikanten
Vorteil beztiglich des PFS (5-Jahres-PFS, 39,9 % vs. 20,7 % fir hohe COLVI-Expression vs. niedrige COLVI-
Expression, p = 0,301) und kein signifikant verbessertes Ansprechen auf die Therapie (Induktionstherapie, 90,0
% vs. 88,2 % flir hohe COLVI-Expression vs. niedrige COLVI-Expression, p = 0,392 / Hochdosistherapie, 90,0
% vs. 93,4 % flir hohe COLVI-Expression vs. niedrige COLVI-Expression, p = 0,686) fiir Patienten mit niedriger
COLVI-Expression. Patienten mit niedriger COLVI-Expression hatten dabei allerdings signifikant seltener mo-
noklonales IgA (16,7 % vs. 33,3 %), haufiger monoklonales 1gG (53,8 % vs. 42,9 %) und haufiger ein Leicht-
kettenmyelom (29,5 % vs. 9,5 %) als solche mit hoher COLVI-Expression. Aufierdem hatten sie im Durchschnitt
eine signifikant erhdhte LDH-Konzentration bei Diagnosestellung (196,00 U/l vs. 162,00 U/l). Die Vermutung

einer Korrelation zwischen COLVI-Expression und Uberleben konnte somit nicht bestatigt werden.
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EINLEITUNG 1

1. EINLEITUNG

1.1. Multiples Myelom

Das Multiple Myelom (MM) ist ein niedrig malignes Lymphom der Non-Hodgkin-Lymphom
(NHL) B-Zell-Reihe und der zweithdufigste himatopoetische Tumor.(83, 96) Es ist vor al-
lem eine Erkrankung des dlteren Menschen (60. bis 70. Lebensjahr) und trifft dabei in etwa
doppelt so viele Minner wie Frauen.(123) Aufgrund der Entwicklung neuer Medikamente
konnte die Funfjahresiiberlebensrate sukzessive von 37 % (1971-1996) auf 66 % (2006-2010)
gesteigert werden.(123) Trotz all dieser Errungenschaften ist das MM jedoch eine fir die
meisten Patienten nach wie vor unheilbare Krankheit, da lediglich 10 % eine langjihrige Re-
mission erreichen.(96, 123) Neue Uberlegungen gehen daher seit einigen Jahren vermehrt
auf die Interaktion von Tumoren und Stroma (im Knochenmark (KM)) ein um moglicher-
weise neue oder verbesserte Angriffsmoglichkeiten fiir Medikamente zu finden und um
prognostische Aussagen genauer zu gestalten, so geschehen zum Beispiel bei der AML,(3)

einer ebenfalls im KM ansissigen himatopoetischen Neoplasie.

1.1.1. Pathophysiologie des Multiplen Myeloms

Die monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz (MGUS), eine Art Vorlaufer verschie-
dener himatopoetischer Krankheiten, kommt bei ca. 4 % der Kaukasier ab dem 50. Lebens-
jahr vor.(87) Ca. 1 % dieser MGUS gehen pro Jahr in ein MM iiber.(84) Das MM stellt das
neoplastische Gegenstiick zu Antikérper-produzierenden Plasmazellen dar, die das terminal
differenzierte Ende der B-Zell-Reihe darstellen.(123) Eine erste Verdnderung hin zu einer
maligne transformierten Zelle findet bereits wihrend der somatischen Rekombination (SR)
und somatischen Hypermutation (SHM) im Keimzentrum von Lymphknoten statt.(14, 17,
129) Mutationen der Schwer- und Leichtketten fithren dazu, dass funktionslose Antikérper
der Klassen IgG (ca. 50 %), IgA (ca. 25 %), IgD (ca. 1 %) oder inkomplette Antikrper (ca.
20 %, vor allem Leichtketten) entstehen.(80, 96) Dartiber hinaus kommt es bei ca. 60 % zu
einer mutationsbedingten Hyperdiploidie, welche sich vor allem in Trisomien der Chromo-
somen 3, 5, 7,9, 11, 15, 19 und 21 dufBlert.(12, 14) Bei den anderen ca. 40 % finden sich
dagegen hiufig Translokationen, die den Immunglobulin-Schwerkettengen-Locus (IgH) auf
Chromosom 14q32 betreffen. Zu den hidufigsten gehoren t(11;14), t(4;14), t(14;16), t(6;14)
und t(14;20).(12, 117)
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Da sich die funktionslosen Antikérper nicht gegen korpereigene Antigene richten, werden
die sie produzierenden Zellen nicht zerstort, sondern tiberleben den Ausmusterungsprozess.
Spitere Mutationen kénnen nun zu einer Uberaktivierung von Onkogenen und Deaktivie-
rung von Suppressorgenen fiihren. Hiufig auftretende Mutationen sind del(1p), del(13),
del(17p), RAS-Mutationen und Translokationen des MYC-Gens.(12) Infolge dieses Un-
gleichgewichts anti-apoptotischer und pro-apoptotischer Faktoren vermehrt sich diese Plas-
mazelle nun klonal ohne groen Widerstand und produziert hohe Mengen an funktionslosen
Antikérpern.(14, 100) Die transformierenden Vorginge finden dabei im KM statt, sodass
schlussendlich Myelomzellen (MMCs) entstehen.

Maligne Zellklone, die singuldr im KM (medullir) oder auflerhalb des KMs (extramedullir)
vorkommen, nennt man Plasmozytom. Treten auch im peripheren Blut maligne Zellklone

auf, so spricht man von einer Plasmazellleukimie, welche das Endstadium des MM dar-

stellt.(96, 100)

Grundsitzlich spricht man beim MM von einer klonalen Proliferation. Mit der Zeit entstehen
jedoch durch weitere Mutationen Subtypen des urspringlichen Klones, die mitunter sogar

die dlteren Ursprungszellen verdringen.(100)

Die Forschung der letzten Jahre zeigte, dass die Mutationen allein aber nicht immer gentigen,
um ein langes Uberleben der mutierten Zelle zu erméglichen.(14) Um sich dauerhaft im KM
anzusiedeln, gehen die Tumorzellen eine enge Beziehung mit dem Knochenmarkmikroum-
feld (BMM) ein.(80) Sie konkurrieren mit den normalen Plasmazellen um diese Nische und
verdringen diese hdufig durch eine bessere Bindung an das Stroma des KM. Drei bis sechs
Subtypen des Ursprungsklones, man spricht hier von intraklonaler Heterogenitit, setzen sich
gegen die anderen Subtypen durch (swrvival oft the fittest) und haben hiufig eine verbesserte
Adhision an das Stroma. Auf diese Weise verdringen sie die Ursprungszellen und normalen
Plasmazellen.(20, 100) Die Bildung von Netzwerken mit Stromazellen, Osteoklasten und -
blasten sowie Endothelzellen hilft den Tumorzellen lange zu tberleben und eine Resistenz
gegentiber antineoplastischen Medikamenten zu entwickeln (CAMDR — ce/l-adbesion-mediated
drug resistance).(41, 80, 83, 100)
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1.1.2. Klinik, Staging und Prognose

Das MM ist eine Zwischenstufe von der MGUS zur Plasmazellleukdmie. Nach der Interna-
tional Myeloma Working Group IMWG) gibt es drei Arten der MGUS, Non-IgM-MGUS,
IgM-MGUS und Leichtketten-MGUS.(118, 119) Weiterhin gibt es das schwelende Myelom
(SMM) eine Zwischenstufe zwischen MGUS und MM, das solitire Plasmozytom, das solitire
Plasmozytom mit minimaler KM-Beteiligung, das POEMS-Syndrom, die systemische AL
Amyloidose bei der sich die klonalen Leichtketten im Interstitium ablagern, das symptoma-

tische MM und schlussendlich die Plasmazellleukdmie als Endstadium.(118, 151)

Die Symptome des MM sind verschiedenartig und vor allem unspezifisch zu Beginn. Vier
besonders markante und haufig auftretende Symptome werden auch als CRAB-Kriterien
(entsprechen Endorganschiden) bezeichnet und deshalb zur Diagnostik verwendet. Dabei
handelt es sich um Hyperkalzimie (C fir engl. calezum) mit einer Serumkalziumkonzentration
> 2,75 mmol/] oder > 0,25 mmol/] oberhalb des oberen Normwertes, Niereninsuffizienz
(R fir engl. renal insufficiency) mit einer Serumkreatininkonzentration = 2,0 mg/dl oder einer
Kreatinin-Clearance von < 40 ml/min, Andmie (A fir engl. anaemia) mit einer Himoglobin-
konzentration < 10,0 g/1 oder = 2,0 g/l unterhalb des unteren Normwertes sowie Knochen-
beteiligung (B fiir engl. bone) mit mindestens einer nachgewiesenen Knochenldsion in der
Bildgebung.(118) Weitere Symptome sind eine erhShte Infektneigung aufgrund des sekundir
bedingten Antikérpermangels, Gewichtsverlust und Midigkeit die meist durch die Animie
bedingt wird.(118) 2014 aktualisierte und erweiterte die IMWG die Diagnostik um die drei
SLiM-Kriterien (entsprechen Biomarkern). Diese beinhalten eine Plasmazellinfiltration des
KM > 60 % (S fir engl. six#y), die Ratio aus der erthohten Leichtkette zur nicht betroffenen
Leichtkette von = 100, wobei die betroffene Leichtkette mindestens in einer Konzentration
von 100 mg/1 vorliegen muss (Li fir engl. /ight chain) und mindestens zwei fokale Lisionen
im Ganzkorper-MRT, deren Gréf3e mindestens 5mm betragen muss (M fir engl. magnetic
resonance imaging (MRI)).(118) Fallen massenhaft Leichtketten an, so kann die Niere diese
nicht mehr vollstindig resorbieren und es kommt zu einem Ausfall im distalen Tubulus,
indem die Leichtketten an das Tamm-Horsfall-Protein binden (auch Cast-Nephropathie ge-
nannt).(44) Aullerdem werden die Leichtketten auch mit dem Urin ausgeschieden, die soge-
nannte Bence-Jones-Proteinurie. Diese zeigt sich klinisch durch einen aufschiumenden
Urin.(151) Nur noch selten zeigt sich heute dagegen ein Hyperviskosititssyndrom infolge

der hohen Antikorperproduktion.(86) Osteolytische Lisionen entstehen aufgrund der
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komplexen Interaktion der MMCs mit dem BMM. Sie aktivieren tiiber Mediatoren die Oste-
oklasten und hemmen die Osteoblasten.(83) Der Nachweis erfolgt heute per low-dose CT
als sensitivster Methode.(67) Die Skelettszintigraphie dagegen hat keine Bedeutung in der
Diagnostik der osteolytischen Lisionen, da sie vor allem von der Aktivitit der Osteoblasten

abhingig ist.(67)

Die Diagnose des symptomatischen MM gilt als gesichert, wenn folgende Kriterien erftllt

sind:

- Entweder
o 210 % KM-Infiltration durch klonale Plasmazellen und
o Nachweis von monoklonalem Protein im Serum oder Urin und
o Vorliegen mindestens eines CRAB-Kriteriums dessen Ursprung in kausalem
Zusammenhang mit den Plasmazellen steht
- oder
o 2 60 % KM-Infiltration durch klonale Plasmazellen
- oder
o Ratio aus der erh6hten Leichtkette zur nicht betroffenen Leichtkette von >
100 wobei die betroffene Leichtkette mindestens in einer Konzentration von
100 mg/1 votliegen muss
- oder

o > 1 Herdbefund im MRT.(67, 151)

Im Vergleich dazu sind beim SMM noch keine Endorganschiden oder Biomarker nachweis-
bar, jedoch liegt die KM-Infiltration auch hier schon bei > 10 %. Die MGUS ist definiert als
eine KM-Infiltration < 10 % sowie ebenfalls durch nicht nachweisbare Endorganschiden
oder Biomarker. Sowohl die MGUS als auch das SMM bendtigen in der Regel keine Thera-
pie.(67, 151)

Das Staging des MM erfolgt seit 2005 nach dem International Staging System in ISS-Stadien.
Bis dahin galt seit 1975 die Stadieneinteilung nach Durie und Salmon als wegweisend. 2015
erfolgte eine Erweiterung der ISS-Stadien zu Revised-1SS-Stadien (R-ISS). Diese beinhalten:

- RISST:
o beta-2-Mikroglobulin < 3,5 mg/1 und
o Albumin = 3,5 g/dl und

o zytogenetisches Standardrisiko und
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o LDH = oberer Normalwert
- R-ISS II:

o Alle anderen Werte die nicht durch Stadium I oder III abgedeckt werden
- R-ISS III:

o beta-2-Mikroglobulin > 5,5 mg/1 und

o zytogenetisches Hochrisiko oder LDH > oberer Normalwert(108)

Als  zytogenetisches Hochrisiko  gelten dabei del(17p), t(4;14)(p16;q32) und
t(14;16)(q32;q23), wihrend ein Fehlen dieser Marker als Standardrisiko gilt.(108, 151)

Das mediane Gesamttberleben (mOS) liegt nach neuesten Forschungsergebnissen und Be-
wertungskriterien bei 56 Monaten fiir ISS III und 87 Monaten fir ISS II wihrend es fir die
ISS T in den Studien noch nicht erreicht war.(108, 151) Die 5-Jahres-Ubetlebensrate ent-
sprach dabei 82 % fur ISS 1, 62 % fiir ISS II und 40 % fir ISS II1.(108, 151) Die progressi-
onsfreie 5-Jahres-Uberlebensrate lag bei 55 % fiir ISS I, 36 % fiir ISS 11 und 24 % fiir ISS
I11.(108, 151)

Trotz des Erreichens einer kompletten Remission (CR) ist bei vielen Patienten noch eine
minimale Resterkrankung (MRD) nachweisbar.(42) Kann keine MRD nachgewiesen werden,
ist dies prognostisch glinstig, da dies mit einer lingeren progressionsfreien und Gesamtiber-

lebenszeit einhergeht.(104)

1.1.3. Therapie

Das Einleiten einer Therapie ist indiziert, wenn mindestens ein CRAB-Kriterium erftllt
ist.(151) Studien zeigten, dass die Transformationsrate der Plasmazellen zu MMCs bei Vor-
liegen eines der neuen Biomarker nach zwei Jahren zwischen 55-94 % liegt.(108, 151) Des-
halb gilt die Diagnose des MM auch als gesichert wenn bereits einer der Biomarker erftllt
wird, selbst wenn noch keine klonalen Zellen vorhanden oder nachweisbar sind. Die IMWG
empfiehlt daher nun mittlerweile das Einleiten einer Therapie auch bei Vorliegen dieser Pa-
rameter. Dies konnte zukiinftig viele Patienten davor bewahren, eine Therapie erst dann zu
erhalten, wenn sie bereits einen manifesten Endorganschaden haben.(118) Allerdings fehlen
bislang noch Studienergebnisse tber den Langzeiterfolg bzw. Langzeiteffekt einer friheren
Therapie. Ebenfalls behandelt werden miissen MM-assoziierte Komplikationen wie bei-

spielsweise Hyperviskosititssyndrom, Infektionen oder Schmerzen.(118)
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Primires Ziel einer Therapie ist eine moglichst gute, idealerweise komplette Remission sowie
Symptomkontrolle. Zu berticksichtigen sind dabei immer auch die gegebenen Lebensum-
stinde des Patienten, belastende und damit die Therapie einschrinkende Nebenwirkungen
der Medikamente und die subjektiv empfundene Lebensqualitit. Sekundir sollte die Thera-
pie darauf abzielen, eine mdoglichst lange progressionsfreie und Gesamtiiberlebenszeit zu

schaffen.(151) Dabei ist das Therapieschema des MM relativ vielschichtig.

