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1 Einleitung

1.1  Definition

Das Multiple Myelom (MM) ist eine Plasmazellerkrankung und wird den Non-Hodgkin Lymphomen
der B-Zell-Reihe zugeordnet (B-NHL) [112]. Charakteristisch fir das MM sind die klonale
Proliferation maligner Plasmazellen im Knochenmark (KM), monoklonale Proteine im Blut und Urin
und damit assoziierte Organschaden [89]. Ein einzelner Plasmazellklon, der sich den
Apoptosemechanismen entzieht, proliferiert unkontrolliert und destruktiv im KM. Die maligne
entarteten Plasmazellen produzieren typischerweise ein monoklonales Immunglobulin (lg), welches
als monoklonale Gammopathie oder auch Paraproteindmie bezeichnet wird. Meistens kommt es zur
Sekretion intakter Immunglobuline vom Typ 19G (60%) oder IgA (24%), selten vom Typ IgM oder IgD
(3%). Die Plasmazellen kénnen auch nur Ig-Leichtketten (Kappa oder Lambda) bilden (11%) [44].
Diese im Urin ausgeschiedenen unvollstandigen Eiweilleichtketten werden Bence-Jones Proteine
genannt und die Tumorformen, die diese Immunglobuline bilden, Leichtketten-Myelom. Patienten,
die an einem MM leiden, zeigen ein komplexes klinisches Bild, bei dem multiple Organsysteme

betroffen sein konnen.

1.2 Epidemiologie des Multiplen Myeloms

Das MM macht ungeféahr ein Prozent aller neoplastischen Krankheiten aus, sowie zehn Prozent aller
hamatologischen bdsartigen Tumoren [25]. Nach der Gesundheitsberichterstattung des Bundes lag
2010 die mittlere altersstandardisierte Inzidenzrate fiir bésartige immunproliferative Krankheiten in
Deutschland bei 6,0/100000 flir Manner und bei 3,9/100000 fiir Frauen [40]. Das National Cancer
Institute (Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER) Programm) zeigt ahnliche Zahlen fir
die USA mit einer mittleren jahrlichen Inzidenzrate von 7,4/100000 bei Mannern und 4,7/100000 bei
Frauen. Geschlechtsunabhangig betragt die mittlere Inzidenzrate 5,8/100000. Die jahrliche
Inzidenzrate steigt mit dem Alter an. Am hochsten ist sie im Alter zwischen 80 und 84 mit einem
Wert von 39,1/100000 [49].

Die monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz (MGUS) ist eine obligate Prékanzerose des MM
und tritt bei den Uber 50 Jahrigen mit einer Pravalenz von circa drei Prozent auf. Das Risiko einer
Progression in ein MM liegt bei circa einem Prozent pro Jahr und das Risiko ein MM zu bekommen
ist bei einer Vorerkrankung mit einer MGUS 25-fach erhdht [62, 63]. Neben den altersabhangigen

und geschlechtsspezifischen Unterschieden besteht auch eine ethnische Variabilitdt beim
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Erkrankungsrisiko. Die Inzidenzrate ist bei African Americans mit 11,7/100000 deutlich hoher als bei
Kaukasiern mit 5,3/100000 [49]. Epidemiologische Studien lassen vermuten, dass eine chronische
Antigenstimulation des Immunsystems ein Faktor fir die MM Entwicklung ist. Nach einer Studie von
Brown et al. 2008 an 4061 MM Patienten mit vorbestehenden Autoimmun- und Infektionskrankheiten
lag ein signifikant erhohtes MM-Risiko vor [18]. Dieses Ergebnis wurde auch durch eine Studie von
Landgren et al. an 8406 schwedischen MM Patienten bestatigt [66]. In mehreren Studien wurde ein
Zusammenhang zwischen Ubergewicht (> 25 Kilogramm/Meter? (kg/m?)) und einem erhdhten Risiko
ein MM zu entwickeln festgestellt [14]. Des Weiteren gibt es MM Falle bei denen eine klare familiare
Haufung beobachtet wurde [43, 46, 76]. Mehrere Studien haben genetische Pradispositionen
festgestellt, bei denen es sich um sogenannte single nucleotid polymorphisms (SNPs) handelt. SNPs
sind Veranderungen eines einzelnen Basenpaares in bestimmten Risikoregionen, wie z.B. 3p22.1;
17p15.3; 3q26.2; 17p11.2. Diese SNPs fiihren zu einem erh6hten Risiko ein MM zu entwickeln [17,
24, 122). Von den exogenen Einflussfaktoren ist die Strahlenexposition am besten untersucht und
belegt. Atombomben Uberlebende von Hiroshima hatten ein 60% groReres MM-Mortalitatsrisiko als
Nichtexponierte. Ein Drittel der japanischen Myelomtoten zwischen 1950 und 1985 lie} sich auf die

Atomstrahlung von 1945 zuriickflihren [105].

