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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 
großen Einflusses auf Tumorzellen könnte COLVI dabei Ziel von neuen therapeutischen Medikamenten sein 
und Auskunft über die Prognose eines Patienten geben, denn die Grundlagenforschung der vergangenen Jahre 
hat gezeigt, dass dem Mikroumfeld einer Neoplasie eine große Bedeutung bei der Progression der Erkrankung 
zukommt. Mit dieser Arbeit sollte eine prognostische Bedeutung von COLVI hinsichtlich des Gesamt- (OS) und 
progressionsfreien Überlebens (PFS) sowie hinsichtlich des Ansprechens auf die medikamentöse Therapie 
beim Multiplen Myelom (MM) untersucht werden. Hierfür wurden die Knochenmarkstanzen von Patienten mit 
bekanntem MM neu aufgearbeitet und als Gewebe-Microarray (TMA) mittels APAAP-Färbung mit einem Anti-
COLVI-Antikörper gefärbt. Die Proteinexpressionsdaten wurden mit öffentlich zugänglichen mRNA-Expressi-
onsdaten aus dem GEO verglichen. Die Studie wurde von der lokalen Ethik-Kommission der Ärztekammer 
Westfalen-Lippe und der Westfälischen-Wilhelms Universität Münster (2016-654-f-S) am 16.12.2016 geneh-
migt und erfolgte in Übereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki. Die statistische Auswertung der ver-
wendeten 99 Knochenmarkstanzen ergab jedoch keinen signifikanten Vorteil bezüglich des OS (5-Jahres-OS, 
81,2 % vs. 69,0 % für hohe COLVI-Expression vs. niedrige COLVI-Expression, p = 0,052), keinen signifikanten 
Vorteil bezüglich des PFS (5-Jahres-PFS, 39,9 % vs. 20,7 % für hohe COLVI-Expression vs. niedrige COLVI-
Expression, p = 0,301) und kein signifikant verbessertes Ansprechen auf die Therapie (Induktionstherapie, 90,0 
% vs. 88,2 % für hohe COLVI-Expression vs. niedrige COLVI-Expression, p = 0,392 / Hochdosistherapie, 90,0 
% vs. 93,4 % für hohe COLVI-Expression vs. niedrige COLVI-Expression, p = 0,686) für Patienten mit niedriger 
COLVI-Expression. Patienten mit niedriger COLVI-Expression hatten dabei allerdings signifikant seltener mo-
noklonales IgA (16,7 % vs. 33,3 %), häufiger monoklonales IgG (53,8 % vs. 42,9 %) und häufiger ein Leicht-
kettenmyelom (29,5 % vs. 9,5 %) als solche mit hoher COLVI-Expression. Außerdem hatten sie im Durchschnitt 
eine signifikant erhöhte LDH-Konzentration bei Diagnosestellung (196,00 U/l vs. 162,00 U/l). Die Vermutung 
einer Korrelation zwischen COLVI-Expression und Überleben konnte somit nicht bestätigt werden. 
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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 zweithäufigste hämatopoetische Tumor.(83, 96) Es ist vor al-

lem eine Erkrankung des älteren Menschen (60. bis 70. Lebensjahr) und trifft dabei in etwa 

doppelt so viele Männer wie Frauen.(123) Aufgrund der Entwicklung neuer Medikamente 

konnte die Fünfjahresüberlebensrate sukzessive von 37 % (1971-1996) auf 66 % (2006-2010) 

gesteigert werden.(123) Trotz all dieser Errungenschaften ist das MM jedoch eine für die 

meisten Patienten nach wie vor unheilbare Krankheit, da lediglich 10 % eine langjährige Re-

mission erreichen.(96, 123) Neue Überlegungen gehen daher seit einigen Jahren vermehrt 

auf die Interaktion von Tumoren und Stroma (im Knochenmark (KM)) ein um möglicher-

weise neue oder verbesserte Angriffsmöglichkeiten für Medikamente zu finden und um 

prognostische Aussagen genauer zu gestalten, so geschehen zum Beispiel bei der AML,(3) 

einer ebenfalls im KM ansässigen hämatopoetischen Neoplasie. 

 

1.1.1. Pathophysiologie des Multiplen Myeloms 

Die monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz (MGUS), eine Art Vorläufer verschie-

dener hämatopoetischer Krankheiten, kommt bei ca. 4 % der Kaukasier ab dem 50. Lebens-

jahr vor.(87) Ca. 1 % dieser MGUS gehen pro Jahr in ein MM über.(84) Das MM stellt das 

neoplastische Gegenstück zu Antikörper-produzierenden Plasmazellen dar, die das terminal 

differenzierte Ende der B-Zell-Reihe darstellen.(123) Eine erste Veränderung hin zu einer 

maligne transformierten Zelle findet bereits während der somatischen Rekombination (SR) 

und somatischen Hypermutation (SHM) im Keimzentrum von Lymphknoten statt.(14, 17, 

129) Mutationen der Schwer- und Leichtketten führen dazu, dass funktionslose Antikörper 

der Klassen IgG (ca. 50 %), IgA (ca. 25 %), IgD (ca. 1 %) oder inkomplette Antikörper (ca. 

20 %, vor allem Leichtketten) entstehen.(80, 96) Darüber 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 äußert.(12, 14) Bei den anderen ca. 40 % finden sich 

dagegen häufig Translokationen, die den Immunglobulin-Schwerkettengen-Locus (IgH) auf 

Chromosom 14q32 betreffen. Zu den häufigsten gehören 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 Antikörper nicht gegen körpereigene Antigene richten, werden 

die sie produzierenden Zellen nicht zerstört, sondern überleben den Ausmusterungsprozess. 

Spätere Mutationen können nun zu einer Überaktivierung von Onkogenen und Deaktivie-

rung von Suppressorgenen führen. Häufig 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 großen Widerstand und produziert hohe Mengen an funktionslosen 

Antikörpern.(14, 100) Die transformierenden Vorgänge finden dabei im KM statt, sodass 

schlussendlich Myelomzellen (MMCs) entstehen. 

Maligne Zellklone, die singulär im KM (medullär) oder außerhalb des KMs (extramedullär) 

vorkommen, nennt man Plasmozytom. Treten auch im peripheren Blut maligne Zellklone 

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

stellt.(96, 100)  

Grundsätzlich spricht man beim MM von einer klonalen Proliferation. Mit der Zeit entstehen 

jedoch durch weitere Mutationen Subtypen des ursprünglichen Klones, die mitunter sogar 

die älteren Ursprungszellen verdrängen.(100) 

Die Forschung der letzten Jahre zeigte, dass die Mutationen allein aber nicht immer genügen, 

um ein langes Überleben der mutierten Zelle zu ermöglichen.(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 

verdrängen diese häufig durch eine bessere Bindung an das Stroma des KM. Drei bis sechs 

Subtypen des Ursprungsklones, man spricht hier von intraklonaler Heterogenität, setzen sich 

gegen die anderen Subtypen durch (survival oft the fittest) und haben häufig eine verbesserte 

Adhäsion an das Stroma. Auf diese Weise verdrängen sie die Ursprungszellen und normalen 

Plasmazellen.(20, 100) Die Bildung von Netzwerken mit Stromazellen, Osteoklasten und -

blasten sowie Endothelzellen hilft den Tumorzellen lange zu überleben und eine Resistenz 

gegenüber antineoplastischen Medikamenten zu entwickeln (CAMDR – cell-adhesion-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 Plasmazellleukämie. 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 solitäre Plasmozytom, das solitäre 

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 Plasmazellleukämie als Endstadium.(118, 151) 

Die Symptome des MM sind verschiedenartig und vor allem unspezifisch zu Beginn. Vier 

besonders markante und häufig auftretende Symptome werden auch als CRAB-Kriterien 

(entsprechen Endorganschäden) bezeichnet und deshalb zur Diagnostik verwendet. Dabei 

handelt es sich um Hyperkalzämie (C für engl. calcium) mit einer Serumkalziumkonzentration 

> 2,75 mmol/l oder > 0,25 mmol/l oberhalb des oberen Normwertes, Niereninsuffizienz 

(R für engl. renal insufficiency) mit einer Serumkreatininkonzentration ≥ 2,0 mg/dl oder einer 

Kreatinin-Clearance von < 40 ml/min, Anämie (A für engl. anaemia) mit einer Hämoglobin-

konzentration < 10,0 g/l oder ≥ 2,0 g/l unterhalb des unteren Normwertes sowie Knochen-

beteiligung (B für engl. bone) mit mindestens einer nachgewiesenen Knochenläsion in der 

Bildgebung.(118) Weitere Symptome sind eine erhöhte Infektneigung aufgrund des sekundär 

bedingten Antikörpermangels, Gewichtsverlust und Müdigkeit die meist durch die Anämie 

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 für engl. sixty), die Ratio aus der erhöhten Leichtkette zur nicht betroffenen 

Leichtkette von ≥ 100, wobei die betroffene Leichtkette mindestens in einer Konzentration 

von 100 mg/l vorliegen muss (Li für engl. light chain) und mindestens zwei fokale Läsionen 

im Ganzkörper-MRT, deren Größe mindestens 5mm betragen muss (M für engl. magnetic 

resonance imaging (MRI)).(118) Fallen massenhaft Leichtketten an, so kann die Niere diese 

nicht mehr vollständig 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) Außerdem werden die Leichtketten auch mit dem Urin ausgeschieden, die soge-

nannte Bence-Jones-Proteinurie. Diese zeigt sich klinisch durch einen aufschäumenden 