Die Erstlinientherapie wird unterteilt in eine Gruppe fiir Patienten denen eine autologe
Stammzelltransplantation (Auto-SCT) zugemutet, und in eine Gruppe fiir Patienten, denen
diese nicht zugemutet werden kann. Limitierend hierfiir sind die Nebenwirkungen der Hoch-
dosistherapie, die vor der Auto-SCT erfolgt.(92) Eine Altersbegrenzung ist jedoch schwer
festzulegen, da neuere Studien durchaus zeigten, dass auch Patienten > 70 Jahre noch von
einer Auto-SCT profitieren kénnen.(102) Die obere Altersgrenze ist daher unterschiedlich
definiert. Grundsitzlich kann als Richtlinie angenommen werden, dass Patienten bis zu ei-
nem Alter von 65 Jahren hierfur geeignet sind. Bei einem guten Allgemeinzustand (AZ) und
ohne Komorbidititen kénnen auch Patienten bis zu einem Alter von 75 Jahren fiir eine
Auto-SCT geeignet sein. Patienten mit Komorbidititen sollten eher keine Hochdosistherapie
erhalten.(95, 102) Allerdings zeigte sich fiir diese Patienten auch in einer Studie, dass anstelle
der Induktionstherapie und direkt eingeleiteter Hochdosistherapie mit Auto-SCT gerademal
ein 4 % schlechteres Ergebnis bestand.(140) Grundsitzlich kann festgehalten werden, dass
eine Therapie mit Auto-SCT bessere Ergebnisse zeigt als eine Behandlung ohne Auto-
SCT.(10, 109) Dies bestitigte sich auch fiir die Konsolidierungstherapie.(52) Im New Eng-
land Journal of Medicine (NEJM) wurde allerdings 2017 auch eine Studie veréffentlicht, die
zeigte, dass die Auto-SCT zwar mit einer lingeren progressionsfreien Uberlebenszeit einher-
geht, die Gesamtiberlebenszeit aber in beiden Gruppen (mit und ohne Auto-SCT) nahezu
gleich blieb, gleichzeitig aber dafiir die erh6hten Nebenwirkungen der Hochdosistherapie bei
der Auto-SCT in Kauf genommen werden miissen.(7) Ebenfalls 2017 konnte aber auch ge-
zeigt werden, dass eine doppelte Auto-SCT im Vergleich zu einfacher Auto-SCT oder The-
rapie ohne Auto-SCT sowohl das progressionsfreie (PFS) als auch das Gesamtiiberleben
(OS) deutlich verbessern kann.(26) So erwihnt auch die Leitlinie der Deutschen Gesellschaft
fir Himatologie und medizinische Onkologie (DGHO) die doppelte Auto-SCT in ithrem
Therapiealgorithmus.(151)
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Sind die Patienten also fiir eine Hochdosistherapie geeignet, so erfolgt nach Erstlinienthera-

pie zunichst eine Triple-Induktionstherapie aus

- Bortezomib (V), Lenalidomid (R) und Dexamethason (D) (VRD-Schema) oder
-V, Cyclophosphamid (C) und D (VCD-Schema) oder

-V, Thalidomid (T) und D (VID-Schema) oder

- nur als Double-Therapie aus V und D, wobei die Ansprechrate hier niedriger austallt,

dafir aber auch weniger Nebenwirkungen auftreten.(151)

Aus bisherigen Studien ist jedoch noch keine Erkenntnis abzuleiten, die klar eine der Kom-
binationstherapien bevorzugen wirde.(98) Daher wird sich die Forschung sicherlich in den
nichsten Jahren darum bemthen, Biomarker zu finden, die eine Vergleichbarkeit der unter-
schiedlichen Therapieschemata ermdglichen und die idealerweise auch eine Differenzierung
der Ansprechbarkeit der jeweiligen genetischen Subtypen auf die einzelnen Substanzen oder

Therapieschemata zulassen.(98)

Der Induktionstherapie anschlieSend folgt die erste Auto-SCT mit Hochdosistherapie. Da-
fur werden zunichst mittels Gabe von Granulozyten-Kolonie stimulierendem Faktor (G-
CSF) und gegebenenfalls vorangehender Chemotherapie (meist Cyclophosphamid) Stamm-
zellen (SC) ins periphere Blut mobilisiert und mittels Stammzellapherese gesammelt.(55)
Sollten nicht ausreichend Stammzellen gesammelt werden kénnen, kann ein erneuter Ver-
such gegebenenfalls mit Hinzunahme des CXCR4-Antagonisten Plerixafor unternommen
werden. Spatestens 6 Wochen nach Abschluss der Induktionstherapie sollte die Stammzell-
sammlung abgeschlossen sein.(151) Es folgt die Hochdosistherapie mit Melphalan (M)(54)
und die Auto-SCT. Vor allem fiir Patienten mit R-ISS IIT und/oder Hochrisiko-Zytogenetik

ist eine zweite Auto-SCT mit Hochdosistherapie zu empfehlen.(151)

Nach Abschluss der Auto-SCT kann eine Erhaltungstherapie erfolgen.(134, 138) Die Erhal-
tungstherapie kann beispielsweise mit V(57, 135) oder R erfolgen.(77, 93)

Sind die Patienten hingegen nicht fiir eine Hochdosistherapie geeignet, erfolgt die Indukti-

onstherapie nach einem der folgenden Schemata:

- V,Cund D (VCD-Schema) oder

-V, M und Prednison (P) (VMP-Schema) oder

- Rund low-dose Dexamethason (d) (Rd-Schema) oder
- V,Rund D (VRD-Schema)(151)
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In der Regel wird die Therapie dabei so lange fortgesetzt, bis es zum Progress oder inakzep-

tabler Toxizitit aufgrund der verwendeten Medikamente kommt.(151)

Unabhingig davon, ob der Patient einer Hochdosistherapie zugefiihrt werden kann oder
nicht, sollte eine unterstitzende Therapie zur Knochenprotektion mit Bisphosphonaten
durchgefiihrt werden, wenn das B-Kriterium erfillt ist oder eine Glukokortikoid-haltige The-

rapie angewendet wird.(8, 99)

Die Zweitlinientherapie ist aufgrund der bereits recht inhomogenen Erstlinientherapie sehr
komplex. Je nach Ansprechen der Patienten auf die Erstlinientherapie besteht sowohl die
Méglichkeit einer Wiederholung mit denselben Medikamenten als auch ein Wechsel auf an-
dere Medikamente,(45) ebenso wie eine Wiederholung der Auto-SCT. (45, 78) Grundsitzlich
besteht zusitzlich ebenfalls die Option einer allogenen Stammzelltransplantation (Allo-SCT),
welche im Rezidiv aufgrund des Graft-versus-Myeloma-Effekts durchaus ein positives Re-
sultat erzielen und gegebenenfalls durch die spitere Gabe von Donotlymphozyten noch in-

tensiviert werden kann.(66, 91)

1.2. Stroma, Extrazellularraum, extrazellulire Matrix und himotopoetische

Stammzellnische

Das Stroma und der Extrazellularraum (EZR) umgeben die organspezifischen Zellen, die
Parenchymzellen von Organen.(113) Fur ein besseres Verstindnis der folgenden Subkapitel

werden die einzelnen Begriffe hier kurz erldutert:

- Stroma (synonym Interstitium): meint das Zwischengewebe das parenchymatése Or-
gane durchzieht und umgibt. Gemeint sind damit die Zellen, die keine organspezifi-
sche Aufgabe haben, sondern der Erndhrung und Vernetzung des Organs die-
nen.(113)

- EZR: enthilt Gewebsflussigkeit und die extrazellulidre Matrix.(113)

- Extrazellulire Matrix (EZM): die EZM wird von den Zellen des Stromas gebildet
und in den EZR abgegeben. Sie besteht aus vielen verschiedenen Komponenten,
unter anderem Kollagenen und hat vielfiltige Aufgaben wie Stabilitit, Elastizitit,

Formgebung oder Signaltransduktion.(113)
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1.2.1. Himatopoetische Stammzellnische

Stammzellnischen bestehen fiir viele Arten von SCs. Diese Nischen ermdglichen ein beson-
deres Mikroumfeld, so zum Beispiel das BMM fiir die Himatopoese, die himatopoetische

Stammzellnische (HSCN).(79)

Die HSCN besteht aus mehreren heterogenen Nischen. Wihrend die vaskulire Nische hi-
matopoetische Stamm- und Progenitorzellen (HSPC) zur Mobilisierung, Proliferation und
Differenzierung befihigt, ist die osteoblastisch-endostische Nische der Ort, an dem sich die
HSPCs tber lingere Zeit in einem Ruhezustand aufhalten kénnen und Selbsterneuerung be-
treiben.(53, 88) In ihrer Nische werden die Zellen unter anderem von Osteoblasten und En-
dothelzellen beeinflusst und reguliert.(6, 25, 139) Dabei interagieren die Zellen miteinander
tber Oberflichenrezeptoren, gap junctions und eine Vielzahl an 16slichen Faktoren wie Zy-
tokinen.(79) Ebenfalls die HSPCs beeinflussen kénnen Ionen wie zum Beispiel Ca*, das in
erhohter Konzentration die Anreicherung von HSPCs in der Nihe von Osteoblasten am
Endost vereinfacht.(79) Dariiber hinaus findet man ein hypoxisches Milieu in den Knochen-
marknischen vor, welches die Anzahl der Sauerstoffradikale niedrig hilt und somit die
HSPCs vor oxidativem Stress schtitzt.(74, 79) Aullerdem fihrt dies zu einer erhohten Kon-
zentration an Hypoxie-induziertem Faktor 1 Alpha (HIF-1«) und vascular endothelial growth
Sactor A (VEGFA), welche ebenfalls zum Tumorwachstum und Angiogenese beitragen.(19,
39) Auch die EZM beeinflusst das Verhalten der HSPCs. Stromazellen und die EZM schaf-
fen ein Umfeld, in dem sich die HSPCs gut ansiedeln und halten kénnen, sodass sie innerhalb
der Nische haften bleiben kénnen, wo sie besonders viele Signale von Nachbarzellen erhal-
ten, die ihr Verhalten regulieren.(79) In der HSCN scheinen besonders die Adhésionsrezep-
toren ScF, CXCR4 und Racl und 2 auf Zelloberflichen hochreguliert zu werden.(48, 61,
142) HSCN schaffen also eine optimale Umgebung, um die Entwicklung der HSPCs zu f61-

dern und zu Uberwachen.

Diese HSCN bieten aber nicht nur fir HSPCs eine gute Wachstumsumgebung, sondern
koénnen auch von Tumorzellen als Ausgangsort ihres Wachstums akquiriert werden. (23, 38,
116) Die Tumorzellen schaffen sich dabei tiber verschiedene Wege nach und nach ein eige-
nes Tumormikroumfeld (TME) und remodellieren auch das vorhandene Gewebe zu ihren

Gunsten.(9)
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1.2.2. Himatopoetische Stammzellnische beim Multiplen Myelom

Das Zusammenspiel von MMCs und EZM ist fiir die Pathogenese des MM von grof3er Be-
deutung.(41, 70, 97) Mitunter wird beim MM sogar von einer Krankheit gesprochen, die als
das Modell schlechthin fiir eine Interaktion zwischen EZM und Stromazellen sowie Tumor-
zellen gelten kann.(97) Studien konnten zeigen, dass sich das BMM und die 16slichen Fakto-
ren von Patienten mit MM im Vergleich zu Gesunden unterscheiden.(15) Mesenchymale
Stammzellen (MSCs) sind die Vorliufer von Knochenmarkstromazellen (BMSCs). Uber Bo-
tenstoffe konnen MMCs die MSCs dazu bringen zu MM-MSCs zu differenzieren, die das
Tumorwachstum begiinstigen.(70) Sie hemmen die Funktion und das Wachstum der Oste-
oblasten in der osteoblastisch-endostischen Nische sowie ihre Differenzierung (s. dazu auch
B-Kriterium) und erméglichen den MMCs eine Nische, in der sie vor apoptotischen Reizen
groBtenteils geschiitzt sind.(53, 88, 145) Osteoblasten produzieren Osteoprotegerin (OPG),
einen Faktor der andere knochenabbauende Substanzen und Faktoren der MMCs inhibieren
kann. Er besitzt jedoch auch eine Bindungsstelle fiir TNF-related apoptosis-inducing lig-
and/Apo2 ligand (TRAIL/Apo2L). TRAIL/Apo2L 16st bei Bindung an MMCs Apoptose
aus, wird jedoch durch Bindung an OPG daran gehindert.(56, 131) Gleichzeitig erhéhen
Osteoblasten in der Nahe von MMCs ihre Interleukin-6 (IL-6) Sekretion und stimulieren so
die Proliferation der MMCs.(94) Ein weiterer wichtiger Aspekt besteht darin, dass MM-
MSCs iiber Exosomen das Tumorwachstum foérdern. Sie geben mittels dieser Exosomen die
Moéglichkeit der Produktion onkogener Faktoren an MMCs weiter. Diese sind nun in der
Lage, diese onkogenen Faktoren selber zu produzieren, so zum Beispiel Fibronektin, das
ithnen eine gute Anhaftung in der HSCN erméglicht. Gleichzeitig konnte in Studien gezeigt
werden, dass Exosomen gesunder MSCs das Wachstum der MMCs hemmen.(122) Die Exo-
somen der MM-MSCs enthalten auerdem weniger vom Tumorsuppressor miR-15a, was das
Wachstum der MMCs ebenfalls fordert.(122) MMCs mit der Translokation t(14;16)(q32;923)
und t(14;20)(q32;q11) haben eine erhohte Aktivitit von zwei Transkriptionsfaktoren (c-Maf
und MafB), die fir eine vermehrte Transkription von NOTCH2 sorgen.(141) Bereits bei
vielen MGUS-Patienten tritt eine Hypomethylierung und Acetylierung der Promoterregion
von Jagged? auf, sodass auch diese Transkription vermehrt stattfindet.(71) Eine vermehrte
Expression von NOTCH1 und Jagged! tritt ebenfalls beim Ubertritt von MGUS zu MM
auf.(132) Notch und Jagged fithren zu erhohter Proliferation, verstirkter Apoptoseresistenz

sowie Osteoklastenaktivitit.(145)
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Auch zwischen den Fibroblasten und den MMCs besteht ein wechselseitiger Austausch von
Informationen und Induktionen. Fibroblasten, die das TME durchdringen, kénnen dhnlich
wie die MSCs von denen Gesunder abweichen beziehungsweise anders ausgestattet sein. Sie
heiflen dann Krebs-assoziierte Fibroblasten (CAFs). MMCs induzieren CAF Proliferation
und im Gegenzug verstirken diese das Voranschreiten des MM und die Angiogenese durch
Produktion verschiedener Faktoren wie transforming growth factor beta (YTGF-B), 1L-6, stromal
cell-derived factor 1 (SDF-1 oder auch CXCL12), insulin like growth factor 1 1GF-1), vascular en-
dothelial growth factor NEGY) und fibroblast growth factor 2 (FGF-2).(49) CXCL12 auf BMSCs
bindet an CXCR4 auf MMCs, wodurch diese eine gute Anbindung finden.(2, 69) Aullerdem
synthetisieren sie EZM Komponenten, die von denen gesunder Fibroblasten abwei-
chen.(133) Wihrend der Progression der MGUS zum MM wird die Produktion einiger EZM
Bestandteile hochreguliert.(133) Diese konnen, wie zum Beispiel Fibronektin, dazu beitra-

gen, dass die Resistenz gegeniiber Medikamenten zunimmt.(148)