1.3 Diagnosestellung und Diagnosekriterien des Multiplen Myeloms

Besteht bei einem Patienten der Verdacht auf ein MM wird eine ausfiihrliche Anamnese erhoben und
eine klinische Untersuchung durchgefiihrt. Zur weiteren Standard Diagnostik des MM gehdren eine
Routine Laboruntersuchung mit Bestimmung des Blutbildes und weiterer Parameter wie Kalzium,
Serum R-Mikroglobulin (R2-MG), Kreatinin und Laktatdehydrogenase (LDH). Zum Nachweis und der
genaueren Bestimmung des monoklonales Proteins werden eine Serum- und Urin Elektrophorese
und eine Immunfixation durchgefiihrt [60]. Zur Beurteilung einer Knochenbeteiligung wird eine
Bildgebung (,low dose* Computertomographie (CT) oder eine Magnetresonanztomographie (MRT))
veranlasst. Durch eine Knochenmarkzytologie und - histologie bekommt man Informationen Uber die
Quantitdt und Qualitdt der Hamatopoese und dber das Ausmal der Infiltration mit atypischen

Myelomzellen, welches zu den Diagnosekriterien gezahlt wird.

Eine molekular-zytogenetische Untersuchung mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)
detektiert Chromosomenaberrationen, indem Fluoreszenz markierte Desoxyribonukleins@ure (DNA)
Sonden an definierte DNA Stellen binden. Diese Chromosomenaberrationen kdnnen zur
Prognoseabschatzung genutzt werden. Dabei gelten die Translokationen t(4;14), t(14;16) und die
Deletion (del) der Chromosomenregion 17p13 als prognostisch ungiinstig. Dagegen ist der
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Nachweis einer Translokation t(11;14) oder t(6;14) mit einer giinstigeren Prognose assoziiert [3, 38,
71, 82].

Um das Krankheitsbild besser definieren zu kdnnen und eine Grenze zwischen der MGUS, dem
asymptomatischen MM, das auch smouldering MM bezeichnet wird, und dem manifesten MM zu
ziehen, wurden von der ,International Myeloma Working Group® (IMWG) Diagnosekriterien erstellt,
die im November 2014 aktualisiert wurden [51, 97], und in der Abbildung 1 dargestellt sind.

; Symptomatisches Smouldering
Diagnose : :
Multiples Myelom Multiples Myelom
Kriterien
Klonale Plasmazellen o
im Knochenmark = 10% 2 10% <10%
und und/oder und
Mor_lol_(lonales Nachweisbar >30 g/ <30g/
Protein im Serum
und/oder
Monoklonales )
Protein im Urin Nachweisbar
und und und
Myelom Nachweisbar Nicht Nicht
definierendes Event nachweisbar nachweisbar

Abbildung 1: Die Diagnosekriterien der International Myeloma Working Group (IMWG) anhand deren
die Unterscheidung zwischen einem symptomatischen Multiplen Myelom (MM), einem smouldering
MM und einer monoklonalen Gammopathie unklarer Signifikanz méglich ist [51, 97]

Ein symptomatisches MM ist gekennzeichnet durch einen Plasmazellanteil im Knochenmark von
> 10% nachweisbaren monoklonalen Proteinen (M-Proteine) im Serum und/oder im Urin und das
Vorhandensein eines der sogenannten Myelom definierenden Events, die zu den ,CRAB* Kriterien
(Calcium, Renal insufficiency, Anaemia, Bone lesions) zusammengefasst werden. Dazu zahlen eine
Hyperkalziamie (Serumkalzium = 11 Milligramm/Deziliter (mg/dl) oder > 1 mg/dl Gber der normalen
Obergrenze), eine Niereninsuffizienz (Serum Kreatinin > 1,77 Millimol/Liter (mmol/l) oder Kreatinin
Clearance < 40 Milliliter (ml)), eine Andmie (Hamoglobin (Hb) < 10 Gramm/Deziliter (g/dl) oder