Urin.(151) Nur noch selten zeigt sich heute dagegen ein Hyperviskositätssyndrom infolge 

der hohen Antikörperproduktion.(86) Osteolytische Läsionen entstehen aufgrund der 
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komplexen Interaktion der MMCs mit dem BMM. Sie aktivieren über 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 Läsionen, da sie vor allem von der Aktivität der Osteoblasten 

abhängig ist.(67) 

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

sind:  

- Entweder 

o ≥ 10 % 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 ≥ 60 % KM-Infiltration durch klonale Plasmazellen 

- oder 

o Ratio aus der erhöhten Leichtkette zur nicht betroffenen Leichtkette von ≥ 

100 wobei die betroffene Leichtkette mindestens in einer Konzentration von 

100 mg/l vorliegen muss 

- oder 

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

Im Vergleich dazu sind beim SMM noch keine Endorganschäden 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 Endorganschäden 

oder Biomarker. Sowohl die MGUS als auch das SMM benötigen 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-ISS-Stadien (R-ISS). Diese beinhalten: 

- R-ISS I:  

o beta-2-Mikroglobulin ≤ 3,5 mg/l 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/l 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), während ein Fehlen dieser Marker als Standardrisiko gilt.(108, 151) 

Das mediane Gesamtüberleben (mOS) liegt nach neuesten Forschungsergebnissen und Be-

wertungskriterien bei 56 Monaten für ISS III und 87 Monaten für ISS II während es für die 

ISS I in den Studien noch nicht erreicht war.(108, 151) Die 5-Jahres-Überlebensrate ent-

sprach dabei 82 % für ISS I, 62 % für ISS II und 40 % für ISS III.(108, 151) Die progressi-

onsfreie 5-Jahres-Überlebensrate lag bei 55 % für ISS I, 36 % für ISS II und 24 % für ISS 

III.(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 günstig, da dies mit einer längeren progressionsfreien und Gesamtüber-

lebenszeit einhergeht.(104) 

 

1.1.3. Therapie 

Das Einleiten einer Therapie ist indiziert, wenn mindestens ein CRAB-Kriterium erfüllt 

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 erfüllt 

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 könnte zukünftig viele Patienten davor bewahren, eine Therapie erst dann zu 

erhalten, wenn sie bereits einen manifesten Endorganschaden haben.(118) Allerdings fehlen 

bislang noch Studienergebnisse über den Langzeiterfolg bzw. Langzeiteffekt einer früheren 

Therapie. Ebenfalls behandelt werden müssen MM-assoziierte Komplikationen wie bei-

spielsweise Hyperviskositätssyndrom, Infektionen oder Schmerzen.(118) 



EINLEITUNG  6 

Primäres Ziel einer Therapie ist eine möglichst gute, idealerweise komplette Remission sowie 

Symptomkontrolle. Zu berücksichtigen sind dabei immer auch die gegebenen Lebensum-

stände des Patienten, belastende und damit die Therapie einschränkende Nebenwirkungen 

der Medikamente und die subjektiv empfundene Lebensqualität. Sekundär sollte die Thera-

pie darauf abzielen, eine möglichst lange progressionsfreie und Gesamtüberlebenszeit zu 

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

Die Erstlinientherapie wird unterteilt in eine Gruppe für Patienten denen eine autologe 

Stammzelltransplantation (Auto-SCT) zugemutet, und in eine Gruppe für Patienten, denen 

diese nicht zugemutet werden kann. Limitierend hierfür 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 können.(102) Die obere Altersgrenze ist daher unterschiedlich 

definiert. Grundsätzlich kann als Richtlinie angenommen werden, dass Patienten bis zu ei-

nem Alter von 65 Jahren hierfür geeignet sind. Bei einem guten Allgemeinzustand (AZ) und 

ohne Komorbiditäten können auch Patienten bis zu einem Alter von 75 Jahren für eine 

Auto-SCT geeignet sein. Patienten mit Komorbiditäten sollten eher keine Hochdosistherapie 

erhalten.(95, 102) Allerdings zeigte sich für diese Patienten auch in einer Studie, dass anstelle 

der Induktionstherapie und direkt eingeleiteter Hochdosistherapie mit Auto-SCT gerademal 

ein 4 % schlechteres Ergebnis bestand.(140) Grundsätzlich kann festgehalten werden, dass 

eine Therapie mit Auto-SCT bessere Ergebnisse zeigt als eine Behandlung ohne Auto-

SCT.(10, 109) Dies bestätigte sich auch für die Konsolidierungstherapie.(52) Im New Eng-

land Journal of Medicine (NEJM) wurde allerdings 2017 auch eine Studie veröffentlicht, die 

zeigte, dass die Auto-SCT zwar mit einer längeren progressionsfreien Überlebenszeit einher-

geht, die Gesamtüberlebenszeit aber in beiden Gruppen (mit und ohne Auto-SCT) nahezu 

gleich blieb, gleichzeitig aber dafür die erhöhten Nebenwirkungen der Hochdosistherapie bei 

der Auto-SCT in Kauf genommen werden müssen.(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 Gesamtüberleben 

(OS) deutlich verbessern kann.(26) So erwähnt auch die Leitlinie der Deutschen Gesellschaft 

für Hämatologie und medizinische Onkologie (DGHO) die doppelte Auto-SCT in ihrem 

Therapiealgorithmus.(151) 
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Sind die Patienten also für eine Hochdosistherapie geeignet, so erfolgt nach Erstlinienthera-

pie zunächst 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 (VTD-Schema) oder 

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

dafür aber auch weniger Nebenwirkungen auftreten.(151) 

Aus bisherigen Studien ist jedoch noch keine Erkenntnis abzuleiten, die klar eine der Kom-

binationstherapien bevorzugen würde.(98) Daher wird sich die Forschung sicherlich in den 

nächsten Jahren darum bemühen, Biomarker zu finden, die eine Vergleichbarkeit der unter-

schiedlichen Therapieschemata ermöglichen und die idealerweise auch eine Differenzierung 

der Ansprechbarkeit der jeweiligen genetischen Subtypen auf die einzelnen Substanzen oder 

Therapieschemata zulassen.(98) 

Der Induktionstherapie anschließend folgt die erste Auto-SCT mit Hochdosistherapie. Da-

für werden zunächst 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 können, kann ein erneuter Ver-

such gegebenenfalls mit Hinzunahme des CXCR4-Antagonisten Plerixafor unternommen 

werden. Spätestens 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 für Patienten mit R-ISS III 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 für eine Hochdosistherapie geeignet, erfolgt die Indukti-

onstherapie nach einem der folgenden Schemata: 

- V, C und D (VCD-Schema) oder 

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

- R und low-dose Dexamethason (d) (Rd-Schema) oder 

- V, R und 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 Toxizität aufgrund der verwendeten Medikamente kommt.(151)  

Unabhängig davon, ob der Patient einer Hochdosistherapie zugeführt werden kann oder 

nicht, sollte eine unterstützende Therapie zur Knochenprotektion mit Bisphosphonaten 

durchgeführt werden, wenn das B-Kriterium erfüllt 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 

Möglichkeit einer Wiederholung mit denselben Medikamenten als auch ein Wechsel auf an-

dere Medikamente,(45) ebenso wie eine Wiederholung der Auto-SCT.(45, 78) Grundsätzlich 

besteht zusätzlich 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 spätere Gabe von Donorlymphozyten noch in-

tensiviert werden kann.(66, 91) 

 

1.2. Stroma, Extrazellularraum, extrazelluläre Matrix und hämotopoetische 

Stammzellnische 

Das Stroma und der Extrazellularraum (EZR) umgeben die organspezifischen Zellen, die 

Parenchymzellen von Organen.(113) Für ein besseres Verständnis der folgenden Subkapitel 

werden die einzelnen Begriffe hier kurz erläutert: 

- Stroma (synonym Interstitium): meint das Zwischengewebe das parenchymatöse Or-

gane durchzieht und umgibt. Gemeint sind damit die Zellen, die keine organspezifi-

sche Aufgabe haben, sondern der Ernährung und Vernetzung des Organs die-

nen.(113) 

- EZR: enthält Gewebsflüssigkeit und die extrazelluläre Matrix.(113) 

- Extrazelluläre 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 vielfältige Aufgaben wie Stabilität, Elastizität, 

Formgebung oder Signaltransduktion.(113) 
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1.2.1. Hämatopoetische Stammzellnische 

Stammzellnischen bestehen für viele Arten von SCs. Diese Nischen ermöglichen ein beson-

deres Mikroumfeld, so zum Beispiel das BMM für die Hämatopoese, die hämatopoetische 

Stammzellnische (HSCN).(79)  

Die HSCN besteht aus mehreren heterogenen Nischen. Während die vaskuläre Nische hä-

matopoetische Stamm- und Progenitorzellen (HSPC) zur Mobilisierung, Proliferation und 

Differenzierung befähigt, ist die osteoblastisch-endostische Nische der Ort, an dem sich die 

HSPCs über längere Zeit in einem Ruhezustand aufhalten können 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 

über Oberflächenrezeptoren, gap junctions und eine Vielzahl an löslichen Faktoren wie Zy-

tokinen.(79) Ebenfalls die HSPCs beeinflussen können Ionen wie zum Beispiel Ca2+, das in 

erhöhter Konzentration die Anreicherung von HSPCs in der Nähe von Osteoblasten am 

Endost vereinfacht.(79) Darüber hinaus findet man ein hypoxisches Milieu in den Knochen-

marknischen vor, welches die Anzahl der Sauerstoffradikale niedrig hält und somit die 

HSPCs vor oxidativem Stress schützt.(74, 79) Außerdem führt dies zu einer erhöhten Kon-

zentration an Hypoxie-induziertem Faktor 1 Alpha (HIF-1α) und vascular endothelial growth 

factor 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 können, sodass sie innerhalb 

der Nische haften bleiben können, wo sie besonders viele Signale von Nachbarzellen erhal-

ten, die ihr Verhalten regulieren.(79) In der HSCN scheinen besonders die Adhäsionsrezep-

toren ScF, CXCR4 und Rac1 und 2 auf Zelloberflächen hochreguliert zu werden.(48, 61, 

142) HSCN schaffen also eine optimale Umgebung, um die Entwicklung der HSPCs zu för-

dern und zu überwachen. 