1.2.3. Kollagen Typ VI

Kollagen Typ VI (COLVI) gehort zur Gruppe der Kollagene, von denen bis heute mindes-
tens 27 verschiedene im menschlichen Koérper entdeckt wurden.(105) Jedes Kollagen wird
von einem eigenen Gen codiert und besteht zum Teil aus mehreren Subtypen. COLVI selbst
wird von bisher 5 bekannten Genen codiert, COL6AT — COL6A3 sowie COL6AS —
COL6A6, die die Subtypen a1 (VI) — a3(VI) sowie a5(VI) — a6(VI) reprisentieren (COL6.A4
welches den Subtyp a4(VI) reprisentiert ist beim Menschen ein Pseudogen).(47) Dabeti la-
gern sich drei dieser (Subtypen-)Ketten zusammen und bilden eine Tripelhelix, die sich vor
allem nach folgendem Schema zusammensetzt: al-a2-aX. aX steht dabei fir a3, «5 und o0,
die eine sehr dhnliche Struktur aufweisen und von denen a3 am hiufigsten Verwendung fir
aX findet.(27, 51) Interessanterweise wird a3, welche deutlich gréBer ist als a1 und a2, nach
der Sekretion noch weiter prozessiert, indem Teile abgespalten werden.(1) Eines dieser ab-
gespaltenen Teile ist Endotrophin (ETP) und spielt besonders bei Neoplasien eine groere
Rolle.(111) Die typische Reihenfolge der Aminosiuren der einzelnen Ketten besteht aus
Triplets und lautet Glycin-X-Y, wobei X meist fir Prolin und Y meist fiir Hydroxyprolin,
Lysin oder Hydroxylysin steht.(121) Im Gegensatz zu den anderen Kollagenen, die als ein-
zelne Tripelhelices sezerniert werden, wird COLVI noch intrazellulir zu einem gréBeren

Molekil zusammengesetzt. Uber Disulfidbriicken werden dabei vier Tripelhelices
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miteinander zu einem Tetramer verbunden und erst dann sezerniert.(50, 82) Im EZR inter-
agiert COLVI mit Kollagen 1V,(85) Kollagen 1,(18) Kollagen II,(16) Kollagen XIV,(21) De-
corin,(16) Lumican,(143) Heparin,(136) Hyaluronan,(136) und Fibulin-2.(126) COLVI
kommt weit verbreitet im Koérper vor, unter anderem in Haut, Knochen, Knorpel, Sehnen,
Skelettmuskel, Fettgewebe, Blutgefilen, peripherem und zentralem Nervensystem, aber

auch in Herz, Lunge, Gelenken, Bandscheiben, und anderen.(13, 27)

Seine Hauptaufgabe besteht in der Bildung von Netzwerken, welche anderen Molekiilen des
EZR Moglichkeiten der Anhaftung bieten. Es sorgt somit fur Stabilitit und Einbindung von
Strukturen in das umgebende Gewebe, auch unter den Zellen, die somit ein festes Gewebe
tberhaupt erst ausbilden kénnen.(32, 81) Zudem kann es intrazellulire Signalwege in Gang
setzen und somit unter anderem Apoptose,(35) Autophagie,(59) Proliferation, Angioge-

nese,(111) Fibrose und Inflammation regulieren.(111, 137)

1.2.4. Kollagen Typ VI bei Neoplasien

COLVI kommt bei einer Vielzahl von Neoplasien vor, unter anderem in Glioblasto-
men,(112) Eierstockkrebs,(73, 130) Lungenkrebs,(107) Osophaguskarzinomen,(107) Pan-
kreaskarzinomen,(5) Brustkrebs,(76, 101, 111) Kolonkrebs,(107, 111, 115) Speicheldriisen-
krebs(4) und weiteren.(32) Dabei liegt seine Expression deutlich héher als im Vergleich zum
jeweiligen normalen Gewebe.(5, 58, 76, 101, 107) Dies ist auch an einer deutlich erhéhten
Konzentration an ETP erkennbar.(111) Weitere Studien zeigten, dass vor allem COL6.A43
hochreguliert wird und «3(VI) auf mehr verschiedene Arten prozessiert wird als in gesundem
Gewebe, wodurch tumorspezifische a3(VI)-Isoformen entstehen.(5) Die Ergebnisse beleg-
ten ebenfalls, dass COLVI ein anti-apoptotischer Faktor fur verschiedene Zelltypen ist(35,
36, 72, 125, 153) und dass das von a3(VI) abgespaltene Peptid ETP die Proliferation von
Tumorzellen erhoht, wihrend eine Reduktion von COLVI zu verringerter Proliferation und
erhohter Tumorzellapoptose fihrt.(75, 111, 153) Gleichzeitig ist COLVI an der Metastasie-
rung beteiligt. Es begiinstigt die Adhasion und Ausbreitung von Tumorzellen und erméglicht
so eine Verbreitung und Invasion von Tumorzellen.(65) Vor allem COL6.A7, respektive
a1(VI) wird damit in Verbindung gebracht.(37) Allerdings unterstiitzt auch ETP die Metas-
tasierung, indem es die TGF-B-abhingige epithelial-mesenchymale Transition (EMT) stimu-

liert.(111) Tumorzellen verindern oder verlieren dadurch ihre zellspezifischen Eigenschaften
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und bekommen damit die Fahigkeit zur Migration.(60, 154) Dadurch hat COLVI in Form

von ETP eine sehr direkte Auswirkung auf die Metastasierung von Tumorzellen.(32)

Die Adhision der Tumorzellen an EZM-Strukturen, in diesem Fall COLVI, erfolgt tiber
Oberflichenproteine, unter anderem das Proteoglykan Neural/Glial Antigen 2 (NG2) und
das Integrin B:.(24, 144) Die Bindung der Zellen tber diese beiden Oberflichenproteine an
COLVI erméglicht ihnen die Ausbreitung und Ausbildung von Lamellipodien,(144) weshalb
die Expression von zum Beispiel NG2 bei einigen Neoplasien heraufreguliert ist.(144)
COLVI aktiviert tiber die Bindung an NG2 und Integrin 3; Signalkaskaden in den Tumor-
zellen, die diese zur Ausbreitung und Migration befihigt.(4, 144) Eine erhéhte Expression
von NG2 korreliert auBerdem mit Therapieresistenz gegentiber antineoplastischen Medika-
menten.(150) Das Uberleben der Zelle wird dabei iiber den 331 Integrin/Phosphoinositid-
3-Kinase (PI3K) Signalweg ermoglicht. NG2 interagiert dabei mit «331 Integrin und aktiviert
diesen Rezeptor. Wird dabei der PI3K/AKT-Signalweg aktiviert, so verhindert dieser eine
durch Tumornekrosefaktor o (TNFa) induzierte Apoptose und verbessert so das Tumor-

wachstum. (76, 150)

In der Tumormasse wird COLVI vor allem in der Nihe von oder in Blutgefiflen gefun-
den.(58, 107, 112) Dass COLVI die Angiogenese positiv beeinflusst, konnte in einer weiteren
Studie gezeigt werden.(153) Die Ergebnisse zeigten, dass die Unterdriickung von COLVI zu
verminderter Reifung von Perizyten und einer Stérung der Ausbreitung und des Uberlebens
von Endothelzellen fithrt. Dies mundete in Gefillecks und einer Hemmung der Angioge-
nese.(153) Die Auswirkung von COLVI wird dem Peptid ETP zugeschrieben, da es nicht
nur chemotaktisch auf Endothelzellen wirkt, die daraufhin in die Tumorzellmasse und des-
sen Umgebung einwandern, sondern auch die GefiBformation und Migration von Endothel-
zellen positiv beeinflusst.(111) Eine Bindung von COLVI an 381 Integrin auf Endothelzel-
len kann den FAK-Signalweg aktivieren, welcher ebenfalls zu erhéhter Angiogenese

fiihrt.(89)

Fir das Wachstum von Tumoren spielt auch die Entziindung eine grof3e Rolle. Sie begtinstigt
die Entwicklung und Ausbreitung von Tumorzellen. Vor allem Tumor-assoziierte Makro-
phagen (TAMs) haben dabei eine wichtige Position.(152) Sie unterdriicken die gegen den
Tumor gerichtete Immunabwehr, férdern Angiogenese sowie Wachstum und Metastasie-
rung des Tumors.(30, 114, 124) TAMs tendieren vor allem zum M2 Makrophagen-Phinotyp,

der eine tumorunterstiitzende Auswirkung hat.(31, 33, 34, 114, 124) Interessanterweise aber
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sind TAMs vor allem je nach Aktivierungs- und Entwicklungsstatus einer der grofiten Pro-

duzenten von COLVI in Neoplasien, was wiederum zu einer verbesserten Adhasion von

TAMs fihrt.(33, 62, 128) Angelockt werden sie ebenfalls durch ETP.(111)

Dartber hinaus kann COLVI tber verschiedene Rezeptoren auf den Tumorzellen Tran-
skriptions- und Wachstumsfaktoren direkt aktivieren und so ebenfalls zu Tumorwachstum

und Angiogenese beitragen.(706)

Zahlreiche Studien konnten zudem belegen, dass bei therapieresistenten Tumorzellen im
Vergleich zu sensiblen Tumorzellen, die Transkription von COL6.A43 und seinem Spaltpro-
dukt ETP um ein vielfaches erhoht ist, was den Schluss nahelegt, dass COLVI auch zur
Therapieresistenz gegeniiber Medikamenten beitrigt.(32, 110, 130) Ebenso kénnen wiede-
rum TAMs die Reaktion von Tumorzellen auf Medikamente regulieren.(43, 124) Dies ge-
schieht groftenteils Gber die Hochregulierung von Metallothioneinen. (46, 76)

ETP kann Gber Bindung an den Rezeptor Anthrax Toxin Rezeptor 1 (ANTXR1) auflerdem

zu einer Erhéhung der Selbsterneuerung von Krebsstammzellen fihren.(29)

Kurz seien hier noch einmal die Auswirkungen von COLVI auf einige Neoplasien zusam-

mengefasst:

- Anti-apoptotischer Faktor(35, 36, 72, 125, 153)

- Proliferation von Tumorzellen(75, 111, 153)

- Beglnstigung von Tumorzelladhision, -ausbreitung und Invasion(37, 65)

- Induktion von EMT und damit einhergehender Metastasierung(32, 60, 111, 154)

- Forderung der Angiogenese(111, 153)

- Beglinstigung von Tumorentziindung tiber Makrophagen(4, 30, 34, 114, 124, 128)
- Aktivierung von Transkriptionsfaktoren(76)

- Steigerung von Therapieresistenz(32, 43, 46, 76, 124, 150)

An dieser Stelle sollte allerdings auch erwihnt werden, dass es ebenfalls Studien gibt, die ein
gegenteiliges Ergebnis bei anderen Neoplasien erzielten und deren Ergebnisse dafiirspre-
chen, dass COLVI je nach Neoplasie unterschiedliche Funktionen ausiibt.(32, 63, 146) So
konnte eine Studie zeigen, dass bei Fibrosarkomen die Fahigkeit zur Synthese aller drei not-
wendigen Polypeptidketten zur Bildung von COLVI komplett fehlt und dort nicht nach-

weisbar ist,(32, 146) wihrend COLVI bei der familidren adenomatésen Polyposis unter
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Behandlung mit Sulindac, welches die Tumormasse reduzierte, gleichzeitig hochreguliert

war.(63)

1.3. Prognostische Bedeutung von Kollagen Typ VI

Die prognostische Bedeutung von COLVI ist aktuell Gegenstand vieler Studien. Aufgrund
seines groB3en Einflusses auf Tumorzellen kénnte COLVI dabei Ziel von neuen therapeuti-
schen Medikamenten sein und Auskunft iiber die Prognose eines Patienten geben, denn die
Grundlagenforschung der vergangenen Jahre hat gezeigt, dass dem Mikroumfeld einer Ne-

oplasie eine grof3e Bedeutung bei Krankheitsentstehung und -progression zukommt.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine hohe COLVI-Expression beim Speicheldriisen-
karzinom assoziiert ist mit Tumormalignitit in Form von hohem Grading, fortgeschrittenen
und invasiven T-Stadien, Lymphknotenmetastasen (wobei hier sogar die Anzahl der be-
troffenen Lymphknoten proportional assoziiert war mit der COLVI-Expression), Prolifera-
tion (Ki-67) sowie mutiertem Tumorsuppressorprotein p53 (und damit einhergehend seinem
Funktionalititsverlust).(4) Die gleiche Studie konnte aufzeigen, dass es fiir Patienten mit we-
nig COLVI-Expression einen signifikanten 5-Jahres-Uberlebensvorteil gab gegeniiber sol-
chen mit hoher COLVI-Expression (93,8 % mit geringer COLVI-Expression, 55,1 % fir
solche mit mittlerer COLVI-Expression und 38,3 % fir solche mit hoher COLVI-Expres-
sion, p = 0,002). Dies blieb in einer multivariablen Analyse signifikant, die die Variablen
Geschlecht, Alter, T-Stage, N-Stage, Histologie, Grading und Ki-67 mit einbezog.(4) Insge-
samt erwies sich COLVI als Prognoseindikator fiir das Speicheldriisenkarzinom, unabhingig

von bisher etablierten Risikofaktoren.(4)