> 2 g/dl der altersentsprechenden Untergrenze: Manner < 12 g/dl; Frauen < 10 g/dl) und
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Knochenlasionen (Osteolysen, Osteoporose oder pathologische Frakturen). Seit November 2014
werden auch das Vorhandensein eines Plasmazellanteiles von = 60% im Knochenmark, mehr als
eine diagnostizierte fokale Lasion in der MRT und die Ratio der freien Leichtketten im Serum
(Lambda - Leichtketten/Kappa - Leichtketten) von = 100 zu den sogenannten Myelomdefinierenden

Events und den Diagnosekriterien des symptomatischen MM dazugezahlt [97].

Wird bei einem Patienten kein monoklonales Protein im Serum und/oder im Urin gefunden, leidet
jedoch an Endorganschaden und weist > 10% Plasmazellen im Knochenmark auf, dann spricht man
von einem nicht sekretorischen MM [13]. Ein smouldering MM liegt vor, wenn der Patient keines der
Myelomdefinierenden Events aufweist, aber die restlichen Diagnosekriterien eines MM erfllt. Sind
< 10% Plasmazellen im Knochenmark zu finden, das monoklonale Protein betragt < 30 g/l im Serum
und/oder Urin und es liegt kein Anhalt fur einen Endorganschaden vor, so erfullt der Patient die

Diagnosekriterien einer MGUS.

1.4 Klinik des Multiplen Myeloms

Zu den typischen klinischen Auffélligkeiten eines symptomatischen MM gehéren wie in 1.3.
beschrieben die sogenannten Myelom assoziierten ,CRAB* Kriterien (Hyperkalziamie, renale
Dysfunktion, Andmie und Knochenlasionen). Die haufigsten Symptome, (iber die Patienten bei der
Diagnosestellung berichten, sind Knochenschmerzen (58%), Midigkeit (32%) und Gewichtsverlust
(24%). Seltener klagen Patienten (iber Parasthesien (5%) und Fieber (0,7%) [59].
Bei den meisten Patienten sind Knochenschmerzen, die oftmals schleichend beginnen und
progredient sind, das Leitsymptom, das zur Diagnosestellung fuhrt. Bis zu 80% der Patienten haben
bei der Diagnosestellung bereits pathologische Frakturen, wobei am haufigsten die Wirbelsaule
betroffen ist [75]. Die Knochenlasionen entstehen durch die Stimulierung der Osteoklasten bei
gleichzeitiger Inhibierung der Osteoblasten [1, 101]. Ein weiteres Zeichen der Krankheitsaktivitat sind
Blutbildbeeintrachtigungen, wobei die tumorbedingte normochrome, makrozytare Andmie (Hb < 12
g/dl) mit circa 70% am haufigsten bei der Diagnosestellung zu finden ist [59]. Im Verlauf der
Erkrankung ist diese bei fast allen Patienten feststellbar. Sie kann sich durch Blasse, Mudigkeit oder
Schwache bemerkbar machen. Die Anamie korreliert zum groflen Teil mit der Tumorlast und ist
damit Ausdruck der Knochenmarkverdrangung durch die Myelomzellen. Eine Niereninsuffizienz kann
jedoch auch ein Kofaktor fiir die Entstehung einer Anémie sein [11]. Eine Niereninsuffizienz, definiert
als eine Erhdhung des Serumkreatinin Wertes > 2 mg/dl, wird bei 20-40% der Patienten
diagnostiziert [12, 33, 41, 59]. In den meisten Fallen ist die ,Myelomniere* eine Folge der vermehrten
Ausscheidung monoklonaler Leichtketten und deren Ablagerung hauptsachlich in die Tubuli. Andere
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Faktoren wie Hyperkalziamie, Dehydrierung, nephrotoxische Medikamente und Kontrastmittel
konnen weitere Ursachen der Niereninsuffizienz sein oder die toxischen Effekte der Leichtketten
verstarken [29, 125].