Diese HSCN bieten aber nicht nur für HSPCs eine gute Wachstumsumgebung, sondern 

können auch von Tumorzellen als Ausgangsort ihres Wachstums akquiriert werden.(23, 38, 

116) Die Tumorzellen schaffen sich dabei über 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. Hämatopoetische Stammzellnische beim Multiplen Myelom 

Das Zusammenspiel von MMCs und EZM ist für die Pathogenese des MM von großer Be-

deutung.(41, 70, 97) Mitunter wird beim MM sogar von einer Krankheit gesprochen, die als 

das Modell schlechthin für eine Interaktion zwischen EZM und Stromazellen sowie Tumor-

zellen gelten kann.(97) Studien konnten zeigen, dass sich das BMM und die löslichen Fakto-

ren von Patienten mit MM im Vergleich zu Gesunden unterscheiden.(15) Mesenchymale 

Stammzellen (MSCs) sind die Vorläufer von Knochenmarkstromazellen (BMSCs). Über Bo-

tenstoffe können MMCs die MSCs dazu bringen zu MM-MSCs zu differenzieren, die das 

Tumorwachstum begünstigen.(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 ermöglichen den MMCs eine Nische, in der sie vor apoptotischen Reizen 

größtenteils geschützt 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 für TNF-related apoptosis-inducing lig-

and/Apo2 ligand (TRAIL/Apo2L). TRAIL/Apo2L löst bei Bindung an MMCs Apoptose 

aus, wird jedoch durch Bindung an OPG daran gehindert.(56, 131) Gleichzeitig erhöhen 

Osteoblasten in der Nähe 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 über Exosomen das Tumorwachstum fördern. Sie geben mittels dieser Exosomen die 

Möglichkeit der Produktion onkogener Faktoren an MMCs weiter. Diese sind nun in der 

Lage, diese onkogenen Faktoren selber zu produzieren, so zum Beispiel Fibronektin, das 

ihnen eine gute Anhaftung in der HSCN ermöglicht. Gleichzeitig konnte in Studien gezeigt 

werden, dass Exosomen gesunder MSCs das Wachstum der MMCs hemmen.(122) Die Exo-

somen der MM-MSCs enthalten außerdem weniger vom Tumorsuppressor miR-15a, was das 

Wachstum der MMCs ebenfalls fördert.(122) MMCs mit der Translokation t(14;16)(q32;q23) 

und t(14;20)(q32;q11) haben eine erhöhte Aktivität von zwei Transkriptionsfaktoren (c-Maf 

und MafB), die für eine vermehrte Transkription von NOTCH2 sorgen.(141) Bereits bei 

vielen MGUS-Patienten tritt eine Hypomethylierung und Acetylierung der Promoterregion 

von Jagged2 auf, sodass auch diese Transkription vermehrt stattfindet.(71) Eine vermehrte 

Expression von NOTCH1 und Jagged1 tritt ebenfalls beim Übertritt von MGUS zu MM 

auf.(132) Notch und Jagged führen zu erhöhter Proliferation, verstärkter Apoptoseresistenz 

sowie Osteoklastenaktivität.(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, können ähnlich 

wie die MSCs von denen Gesunder abweichen beziehungsweise anders ausgestattet sein. Sie 

heißen dann Krebs-assoziierte Fibroblasten (CAFs). MMCs induzieren CAF Proliferation 

und im Gegenzug verstärken diese das Voranschreiten des MM und die Angiogenese durch 

Produktion verschiedener Faktoren wie transforming growth factor beta (TGF-β), IL-6, stromal 

cell-derived factor 1 (SDF-1 oder auch CXCL12), insulin like growth factor 1 (IGF-1), vascular en-

dothelial growth factor (VEGF) und fibroblast growth factor 2 (FGF-2).(49) CXCL12 auf BMSCs 

bindet an CXCR4 auf MMCs, wodurch diese eine gute Anbindung finden.(2, 69) Außerdem 

synthetisieren sie EZM Komponenten, die von denen gesunder Fibroblasten abwei-

chen.(133) Während der Progression der MGUS zum MM wird die Produktion einiger EZM 

Bestandteile hochreguliert.(133) Diese können, wie zum Beispiel Fibronektin, dazu beitra-

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

 

1.2.3. Kollagen Typ VI 

Kollagen Typ VI (COLVI) gehört zur Gruppe der Kollagene, von denen bis heute mindes-

tens 27 verschiedene im menschlichen Körper 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, COL6A1 – COL6A3 sowie COL6A5 – 

COL6A6, die die Subtypen α1(VI) – α3(VI) sowie α5(VI) – α6(VI) repräsentieren (COL6A4 

welches den Subtyp α4(VI) repräsentiert ist beim Menschen ein Pseudogen).(47) Dabei la-

gern sich drei dieser (Subtypen-)Ketten zusammen und bilden eine Tripelhelix, die sich vor 

allem nach folgendem Schema zusammensetzt: α1-α2-αX. αX steht dabei für α3, α5 und α6, 

die eine sehr ähnliche Struktur aufweisen und von denen α3 am häufigsten Verwendung für 

αX findet.(27, 51) Interessanterweise wird α3, welche deutlich größer ist als α1 und α2, 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 größere 

Rolle.(111) Die typische Reihenfolge der Aminosäuren der einzelnen Ketten besteht aus 

Triplets und lautet Glycin-X-Y, wobei X meist für Prolin und Y meist für Hydroxyprolin, 

Lysin oder Hydroxylysin steht.(121) Im Gegensatz zu den anderen Kollagenen, die als ein-

zelne Tripelhelices sezerniert werden, wird COLVI noch intrazellulär zu einem größeren 

Molekül zusammengesetzt. Über Disulfidbrücken 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 IV,(85) Kollagen I,(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 Körper vor, unter anderem in Haut, Knochen, Knorpel, Sehnen, 

Skelettmuskel, Fettgewebe, Blutgefäßen, 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 Molekülen des 

EZR Möglichkeiten der Anhaftung bieten. Es sorgt somit für Stabilität und Einbindung von 

Strukturen in das umgebende Gewebe, auch unter den Zellen, die somit ein festes Gewebe 

überhaupt erst ausbilden können.(32, 81) Zudem kann es intrazelluläre 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) Ösophaguskarzinomen,(107) Pan-

kreaskarzinomen,(5) Brustkrebs,(76, 101, 111) Kolonkrebs,(107, 111, 115) Speicheldrüsen-

krebs(4) und weiteren.(32) Dabei liegt seine Expression deutlich höher als im Vergleich zum 

jeweiligen normalen Gewebe.(5, 58, 76, 101, 107) Dies ist auch an einer deutlich erhöhten 

Konzentration an ETP erkennbar.(111) Weitere Studien zeigten, dass vor allem COL6A3 

hochreguliert wird und α3(VI) auf mehr verschiedene Arten prozessiert wird als in gesundem 

Gewebe, wodurch tumorspezifische α3(VI)-Isoformen entstehen.(5) Die Ergebnisse beleg-

ten ebenfalls, dass COLVI ein anti-apoptotischer Faktor für verschiedene Zelltypen ist(35, 

36, 72, 125, 153) und dass das von α3(VI) abgespaltene Peptid ETP die Proliferation von 

Tumorzellen erhöht, während eine Reduktion von COLVI zu verringerter Proliferation und 

erhöhter Tumorzellapoptose führt.(75, 111, 153) Gleichzeitig ist COLVI an der Metastasie-

rung beteiligt. Es begünstigt die Adhäsion und Ausbreitung von Tumorzellen und ermöglicht 

so eine Verbreitung und Invasion von Tumorzellen.(65) Vor allem COL6A1, respektive 

α1(VI) wird damit in Verbindung gebracht.(37) Allerdings unterstützt auch ETP die Metas-

tasierung, indem es die TGF-β-abhängige epithelial-mesenchymale Transition (EMT) stimu-

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

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

Die Adhäsion der Tumorzellen an EZM-Strukturen, in diesem Fall COLVI, erfolgt über 

Oberflächenproteine, unter anderem das Proteoglykan Neural/Glial Antigen 2 (NG2) und 

das Integrin β1.(24, 144) Die Bindung der Zellen über diese beiden Oberflächenproteine an 

COLVI ermöglicht ihnen die Ausbreitung und Ausbildung von Lamellipodien,(144) weshalb 

die Expression von zum Beispiel NG2 bei einigen Neoplasien heraufreguliert ist.(144) 