Auch fir das kolorektale Karzinom (CRC) konnte ein prognostischer Zusammenhang zwi-
schen COLVI und dem Ubetleben bereits belegt werden. So konnte in zwei Kohorten ein
signifikanter Uberlebensnachteil fiir Patienten mit hoher COLVI-Expression nachgewiesen
werden (p = 0,0054 und p = 0,0178). Ebenfalls signifikant korreliert mit hoher COLVI-
Expression waren die Progression der Dukes-Stadien, T-Stadien, rauchende Patienten und

ein Rezidiv der Erkrankung.(115)

Dartber hinaus konnte auch fur das klarzellige Nierenzellkarzinom (ccRCC) eine Korrela-

tion belegt werden. Dabei zeigte sich in zwei Kohorten jeweils ein signifikant schlechteres

PES (p = 0,007 und p < 0,001) und OS (p = 0,023 und p < 0,001) fiir Patienten mit hoher
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COLVI-Expression. Auch hier erwies sich COLVI als unabhingiger Prognoseindikator fiir
das ccRCC. Dartiber hinaus gab es eine signifikante Korrelation von hoher COLVI-Expres-
sion mit dem Alter, T-Stadien, positivem Lymphknotenbefall, Metastasierung und Tumor-

Stadium.(149)

Auch beim Glioblastom stellte sich eine signifikante Korrelation zwischen hoher COLVI-
Expression und schlechterem Ubetleben in zwei Kohorten dar (p < 0,001 und p =

0,0002).(147)

All dies wiederum deutet darauthin, dass in Zukunft eine zielgerichtete Therapie mit Fokus
auf COLVI bei Patienten mit hoher COLVI-Expression immer mehr in den Vordergrund
rucken koénnte.(32, 63, 146) Dies konnte in Form von Antikérpern oder kleinen Molekiilen
die inhibierend wirken auf Rezeptoren fiir COLVI, ETP oder in der Signalkaskade weiter
vorangelegene Rezeptoren geschehen.(4) So werden zur Zeit in klinischen Studien bei Pati-
enten mit soliden Tumoren Inhibitoren fiir AKT und FAK untersucht.(22, 90) Auch eine
auf Antikérpern basierte und gegen ANTXRI1 gerichtete Therapie konnte bereits Wirksam-
keit in experimentellen Mdusemodellen zeigen.(28, 110) Dartber hinaus wire COLVI auch
ein moégliches Ziel fur beladene Antikérper (sogenannte armed-antibodies). Diese konnten zum
Beispiel mit Chemotherapeutika, Zytokinen wie Interleukin-2 (IL-2) oder Radionukliden be-

stiickt sein, um diese Effektormolekile gezielt in das Tumorgewebe zu lenken.(4, 64, 127)

Gleichzeitig miissen die Substanzen so ausgerichtet werden, dass sie zwar Aktivitit gegen
den Tumor und das TME entfalten, nicht jedoch dem gesunden Gewebe schaden. COLVI
wire hierfur méglicherweise eine geeignete Zielstruktur, da es wie oben beschrieben im ge-

sunden Gewebe oft sehr viel weniger exprimiert wird als im Tumorgewebe.

1.4. Ziele dieser Arbeit

Die Rolle von COLVI beim MM ist bislang unklar. Mit dieser Arbeit soll eine prognostische
Bedeutung von COLVI beim MM untersucht und auf ihren klinischen Nutzen hin bewertet
werden. Dabei ist die Hypothese, dass eine hohe COLVI-Expression mit einer ungiinstigen
Prognose assoziiert ist. Zur Validierung der Ergebnisse werden diese mit 6ffentlich zuging-
lichen Genexpressionsdatasets verglichen. In Verbindung mit weiteren klinischen Daten
koénnen eventuell dartiber hinaus noch zusitzliche Schlisse beziehungsweise Hypothesen

tber COLVI beim MM gezogen werden.
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2. PATIENTEN, MATERIAL & METHODEN

2.1. Studienaufbau

Fir eine Aussage beztiglich der prognostischen Bedeutung von COLVI beim MM wurden
die klinischen Daten in Frage kommender Patienten gesammelt. Dies geschah mittels Micro-
soft Excel V.16.16.1 (fur Mac) und Numbers V.5.1. Mittels Orbis und dem Archiv der Pa-
thologie wurde ermittelt, zu welchem Zeitpunkt die zur Verfiigung stehenden Knochen-
markstanzen entnommen wurden und ob die Patienten daraufhin in die Studie aufgenom-
men werden konnten oder ausgeschlossen werden mussten. Die herausgesuchten Knochen-
markstanzen wurden zu Gewebe-Microarrays (TMA) verarbeitet und mittels Alkalische
Phosphatase Anti-Alkalische Phosphatase (APAAP)-Farbung gefirbt. AnschlieSend erfolgte
die Auswertung der gefirbten TMAs und die statistische Aufarbeitung der gewonnenen Da-
ten. Zur Validierung der Ergebnisse wurden offentlich zugingliche Genexpressionsdatasets
aus dem Gene Expression Omnibus (GEO) verwendet und mit den Ergebnissen dieser Ar-
beit verglichen. Die Studie wurde von der lokalen Ethik-Kommission der Arztekammer
Westfalen-Lippe und der Westfilischen-Wilhelms Universitit Minster (2016-654-f-S) am

16.12.2016 genehmigt und erfolgte in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki.

2.2. Patientenauswahl

Fir die Studie wurden Patienten ausgewihlt, deren Knochenmarkstanze vor der Induktions-
therapie entnommen wurde. Die Stanzen stammten dabei aus einem Zeitraum vom
01.11.1996 bis zum 30.09.2016 und wurden allesamt am Universititsklinitkum Miunster

(UKM) gewonnen. Insgesamt wurden 99 Patienten in die Studie aufgenommen.
Folgende Einschlusskriterien galten fiir die Patienten:

- Symptomatisches MM
- Alter 218 Lebensjahre

- Entnahmedatum der verfiigbaren Knochenmarkstanze vor Induktionstherapie
Folgende Ausschlusskriterien galten fiir die Patienten:

- Keine Probe vorhanden
- Entnahmedatum der frihesten verfiigbaren Knochenmarkstanze nach der Indukti-

onstherapie
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- Keine Plasmazellinfiltration in der Probe

- Unklares Entnahmedatum der Knochenmarkstanze

Mit Hilfe der elektronischen Patientenakten wurden klinische Daten der Patienten gesam-

melt um einen Vergleich zu ermoglichen (Tabelle 1).

Variablen Einheit
Alter Jahre
Geschlecht minnlich/weiblich
Gesamtiiberleben Tage
Befund der FISH Freitext
del(1)(p32) nein/ja
amp(1)(q21) nein/ja
del(13)(q14) nein/ja
Reatrangement 14q32 nein/ja
t(4;14) nein/ja
t(6;14) nein/ja
t(11;14) nein/ja
t(14;16) nein/ja
t(14;20) nein/ja
del(17)(p13) nein/ja

Vorausgegangene Plasmazellerkrankung

ISS-Stadium

R-ISS-Stadium

Initiallaborwerte
Serum-Calcium
Serum-Kreatinin
Serum-TLactatdehydrogenase
Himoglobin
beta-2-Mikroglobulin
Albumin

Osteolysen bei Diagnosestellung

Extramedullire Krankheit ohne Knochenmarkassoziation

bei Diagnosestellung
Hypetrviskosititssyndrom bei Diagnosestellung

Leichtkettenspeicherkrankheit bei Diagnosestellung

nein/aus MGUS/aus asymptomatischem Myelom/aus

Plasmozytom
1/2/3

1/2/3

mmol/1
mg/dl
U/l

g/l
mg/1
g/dl
nein/ja

nein/ja

nein/ja

nein/ja
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AL Amyloidose bei Diagnosestellung nein/ja
Schwerkette keine/IgG/IgA/IgD
Leichtkette kappa/lambda
Konzentration der Schwerkette vor Induktionstherapie rng/ dl
Konzentration der Leichtkette vor Induktionstherapie rng/ dl

Art der Induktionstherapie Freitext
Zweite Hochdosistherapie = Tandemhochdosistherapie nein/ja
Ethaltungstherapie nein/ja
progressionsfreies Ubetleben Tage
Allo-SCT nein/ja
Anzahl der Tage von Auto-SCT bis Leukozyten-Engraft- | Tage

ment

Anzahl der Tage von Auto-SCT bis Thrombozyten-En- Tage
graftment

Tabelle 1 | Klinische und erkrankungsassoziierte Variablen. Aufgelistet in dieser Ta-
belle finden sich alle Variablen, die mittels Orbis gesammelt wurden. Abkiirzungen: FISH,
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung; MM, Multiples Myelom; ISS, International Staging Sys-
tem; R-ISS, Revised International Staging System; Allo-SCT, allogene Stammzelltransplanta-
tion; Auto-SCT, autologe Stammzelltransplantation.

2.3. Nachweis von Kollagen Typ VI im Knochenmark

Der Nachweis von COLVI im KM erfolgte immunhistochemisch mittels APAAP-Me-
thode(40) von TMAs.

2.3.1. Vorbereitung

Anhand der Journalnummern wurden die einzelnen, bereits eingebetteten Knochenmark-
stanzen sowie die schon aus fritheren Anfragen erstellten und gefirbten Schnittpriparate der

jeweiligen Knochenmarkstanze in der Pathologie herausgesucht.

Unter dem Mikroskop (BX53, Olympus) wurde die Infiltration des MM im KM auf den
Schnittpriparaten markiert. Mittels dieser Markierung konnte dann auf den eingebetteten
Knochenmarkstanzen das Areal der Infiltration ermittelt und aus diesem mit dem Paraffin-
blockstanzer (Paraffinblockstanze Tissue Arrayer, Seriennummer 109143/169447, Beecher
CO) eine Stanze mit dem Durchmesser 2 mm entnommen werden. Diese Stanzen wurden

zu TMAs der Form 7x6 (sieben Spalten a4 sechs Stanzen) zusammengesetzt, von welchen
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dann neue Schnittpriparate der Dicke 2 pm mit dem Mikrotom (Rotationsmikrotom HM
360, Seriennummer 11170, Microm Walldorf) erstellt und auf Objekttrigern fixiert wurden.

Dabei entstanden 9 TMA-Schnittpriparate.

2.3.2. Firbung

Die 9 TMA-Schnittpraparate wurden nun zusammen mit 7 Vergleichspriparaten im Labor
der Angiogenese am UKM mit einem Anti-COLVI-Antikérper gefirbt. Hierfiir wurde die
APAAP-Methode nach Laborprotokoll benutzt. Die Kontrollen stammten von Patienten,
bei denen eine Knochenmarkprobe zum Ausschluss einer systemischen Mastozytose im
Rahmen einer allergischen Reaktion entnommen wurde. Eine systemische Mastozytose

konnte bei allen Kontrollen ausgeschlossen werden.

2.3.2.1. Deparaffinierung

Dem Protokoll entsprechend wurden als erstes die Objekttriger zur Deparaffinierung drei-
mal fiir je 5 min bei Raumtemperatur (RT) in Kivetten mit Xylol behandelt. Es folgte eine
absteigende Alkoholreihe mit Ethanol von 100-95-70-50 %, in der die Schnitte fir je 2 min
verblieben und eine 15-miniitige Waschung in Tris-buffered saline (TBS) als Puffer.

2.3.2.2. Antigendemaskierung

Der Waschung folgte die Antigendemaskierung mittels Zitratpuffer (Target Retrival Solu-
tion, Citrate pH 6 (DAKO, S2031)), welcher im Verhiltnis 1:10 mit destilliertem Wasser
(dH20) hergestellt wurde.

Fir die Antigendemaskierung wurde der Zitratpuffer in eine Kuvette gefillt und fur 1 min
bei 450 W in der Labormikrowelle vorgewarmt. AnschlieBend wurden die Objekttriger in
den vorgewirmten Zitratpuffer verbracht und der Zitratpuffer mit den Objekttrigern bei
450 W far 15 min zum Kochen gebracht. Jeweils nach 5 min wurde die Losung bis zum
vorher markierten Spiegel wieder mit dH>O aufgefiillt, um zu verhindern, dass die Objekt-
triger austrocknen und dadurch Schaden nehmen. Nach Ablauf der 15 min wurde die
Kuvette erneut mit dHO aufgefiillt und das Ganze fiir 20 min bei RT zum Abkiihlen ge-
bracht.
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Final wurden die Objekttrager erst fir 5 min mit dH>O und anschlieBend fir weitere 5 min

mit TBS gewaschen.

2.3.2.3. Proteinblockierung

Das auf den Objekttrigern verbliebene Gewebe wurde nun mit einem Silikonstift (DAKO,
S2002) umrandet. Um eine unspezifische indifferente Hintergrundfirbung zu verhindern be-
ziehungsweise zu verringern, wurde ein Proteinblock (Protein Block Serum-Free (DAKO,

X0909)) aufgetragen und fur 30 min bei RT in einer Feuchtkammer damit inkubiert.

2.3.2.4. PrimirantikGrperreaktion

Der Primarantikérper (NB120-6588, pAb anti-CollagenVI, Lot 21632, 0,1 mg immunogen
affinity purified Rabbit Sera 2,0 mg/ml) wurde zuerst mit einem Antikérperverdiinnungs-
mittel (Antibody Diluent, Background Reducing (DAKO, S3022)) im Verhiltnis 1:800 ver-
dinnt und dann aufgetragen. Insgesamt wurden daftr 3196 pl Diluent und 4 pl Primiranti-
korper benétigt. Die Inkubation mit dem Primarantikorper erfolgte dabei tiber Nacht in ei-

ner Feuchtkammer bei 4°C.

2.3.2.5. Sekundir-, Tertidr- und Quartirantikbrperreaktion

Die APAAP-Methode sieht einen Briickenantikorper, sogenannter Sekundirantikorper, als
Bindeglied zwischen APAAP-Komplex (besteht aus einem Antikérper und dem Enzym al-
kalische Phosphatase (AP)) und Primarantikérper vor. Da es sich bei dem Primiérantikorper
um einen Kaninchenantikérper handelt, wird noch ein weiterer Antikérper als Briicke ben6-
tigt. Daftr wurden die Objekttriager nach der Inkubationsnacht zunichst jeweils dreimal fiir
3 min in TBS gewaschen. Der Sekundirantikérper (monoclonal mouse anti-rabbit immuno-
globulins (DAKO, M0737)) wurde in einem Verhiltnis von 1:100 verdinnt aufgetragen und
die Objekttriger dann fur 45 min in einer Feuchtkammer bei RT inkubiert. Es folgte eine
weitere Waschung mit dreimal 3 min TBS, bevor der Tertidrantikérper (polyclonal rabbit
anti-mouse immunglobulins (DAKO, Z0259)) aufgetragen wurde. Dieser wurde davor in
einem Verhiltnis von 1:25 verdiinnt. Die Inkubationszeit betrug auch hier 45 min bei RT in
einer Feuchtkammer. Nach erneuter Waschung von 3x3 min mit TBS wurde der APAAP-

Komplex (APAAP mouse monoclonal (DAKO, D0651)) hinzugeftgt. Dieser wurde vorher
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in einem Verhaltnis von 1:50 verdunnt. Die letzte Inkubation erfolgte nun nur noch fir 30
min bei RT in einer Feuchtkammer, bevor die Objekttrager final fir dreimal 3 min mit TBS

gewaschen wurden.