Zu den haufigsten Todesursachen der Krankheit zahlen wiederkehrende Infektionen, bei denen es
sich hauptsachlich um bakterielle Infektionen handelt. Dabei flihrt die Produktion dysfunktionaler
Immunglobuline bei gleichzeitiger Suppression der Bildung normaler Immunglobuline zur
Immunschwache und diese wird zusatzlich durch die haufig vorliegende Leukopenie und abnorme

Lymphozytenfunktion verschlimmert [1, 52, 102].

1.5 Stadieneinteilung des Multiplen Myeloms

Die Stadieneinteilung kann nach zwei unterschiedlichen Stagingsystemen vorgenommen werden.
Die Einteilung nach Salmon und Durie berticksichtigt Parameter wie den Hb-Wert, den Kalziumwert,
die Anzahl an Knochenlasionen und die Konzentration der Immunglobuline. Man kann mit dieser
Einteilung eine grobe Abschatzung der vorhandenen Tumormasse vornehmen, jedoch lassen sich
damit weder sichere prognostische Aussagen noch Therapieverlaufe vorhersagen.
Das International Staging System (ISS) wurde 2005 von der IMWG anhand klinischer und
laborchemischer Daten von 10 750 Myelompatienten entwickelt [44]. Es teilt die Patienten anhand
der leicht verfugbaren Parameter Serum Albumin und Serum R,-MG in drei prognostische Gruppen
ein. Dabei betragt im Stadium | das mediane Uberleben der Patienten 62 Monate, im Stadium Il sind
es noch 44 Monate und im Stadium IIl leben die Patienten im Durchschnitt 29 Monate.

Tabelle 1 zeigt die Kriterien, die zur Zuordnung in das jeweilige Stadium notwendig sind.
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Tabelle 1: Die Kriterien der zwei unterschiedlichen Stadieneinteilungen des Multiplen Myeloms [31, 44]
dl: Deziliter; g: Gramm; I: Liter; mg: Milligramm,; mmol: Millimol

Stadium | Internationales Staging System Salmon und Durie
Serum Ro-Mikroglobulin < 3,5 mg/l Alle Kriterien mussen erfilllt sein:
und 1. Hamoglobin > 10 g/dl
Serum Albumin = 3,5 g/dl 2. Serumkalzium normal (< 2,6 mmol/l)

3. Normale Knochenstruktur oder

1 einzelne solitare Knochenlasion
4. Paraproteinkonzentration gering:
- Immunglobulin G < 5 g/d|
- Immunglobulin A < 3 g/dl
- Leichtketten im Urin < 4 g/24 Stunden
Serum Ro-Mikroglobulin < 3,5 mg/l Weder Stadium | noch Il
und
Serum Albumin < 3,5 g/dl
2 oder

Serum R2-Mikroglobulin 3,5 - 5,5 mg/l

Serum Ro-Mikroglobulin = 5,5 mg/| Mindestens eines der folgenden Kriterien muss
erflllt sein:
1. Hamoglobin < 8,5 g/dI
2. Serumkalzium erhoht (> 3 mmol/l)
3 3. Multiple Osteolysen
4. Paraproteinkonzentration hoch:
- Immunglobulin G > 7 g/d|
- Immunglobulin A > 5 g/d|
- Leichtketten im Urin
> 12 g/24 Stunden

Zusatz A: Serumkreatinin < 2 mg/dl
Zusatz B: Serumkreatinin > 2 mg/d|

1.6 Pathogenese des Multiplen Myeloms

1.6.1  Die normale B-Zell Differenzierung

Die Entwicklung der Plasmazelle geht von einer pluripotenten hamatopoetischen Stammzelle aus
und kann in zwei Phasen unterteilt werden. Die erste Phase ist antigenunabhéngig und findet im KM
statt. Dabei entwickelt sich die B-Zelle Uber die Entwicklungsstufen der lymphoiden Stammzelle, der