COLVI aktiviert über die Bindung an NG2 und Integrin β1 Signalkaskaden in den Tumor-

zellen, die diese zur Ausbreitung und Migration befähigt.(4, 144) Eine erhöhte Expression 

von NG2 korreliert außerdem mit Therapieresistenz gegenüber antineoplastischen Medika-

menten.(150) Das Überleben der Zelle wird dabei über den α3β1 Integrin/Phosphoinositid-

3-Kinase (PI3K) Signalweg ermöglicht. NG2 interagiert dabei mit α3β1 Integrin und aktiviert 

diesen Rezeptor. Wird dabei der PI3K/AKT-Signalweg aktiviert, so verhindert dieser eine 

durch Tumornekrosefaktor α (TNFα) induzierte Apoptose und verbessert so das Tumor-

wachstum.(76, 150)  

In der Tumormasse wird COLVI vor allem in der Nähe von oder in Blutgefäßen gefun-

den.(58, 107, 112) Dass COLVI die Angiogenese positiv beeinflusst, konnte in einer weiteren 

Studie gezeigt werden.(153) Die Ergebnisse zeigten, dass die Unterdrückung von COLVI zu 

verminderter Reifung von Perizyten und einer Störung der Ausbreitung und des Überlebens 

von Endothelzellen führt. Dies mündete in Gefäßlecks 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 Gefäßformation und Migration von Endothel-

zellen positiv beeinflusst.(111) Eine Bindung von COLVI an α3β1 Integrin auf Endothelzel-

len kann den FAK-Signalweg aktivieren, welcher ebenfalls zu erhöhter Angiogenese 

führt.(89) 

Für das Wachstum von Tumoren spielt auch die Entzündung eine große Rolle. Sie begünstigt 

die Entwicklung und Ausbreitung von Tumorzellen. Vor allem Tumor-assoziierte Makro-

phagen (TAMs) haben dabei eine wichtige Position.(152) Sie unterdrücken die gegen den 

Tumor gerichtete Immunabwehr, fördern Angiogenese sowie Wachstum und Metastasie-

rung des Tumors.(30, 114, 124) TAMs tendieren vor allem zum M2 Makrophagen-Phänotyp, 

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

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

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

Darüber hinaus kann COLVI über verschiedene Rezeptoren auf den Tumorzellen Tran-

skriptions- und Wachstumsfaktoren direkt aktivieren und so ebenfalls zu Tumorwachstum 

und Angiogenese beitragen.(76) 

Zahlreiche Studien konnten zudem belegen, dass bei therapieresistenten Tumorzellen im 

Vergleich zu sensiblen Tumorzellen, die Transkription von COL6A3 und seinem Spaltpro-

dukt ETP um ein vielfaches erhöht ist, was den Schluss nahelegt, dass COLVI auch zur 

Therapieresistenz gegenüber Medikamenten beiträgt.(32, 110, 130) Ebenso können wiede-

rum TAMs die Reaktion von Tumorzellen auf Medikamente regulieren.(43, 124) Dies ge-

schieht größtenteils über die Hochregulierung von Metallothioneinen.(46, 76) 

ETP kann über Bindung an den Rezeptor Anthrax Toxin Rezeptor 1 (ANTXR1) außerdem 

zu einer Erhöhung der Selbsterneuerung von Krebsstammzellen führen.(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) 

- Begünstigung von Tumorzelladhäsion, -ausbreitung und Invasion(37, 65)  

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

- Förderung der Angiogenese(111, 153) 

- Begünstigung von Tumorentzündung über 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 erwähnt werden, dass es ebenfalls Studien gibt, die ein 

gegenteiliges Ergebnis bei anderen Neoplasien erzielten und deren Ergebnisse dafürspre-

chen, dass COLVI je nach Neoplasie unterschiedliche Funktionen ausübt.(32, 63, 146) So 

konnte eine Studie zeigen, dass bei Fibrosarkomen die Fähigkeit zur Synthese aller drei not-

wendigen Polypeptidketten zur Bildung von COLVI komplett fehlt und dort nicht nach-

weisbar ist,(32, 146) während COLVI bei der familiären adenomatösen 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 großen Einflusses auf Tumorzellen könnte COLVI dabei Ziel von neuen therapeuti-

schen Medikamenten sein und Auskunft über die Prognose eines Patienten geben, denn die 

Grundlagenforschung der vergangenen Jahre hat gezeigt, dass dem Mikroumfeld einer Ne-

oplasie eine große Bedeutung bei Krankheitsentstehung und -progression zukommt. 

Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine hohe COLVI-Expression beim Speicheldrüsen-

karzinom assoziiert ist mit Tumormalignität 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 

Funktionalitätsverlust).(4) Die gleiche Studie konnte aufzeigen, dass es für Patienten mit we-

nig COLVI-Expression einen signifikanten 5-Jahres-Überlebensvorteil gab gegenüber sol-

chen mit hoher COLVI-Expression (93,8 % mit geringer COLVI-Expression, 55,1 % für 

solche mit mittlerer COLVI-Expression und 38,3 % für 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 für das Speicheldrüsenkarzinom, unabhängig 

von bisher etablierten Risikofaktoren.(4) 

Auch für das kolorektale Karzinom (CRC) konnte ein prognostischer Zusammenhang zwi-

schen COLVI und dem Überleben bereits belegt werden. So konnte in zwei Kohorten ein 

signifikanter Überlebensnachteil für 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) 

Darüber hinaus konnte auch für das klarzellige Nierenzellkarzinom (ccRCC) eine Korrela-

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

PFS (p = 0,007 und p < 0,001) und OS (p = 0,023 und p < 0,001) für Patienten mit hoher 
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COLVI-Expression. Auch hier erwies sich COLVI als unabhängiger Prognoseindikator für 

das ccRCC. Darüber 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 Überleben in zwei Kohorten dar (p < 0,001 und p = 

0,0002).(147) 

All dies wiederum deutet daraufhin, dass in Zukunft eine zielgerichtete Therapie mit Fokus 

auf COLVI bei Patienten mit hoher COLVI-Expression immer mehr in den Vordergrund 

rücken könnte.(32, 63, 146) Dies könnte in Form von Antikörpern oder kleinen Molekülen 

die inhibierend wirken auf Rezeptoren für 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 für AKT und FAK untersucht.(22, 90) Auch eine 

auf Antikörpern basierte und gegen ANTXR1 gerichtete Therapie konnte bereits Wirksam-

keit in experimentellen Mäusemodellen zeigen.(28, 110) Darüber hinaus wäre COLVI auch 

ein mögliches Ziel für beladene Antikörper (sogenannte armed-antibodies). Diese könnten zum 

Beispiel mit Chemotherapeutika, Zytokinen wie Interleukin-2 (IL-2) oder Radionukliden be-

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

Gleichzeitig müssen die Substanzen so ausgerichtet werden, dass sie zwar Aktivität gegen 

den Tumor und das TME entfalten, nicht jedoch dem gesunden Gewebe schaden. COLVI 

wäre hierfür möglicherweise 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 ungünstigen 

Prognose assoziiert ist. Zur Validierung der Ergebnisse werden diese mit öffentlich zugäng-

lichen Genexpressionsdatasets verglichen. In Verbindung mit weiteren klinischen Daten 

können eventuell darüber hinaus noch zusätzliche Schlüsse beziehungsweise Hypothesen 

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

2.1. Studienaufbau 

Für eine Aussage bezüglich 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 (für Mac) und Numbers V.5.1. Mittels Orbis und dem Archiv der Pa-

thologie wurde ermittelt, zu welchem Zeitpunkt die zur Verfügung 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)-Färbung gefärbt. Anschließend erfolgte 

die Auswertung der gefärbten TMAs und die statistische Aufarbeitung der gewonnenen Da-

ten. Zur Validierung der Ergebnisse wurden öffentlich zugängliche 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 Ärztekammer 

Westfalen-Lippe und der Westfälischen-Wilhelms Universität Münster (2016-654-f-S) am 

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

 

2.2. Patientenauswahl 

Für die Studie wurden Patienten ausgewählt, 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 Universitätsklinikum Münster 

(UKM) gewonnen. Insgesamt wurden 99 Patienten in die Studie aufgenommen. 

Folgende Einschlusskriterien galten für die Patienten: 

- Symptomatisches MM 

- Alter ≥18 Lebensjahre 

- Entnahmedatum der verfügbaren Knochenmarkstanze vor Induktionstherapie 

Folgende Ausschlusskriterien galten für die Patienten: 

- Keine Probe vorhanden 

- Entnahmedatum der frühesten verfügbaren 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 ermöglichen (Tabelle 1). 

Variablen Einheit 

Alter Jahre 

Geschlecht männlich/weiblich 

Gesamtüberleben Tage 

Befund der FISH Freitext 

del(1)(p32) nein/ja 

amp(1)(q21) nein/ja 

del(13)(q14) nein/ja 

Rearrangement 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 nein/aus MGUS/aus asymptomatischem Myelom/aus 
Plasmozytom 

ISS-Stadium 1/2/3 

R-ISS-Stadium 1/2/3 

Initiallaborwerte  

Serum-Calcium mmol/l 

Serum-Kreatinin mg/dl 

Serum-Lactatdehydrogenase U/l 

Hämoglobin g/l 

beta-2-Mikroglobulin mg/l 

Albumin g/dl 

Osteolysen bei Diagnosestellung nein/ja 

Extramedulläre Krankheit ohne Knochenmarkassoziation 
bei Diagnosestellung 

nein/ja 

Hyperviskositätssyndrom bei Diagnosestellung nein/ja 

Leichtkettenspeicherkrankheit bei Diagnosestellung 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 mg/dl 

Konzentration der Leichtkette vor Induktionstherapie mg/dl 

Art der Induktionstherapie Freitext 

Zweite Hochdosistherapie = Tandemhochdosistherapie nein/ja 

Erhaltungstherapie nein/ja 

progressionsfreies Überleben Tage 

Allo-SCT nein/ja 

Anzahl der Tage von Auto-SCT bis Leukozyten-Engraft-
ment 

Tage 

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

Tage 

Tabelle 1 | Klinische und erkrankungsassoziierte Variablen. Aufgelistet in dieser Ta-
belle finden sich alle Variablen, die mittels Orbis gesammelt wurden. Abkürzungen: 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 früheren Anfragen erstellten und gefärbten Schnittpräparate der 

jeweiligen Knochenmarkstanze in der Pathologie herausgesucht. 