2.3.2.6. Farbreaktion

Fir die Farbreaktion wurde eine Fuchsinsubstanz (Fuchsin+Substrate-Chromogen (DAKO,
K0625)) eingesetzt. Nach Herstelleranleitung wurden dafir zur Aktivierung 60 ul
Fuchsin+Chromogen mit 60 pl Fuchsin+ActivatingAgent gemischt und fiir 1 min bei RT
stechen gelassen. Danach wurden 880 ul Fuchsin+SubstrateBuffer hinzugefiigt und das
Ganze ordentlich miteinander vermischt. Die nun fertige Mischung wurde sofort aufgetra-
gen, da sie nur begrenzte Zeit verwendbar ist. Unter mikroskopischer Kontrolle wurden die
Objekttriger damit bei RT fir ca. 30 min inkubiert und die Reaktion bei gut erkennbarer

Anfarbung mittels dH>O gestoppt.

2.3.2.7. Gegenfirbung

Als letzter Schritt erfolgte nun fur jeweils 8 s die Gegenfirbung der Objekttriger mittels
Mayer’s Himalaunlésung (Mayer’s Himalaunlésung, Merck 109249). Diese wurde daftr in
einem Verhiltnis von 1:2 mit dH»O verdinnt. Nach der Firbung wurden die Objekttriger

in einer Kivette unter Laufendem Leitungswasser fiir 10 min gebldut.

Uber Nacht wurden die Objekttriger dann bei RT getrocknet. Am Folgetag wurden sie dann
mit einer Glycergel-Eindecklésung (GVA mounting solution, ZYMED) fertiggestellt.

2.3.3. Auswertung der Firbungen

Nach Abschluss des Firbeprotokolls wurden die Objekttriger in der Anatomie des UKM
mit dem Gerit Zeiss MIRAX MIDI BF eingescannt und am Computer mit dem Programm
Pannoramic Viewer (V.1.15.4) ausgewertet. Die Expression wurde anhand der Firbeintensi-
tit mit einem Immunreaktivitits-Score (IRS) in vier Grade (0 = negativ, 1 = niedrig, 2 =

mittel, 3 = stark) eingeteilt. Negativkontrollen blieben dabei negativ.



PATIENTEN, MATERIAL & METHODEN 23

2.4. Kollagen Typ VI Alpha 1-mRNA-Expressionsdaten aus Gene Expression

Omnibus

Um einen Vergleich der gewonnenen COLVI-Expressionsdaten zu erméglichen wurde auf
offentlich zugingliche Genexpressionsdatasets aus dem GEO zuriickgegriffen. Es wurden
die COLVI Alpha 1 (COL6.AT)-messenger Ribonukleinsdure (mRNA)-Expressionsdaten

von drei verschiedenen Kohorten genutzt, mit den GEO-Nummern:

- Kohorte 1: GSE2658
- Kohorte 2: GSE9782
- Kohorte 3: GSE57317

2.4.1. Kohorte 1

Das Genexpressionsdataset aus dem GEO mit der Nummer GSE2658 enthielt die Daten
von 559 Patienten. Die Daten der Kohorte 1 wurden von Patienten mit einem neu diagnos-
tizierten MM gewonnen. Die Patienten waren Teilnehmer einer Studie in der es um die Fra-
gestellung pridiktiver Marker fiir das Ansprechen und Uberleben auf eine bestimmte Thera-
pie bei MM-Patienten ging.(156) Die Patienten erhielten eine Total-Therapie II oder III nach
Barlogie, unter anderem mit Tandemhochdosistherapie.(11, 106) Den Patienten wurde vor
Therapie mittels Knochenmarkpunktion ein Aspirat entnommen welches dann aufgereinigt
wurde um lediglich CD138+-Zellen (Plasmazellen) zu erhalten. Es folgte eine Genexpressi-
onsanalyse der Zellen durch highdensity oligonucleotide DNA-Microarray.(155, 150)

2.4.2. Kohorte 2

Das Genexpressionsdataset aus dem GEO mit der Nummer GSE9782 enthielt die Daten
von 264 Patienten. Die Daten der Kohorte 2 wurden von Patienten mit einem MM-Rezidiv
in den Landern USA, Kanada, Europa und Israel gesammelt. Die Patienten waren dabei mit
ein bis drei Therapielinien vorbehandelt. Die Patienten waren Teilnehmer einer Studie in der
herausgefunden werden sollte ob es pridiktive Marker gibt fiir ein Ansprechen und Uberle-
ben bei Rezidiv bei Therapie mittels B im Vergleich zu Kontrollpatienten die mit D behan-
delt wurden. Den Patienten wurde vor Beginn der Therapie mittels Knochenmarkspunktion
ein Aspirat entnommen welches dann aufgereinigt wurde um lediglich MMCs zu erhalten.

Es folgte eine Genexpressionsanalyse der Tumorzellen durch DNA-Microarray.(103)

2.4.3. Kohorte 3

Das Genexpressionsdataset aus dem GEO mit der Nummer GSE57317 enthielt die Daten

von 55 Patienten. Die Daten der Kohorte 3 stammen von Patienten die bereits zuvor
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therapiert worden waren, nicht jedoch mit einer Auto-SCT. Die Patienten waren Teilnehmer
einer Studie, in der ein bereits zuvor gewonnenes 70-Gen-Erkennungsmuster fiir Hochrisi-
kopatienten mit einem kurzen PFS und niedrigem OS tiberpriift werden sollte um dieses auf
einige wenige Gene reduzieren zu kénnen. Daftir erhielten die Patienten eine Induktionsthe-
rapie aus einer Kombination von M, B, T, D, Cisplatin, Doxorubicin, C und Etoposid (M-
VTD-PACE-Schema) gefolgt von einer M-VTD-PACE-Hochdosistherapie mit doppelter
Auto-SCT und einer Erhaltungstherapie im monatlichen Wechsel aus B, Lenalidomid, D und
B, M, D iber drei Jahre. Den Patienten wurde mittels Knochenmarkpunktion ein Aspirat
entnommen welches dann aufgereinigt wurde um lediglich CD138+-Zellen (Plasmazellen)
zu erhalten. Es folgte eine Genexpressionsanalyse der Zellen durch highdensity oligonucle-
otide DNA-Microarray.(68, 155, 156)

2.5. Statistische Auswertung

Patienten mit keiner oder wenig COLVI-Expression (IRS 0-1) sowie Patienten mit mittlerer
und hoher COLVI-Expression (IRS 2-3) wurden statistisch miteinander verglichen. Fir den
Vergleich mit den COL6.A7-mRNA-Expressionsdaten wurden die Kohorten in jeweils zwei
Gruppen eingeteilt, solche mit niedriger Expression (50 % der Patienten unterhalb des Me-
dians) und solche mit hoher Expression (50 % der Patienten oberhalb des Medians). Klini-
sche und molekulare Vatiablen wurden unter der Verwendung des y*-Tests oder dem exak-
ten Test nach Fisher fir die kategorialen und dem Mann-Whitney-U-Test fir die kontinu-
ierlichen Variablen verglichen. Uberlebenswahrscheinlichkeiten wurden mit Kaplan-Meier-
Kurven berechnet und mit Hilfe von Logrank-Tests verglichen; alle Uberlebenswahrschein-
lichkeiten fiir die COLVI-Expression wurden dabei als Fiinfjahrestiberlebensrate angegeben.
Das OS wurde dabei als Zeit von Beginn der Induktion bis zum Tod (Ereignis) oder bis zum
letzten Kontakt (zensiert) gemessen. Fur das PFS wurde von Beginn der Induktion bis zum
Rezidiv, Progress oder Tod (Ereignis) beziechungsweise - falls keines der Ereignisse eingetre-
ten war - bis zum letzten Kontakt (zensiert) gemessen. Die statistische Ausarbeitung erfolgte

mit der Software SPSS Statistics Version 25 von IBM.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Tatsichlicher Patientenumfang (drop outs)

Von anfangs 495 Patienten konnten 285 nicht in die Untersuchung eingeschlossen werden,
weil von ihnen keine Knochenmarksprobe vorhanden war. Von weiteren 33 Patienten lag
die Probe zwar vor, sie war jedoch nach Therapiestart entnommen. 16 Patienten mussten
ausgeschlossen werden, weil sie histologisch keine Plasmazellinfiltration aufwiesen. Einige
Patientendaten konnten aufgrund des Alters nur auf die Jahreszahl genau bestimmt, bezie-
hungsweise nachverfolgt werden. Leider war aufgrund dieser Tatsache ein genauer Vergleich
der Daten nur bedingt méglich, da fiir die Studie nur Patienten eingeschlossen werden konn-
ten, deren Entnahmedatum der Knochenmarkstanze definitiv vor der Induktionstherapie
lag. Vor allem Patienten, deren Entnahmedatum tberwiegend vor Mitte 2003 lag, konnten
daher nicht in die Studie aufgenommen werden. Dies hatte zur Folge, dass der Patientenum-
fang aufgrund des unklaren Zeitpunkts der Probenentnahme um weitere 62 Patienten redu-
ziert werden musste, sodass schlussendlich 99 Patienten in die Studie aufgenommen werden

konnten (Flussdiagramm 1).

Es ergab sich kein Ausschluss aufgrund von qualitativ nicht ausreichender Firbung. Ledig-

lich ein Kontrollschnitt konnte aufgrund technischer Probleme nicht ausgewertet werden.

Patienten mit Hochdosistherapie
(n = 495)

Ausgeschlossen:

- keine Probe vorhanden (n = 285)

- Probe nach Therapiestart (n = 33)

- Keine Plasmazellinfiltration (n = 10)

- Zeitpunkt der Probenentnahme unklar (n = 62)

Proben auf Kollagen Typ VI Expression untersucht
(n =99

Flussdiagramm 1 | Auswahl und Ausschluss der Patienten beziehungsweise Patien-
tenproben. Von 495 Patienten wurden 285 ausgeschlossen, weil keine Probe vorhanden war,
33 weil ihre Probe nach Therapiestart entnommen wurde, 16 weil die Probe keine Plasma-
zellinfiltration aufwies und 62 weil der Entnahmezeitpunkt der Probe unklar war. Die Kol-
lagen Typ VI Expression wurde bei 99 Patienten untersucht.
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3.2. Auswertung der Firbungen

Die Auswertung der Firbungen erfolgte in vier Gruppen im Vergleich zu den Kontroll-

schnitten (Abbildung 1):

- IRS 0 = keine Firbung = keine Expression von COLVI

- IRS 1 = wenig Firbung > niedrige Expression von COLVI

- IRS 2 = mittlere Firbung = mittlere Expression von COLVI
- IRS 3 = viel Firbung => starke Expression von COLVI

Von den sieben Kontrollschnitten aus dem KM anderer Patienten waren sechs auswertbar
und zeigten einen IRS von 1. Bei den Patienten zeigten 12 (= 12,12 %) einen IRS von 0, 66
(= 60,67 %) einen IRS von 1, 16 (= 16,16 %) einen IRS von 2 und 5 (= 5,05 %) einen IRS

von 3.
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my

Abbildung 1 | Darstellung der Expressionsmuster von Kollagen Typ VI (COLVI)
mittels APAAP-Firbung. Reihe A zeigt Schnittbilder von Patienten mit keiner Expression
von COLVI (IRS 0), Reihe B solche von Patienten mit wenig Expression (IRS 1). Reihe C
und Reihe D zeigen mittlere Expression (IRS 2), respektive viel Expression (IRS 3).

3.3. Vergleich Multiples Myelom vs. Kontrollen

Die Auswertung der COLVI-Expression in den MM-Schnittpriparaten im Vergleich zu den
Kontrollen erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test. Dabei zeigte sich keine statistisch signi-
fikant ethohte COLVI-Expression in den MM-Schnittpriparaten gegeniiber den Kontrollen
(p = 0,334).
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3.4. Deskriptive Statistik

Fir die Auswertung der deskriptiven Daten mittels SPSS wurden die vier Expressionsmuster
in zwei Gruppen eingeteilt, solche mit niedriger Expression (IRS 0-1, n = 78 (78,78 %)) und
solche mit hoher Expression (IRS 2-3, n = 21 (21,21 %)).

Bei den erhobenen klinischen Daten zeigte sich eine Signifikanz fir Patienten mit niedriger
COLVI-Expression gegentiber solchen mit hoher COLVI-Expression lediglich fir LDH (p
= 0,027) und die Schwerkettenexpression (HC) (p = 0,004) (Tabelle 2).

Patienten mit niedriger COLVI-Expression hatten dabei signifikant seltener monoklonales
IgA (16,7 % vs. 33,3 %), hiufiger monoklonales IgG (53,8 % vs. 42,9 %) und hiufiger ein
Leichtkettenmyelom (29,5 % vs. 9,5 %) als solche mit hoher COLVI-Expression. Auflerdem
hatten sie im Durchschnitt eine signifikant erhéhte LDH-Konzentration bei Diagnosestel-

lung (196 U/1vs. 162 U/1).

Fir die Calcium-, Kreatinin-, Himoglobin-, beta-2-Mikroglobulin- und Albuminkonzentra-
tion sowie die Konzentration der Leicht- und Schwerkette bei Induktion, die Anzahl der
Tage von Allo-SCT bis Leukozyten- und Thrombozyten-Engraftment sowie fiir das Alter
zeigte sich im Mann-Whitney-U-Test keine Signifikanz bzgl. eines Unterschiedes zwischen
solchen Patienten mit niedriger COLVI-Expression und solchen mit hoher COLVI-Expres-
sion (Tabelle 2).

Ebenfalls zeigte sich fur Geschlecht, sekundires MM, R-ISS, Osteolysen, Extramedullire
Manifestationen, Hyperviskositit, Leichtkettenspeicherkrankheit, AL Amyloidose, Leicht-
kette (LC), Art der Induktionstherapie, Erhaltungstherapie, Tandemhochdosistherapie, Allo-
SCT, del(1)(p32), amp(1)(q21), del(13)(q14), Rearrangement 14932, t(4;14), t(6;14) t(11;14),
t(14;16), t(14;20) und del(17)(p13) im exakten Test nach Fisher, respektive y*-Test, kein sig-
nifikanter Unterschied (Tabelle 2).