pro B-Zelle, der pra B-Zelle zur naiven B-Zelle [4]. Wichtig flir diese Reifung ist die Entwicklung
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unterschiedlicher Antigenrezeptoren, um eine maoglichst groRe Antigendiversitat zu erreichen. Dies
entsteht durch die V(D)J Rekombination. Hierbei werden die Exons fir den variablen Teil der
leichten und schweren Immunglobulinketten durch Rekombination der verschiedenen V, D, J
Varianten im Genom gebildet [57]. Durch diesen Entwicklungsschritt entstehen unreife B-Zellen, die
als erste fahig sind vollstandige IgM an der Oberflache zu exprimieren. Diese unreifen B-Zellen
verlassen das Knochenmark und werden zu reifen naiven B-Zellen, sobald sie im Blut angelangt
sind. Voraussetzung hierflr ist, dass die B-Zellen Selbsttoleranz besitzen. Das heil3t, dass sie nicht
gegen Autoantigene reagieren. Sie konnen nun IgM und IgD auf ihrer Oberflache exprimieren [4].
Die reifen B-Zellen wandern in die sekundaren Lymphorgane ein, in denen die zweite Phase beginnt.
Diese ist antigenabhangig und entspricht der Differenzierung der B-Zellen zu unterschiedlichen
Plasmazellen. Durch Antigenstimulation entstehen viele kurzlebige Plasmazellen, auch Pra-
Keimzentrums-Zellen genannt, die circa drei Tage leben und vor allem niedrig affine Antikdrper vom
Typ IgM produzieren. Die restlichen Zellen durchlaufen in den Keimzentren spezifische B-Zell
Modifikationen, wie zum Beispiel die somatische Hypermutation. Einige dieser somatisch
hypermutierten IgM positiven Zellen werden zu Gedéachtniszellen. Der Rest differenziert sich zu
Post-Keimzentrums-Plasmablasten, die zuséatzlich einen IgH Isotypenswitch durchlaufen, ins
Knochenmark migrieren und sich dort zu langlebigen Plasmazellen entwickeln [25, 48, 56, 96, 103].

Bei der somatischen Hypermutation wird eine Duplikation, eine Deletion oder eine Punktmutation in
die DNA der variablen IgH Region eingefigt, um Antik6rper zu produzieren, die sehr spezifisch
gegeniber dem Antigen sind und dieses optimal binden konnen [42, 57]. Bei einem IgH
Isotypenswitch kommt es zu einem Wechsel der exprimierten Immunglobuline von IgM oder IgD hin
zu IgG, IgA oder auch IgE. Dabei bleibt die V(D)J Region und damit die Spezifitdt des Antikdrpers
gleich, jedoch verandert sich die Funktion des Antikdrpers [58]. Somatische Hypermutationen und
der IgH lIsotypenswitch sind Schlisselstellen im Rahmen der Entwicklung und der Onkogenese

langlebiger Plasmazellen.

1.6.2 Genetische Veranderungen beim Multiplen Myelom

Bei der Pathogenese des MM geht man von einem mehrstufigen Prozess verschiedener Mutationen
und Translokationen in mehreren Signalwegen aus, die die intrinsische Biologie der Plasmazellen
derart verandern, dass dadurch das typische Krankheitsbild des MM hervorgerufen wird [80]. Dabei
entwickeln sich die malignen Plasmazellen aus den langlebigen post-Keimzentrums B-Zellen
[1, 6, 25, 89, 103]. Die frlhen initialen Ereignisse in der Entstehung eines MM kann man in
strukturelle und numerische Chromosomenveranderungen unterteilen. Diese chromosomalen