Unter dem Mikroskop (BX53, Olympus) wurde die Infiltration des MM im KM auf den 

Schnittpräparaten 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 á sechs Stanzen) zusammengesetzt, von welchen 
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dann neue Schnittpräparate der Dicke 2 µm mit dem Mikrotom (Rotationsmikrotom HM 

360, Seriennummer 11170, Microm Walldorf) erstellt und auf Objektträgern fixiert wurden. 

Dabei entstanden 9 TMA-Schnittpräparate. 

 

2.3.2. Färbung 

Die 9 TMA-Schnittpräparate wurden nun zusammen mit 7 Vergleichspräparaten im Labor 

der Angiogenese am UKM mit einem Anti-COLVI-Antikörper gefärbt. Hierfür 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 Objektträger zur Deparaffinierung drei-

mal für je 5 min bei Raumtemperatur (RT) in Küvetten mit Xylol behandelt. Es folgte eine 

absteigende Alkoholreihe mit Ethanol von 100-95-70-50 %, in der die Schnitte für je 2 min 

verblieben und eine 15-minütige 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 Verhältnis 1:10 mit destilliertem Wasser 

(dH2O) hergestellt wurde.  

Für die Antigendemaskierung wurde der Zitratpuffer in eine Küvette gefüllt und für 1 min 

bei 450 W in der Labormikrowelle vorgewärmt. Anschließend wurden die Objektträger in 

den vorgewärmten Zitratpuffer verbracht und der Zitratpuffer mit den Objektträgern bei 

450 W für 15 min zum Kochen gebracht. Jeweils nach 5 min wurde die Lösung bis zum 

vorher markierten Spiegel wieder mit dH2O aufgefüllt, um zu verhindern, dass die Objekt-

träger austrocknen und dadurch Schaden nehmen. Nach Ablauf der 15 min wurde die 

Küvette erneut mit dH2O aufgefüllt und das Ganze für 20 min bei RT zum Abkühlen ge-

bracht. 
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Final wurden die Objektträger erst für 5 min mit dH2O und anschließend für weitere 5 min 

mit TBS gewaschen. 

 

2.3.2.3. Proteinblockierung 

Das auf den Objektträgern verbliebene Gewebe wurde nun mit einem Silikonstift (DAKO, 

S2002) umrandet. Um eine unspezifische indifferente Hintergrundfärbung zu verhindern be-

ziehungsweise zu verringern, wurde ein Proteinblock (Protein Block Serum-Free (DAKO, 

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

 

2.3.2.4. Primärantikörperreaktion 

Der Primärantikörper (NB120-6588, pAb anti-CollagenVI, Lot 21632, 0,1 mg immunogen 

affinity purified Rabbit Sera 2,0 mg/ml) wurde zuerst mit einem Antikörperverdünnungs-

mittel (Antibody Diluent, Background Reducing (DAKO, S3022)) im Verhältnis 1:800 ver-

dünnt und dann aufgetragen. Insgesamt wurden dafür 3196 µl Diluent und 4 µl Primäranti-

körper benötigt. Die Inkubation mit dem Primärantikörper erfolgte dabei über Nacht in ei-

ner Feuchtkammer bei 4°C. 

 

2.3.2.5. Sekundär-, Tertiär- und Quartärantikörperreaktion 

Die APAAP-Methode sieht einen Brückenantikörper, sogenannter Sekundärantikörper, als 

Bindeglied zwischen APAAP-Komplex (besteht aus einem Antikörper und dem Enzym al-

kalische Phosphatase (AP)) und Primärantikörper vor. Da es sich bei dem Primärantikörper 

um einen Kaninchenantikörper handelt, wird noch ein weiterer Antikörper als Brücke benö-

tigt. Dafür wurden die Objektträger nach der Inkubationsnacht zunächst jeweils dreimal für 

3 min in TBS gewaschen. Der Sekundärantikörper (monoclonal mouse anti-rabbit immuno-

globulins (DAKO, M0737)) wurde in einem Verhältnis von 1:100 verdünnt aufgetragen und 

die Objektträger dann für 45 min in einer Feuchtkammer bei RT inkubiert. Es folgte eine 

weitere Waschung mit dreimal 3 min TBS, bevor der Tertiärantikörper (polyclonal rabbit 

anti-mouse immunglobulins (DAKO, Z0259)) aufgetragen wurde. Dieser wurde davor in 

einem Verhältnis von 1:25 verdünnt. 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)) hinzugefügt. Dieser wurde vorher 
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in einem Verhältnis von 1:50 verdünnt. Die letzte Inkubation erfolgte nun nur noch für 30 

min bei RT in einer Feuchtkammer, bevor die Objektträger final für dreimal 3 min mit TBS 

gewaschen wurden. 

 

2.3.2.6. Farbreaktion 

Für die Farbreaktion wurde eine Fuchsinsubstanz (Fuchsin+Substrate-Chromogen (DAKO, 

K0625)) eingesetzt. Nach Herstelleranleitung wurden dafür zur Aktivierung 60 µl 

Fuchsin+Chromogen mit 60 µl Fuchsin+ActivatingAgent gemischt und für 1 min bei RT 

stehen gelassen. Danach wurden 880 µl Fuchsin+SubstrateBuffer hinzugefügt 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 

Objektträger damit bei RT für ca. 30 min inkubiert und die Reaktion bei gut erkennbarer 

Anfärbung mittels dH2O gestoppt. 

 

2.3.2.7. Gegenfärbung 

Als letzter Schritt erfolgte nun für jeweils 8 s die Gegenfärbung der Objektträger mittels 

Mayer’s Hämalaunlösung (Mayer’s Hämalaunlösung, Merck 109249). Diese wurde dafür in 

einem Verhältnis von 1:2 mit dH2O verdünnt. Nach der Färbung wurden die Objektträger 

in einer Küvette unter Laufendem Leitungswasser für 10 min gebläut.  

Über Nacht wurden die Objektträger dann bei RT getrocknet. Am Folgetag wurden sie dann 

mit einer Glycergel-Eindecklösung (GVA mounting solution, ZYMED) fertiggestellt. 

 

2.3.3. Auswertung der Färbungen 

Nach Abschluss des Färbeprotokolls wurden die Objektträger in der Anatomie des UKM 

mit dem Gerät Zeiss MIRAX MIDI BF eingescannt und am Computer mit dem Programm 

Pannoramic Viewer (V.1.15.4) ausgewertet. Die Expression wurde anhand der Färbeintensi-

tät mit einem Immunreaktivitäts-Score (IRS) in vier Grade (0 = negativ, 1 = niedrig, 2 = 

mittel, 3 = stark) eingeteilt. Negativkontrollen blieben dabei negativ. 
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2.4. Kollagen Typ VI Alpha 1-mRNA-Expressionsdaten aus Gene Expression 

Omnibus 

Um einen Vergleich der gewonnenen COLVI-Expressionsdaten zu ermöglichen wurde auf 
öffentlich zugängliche Genexpressionsdatasets aus dem GEO zurückgegriffen. Es wurden 
die COLVI Alpha 1 (COL6A1)-messenger Ribonukleinsäure (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 prädiktiver Marker für das Ansprechen und Überleben 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, 156) 

 

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 Ländern 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 prädiktive Marker gibt für ein Ansprechen und Überle-
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 für Hochrisi-
kopatienten mit einem kurzen PFS und niedrigem OS überprüft werden sollte um dieses auf 
einige wenige Gene reduzieren zu können. Dafür 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 über 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. Für den 

Vergleich mit den COL6A1-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 Variablen wurden unter der Verwendung des !2-Tests oder dem exak-

ten Test nach Fisher für die kategorialen und dem Mann-Whitney-U-Test für die kontinu-

ierlichen Variablen verglichen. Überlebenswahrscheinlichkeiten wurden mit Kaplan-Meier-

Kurven berechnet und mit Hilfe von Logrank-Tests verglichen; alle Überlebenswahrschein-

lichkeiten für die COLVI-Expression wurden dabei als Fünfjahresüberlebensrate angegeben. 

Das OS wurde dabei als Zeit von Beginn der Induktion bis zum Tod (Ereignis) oder bis zum 

letzten Kontakt (zensiert) gemessen. Für das PFS wurde von Beginn der Induktion bis zum 

Rezidiv, Progress oder Tod (Ereignis) beziehungsweise - 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. Tatsächlicher 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 möglich, da für die Studie nur Patienten eingeschlossen werden konn-

ten, deren Entnahmedatum der Knochenmarkstanze definitiv vor der Induktionstherapie 

lag. Vor allem Patienten, deren Entnahmedatum überwiegend 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 Färbung. Ledig-

lich ein Kontrollschnitt konnte aufgrund technischer Probleme nicht ausgewertet werden. 