Variablen Kollagen Typ VI Kollagen Typ VI  Test p-Wert
niedrig hoch

N 78 21

Calcium, mmol/1 Mann-Whitney-U-Test 0,638
Median (range) 2,33 (1,87-3,906) 2,35 (2,03-3,00)

Kreatinin, mg/dl Mann-Whitney-U-Test 0,521
Median (range) 1,1 (0,5-10,2) 0,9 (0,5-9,8)

LDH, U/1 Mann-Whitney-U-Test 0,027
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Median (range)
Hb, g/dl

Median (range)
b2M, mg/1

Median (range)
Albumin, g/dl

Median (range)
Heavy Chain, mg/dl

Median (range)
Light Chain, mg/dl

Median (range)
WBC engraftment, Tage

Median (range)
PLT engraftment, Tage

Median (range)
Alter, Jahre

Median (range)
Geschlecht, Anzahl (%)

miénnlich

weiblich

Vorausgegangene Plasma-
zellerkrankung, Anzahl (%)

Asymptomatisches
Myelom

MGUS
Plasmozytom
nein
unbekannt
R-ISS, Anzahl (%)
1
2
3
Osteolysen, Anzahl (%)
nein

ja

196 (103-630)

11,0 (4,5-17,1)

3,21 (1,29-67,40)

4,195 (1,83-5,61)

3452 (606-11517)

452 (0-61100)

11 (10-27)

12 (8-44)

57 (35-75)

50 (64,1)

28 (35,9)

4 (5,1)

6 (,7)
3(3,8)
65 (83,3)

0 (0)

19 (30,2)
36 (57,1)

8 (12,7)

7 (9,0)

71 (91,0)

162 (110-245)

11,05 (8,1-15,0)

2,52 (1,89-16,77)

4,32 (2,70-5,48)

4264 (67-7140)

149 (0-47800)

12 (9-17)

13 (10-28)

56 (40-68)

17 (81,0)

4 (19,0)

14.8)

5(23,8)
0 (0)
14 (66,7)

14.8)

8 (47,1)
7 (41,2)

2 (11,8)

3 (14,3)

18 (85,7)

Mann-Whitney-U-Test

Mann-Whitney-U-Test

Mann-Whitney-U-Test

Mann-Whitney-U-Test

Mann-Whitney-U-Test

Mann-Whitney-U-Test

Mann-Whitney-U-Test

Mann-Whitney-U-Test

x2-Test

Fisher’s-Exakt-Test

Fisher’s-Exakt-Test

Fisher’s-Exakt-Test

0,593

0,652

0,239

0,929

0,235

0,060

0,155

0,628

0,143

0,077

0,426

0,438
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EM Manifestationen, An-
zahl (%)

nein
ja
Hyperviskositit, Anzahl (%)
nein
ja
LCDD, Anzahl (%)
nein
ja
AL Amyloidose, Anzahl (%)
nein
ja
Monoklonale Leichtkette,
Anzahl (%)

kappa
lambda

Monoklonale Schwerkette,
Anzahl (%)

IgA
IeG
IgD
keine
unbekannt
Art der Induktion
Erhaltung, Anzahl (%)
nein
ja
Tandem HD, Anzahl (%)
nein
ja
Allo-SCT, Anzahl (%)
nein
ja
del(1)(p32), Anzahl (%)

nein

75 (97,4)

2 (2,6)

76 (98,7)

1(1,3)

75 (97,4)

2 (2,6)

73 (94,8)

45,2

46 (59,0)

32 (41,0)

13 (16,7)
42 (53,8)
0 (0)

23 (29,5)

0(0)

63 (80,8)

15 (19,2)

67 (85,9)

11 (14,1)

66 (85,7)

11 (14,3)

68 (95,8)

20 (95,2)

14.8)

20 (95,2)

1(4.8)

21 (100,0)

0

20 (95,2)

1(4.8)

11 (52,4)

10 (47,6)

7 (33,3)
9 (42,9)
29,5)
29,5)

14.8)

17 (81,0)

4 (19,0

17 (81,0)

4 (19,0)

17 (81,0)

4(19,0)

17 (94,4)

Fisher’s-Exakt-Test

Fisher’s-Exakt-Test

Fisher’s-Exakt-Test

Fisher’s-Exakt-Test

x2-Test

Fisher’s-Exakt-Test

Fisher’s-Exakt-Test

Fisher’s-Exakt-Test

Fisher’s-Exakt-Test

Fisher’s-Exakt-Test

Fisher’s-Exakt-Test

0,519

0,384

1,000

1,000

0,587

0,004

0,420

1,000

0,732

0,732

1,000
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ja 3(4,2) 1(5,6)

amp(1)(q21), Anzahl (%) Fisher’s-Exakt-Test 0,347
nein 55 (77,5) 16 (88,9)
ja 16 (22,5) 2 (11,1)

del(13)(q14), Anzahl (%) x2-Test 0913
nein 45 (62,5) 11 (61,1)
ja 27 (37,5) 7 (38,9)

t(v;14q32), Anzahl (%) x>-Test 0,966
nein 43 (60,6) 11 (61,1)
ja 28 (39,4) 7 (38,9)

t(4;14), Anzahl (%) Fisher’s-Exakt-Test 1,000
nein 64 (91,4) 17 (94,4)
ja 6 (8,6) 1(5,6)

t(6;14), Anzahl (%) Fisher’s-Exakt-Test 1,000
nein 68 (98,6) 17 (100,0)
ja 1(1,4) 0 (0)

t(11;14), Anzahl (%) Fisher’s-Exakt-Test 0,599
nein 65 (94,2) 16 (88,9)
ja 4(58) 2 (11,1

t(14;16), Anzahl (%) Fisher’s-Exakt-Test 1,000
nein 68 (98,6) 17 (100,0)
ja 1(1,4) 0 (0)

t(14;20), Anzahl (%) konstant
nein 69 (100,0) 17 (100,0)
ja 0 (0) 0 (0)

del(17)(p13), Anzahl (%) Fisher’s-Exakt-Test 1,000
nein 64 (88,9) 16 (88,9)
ja 8 (11,1) 2 (11,1)

Tabelle 2 | Deskriptive Statistik klinisch erthobener Daten. Die Auswertung der klini-
schen Daten mittels Mann-Whitney-U-Test fiir die stetigen und y*-Test oder dem exakten
Test nach Fisher fur die nominalen Variablen ergab signifikante Unterschiede fiir Patienten
mit niedriger COLVI-Expression (IRS 0-1) gegentiber solchen mit hoher COLVI-Expres-
sion (IRS 2-3) fir die Variablen LDH und die Art der Schwerkette (HC). Patienten mit nied-
riger COLVI-Expression hatten dabei signifikant seltener monoklonales IgA (16,7 % vs. 33,3
%), hiufiger monoklonales IgG (53,8 % vs. 42,9 %) und hiufiger ein Leichtkettenmyelom
(29,5 % vs. 9,5 %) als solche mit hoher COLVI-Expression. Aul3erdem hatten sie im Durch-
schnitt eine signifikant erhéhte LDH-Konzentration bei Diagnosestellung (196 U/1 vs. 162
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U/]). Abkurzungen: LDH, Lactatdehydrogenase; Hb, Himoglobin; b2M, beta-2-Mikroglo-
bulin; Heavy chain, Konzentration der Schwerkette bei Induktion; Light chain, Konzentra-
tion der Leichtkette bei Induktion; WBC engraftment, Anzahl der Tage von Auto-SCT bis
Leukozyten-Engraftment; PLT engraftment, Anzahl der Tage von Auto-SCT bis Throm-
bozyten-Engraftment; R-ISS, Revised International Staging System; EM Manifestation,
Extramedullire Manifestation; LCDD, Leichtkettenspeicherkrankheit; Tandem HD, Tan-
demhochdosistherapie; Allo-SCT, allogene Stammzelltransplantation.

3.5. Ansprechen

Fir die Auswertung mittels SPSS wurden die vier Expressionsmuster ebenfalls in zwei Grup-
pen eingeteilt, solche mit niedriger Expression (IRS 0-1) und solche mit hoher Expression
(IRS 2-3). Das Ansprechen wurde in drei Kategorien eingeteilt, solche mit Ansprechen (1 =
sCR, CR, VGPR, PR), solche mit stabiler Erkrankung (2 = SD) und solche mit fortschrei-
tender Erkrankung (3 = PD). Ob ein Ansprechen vorlag oder nicht, wurde mittels der rela-
tiven Reduktion des monoklonalen Proteins im Vergleich zum Ausgangswert und der Im-

munfixation nach Induktions- beziehungsweise Hochdosistherapie bestimmt.

Sowohl fiir das Ansprechen auf die Induktionstherapie (90,0 % vs. 88,2 % fiir hohe COLVI-
Expression vs. niedrige COLVI-Expression, p = 0,392) als auch auf die Hochdosistherapie
(90,0 % vs. 93,4 % tiir hohe COLVI-Expression vs. niedrige COLVI-Expression, p = 0,680)
ergab sich kein signifikanter Unterschied fir Patienten mit niedriger COLVI-Expression ge-

geniiber solchen mit hoher COLVI-Expression im exakten Test nach Fisher (Tabelle 3).

Variablen Kollagen Typ VI Kollagen Typ VI  Test p-Wert
niedrig hoch

N 76 20

Ind, Anzahl (%) Fisher’s-Exakt-Test 0,638
1 67 (88,2) 18 (90,0)
2 8 (10,5) 150
3 1(1,3) 1(5,0)

HD, Anzahl (%) Fisher’s-Exakt-Test 0,521
1 71 (93,4) 18 (90,0)
2 1(1,3) 0 (0)
3 4 (5,3) 2 (10,0)

Tabelle 3 | Ansprechen auf Induktions- und Hochdosistherapie. Die Auswertung des
Ansprechens auf die Induktions- und Hochdosistherapie mittels dem exakten Test nach Fis-
her ergab keine Signifikanz fiir Patienten mit niedriger COLVI-Expression (IRS 0-1) gegen-
tber solchen mit hoher COLVI-Expression (IRS 2-3). Hierfir wurde das Ansprechen in drei
Kategorien eingeteilt, solche mit Ansprechen (1 = sCR, CR, VGPR, PR), solche mit stabiler
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Erkrankung (2 = SD) und solche mit fortschreitender Erkrankung (3 = PD). Abkurzungen:
Ind, Induktionstherapie; HD, Hochdosistherapie.

3.6. Gesamtiiberleben und progressionsfreies Uberleben

Auch hier wurden fiir die Auswertung mittels SPSS die vier Expressionsmuster in zwei Grup-
pen eingeteilt, solche mit niedriger Expression (IRS 0-1) und solche mit hoher Expression

(IRS 2-3).

Die Auswertung der Patientendaten hinsichtlich einer Prognose von COLVI auf das OS
erfolgte mittels Kaplan-Meyer-Analyse und Logrank-Test. Dabei zeigte sich zwar kein statis-
tisch signifikanter Uberlebensvorteil fiir Patienten mit niedriger COLVI-Expression gegen-
tber solchen mit hoher COLVI-Expression (5-Jahres-OS, 81,2 % vs. 69,0 % fir hohe
COLVI-Expression vs. niedrige COLVI-Expression, p = 0,052) (Abbildung 2), ein Trend
war jedoch dahingehend erkennbar, dass im Gegenteil diejenigen mit hoher COLVI-Expres-

sion einen Ubetlebensvorteil haben.
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Abbildung 2 | Prognostische Relevanz von Kollagen Typ VI (COLVI) in Bezug auf
das Gesamtiiberleben (OS). Es zeigte sich in der Kaplan-Meyer-Analyse und dem Lo-
grank-Test kein signifikanter Uberlebensvorteil fiir Patienten mit niedriger COLVI-Expres-
sion (IRS 0-1; blau) gegeniiber solchen mit hoher COLVI-Expression (IRS 2-3; rot) (5-Jah-
res-O8S, 81,2 % vs. 69,0 % fiir hohe COLVI-Expression vs. niedrige COLVI-Expression, p
= 0,052). Es zeigte sich im Gegenteil ein Trend hin zu einem héheren Uberlebensvorteil fiir
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Patienten mit hoher COLVI-Expression gegeniiber solchen mit niedriger COLVI-Expres-
sion.

Auch hinsichtlich des PFS erfolgte eine Auswertung mittels Kaplan-Meier-Analyse und Lo-
grank-Test. Ein signifikanter progressionsfreier Uberlebensvorteil fiir Patienten mit niedriger
COLVI-Expression gegentiber solchen mit hoher COLVI-Expression konnte auch hier
nicht nachgewiesen werden (5-Jahres-PFS, 39,9 % vs. 20,7 % fir hohe COLVI-Expression
vs. niedrige COLVI-Expression, p = 0,301) (Abbildung 3).
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Abbildung 3 | Prognostische Relevanz von Kollagen Typ VI (COLVI) in Bezug auf
das progressionsfreie Uberleben (PFS). Es zeigte sich in der Kaplan-Meyer-Analyse und
dem Logrank-Test kein signifikanter progressionsfreier Uberlebensvorteil fiir Patienten mit
niedriger COLVI-Expression (IRS 0-1; blau) gegeniiber solchen mit hoher COLVI-Expres-
sion (IRS 2-3; rot) (5-Jahres-PFES, 39,9 % vs. 20,7 % fiir hohe COLVI-Expression vs. niedrige
COLVI-Expression, p = 0,301).