Veranderungen findet man in nahezu allen MM Patienten [30, 37]. Bei den strukturellen
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Chromosomenaberrationen handelt es sich vor allem um Translokationen im Bereich der Ig-Switch-
Region auf Chromosom 14932.33 [5]. Diese IgH Translokationen entstehen durch
Doppelstrangbriiche im Laufe der spezifischen B-Zell Modifikationen, vor allem wahrend dem IgH
Isotypenswitch und seltener wahrend der somatischen Hypermutation [7]. In frihen Stadien des MM
findet man IgH Translokationen in 20-60% der Zellen, wahrend im fortgeschrittenen Stadium bis zu
90% der Tumorzellen derartige Translokationen haben [7, 25]. Diese Translokationen konnen zur
Immortalisierung der Plasmazellen fihren und dysregulieren die Aktivierung verschiedener
Onkogene. Zu den haufigsten gehoren Cyclin D1 (CCND1), Cyclin D3 (CCND3), Fibroblast growth
factor receptor 3 (FGFR3) und V-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene family, protein B
(MAFB) [8, 21-23, 50, 103, 104]. Die numerischen Aberrationen werden unter dem Begriff
Aneuploidie zusammengefasst. Dabei unterscheidet man hyperdiploide Karyotypen (48-74
Chromosomen) und nicht-hyperdiploide (< 48 oder > 75 Chromosomen). Die nicht-hyperdiploiden
kénnen weiter unterteilt werden in hypodiploid, pseudodiploid und subtetraploid [109]. Bei ungefahr
der Halfte der MM Patienten findet man einen nicht-hyperdiploiden Karyotyp zusammen mit einer
hohen Prévalenz (80%) an IgH Translokationen und Veranderungen des Chromosoms 13. Hiervon
werden Plasmazellen mit einem hyperdiploiden Karyotyp unterschieden, die typischerweise mit
Trisomien der Chromosomen 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 und 21 einhergehen und selten eine IgH
Translokation (Pravalenz 30%) oder eine Aberration des Chromosoms 13 aufweisen. Weitere
haufige numerische Chromosomenveranderungen sind Monosomien der Chromosomen 13, 14, 16
und 22 [6, 25, 36, 47, 70, 108, 111]. In der Abbildung 2 sind einige der wichtigsten und haufigsten

zytogenetischen Aberrationen aufgelistet, die in der Pathogenese des MM eine Rolle spielen.

gains losses translocations
+9q34 59% | | del 13q14 42% t(14932) 54%
+11925 48% del 1p22 21%
+1921.2 33% del 8p11 14% t(11;14) 17%
del 6921 1% t(4;14) 14%
del 22q11 1% t(14;16) 3%
del 17p13 9%

Abbildung 2: Die zytogenetischen Aberrationen, die mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)
bei 289 neu diagnostizierten Multiplen Myelom Patienten nachgewiesen wurden [70]
+: Zugewinn; del: Deletion; t: Translokation
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Aufgrund der erworbenen genetischen Instabilitat der Plasmazellen konnen dieser Phase der
Krankheitsinitierung weitere genetische Veranderungen (Genamplifikation, Mutationen oder
epigenetische Veranderungen) folgen. Diese flhren zur Dysregulation und Aktivierung weiterer
Protoonkogene. Diese sekundaren Veranderungen entstehen nicht durch B-Zell spezifische DNA
Modifikationen, sind meist unbalanciert und komplexer. Sie haben einen Krankheitsprogress zur
Folge und I6sen den Ubergang in eine meist behandlungsbediirftige Erkrankung aus. Zu diesen
sekundaren Veranderungen gehoren Deletionen des Chromosoms 17p13 (9-10%), somatische
Aktivierungsmutationen in Genen wie FGFR3, Neuroblastoma RAS viral oncogene homolog (N-
RAS) und V-KI-RAS2 kirsten rat sarcome viral oncogene homolog (K-RAS) und komplexe
karyotypische Veranderungen im V-MYC avian myelocytomatosis viral oncogene homolog (MYC)
Gen [84, 103, 106, 118]. Bei der Pathogenese des MM kdnnen auch epigenetische Veranderungen
in Form von Methylierung, Acetylierung, Phosphorylierung oder Ubiquitinierung der DNA oder der
Histone und die Dysregulation der MicroRNA, eine kurze nichtkodierende Ribonukleinsaure (RNA),
eine Rolle spielen [80, 100]. Es ist nicht sehr viel Uber die epigenetischen Veranderungen, die zum
Krankheitsprogress fiihren, bekannt, jedoch scheint die Methylierung spezifischer Gene die haufigste
epigenetische Veranderung zu sein [119]. In den letzten Jahren haben mehrere Studien gezeigt,
dass vermutlich jedem MM eine MGUS vorausgeht, die oft unerkannt oder subklinisch verlauft [65,
98]. Die frihen genetischen Veranderungen sind sowohl in den Zellen des MM als auch bereits in
MGUS Zellen frih nachweisbar [6, 35, 61, 73]. Im Gegensatz dazu korrelieren die sekundéren
chromosomalen Aberrationen und Mutationen stark mit der Krankheitsprogression und werden nur in
Zellen der MM Patienten gefunden. Beispielsweise kommen Mutationen in den Genen N-RAS und
K-RAS haufig (45-55%) beim MM vor, aber sehr selten bei der MGUS und spielen eine wichtige

Rolle bei der Tumorprogression und einer Therapieresistenz [6, 9, 26, 56, 106].