Patienten mit Hochdosistherapie 
(n = 495) 

Proben auf  Kollagen Typ VI Expression untersucht 
(n = 99)  

Ausgeschlossen: 
 - keine Probe vorhanden (n = 285) 
 - Probe nach Therapiestart (n = 33) 
 - Keine Plasmazellinfiltration (n = 16) 
 - Zeitpunkt der Probenentnahme unklar (n = 62)  

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 Färbungen 

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

schnitten (Abbildung 1): 

- IRS 0 = keine Färbung à keine Expression von COLVI 

- IRS 1 = wenig Färbung à niedrige Expression von COLVI 

- IRS 2 = mittlere Färbung à mittlere Expression von COLVI 

- IRS 3 = viel Färbung à 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 

(= 66,67 %) einen IRS von 1, 16 (= 16,16 %) einen IRS von 2 und 5 (= 5,05 %) einen IRS 

von 3. 
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Abbildung 1 | Darstellung der Expressionsmuster von Kollagen Typ VI (COLVI) 
mittels APAAP-Färbung. 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-Schnittpräparaten im Vergleich zu den 

Kontrollen erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test. Dabei zeigte sich keine statistisch signi-

fikant erhöhte COLVI-Expression in den MM-Schnittpräparaten gegenüber den Kontrollen 

(p = 0,334). 
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3.4. Deskriptive Statistik 

Für 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 für Patienten mit niedriger 

COLVI-Expression gegenüber solchen mit hoher COLVI-Expression lediglich für 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 %), häufiger monoklonales IgG (53,8 % vs. 42,9 %) und häufiger ein 

Leichtkettenmyelom (29,5 % vs. 9,5 %) als solche mit hoher COLVI-Expression. Außerdem 

hatten sie im Durchschnitt eine signifikant erhöhte LDH-Konzentration bei Diagnosestel-

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

Für die Calcium-, Kreatinin-, Hämoglobin-, 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 für 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 für Geschlecht, sekundäres MM, R-ISS, Osteolysen, Extramedulläre 

Manifestationen, Hyperviskosität, Leichtkettenspeicherkrankheit, AL Amyloidose, Leicht-

kette (LC), Art der Induktionstherapie, Erhaltungstherapie, Tandemhochdosistherapie, Allo-

SCT, del(1)(p32), amp(1)(q21), del(13)(q14), Rearrangement 14q32, 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 !2-Test, kein sig-

nifikanter Unterschied (Tabelle 2).  

Variablen Kollagen Typ VI 
niedrig 

Kollagen Typ VI 
hoch 

Test p-Wert 

N 78 21   

Calcium, mmol/l   Mann-Whitney-U-Test 0,638 

Median (range) 2,33 (1,87-3,96) 2,35 (2,03-3,06)   

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/l   Mann-Whitney-U-Test 0,027 
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Median (range) 196 (103-630) 162 (110-245)   

Hb, g/dl   Mann-Whitney-U-Test 0,593 

Median (range) 11,0 (4,5-17,1) 11,05 (8,1-15,0)   

b2M, mg/l   Mann-Whitney-U-Test 0,652 

Median (range) 3,21 (1,29-67,40) 2,52 (1,89-16,77)   

Albumin, g/dl   Mann-Whitney-U-Test 0,239 

Median (range) 4,195 (1,83-5,61) 4,32 (2,70-5,48)   

Heavy Chain, mg/dl   Mann-Whitney-U-Test 0,929 

Median (range) 3452 (606-11517) 4264 (67-7140)   

Light Chain, mg/dl   Mann-Whitney-U-Test 0,235 

Median (range) 452 (0-61100) 149 (0-47800)   

WBC engraftment, Tage   Mann-Whitney-U-Test 0,060 

Median (range) 11 (10-27) 12 (9-17)   

PLT engraftment, Tage   Mann-Whitney-U-Test 0,155 

Median (range) 12 (8-44) 13 (10-28)   

Alter, Jahre   Mann-Whitney-U-Test 0,628 

Median (range) 57 (35-75) 56 (40-68)   

Geschlecht, Anzahl (%)   !2-Test 0,143 

männlich 50 (64,1) 17 (81,0)   

weiblich 28 (35,9) 4 (19,0)   

Vorausgegangene Plasma-
zellerkrankung, Anzahl (%) 

  Fisher’s-Exakt-Test 0,077 

Asymptomatisches 
Myelom 

4 (5,1) 1 (4,8)   

MGUS 6 (7,7) 5 (23,8)   

Plasmozytom 3 (3,8) 0 (0)   

nein 65 (83,3) 14 (66,7)   

unbekannt 0 (0) 1 (4,8)   

R-ISS, Anzahl (%)   Fisher’s-Exakt-Test 0,426 

1 19 (30,2) 8 (47,1)   

2 36 (57,1) 7 (41,2)   

3 8 (12,7) 2 (11,8)   

Osteolysen, Anzahl (%)   Fisher’s-Exakt-Test 0,438 

nein 7 (9,0) 3 (14,3)   

ja 71 (91,0) 18 (85,7)   



ERGEBNISSE  30 

EM Manifestationen, An-
zahl (%) 

  Fisher’s-Exakt-Test 0,519 

nein 75 (97,4) 20 (95,2)   

ja 2 (2,6) 1 (4,8)   

Hyperviskosität, Anzahl (%)   Fisher’s-Exakt-Test 0,384 

nein 76 (98,7) 20 (95,2)   

ja 1 (1,3) 1 (4,8)   

LCDD, Anzahl (%)   Fisher’s-Exakt-Test 1,000 

nein 75 (97,4) 21 (100,0)   

ja 2 (2,6) 0   

AL Amyloidose, Anzahl (%)   Fisher’s-Exakt-Test 1,000 

nein 73 (94,8) 20 (95,2)   

ja 4 (5,2) 1 (4,8)   

Monoklonale Leichtkette, 
Anzahl (%) 

  !2-Test 0,587 

kappa 46 (59,0) 11 (52,4)   

lambda 32 (41,0) 10 (47,6)   

Monoklonale Schwerkette, 
Anzahl (%) 

  Fisher’s-Exakt-Test 0,004 

IgA 13 (16,7) 7 (33,3)   

IgG 42 (53,8) 9 (42,9)   

IgD 0 (0) 2 (9,5)   

keine 23 (29,5) 2 (9,5)   

unbekannt 0 (0) 1 (4,8)   

Art der Induktion   Fisher’s-Exakt-Test 0,420 

Erhaltung, Anzahl (%)   Fisher’s-Exakt-Test 1,000 

nein 63 (80,8) 17 (81,0)   

ja 15 (19,2) 4 (19,0)   

Tandem HD, Anzahl (%)   Fisher’s-Exakt-Test 0,732 

nein 67 (85,9) 17 (81,0)   

ja 11 (14,1) 4 (19,0)   

Allo-SCT, Anzahl (%)   Fisher’s-Exakt-Test 0,732 

nein 66 (85,7) 17 (81,0)   

ja 11 (14,3) 4 (19,0)   

del(1)(p32), Anzahl (%)   Fisher’s-Exakt-Test 1,000 

nein 68 (95,8) 17 (94,4)   
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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 (%)   !2-Test 0,913 

nein 45 (62,5) 11 (61,1)   

ja 27 (37,5) 7 (38,9)   

t(v;14q32), Anzahl (%)   !2-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 (5,8) 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 erhobener Daten. Die Auswertung der klini-
schen Daten mittels Mann-Whitney-U-Test für die stetigen und !2-Test oder dem exakten 
Test nach Fisher für die nominalen Variablen ergab signifikante Unterschiede für Patienten 
mit niedriger COLVI-Expression (IRS 0-1) gegenüber solchen mit hoher COLVI-Expres-
sion (IRS 2-3) für 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 
%), häufiger monoklonales IgG (53,8 % vs. 42,9 %) und häufiger ein Leichtkettenmyelom 
(29,5 % vs. 9,5 %) als solche mit hoher COLVI-Expression. Außerdem hatten sie im Durch-
schnitt eine signifikant erhöhte LDH-Konzentration bei Diagnosestellung (196 U/l vs. 162 
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U/l). Abkürzungen: LDH, Lactatdehydrogenase; Hb, Hämoglobin; 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, 
Extramedulläre Manifestation; LCDD, Leichtkettenspeicherkrankheit; Tandem HD, Tan-
demhochdosistherapie; Allo-SCT, allogene Stammzelltransplantation.  

 

3.5. Ansprechen 

Für 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 für das Ansprechen auf die Induktionstherapie (90,0 % vs. 88,2 % für hohe COLVI-

Expression vs. niedrige COLVI-Expression, p = 0,392) als auch auf die Hochdosistherapie 

(90,0 % vs. 93,4 % für hohe COLVI-Expression vs. niedrige COLVI-Expression, p = 0,686) 

ergab sich kein signifikanter Unterschied für Patienten mit niedriger COLVI-Expression ge-

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

Variablen Kollagen Typ VI 
niedrig 

Kollagen Typ VI 
hoch 

Test p-Wert 

N 76 20   

Ind, Anzahl (%)   Fisher’s-Exakt-Test 0,638 

1 67 (88,2) 18 (90,0)   

2 8 (10,5) 1 (5,0)   

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 für Patienten mit niedriger COLVI-Expression (IRS 0-1) gegen-
über solchen mit hoher COLVI-Expression (IRS 2-3). Hierfür 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). Abkürzungen: 
Ind, Induktionstherapie; HD, Hochdosistherapie. 