3.7. Gesamtiiberleben und progressionsfreies Uberleben bei Kollagen Typ VI Al-
pha I-mRNA-Expression

Fir die Auswertung der Kohorten aus dem GEO mittels SPSS wurden die COL6.AT-
mRNA-Expressionswerte in zwei Gruppen eingeteilt, solche mit niedriger Expression (50 %

der Patienten unterhalb des Medians) und solche mit hoher Expression (50 % der Patienten
oberhalb des Medians).
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Die Auswertung der Daten hinsichtlich einer Prognose von COL6A7-mRNA auf das OS
erfolgte mittels Kaplan-Meyer-Analyse und Logrank-Test. Dabei zeigte sich in zwei Kohor-
ten (Kohorten 2 und 3) ein statistisch signifikanter Uberlebensvorteil fiir Patienten mit hoher
COL6AT-mRNA-Expression gegeniiber solchen mit niedriger COL6.A7-mRNA-Expres-
sion (Kohorte 2: 2,5-Jahres-OS, 38,7 % vs. 31,2 % fir hohe COL6.A7-mRNA-Expression
vs. niedrige COL6.47-mRNA-Expression, p = 0,020 / Kohorte 3: 2,5-Jahres-OS, 84,2 % vs.
61,5 % fir hohe COL6.AT-mRNA-Expression vs. niedrige COL6.A7-mRNA-Expression, p
= 0,037) (Abbildung 5 und 6). In eciner dritten Kohorte (Kohorte 1) zeigte sich dieser sig-
nifikante Uberlebensvorteil jedoch nicht (Kohorte 1: 5-Jahres-OS, 63,2 % vs. 61,8 % fiir
hohe COL6.AT-mRNA-Expression vs. niedrige COL6.A7-mRNA-Expression, p = 0,791)
(Abbildung 4).
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Abbildung 4 | Prognostische Relevanz von Kollagen Typ VI Alpha 1 (COL6A1)-
mRNA-Expression in Bezug auf das Gesamtiiberleben (OS) der Kohorte 1. Es zeigte
sich in der Kaplan-Meyer-Analyse und dem Logrank-Test kein signifikanter Uberlebensvor-
teil fir Patienten mit niedriger COL6.A7-mRNA-Expression (blau) gegentiber solchen mit
hoher COL6A7T-mRNA-Expression (rot) (5-Jahres-OS, 63,2 % vs. 61,8 % fir hohe
COL6AT-mRNA-Expression vs. niedrige COL6.A7-mRNA-Expression, p = 0,791).
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Abbildung 5 | Prognostische Relevanz von Kollagen Typ VI Alpha 1 (COL6AI)-
mRNA-Expression in Bezug auf das Gesamtiiberleben (OS) der Kohorte 2. Es zeigte
sich in der Kaplan-Meyer-Analyse und dem Logrank-Test ein signifikanter Uberlebensvorteil
fir Patienten mit hoher COL6.A7-mRNA-Expression (rot) gegeniiber solchen mit niedriger
COL6AT-mRNA-Expression (blau) (2,5-Jahres-OS, 38,7 % vs. 31,2 % fiir hohe COL6.AT-
mRNA-Expression vs. niedrige COL6.A7-mRNA-Expression, p = 0,020).
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Abbildung 6 | Prognostische Relevanz von Kollagen Typ VI Alpha 1 (COL6AI)-
mRNA-Expression in Bezug auf das Gesamtiiberleben (OS) der Kohorte 3. Es zeigte
sich in der Kaplan-Meyer-Analyse und dem Logrank-Test ein signifikanter Uberlebensvorteil
fir Patienten mit hoher COL6.A7-mRNA-Expression (rot) gegeniiber solchen mit niedriger
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COL6AT-mRNA-Expression (blau) (2,5-Jahres-OS, 84,2 % vs. 61,5 % fiir hohe COL6.AT-
mRNA-Expression vs. niedrige COL6.A7-mRNA-Expression, p = 0,037).

Auch eine Auswertung der Daten hinsichtlich einer Prognose von COL6.A7-mRNA auf das
PES bei einer Kohorte (Kohorte 2) konnte mittels Kaplan-Meyer-Analyse und Logrank-Test
durchgefiihrt werden. Auch hier wurden fir die Auswertung der Kohorte mittels SPSS die
COL6AT-mRNA-Expressionswerte in zwei Gruppen eingeteilt, solche mit niedriger Expres-
sion (50 % der Patienten unterhalb des Medians) und solche mit hoher Expression (50 %
der Patienten oberhalb des Medians). Ein signifikanter Unterschied im PFS fiir Patienten mit
niedriger COL6.A7T-mRNA-Expression gegenuber solchen mit hoher COL6.A7-mRNA-Ex-
pression konnte jedoch nicht nachgewiesen werden (1,5-Jahres-PFS, 10,7 % vs. 2,0 % fir
hohe COL6AT-mRNA-Expression vs. niedrige COL6.A7T-mRNA-Expression, p = 0,099)
(Abbildung 7).
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Abbildung 7 | Prognostische Relevanz von Kollagen Typ VI Alpha 1 (COL6AI)-
mRNA-Expression in Bezug auf das progressionsfreie Uberleben (PFS) der Kohorte
2. Es zeigte sich in der Kaplan-Meyer-Analyse und dem Logrank-Test kein signifikanter pro-
gressionsfreier Ubetlebensvorteil fiir Patienten mit niedriger COL6.A47-mRNA-Expression
(blau) gegentiber solchen mit hoher COL6.A7-mRNA-Expression (rot) (1,5-Jahres-PFS, 10,7
% vs. 2,0 % fur hohe COL6.A7-mRNA-Expression vs. niedrige COL6.A47-mRNA-Expres-
sion, p = 0,099).
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4. DISKUSSION

Fir viele Neoplasien konnte bereits gezeigt werden, dass COLVI vermehrt im Vergleich zu
den jeweiligen Normalgeweben exprimiert wird, unter anderem bei Glioblastomen,(112) Ei-
erstockkrebs, (73, 130) Lungenkrebs,(107) Osophaguskarzinomen,(107) Pankreaskarzino-
men,(5) Brustkrebs,(76, 101, 111) Kolonkrebs,(107, 111, 115) und Speicheldriisenkrebs.(4)
Damit einhergehend zeigte sich oftmals eine Korrelation zwischen COLVI-Expression und
OS sowie PFS, so bei Speicheldrisenkrebs,(4) CRC,(115) ccRCC(149) und beim
Glioblastom.(147) In allen Fillen konnte dabei gezeigt werden, dass eine vermehrte COLVI-
Expression zu einem signifikant verschlechterten PFS und/oder OS fiihrt. Bisher konnte
also festgestellt werden, dass COLVI ein prognostisch ungtinstiger Faktor in vielen soliden
Neoplasien ist. In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass COLVI dabei auch einen

unabhingigen prognostischen Faktor darstellt.(4, 149)

COLVI wirkt in vielfaltiger Weise auf Tumorzellen und TME. Es wirkt als anti-apoptotischer
Faktor(35, 36, 72, 125, 153) auf Tumorzellen und begiinstigt deren Proliferation(75, 111,
153) sowie Adhision, Ausbreitung und Invasion.(37, 65) Es wirkt induzierend auf die EMT
und fordert damit die Metastasierung.(32, 60, 111, 154) Dartiber hinaus fordert es die Angi-
ogenese(111, 153) und begunstigt Tumorentzindung tiber Makrophagen(4, 30, 34, 114, 124,
128) sowie die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren.(76) Ferner trigt es auBerdem zur

Steigerung der Therapieresistenz gegeniiber Medikamenten bei.(32, 43, 46, 76, 124, 150)

Demzufolge ist COLVI ein vielversprechendes Ziel fur medikamentdse Interventionen.
COLVI konnte dabei einerseits genutzt werden, um mittels beladener Antikorper, die an
COLVI binden, Chemotherapeutika, Zytokine wie IL-2 oder Radionuklide zielgerichtet in
das neoplastische Gewebe zu lenken,(4, 64, 127) andererseits um mittels Antikérpern oder
kleinen Molekiilen inhibierend auf Rezeptoren fir COLVI, ETP oder in der Signalkaskade
weiter vorangelegene Rezeptoren einzuwirken.(4) Inhibitoren fir Signalkaskaden, die auch
von COLVI induziert werden, werden bereits in einigen klinischen Studien untersucht

(AKT- und FAK-Inhibitoren).(22, 90, 110)

In der hier durchgefihrten Studie konnte gezeigt werden, dass die Hypothese eines signifi-
kanten Zusammenhanges zwischen niedriger COLVI-Proteinexpression und erhéhtem OS,
beziehungsweise erhhtem PFS beim MM nicht bestitigt werden konnte. Es zeigte sich im

Gegenteil ein Trend hin zu einem Uberlebensvorteil fiir die Patienten mit hoher COLVI-
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Expression. Ein Vergleich zu den COL6.A7-mRNA-Expressionsdaten konnte die statisti-
schen Ergebnisse ebenfalls wiederspiegeln. In der COL6.A7-mRNA-Expression fand sich
ein signifikanter Uberlebensvorteil fiir diejenigen mit hoher COL6.A7-mRNA-Expression,
welches sich als Trend bereits in der COLVI-Proteinexpression fand. Fir das PFS konnte
ein solcher Effekt jedoch nur als Trend in der COL6.A7-mRNA-Expression gezeigt werden,
nicht jedoch in der COLVI-Proteinexpression. Eine Bestitigung der Ergebnisse dieser Ar-
beit durch eine zweite unabhingige Kohorte, idealerweise im Rahmen einer prospektiven

Studie, wire sinnvoll, um das Resultat dieser Arbeit zu verifizieren.

Patienten mit niedriger COLVI-Expression hatten dabei in dieser Studie allerdings signifi-
kant seltener monoklonales IgA (16,7 % vs. 33,3 %), hiufiger monoklonales IgG (53,8 % vs.
42,9 %) und hiufiger ein Leichtkettenmyelom (29,5 % vs. 9,5 %) als solche mit hoher
COLVI-Expression. Auflerdem hatten sie im Durchschnitt eine signifikant erhéhte LDH-
Konzentration bei Diagnosestellung (196 U/1vs. 162 U/1).

In dieser Studie zeigte sich bei 66 (= 66,67 %) Patienten eine leichte COLVI-Expression,
vergleichbar mit der im gesunden KM. Bei 21 (= 21,21 %) Patienten fand sich eine héhere
Expression als im gesunden KM, davon 16 (= 16,16 %) mit mittlerer und 5 (= 5,05 %) mit
starker. Bei 12 (= 12,12 %) der 99 Patienten fand sich keine Expression von COLVI. Auf-
grund des nicht vorhandenen Zusammenhangs zwischen COLVI-Expression und OS, PFS
sowie Ansprechen auf die Therapie beim MM stellt sich die Frage, inwiefern COLVI auf
einzelne Faktoren beim MM Einfluss hat. Insgesamt erscheint eine biologische Rolle von
COLVI beim MM jedoch aufgrund der Ergebnisse eher unwahrscheinlich. Fir eine genauere
Abklirung sind aber weitere, vor allem molekularbiologische Untersuchungen nétig, wie
zum Beispiel Studien zur Auswirkung von COLVI auf Tumorzellapoptose, Proliferation,
Metastasierung und weitere Faktoren beim MM. Im Rahmen dieser Studien wire eine simul-
tane Untersuchung von zirkulierendem PRO-C6, einem bei der Synthese von COLVI ent-
stehenden Produktes, als Tumor- oder prognostischem Marker sicherlich ebenfalls interes-

sant.(4, 120)

AbschlieBend ldsst sich festhalten, dass entgegen der Erwartung des doch insgesamt eher
Stroma-abhingigen MM keine signifikante Korrelation zwischen einer niedrigen COLVI-
Expression und gesteigertem OS, PFS oder verbessertem Ansprechen auf die Therapie fest-
gestellt werden konnte. Inwieweit dies fiir weitere himatologische Neoplasien, wie zum Bei-

spiel maligne Lymphome oder Leukimien gilt, miissen zukiinftige Studien zeigen.
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Abbildung 1 | Darstellung der Expressionsmuster von Kollagen Typ VI (COLVI)
mittels APAAP-Fairbung. Reihe A zeigt Schnittbilder von Patienten mit keiner Expression
von COLVI (IRS 0), Reihe B solche von Patienten mit wenig Expression (IRS 1). Reihe C
und Reihe D zeigen mittlere Expression (IRS 2), respektive viel Expression (IRS 3).......... 27

Abbildung 2 | Prognostische Relevanz von Kollagen Typ VI (COLVI) in Bezug auf
das Gesamtiiberleben (OS). Es zeigte sich in der Kaplan-Meyer-Analyse und dem
Logrank-Test kein signifikanter Uberlebensvorteil fiir Patienten mit niedriger COLVI-
Expression (IRS 0-1; blau) gegentiber solchen mit hoher COLVI-Expression (IRS 2-3; rot)
(5-Jahres-OS, 81,2 % vs. 69,0 % fir hohe COLVI-Expression vs. niedrige COLVI-
Expression, p = 0,052). Es zeigte sich im Gegenteil ein Trend hin zu einem héheren
Uberlebensvorteil fiir Patienten mit hoher COLVI-Expression gegeniiber solchen mit
niedriger COLVI-EXPIESSION. ..ottt 33

Abbildung 3 | Prognostische Relevanz von Kollagen Typ VI (COLVI) in Bezug auf
das progressionsfreie Uberleben (PFS). Es zeigte sich in der Kaplan-Meyer-Analyse und
dem Logrank-Test kein signifikanter progressionsfreier Uberlebensvorteil fiir Patienten mit
niedriger COLVI-Expression (IRS 0-1; blau) gegeniiber solchen mit hoher COLVI-
Expression (IRS 2-3; rot) (5-Jahres-PFS, 39,9 % vs. 20,7 % fir hohe COLVI-Expression vs.
niedrige COLVI-Expression, p = 0,3071).....ccccceviiiiiininiiiiiniiciieceeeesceensesenns 34

Abbildung 4 | Prognostische Relevanz von Kollagen Typ VI Alpha 1 (COL6A1)-
mRNA-Expression in Bezug auf das Gesamtiiberleben (OS) der Kohorte 1. Es zeigte
sich in der Kaplan-Meyer-Analyse und dem Logrank-Test kein signifikanter
Uberlebensvorteil fiir Patienten mit niedriger COL6A1-mRNA-Expression (blau) gegeniiber
solchen mit hoher COL6AT-mRNA-Expression (rot) (5-Jahres-OS, 63,2 % vs. 61,8 % fur
hohe COL6AT-mRNA-Expression vs. niedrige COL6AT-mRNA-Expression, p = 0,791).