1.7 Das MYD88-Gen und die Rolle des NF-kB-Signalweges in der Pathogenese des
Multiplen Myeloms
Unter den genetischen Veranderungen, die bei MM Patienten gefunden werden, gibt es eine Vielfalt,
die zur konstitutiven Aktivierung des anti-apoptotischen NF-kB-Signalweges fiihren und damit den
Zelltod blockieren (z.B. Deletionen von 13q14 und 17p13) [2, 55, 110]. Es konnte gezeigt werden,
dass der Transkriptionsfaktor, der nukleare Faktor 'kappa-Leichtketten-enhancer' aktivierter B Zellen
(NFB), fiir das Uberleben und die Proliferation der Tumorzellen erforderlich ist. Aktiviertes NF-xB
tritt in den Zellkern ein und flhrt zur Transkription von Genen, die zum Uberleben notwendig sind,

blockiert die Apoptose und fordert die Tumorentwicklung [28, 116]. Dies zeigt die Wichtigkeit des
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NF-kB Signalweges in der Pathogenese des MM. Allgemein gibt es unterschiedliche Moglichkeiten
den NF-kB Signalweg zu aktivieren. Eine davon geht uUber das myeloid differentiation primary
response 88 (MYD88) Gen. Das MYD88-Gen ist auf dem Chromosom 3p22 lokalisiert und hat 11
Splicevarianten. Die haufigste der 11 Varianten ist MYD86-201. Diese hat 5 kodierende Exone und
eine Transkriptionslange von 2871 Basenpaaren, die 957 Aminosauren entsprechen. MYD88 wurde
erstmals 1990 als ein Protein beschrieben, welches wahrend der terminalen Differenzierung von
myeloischen Zellvorstufen auftrat [74]. 1997 wurde erstmals dessen Zusammenhang mit dem
Interleukin-1  (IL1) Rezeptor beschriecben [83, 123]. Das MYD88-Gen kodiert das
Schlusseladaptorprotein der meisten Toll-like Rezeptoren (TLR), der IL1 und Interleukin-18 (IL18)
Rezeptoren. Es Ubermittelt die Rezeptorsignale mithilfe von Interleukin-4 receptor associated kinase
(IRAK4), Interleukin-1 receptor associated kinase (IRAK1) und tumor-necrosis-factor-receptor-
associated factor 6 (TRAF6) und setzt einen Signalweg in Gange, in dem weitere Faktoren eine
Rolle spielen (u.a. ubiquilierte Faktoren UEV1A (ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1), UBC13
(ubiquitin-conjugating enzyme 13) und TAK1 (transforming-growth-factor-B-activated kinase)). Eine
schematische Darstellung des Signalweges ist in Abbildung 3 dargestellt. Diese Verkettung und
Verarbeitung von Signalen fliht am Ende unter anderem zur Aktivierung des NF-kB kinase
Komplexes (IKK) und des NF-kB Signalweges [20, 77].

Nicht nur die Tumorzellen des MM brauchen die konstitutive Aktivitat des Faktors NF-kB zum
Uberleben, sondern auch die Zellen des diffus groBzelligen B-Zell-Lymphoms (DLBCL) vom
activated B-cell-like (ABC) Subtyp. Bei dieser lymphatischen Erkrankung konnte in einer Studie von
Ngo et al. bei 39% der Patienten Mutationen im MYD88-Gen detektiert werden. Eine Mutation
(p.V52M) lag dabei in der death domain (DD) des MYD88-Gens und zwei Mutationen (p.S49G/I)
wurden zwischen der death Doméane und der Toll-like/IL1 Rezeptor (TIR) Domane, der sogenannten
intermediary Domane (ID), detektiert. Die meisten Mutationen (p.V217F, p.W218R, p.S219C,
p.1220T, p.S222R, p.M232T, p.S243N und p.L265P) wurden jedoch in der TIR Domane gefunden.
Bei 29% der untersuchten ABC DLBCL Tumorpatienten wurde eine Mutation im Exon 5 des MYD86-
Gens an der Genomposition ¢.38182641T>C rekurrent gefunden. Dabei handelt es sich um eine
non-synonymous Punktmutation, die in der TIR Doméne des MYD88-Gens an der