 

3.6. Gesamtüberleben und progressionsfreies Überleben 

Auch hier wurden für 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 Überlebensvorteil für Patienten mit niedriger COLVI-Expression gegen-

über solchen mit hoher COLVI-Expression (5-Jahres-OS, 81,2 % vs. 69,0 % für 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 Überlebensvorteil haben.  

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

Auch hinsichtlich des PFS erfolgte eine Auswertung mittels Kaplan-Meier-Analyse und Lo-

grank-Test. Ein signifikanter progressionsfreier Überlebensvorteil für Patienten mit niedriger 

COLVI-Expression gegenüber solchen mit hoher COLVI-Expression konnte auch hier 

nicht nachgewiesen werden (5-Jahres-PFS, 39,9 % vs. 20,7 % für hohe COLVI-Expression 

vs. niedrige COLVI-Expression, p = 0,301) (Abbildung 3). 

 
Abbildung 3 | Prognostische Relevanz von Kollagen Typ VI (COLVI) in Bezug auf 
das progressionsfreie Überleben (PFS). Es zeigte sich in der Kaplan-Meyer-Analyse und 
dem Logrank-Test kein signifikanter progressionsfreier Überlebensvorteil für Patienten mit 
niedriger COLVI-Expression (IRS 0-1; blau) gegenüber solchen mit hoher COLVI-Expres-
sion (IRS 2-3; rot) (5-Jahres-PFS, 39,9 % vs. 20,7 % für hohe COLVI-Expression vs. niedrige 
COLVI-Expression, p = 0,301). 

 

3.7. Gesamtüberleben und progressionsfreies Überleben bei Kollagen Typ VI Al-

pha 1-mRNA-Expression 

Für die Auswertung der Kohorten aus dem GEO mittels SPSS wurden die COL6A1-

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 COL6A1-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 Überlebensvorteil für Patienten mit hoher 

COL6A1-mRNA-Expression gegenüber solchen mit niedriger COL6A1-mRNA-Expres-

sion (Kohorte 2: 2,5-Jahres-OS, 38,7 % vs. 31,2 % für hohe COL6A1-mRNA-Expression 

vs. niedrige COL6A1-mRNA-Expression, p = 0,020 / Kohorte 3: 2,5-Jahres-OS, 84,2 % vs. 

61,5 % für hohe COL6A1-mRNA-Expression vs. niedrige COL6A1-mRNA-Expression, p 

= 0,037) (Abbildung 5 und 6). In einer dritten Kohorte (Kohorte 1) zeigte sich dieser sig-

nifikante Überlebensvorteil jedoch nicht (Kohorte 1: 5-Jahres-OS, 63,2 % vs. 61,8 % für 

hohe COL6A1-mRNA-Expression vs. niedrige COL6A1-mRNA-Expression, p = 0,791) 

(Abbildung 4). 

 
Abbildung 4 | Prognostische Relevanz von Kollagen Typ VI Alpha 1 (COL6A1)-
mRNA-Expression in Bezug auf das Gesamtüberleben (OS) der Kohorte 1. Es zeigte 
sich in der Kaplan-Meyer-Analyse und dem Logrank-Test kein signifikanter Überlebensvor-
teil für Patienten mit niedriger COL6A1-mRNA-Expression (blau) gegenüber solchen mit 
hoher COL6A1-mRNA-Expression (rot) (5-Jahres-OS, 63,2 % vs. 61,8 % für hohe 
COL6A1-mRNA-Expression vs. niedrige COL6A1-mRNA-Expression, p = 0,791). 
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Abbildung 5 | Prognostische Relevanz von Kollagen Typ VI Alpha 1 (COL6A1)- 
mRNA-Expression in Bezug auf das Gesamtüberleben (OS) der Kohorte 2. Es zeigte 
sich in der Kaplan-Meyer-Analyse und dem Logrank-Test ein signifikanter Überlebensvorteil 
für Patienten mit hoher COL6A1-mRNA-Expression (rot) gegenüber solchen mit niedriger 
COL6A1-mRNA-Expression (blau) (2,5-Jahres-OS, 38,7 % vs. 31,2 % für hohe COL6A1-
mRNA-Expression vs. niedrige COL6A1-mRNA-Expression, p = 0,020). 

 
Abbildung 6 | Prognostische Relevanz von Kollagen Typ VI Alpha 1 (COL6A1)- 
mRNA-Expression in Bezug auf das Gesamtüberleben (OS) der Kohorte 3. Es zeigte 
sich in der Kaplan-Meyer-Analyse und dem Logrank-Test ein signifikanter Überlebensvorteil 
für Patienten mit hoher COL6A1-mRNA-Expression (rot) gegenüber solchen mit niedriger 
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COL6A1-mRNA-Expression (blau) (2,5-Jahres-OS, 84,2 % vs. 61,5 % für hohe COL6A1-
mRNA-Expression vs. niedrige COL6A1-mRNA-Expression, p = 0,037). 

Auch eine Auswertung der Daten hinsichtlich einer Prognose von COL6A1-mRNA auf das 

PFS bei einer Kohorte (Kohorte 2) konnte mittels Kaplan-Meyer-Analyse und Logrank-Test 

durchgeführt werden. Auch hier wurden für die Auswertung der Kohorte mittels SPSS die 

COL6A1-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 für Patienten mit 

niedriger COL6A1-mRNA-Expression gegenüber solchen mit hoher COL6A1-mRNA-Ex-

pression konnte jedoch nicht nachgewiesen werden (1,5-Jahres-PFS, 10,7 % vs. 2,0 % für 

hohe COL6A1-mRNA-Expression vs. niedrige COL6A1-mRNA-Expression, p = 0,099) 

(Abbildung 7). 

 
Abbildung 7 | Prognostische Relevanz von Kollagen Typ VI Alpha 1 (COL6A1)- 
mRNA-Expression in Bezug auf das progressionsfreie Überleben (PFS) der Kohorte 
2. Es zeigte sich in der Kaplan-Meyer-Analyse und dem Logrank-Test kein signifikanter pro-
gressionsfreier Überlebensvorteil für Patienten mit niedriger COL6A1-mRNA-Expression 
(blau) gegenüber solchen mit hoher COL6A1-mRNA-Expression (rot) (1,5-Jahres-PFS, 10,7 
% vs. 2,0 % für hohe COL6A1-mRNA-Expression vs. niedrige COL6A1-mRNA-Expres-
sion, p = 0,099). 
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4. DISKUSSION 

Für 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) Ösophaguskarzinomen,(107) Pankreaskarzino-

men,(5) Brustkrebs,(76, 101, 111) Kolonkrebs,(107, 111, 115) und Speicheldrüsenkrebs.(4) 

Damit einhergehend zeigte sich oftmals eine Korrelation zwischen COLVI-Expression und 

OS sowie PFS, so bei Speicheldrüsenkrebs,(4) CRC,(115) ccRCC(149) und beim 

Glioblastom.(147) In allen Fällen konnte dabei gezeigt werden, dass eine vermehrte COLVI-

Expression zu einem signifikant verschlechterten PFS und/oder OS führt. Bisher konnte 

also festgestellt werden, dass COLVI ein prognostisch ungünstiger Faktor in vielen soliden 

Neoplasien ist. In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass COLVI dabei auch einen 

unabhängigen prognostischen Faktor darstellt.(4, 149)  

COLVI wirkt in vielfältiger Weise auf Tumorzellen und TME. Es wirkt als anti-apoptotischer 

Faktor(35, 36, 72, 125, 153) auf Tumorzellen und begünstigt deren Proliferation(75, 111, 

153) sowie Adhäsion, Ausbreitung und Invasion.(37, 65) Es wirkt induzierend auf die EMT 

und fördert damit die Metastasierung.(32, 60, 111, 154) Darüber hinaus fördert es die Angi-

ogenese(111, 153) und begünstigt Tumorentzündung über Makrophagen(4, 30, 34, 114, 124, 

128) sowie die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren.(76) Ferner trägt es außerdem zur 

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

Demzufolge ist COLVI ein vielversprechendes Ziel für medikamentöse Interventionen. 

COLVI könnte dabei einerseits genutzt werden, um mittels beladener Antikörper, die an 

COLVI binden, Chemotherapeutika, Zytokine wie IL-2 oder Radionuklide zielgerichtet in 

das neoplastische Gewebe zu lenken,(4, 64, 127) andererseits um mittels Antikörpern oder 

kleinen Molekülen inhibierend auf Rezeptoren für COLVI, ETP oder in der Signalkaskade 

weiter vorangelegene Rezeptoren einzuwirken.(4) Inhibitoren für Signalkaskaden, die auch 

von COLVI induziert werden, werden bereits in einigen klinischen Studien untersucht 

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

In der hier durchgeführten Studie konnte gezeigt werden, dass die Hypothese eines signifi-

kanten Zusammenhanges zwischen niedriger COLVI-Proteinexpression und erhöhtem OS, 

beziehungsweise erhöhtem PFS beim MM nicht bestätigt werden konnte. Es zeigte sich im 

Gegenteil ein Trend hin zu einem Überlebensvorteil für die Patienten mit hoher COLVI-
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Expression. Ein Vergleich zu den COL6A1-mRNA-Expressionsdaten konnte die statisti-

schen Ergebnisse ebenfalls wiederspiegeln. In der COL6A1-mRNA-Expression fand sich 

ein signifikanter Überlebensvorteil für diejenigen mit hoher COL6A1-mRNA-Expression, 

welches sich als Trend bereits in der COLVI-Proteinexpression fand. Für das PFS konnte 

ein solcher Effekt jedoch nur als Trend in der COL6A1-mRNA-Expression gezeigt werden, 

nicht jedoch in der COLVI-Proteinexpression. Eine Bestätigung der Ergebnisse dieser Ar-

beit durch eine zweite unabhängige Kohorte, idealerweise im Rahmen einer prospektiven 

Studie, wäre 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 %), häufiger monoklonales IgG (53,8 % vs. 