Abbildung 5 | Prognostische Relevanz von Kollagen Typ VI Alpha 1 (COL6A1)-
mRNA-Expression in Bezug auf das Gesamtiiberleben (OS) der Kohorte 2. Es zeigte
sich in der Kaplan-Meyer-Analyse und dem Logrank-Test ein signifikanter Uberlebensvorteil
fir Patienten mit hoher COLO6A1-mRNA-Expression (rot) gegeniiber solchen mit niedriger
COLG6A1-mRNA-Expression (blau) (2,5-Jahres-OS, 38,7 % vs. 31,2 % fir hohe COLOA1-
mRNA-Expression vs. niedrige COLOAT-mRNA-Expression, p = 0,020). .....ccccvvvvurinnee. 36

Abbildung 6 | Prognostische Relevanz von Kollagen Typ VI Alpha 1 (COL6A1)-
mRNA-Expression in Bezug auf das Gesamtiiberleben (OS) der Kohorte 3. Es zeigte
sich in der Kaplan-Meyer-Analyse und dem Logrank-Test ein signifikanter Uberlebensvorteil
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fir Patienten mit hoher COLO6A1-mRNA-Expression (rot) gegeniiber solchen mit niedriger
COLG6A1-mRNA-Expression (blau) (2,5-Jahres-OS, 84,2 % vs. 61,5 % fiir hohe COLOA1-
mRNA-Expression vs. niedrige COLOAT-mRNA-Expression, p = 0,037). .c.ccccevvvvurinnnee. 36

Abbildung 7 | Prognostische Relevanz von Kollagen Typ VI Alpha 1 (COL6A1)-
mRNA-Expression in Bezug auf das progressionsfreie Uberleben (PFS) der Kohorte
2. Es zeigte sich in der Kaplan-Meyer-Analyse und dem Logrank-Test kein signifikanter
progtessionsfreier Uberlebensvorteil fiir Patienten mit niedriger COL6A1-mRNA-
Expression (blau) gegeniiber solchen mit hoher COL6A1-mRNA-Expression (rot) (1,5-
Jahres-PES, 10,7 % vs. 2,0 % fir hohe COL6AT-mRNA-Expression vs. niedrige COL6A1-
MRNA-Expression, p = 0,099).....cccciiiiiiiiicieesesseesssesssssessssenes 37
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Tabelle 1 | Klinische und erkrankungsassoziierte Variablen. Aufgelistet in dieser
Tabelle finden sich alle Variablen, die mittels Orbis gesammelt wurden. Abkiirzungen: FISH,
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung; MM, Multiples Myelom; ISS, International Staging
System; R-ISS, Revised International Staging System; Allo-SCT, allogene

Stammzelltransplantation; Auto-SCT, autologe Stammzelltransplantation. ...........cceceueuuee. 19

Tabelle 2 | Deskriptive Statistik klinisch erhobener Daten. Die Auswertung der
klinischen Daten mittels Mann-Whitney-U-Test fiir die stetigen und y*Test oder dem
exakten Test nach Fisher fiir die nominalen Variablen ergab signifikante Unterschiede fir
Patienten mit niedriger COLVI-Expression (IRS 0-1) gegentiber solchen mit hoher COLVI-
Expression (IRS 2-3) fur die Variablen LDH und die Art der Schwerkette (HC). Patienten
mit niedriger COLVI-Expression hatten dabei signifikant seltener monoklonales IgA (16,7
% wvs. 33,3 %), hiufiger monoklonales IgG (53,8 % vs. 429 %) und hiufiger ein
Leichtkettenmyelom (29,5 % vs. 9,5 %) als solche mit hoher COLVI-Expression. Auflerdem
hatten sie im Durchschnitt eine signifikant erhohte LDH-Konzentration bei
Diagnosestellung (196 U/1 vs. 162 U/l). Abktrzungen: LDH, Lactatdehydrogenase; Hb,
Himoglobin; b2M, beta-2-Mikroglobulin; Heavy chain, Konzentration der Schwerkette bei
Induktion; Light chain, Konzentration der Leichtkette bei Induktion; WBC engraftment,
Anzahl der Tage von Auto-SCT bis Leukozyten-Engraftment; PLT engraftment, Anzahl der
Tage von Auto-SCT bis Thrombozyten-Engraftment; R-ISS, Revised International Staging
System; EM Manifestation, Extramedullire Manifestation; LCDD,
Leichtkettenspeicherkrankheit; Tandem HD, Tandemhochdosistherapie; Allo-SCT, allogene

Stammzelltransplantation. ........ccvieiiiiiiiiiiii s 31

Tabelle 3 | Ansprechen auf Induktions- und Hochdosistherapie. Die Auswertung des
Ansprechens auf die Induktions- und Hochdosistherapie mittels dem exakten Test nach
Fisher ergab keine Signifikanz fiir Patienten mit niedriger COLVI-Expression (IRS 0-1)
gegentiber solchen mit hoher COLVI-Expression (IRS 2-3). Hierfir wurde das Ansprechen
in drei Kategorien eingeteilt, solche mit Ansprechen (1 = sCR, CR, VGPR, PR), solche mit
stabiler Erkrankung (2 = SD) und solche mit fortschreitender Erkrankung (3 = PD).
Abkurzungen: Ind, Induktionstherapie; HD, Hochdosistherapie.........ccoccvuviiciviiciiinicnnnnns 32
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Flussdiagramm 1 | Auswahl und Ausschluss der Patienten beziehungsweise
Patientenproben. Von 495 Patienten wurden 285 ausgeschlossen, weil keine Probe
vorhanden war, 33 weil ihre Probe nach Therapiestart entnommen wurde, 16 weil die Probe
keine Plasmazellinfiltration aufwies und 62 weil der Entnahmezeitpunkt der Probe unklar

war. Die Kollagen Typ VI Expression wurde bei 99 Patienten untersucht........cccccccuveniucnnnes 25
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1. Forschungsgenehmigung des ,,Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbrau-

cherschutz“, Nordrhein-Westfalen (Aktenz.: 2016-654-£-S)

Patientenschutz | Forschungsfreiheit ET H I K Bl
';I:_M! wAMPACE - WISTIALSEE KO M I S s I 0 N

WESTFALEN-LIAFE — WIS SR IRSITET rzisha Lalor
— Wims-re i L

G#

e
b

Ltta-jammiszion Kirzter - Gartensirafe 210-214 - 25147 KLl

Hzrmrn

PL Or, mad, Chrstoph Schlizmann
Medizin’sche Klinik &

Universitétsklinikam K onster
Albert-Schweizer-Carmpus *. Gebiude A1
A8148 Minstar

bk sslgnirasgwlde
wrwathlk-kemmissionun -musngiern ie

2é. Dezember 2016

Unger Aktenzeichen: 2016-654-f-3 {biZe immer angsb=n!)
Titel des Forschungsvorhazens: Woliple Myeloma Tizsee Microarray”

Beratung und Eewesrtung

Sehr geshrear Haerr Dr, Schliemann,

fiir das aben gerarnts Forschurgsverhaben haben Sie mit Schreiben vom 28.11.2018 die Beratung
curch die Ethik-Kemmission der Arztekarmmer Westizlen-Uppe und  der Westfdlischen Wilhelms-
Universitat Minster { Efvik-Kommission') beantragt. Die Ethik-Kommizssion hat in ihrer Sitzung am
“6,12.2016 (ber Ihrzn Antrag beraten und beschlosssn:

Die Ethik-Kommission hat keine grundsétzlichen Eedenken ethischer oder rechilicher Art
gegen die Durchfiihrung des Forschungsvorhabens.

Die Kommission weist zllardings auf Folgandes hin:

Fiir Patiertzn, die darin nicht eingwilligt habsn, kinnen keine kemslisrenden Untersuchungsn
durcngefihrt werden. Daten oder Proben van auswatigen Hausdrzter, Snkolagen urd Pat_hﬂ!:gian
kénnen nur von Patienten eingehclt werden, diz dafiir eine Einwilligung ertzilt haben. FOr gine
Ausnahme von diesemn Grundsatz sind dis Voraussetzungen nicht erfillt

Die verdiegerds Einschatrung git fiir das Forschungsvorhahen, wie es sich auf Grundlage der in
Anhang | genannten Untedagen darstellt,

Fiir dis Entscheidung der Ethik-Kommission erhebt die Arziekammer Westfalen-Lippe Gebilhren
nach Mabkgzabe inrer Varwallungsgetihrenardnung, Filr lkren Antrag gewehr dis I:t‘n-.k-__Kc-mm_lssm-n
gine ErmaRigung der Verealurgsoebinr auf 20% des reguldren Geblhrsnsatzes. Uber die auf
20% ermatigen Gebohren eralten Siz van der Arztekammsr ginen gesonderten Beschaid.

Alloemeine Hinweige:
Wit der varlegendan Stellungrahmea perdl die Ethic-<ommission die der Fretskammer VWestfzalen-

Lippz argchorenden Arztinnen und Arzte zu doen mit dem Forschungssorbaben veroundenen
berfsethissher und oerufsrechtlichan Fragen germall § 15 Abs. 1 Barufsardnung ARWL.

waesizenaen Ura-Prof, O, Dr, rred, Ho Soths KA, pril -
Sl ratande Vecstzense: Un-Rred, Dr med, W, E Besdel, Prof. Dr, shil, ©. Fraatz, Urls-Prof. O med. UL ROlE?




ANHANG

1T

bk o permami g g A b ST WS a e e e S WERHE L e
g A DEESLE
B Vit 22 Daseesa 2018

Die Einschitzung der Kommission ist als ergebnisoffene Beratung flr den Antragsteller nicht
bindend. Die Ethik-Kommission weist darauf hin, dass unabhdngig von der vorliegenden
Stellungnahme die medizinische, ethische und rechiliche Verantwortung fiir die DurchfOhrung des
Forschungsvorhabens bei dessen Leiter und bei allen an dem Vorhaben tefinehmenden Arzten bzw.
Forschern verbleibt.

An der Beratung und Beschlussfassung haben die in Anhang 2 aufgefihrien Mitglieder der Ethik-
Kommission teilgenommen. Es haben keine Milgheder tedigenommen, die selbst an dem
Forschungsvorhaben mitwirken oder deren Interessen davon berdhrt warden.

Die Ethik-Kommission empfiehlt im Einklang mit der Deklaration von Helsinki nachdricklich die
Registrierung klinischer Studien vor Studienbeginn in einem &ffentlich zuganglichen Register, das
die von der Weltgesundheitsorganisation (WHO) gefordenten Voraussetzungen erfullt, insbesondere
deren Mindestangaben enthalt. Ausfihrliche Informationen zur International Clinical Trials Registry
Platform (ICTRF) stehen im Internetangebot der WHO zur Verfigung:
hitp:iwww who.inticirpfaboutien’
Zu den Kriterien des International Committee of Medical Joumnal Editors (ICMJE) sei beispielsweise
verwiesen auf die Informationen unter:
hitp:/iwww.icmie.crgirecommendations/browse/pubishing-and-editorial-issues/clinical-trial-
registration, himl
Das WHO Primér-Register for Deutschland ist das Deutsche Register fir Klinische Studien (DRKS)
in Freiburg. Es erfillt die Forderungen der Fachzeitschrifien:
hitp:iiwww, drks, defindex. himi

Die Ethik-Kommission der Arztekammer \Westfalen-Lippe und der Westfalischen Wilhelms-
Universitit Monster ist organisiert und arbeitet gemall den nationalen gesetzlichen Bestimmungen
und den GCP-Richtlinien der ICH.

Die Kommission winscht Ihrem Forschungsvorhaben gutes Gelingen und geht davon aus, dass Sie
nach Abschluss des Vorhabens Uber die Ergebnisse berichien werden.

Mit freundlichen Grien

\ fim.
7
Prof. Dr. phil. Christiane Frantz oo
Stelv. Vorsitzende der Ethik-Kommission

i ) |

5. 2vond
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Anhang 1

umaee A AL
BT W 1T Duzemser
Folgen r n h i der h

Bei mehreren Versionen eines Dokumentes bezieht sich unsere Bewerfung stets auf die letzte

Version,

Eingang Datierung Anlage
02122016 28.11.2016 Antrag inkl. CVs chne CD

Anhang 2

Folgende Mitgli
der Sitzung am 16.12.2016 teilgenommen:

Dr. med.
Doris Dorsel, M.A_ LLM
Arztekammer Westfalen-Lippe

Praf. Dr. phil.

Christiane Frantz

Westialische Wilhelms-Universitat
Institut fir Politikwissenschaft

Minster,

D, Jur.
Anna Lauber, LL.M.
Kanzlei am Arztehaus, Minster

Heidi Oellers
Universitdtsklinikum  Monster,
Varhofflimmern

Kompetenznetz

Prof. Dr. med.
Friedrich-Wilhelm Schitter
St Elisabeth-Hospital Herten, Chirurgie

r der Ethik-Kommission haben an der Be f ng in

Hans-Theo Fortmeier
Universitatskliniourn MOnster, Apotheke

Prol. Dr. med.

Uwee Kirchhefer
Universitatsklinikum  Mlnster,
Pharmakologie und Toxikologie

Institut  fOr

Gisela Laumann

Patentenvertreténn

Dr.

Ralf Schupp

Alexianer-Hospital Minster, Referat Christliche
Ethil/Leitbild/Spintualitat

f
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Laborprotokoll

Jan Roseland
Di. 05.12.2017 + Mi. 06.12.2017

APAAP-Immunhi hemie Anti-CollagenVI1

Tag 142 APAAP Anti-Collagen VI Farbung von 9 Myelom Arrays und 7 Kontrollen

Tag 1
Schritt Zeit
Deparaffinierung und Antigendemaskierung
Xylol (2-3 x wiederverwendbar) 3 x 5 min
Abst. Ethanolreihe 100-95-70-50% je 2 min
In TBS waschen 15 min
Zitratpuffer (DAKO S2031) 1:10 in Aqua dest. verdiinnen
Verdiinnten Zitratpuffer in der Mikrowelle bei 450 W aufwédrmen 1 min
Schnitte im aufgewédrmten Zitratpuffer bei 450 W kochen 15 min
- dazwischen immer mit Aqua dest. auffiillen (z.B. alle 5 min)
- Gewebe muss immer komplett im Puffer stehen
Mit Aqua dest. auffiillen und bei Raumtemperatur abkiihlen lassen 15-20 min
In Aqua dest. waschen 5 min
In TBS waschen 5 min
Immunreaktion
Mit Silikonstift umranden
Mit Proteinblock (DAKO X0909) in Feuchtkammer inkubieren 30 min
Proteinblock abgieflen
In TBS waschen 3 x 3 min
Primérantikdrper (NB120-6588 / pAb anti-CollagenVI1 / Lot 21632 /
0,1mg immunogen affinity purified Rabbit Sera 2,0 mg/ml)) 1:800 in
Antikorperdiluent (DAKO S3022) verdiinnen
- insgesamt 3196ul Dilutent und 4pl Antikorper
Inkubation mit Primérantikdrper in Feuchtkammer fiir 2 h bei 37 °C oder
iiber Nacht bei 4 °C
Tag 2
Schritt | Zeit
Sekundiirantikorperreaktion (Sekundir-AK ggf. an Primir-AK anpassen)
In TBS waschen 3 x 3 min
Mit mouse anti-rabbit (DAKO M0737) 1:100 in Feuchtkammer 45 min
inkubieren
In TBS waschen 3 x 3 min
Mit rabbit anti-mouse (DAKO Z0259) 1:25 in Feuchtkammer inkubieren |45 min
In TBS waschen 3 x 3 min
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Schritt

Zeit

Mit mouse monoclonal APAAP-Komplex (DAKO D0651) 1:50

in Feuchtkammer inkubieren

30 min

In TBS waschen

3 x 3 min

Farbreaktion

Fuchsint+ Substrat-Chromogen (DAKO K0625)
- 60 ul Fuchsin+Chromogen + 60 ul Fuchsin+ActivatingAgent
mischen und 1 min
bei RT stehen lassen
- mit 880 pl Fuchsin+SubstrateBuffer hinzugeben, mischen und
innerhalb von
30 min aufbrauchen

Inkubation der Schnitte unter mikroskopischer Kontrolle

30 min

Reaktion mit Aqua dest. stoppen

Gegenfirbung

Mayer's Himalaun (1:2 Verdiinnung mit Aqua dest.)

ca.8 s

unter Leitungswasser blduen

10 min

Trocknen bei RT {iber Nacht

Einbettung mit Glycergel