42,9 %) und häufiger ein Leichtkettenmyelom (29,5 % vs. 9,5 %) als solche mit hoher 

COLVI-Expression. Außerdem hatten sie im Durchschnitt eine signifikant erhöhte LDH-

Konzentration bei Diagnosestellung (196 U/l vs. 162 U/l). 

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 höhere 

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. Für eine genauere 

Abklärung sind aber weitere, vor allem molekularbiologische Untersuchungen nötig, wie 

zum Beispiel Studien zur Auswirkung von COLVI auf Tumorzellapoptose, Proliferation, 

Metastasierung und weitere Faktoren beim MM. Im Rahmen dieser Studien wäre 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) 

Abschließend lässt sich festhalten, dass entgegen der Erwartung des doch insgesamt eher 

Stroma-abhängigen 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 für weitere hämatologische Neoplasien, wie zum Bei-

spiel maligne Lymphome oder Leukämien gilt, müssen zukünftige Studien zeigen. 
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Abbildung 1 | Darstellung der Expressionsmuster von Kollagen Typ VI (COLVI) 
mittels APAAP-Färbung. 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 Gesamtüberleben (OS). Es zeigte sich in der Kaplan-Meyer-Analyse und dem 
Logrank-Test kein signifikanter Überlebensvorteil für Patienten mit niedriger COLVI-
Expression (IRS 0-1; blau) gegenüber solchen mit hoher COLVI-Expression (IRS 2-3; rot) 
(5-Jahres-OS, 81,2 % vs. 69,0 % für hohe COLVI-Expression vs. niedrige COLVI-
Expression, p = 0,052). Es zeigte sich im Gegenteil ein Trend hin zu einem höheren 
Überlebensvorteil für Patienten mit hoher COLVI-Expression gegenüber solchen mit 
niedriger COLVI-Expression. ........................................................................................................ 33 

Abbildung 3 | Prognostische Relevanz von Kollagen Typ VI (COLVI) in Bezug auf 
das progressionsfreie Überleben (PFS). Es zeigte sich in der Kaplan-Meyer-Analyse und 
dem Logrank-Test kein signifikanter progressionsfreier Überlebensvorteil für Patienten mit 
niedriger COLVI-Expression (IRS 0-1; blau) gegenüber solchen mit hoher COLVI-
Expression (IRS 2-3; rot) (5-Jahres-PFS, 39,9 % vs. 20,7 % für hohe COLVI-Expression vs. 
niedrige COLVI-Expression, p = 0,301). ..................................................................................... 34 

Abbildung 4 | Prognostische Relevanz von Kollagen Typ VI Alpha 1 (COL6A1)-
mRNA-Expression in Bezug auf das Gesamtüberleben (OS) der Kohorte 1. Es zeigte 
sich in der Kaplan-Meyer-Analyse und dem Logrank-Test kein signifikanter 
Überlebensvorteil für Patienten mit niedriger COL6A1-mRNA-Expression (blau) gegenüber 
solchen mit hoher COL6A1-mRNA-Expression (rot) (5-Jahres-OS, 63,2 % vs. 61,8 % für 
hohe COL6A1-mRNA-Expression vs. niedrige COL6A1-mRNA-Expression, p = 0,791).
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Abbildung 5 | Prognostische Relevanz von Kollagen Typ VI Alpha 1 (COL6A1)- 
mRNA-Expression in Bezug auf das Gesamtüberleben (OS) der Kohorte 2. Es zeigte 
sich in der Kaplan-Meyer-Analyse und dem Logrank-Test ein signifikanter Überlebensvorteil 
für Patienten mit hoher COL6A1-mRNA-Expression (rot) gegenüber solchen mit niedriger 
COL6A1-mRNA-Expression (blau) (2,5-Jahres-OS, 38,7 % vs. 31,2 % für hohe COL6A1-
mRNA-Expression vs. niedrige COL6A1-mRNA-Expression, p = 0,020). .......................... 36 

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

Abbildung 7 | Prognostische Relevanz von Kollagen Typ VI Alpha 1 (COL6A1)- 
mRNA-Expression in Bezug auf das progressionsfreie Überleben (PFS) der Kohorte 
2. Es zeigte sich in der Kaplan-Meyer-Analyse und dem Logrank-Test kein signifikanter 
progressionsfreier Überlebensvorteil für Patienten mit niedriger COL6A1-mRNA-
Expression (blau) gegenüber solchen mit hoher COL6A1-mRNA-Expression (rot) (1,5-
Jahres-PFS, 10,7 % vs. 2,0 % für hohe COL6A1-mRNA-Expression vs. niedrige COL6A1-
mRNA-Expression, p = 0,099). ..................................................................................................... 37 
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Tabelle 1 | Klinische und erkrankungsassoziierte Variablen. Aufgelistet in dieser 
Tabelle finden sich alle Variablen, die mittels Orbis gesammelt wurden. Abkürzungen: 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. ........................... 19 

Tabelle 2 | Deskriptive Statistik klinisch erhobener Daten. Die Auswertung der 
klinischen Daten mittels Mann-Whitney-U-Test für die stetigen und !2-Test oder dem 
exakten Test nach Fisher für die nominalen Variablen ergab signifikante Unterschiede für 
Patienten mit niedriger COLVI-Expression (IRS 0-1) gegenüber solchen mit hoher COLVI-
Expression (IRS 2-3) für die Variablen LDH und die Art der Schwerkette (HC). Patienten 
mit niedriger COLVI-Expression hatten dabei signifikant seltener monoklonales IgA (16,7 
% vs. 33,3 %), häufiger monoklonales IgG (53,8 % vs. 42,9 %) und häufiger ein 
Leichtkettenmyelom (29,5 % vs. 9,5 %) als solche mit hoher COLVI-Expression. Außerdem 
hatten sie im Durchschnitt eine signifikant erhöhte LDH-Konzentration bei 
Diagnosestellung (196 U/l vs. 162 U/l). Abkürzungen: LDH, Lactatdehydrogenase; Hb, 
Hämoglobin; 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, Extramedulläre Manifestation; LCDD, 
Leichtkettenspeicherkrankheit; Tandem HD, Tandemhochdosistherapie; Allo-SCT, allogene 
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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 für Patienten mit niedriger COLVI-Expression (IRS 0-1) 
gegenüber solchen mit hoher COLVI-Expression (IRS 2-3). Hierfür 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). 
Abkürzungen: Ind, Induktionstherapie; HD, Hochdosistherapie. ........................................... 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. ........................... 25 
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Laborprotokoll 
Jan Roseland 
Di. 05.12.2017 + Mi. 06.12.2017 
Tag 1+2 APAAP Anti-Collagen VI Färbung von 9 Myelom Arrays und 7 Kontrollen 

APAAP-Immunhistochemie Anti-CollagenVI 

Tag 1 

Tag 2 

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. verdünnen 
Verdünnten Zitratpuffer in der Mikrowelle bei 450 W aufwärmen  
Schnitte im aufgewärmten Zitratpuffer bei 450 W kochen 

- dazwischen immer mit Aqua dest. auffüllen (z.B. alle 5 min) 
- Gewebe muss immer komplett im Puffer stehen

1 min 
15 min

Mit Aqua dest. auffüllen und bei Raumtemperatur abkühlen 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 abgießen
In TBS waschen 3 x 3 min
Primärantikörper (NB120-6588 / pAb anti-CollagenVI / Lot 21632 / 
0,1mg immunogen affinity purified Rabbit Sera 2,0 mg/ml)) 1:800 in 
Antikörperdiluent (DAKO S3022) verdünnen 

- insgesamt 3196µl Dilutent und 4µl Antikörper
Inkubation mit Primärantikörper in Feuchtkammer für 2 h bei 37 °C oder 
über Nacht bei 4 °C

Schritt Zeit
Sekundärantikörperreaktion (Sekundär-AK ggf. an Primär-AK anpassen)
In TBS waschen 3 x 3 min
Mit mouse anti-rabbit (DAKO M0737) 1:100 in Feuchtkammer 
inkubieren

45 min

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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Mit mouse monoclonal APAAP-Komplex (DAKO D0651) 1:50 
in Feuchtkammer inkubieren 30 min
In TBS waschen 3 x 3 min
Farbreaktion
Fuchsin+ Substrat-Chromogen (DAKO K0625) 

- 60 µl Fuchsin+Chromogen + 60 µl Fuchsin+ActivatingAgent 
mischen und 1 min  
bei RT stehen lassen 

- mit 880 µl Fuchsin+SubstrateBuffer hinzugeben, mischen und 
innerhalb von  
30 min aufbrauchen

Inkubation der Schnitte unter mikroskopischer Kontrolle 30 min
Reaktion mit Aqua dest. stoppen
Gegenfärbung
Mayer's Hämalaun (1:2 Verdünnung mit Aqua dest.) ca. 8 s
unter Leitungswasser bläuen 10 min
Trocknen bei RT über Nacht
Einbettung mit Glycergel

Schritt Zeit