Aminoséaureposition 265 zu einem Aminoséureaustausch von Leuzin zu Prolin (p.L265P) fihrt.
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Abbildung 3: Vereinfachte Darstellung des Signalweges der NF-xB Aktivierung (20, 87]; modifiziert)
MYDB88 (ibermittelt als Schiiisseladaptorprotein der Toll-like Rezeptoren (TLR) und Interleukin 1 Rezeptoren
(IL-1R) die Rezeptorsignale mithilfe von Interleukin-4 receptor associated kinase (IRAK4), Interleukin-1
receptor associated kinase (IRAK1) und tumor-necrosis-factor-receptor-associated factor 6 (TRAF6). Dies
setzt einen Signalweg in Gange, an dem weitere Faktoren wie UEV1A (ubiquitin-conjugating enzyme E2
variant 1), UBC13 (ubiquitin-conjugating enzyme 13) und TAKT (transforming-growth-factor-B-activated
kinase) eine Rolle spielen und am Ende zur Aktivierung des NF-kB kinase Komplexes (IKK) und des NF-«kB
Signalweges fiihrt.

1 110 155 296

Abbildung 4: Schematischer Aufbau der Proteindomédnen des MYD88-Gens ([87], modifiziert)
Das MYDB88-Protein besteht aus einer death domain (DD), einer intermediary domain (ID) und einer
Toll/interleukin-1 Rezeptor (TIR) Doméne. Die Zahlen geben die entsprechenden Aminoséurepositionen an.
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Die Mutation p.L265P ist eine ,gain of function* Mutation und fordert das Zelllberleben, indem sie
die Zytokin-Freisetzung (IL6, IL10) fordert und verschiedene Signalwege aktiviert, unter anderem
den NF-«B Signalweg. Dieser Zusammenhang zeigt, dass die MYD88 Mutation wesentlich fur die

Pathogenese und fiir das Uberleben der Lymphomzellen ist [85].

Das DLBCL ist wie das MM eine neoplastische Erkrankung und gehért zu den aggressiven Non-
Hodgkin-Lymphomen, die von den reifen B-Zellen ausgehen. Die Differenzierung der B-Zellen aus
denen ein DLBCL hervorgeht ahnelt in grolen Teilen der Differenzierung der Plasmazellen. Bei
beiden Krankheiten hat der NF-kB Signalweg in der Pathogenese einen hohen Stellenwert. Diese
Ahnlichkeiten der beiden Krankheitsbilder lieBen vermuten, dass die Mutationen im MYD88-Gen

nicht nur beim DLBCL vorkommen, sondern auch beim MM eine Rolle spielen kdnnten.

1.8 Zielsetzung der Arbeit

Die Ziele dieser Arbeit waren die Bestimmung der Inzidenz der somatischen Mutation p.L265P im
MYD88-Gen bei 151 Patienten mit einem symptomatischen MM. Hierflir wurde das Exon 5 des
MYD88-Gens an der aus KM gewonnenen DNA des Patientenkollektivs mittels Sanger
Sequenzierung analysiert. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung der Kohorte und
Korrelation zu klinischen Symptomen, dem Erkrankungsverlauf, Laborwerten, und zur molekularen
Zytogenetik (FISH Analyse).
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2 Patienten, Material und Methoden

21 Auswahl der Patienten

Untersucht wurden 151 Patienten, die im Zeitraum von 1998 bis 2010 die Erstdiagnose eines
symptomatischen MM gestellt bekamen und in der Abteilung fiir Innere Medizin Il der
Universitatsklinik ~ Ulm  mittels einer Hochdosis Melphalan  Therapie und autologer
Stammzelltransplantation (SCT) behandelt wurden. Die Patienten konnten Uber das klinikeigene
elektronische Arztbriefverzeichnis PMS identifiziert werden. Eine letzte Voraussetzung zur Aufnahme

in die Studie war, dass gentigend DNA dieser Patienten zur Verfligung stand.

2.2 Angewendete Methoden
In Abbildung 5 ist der Algorithmus der durchgefiihrten Methoden von der Zellgewinnung bis hin zur

Sequenzierung und statistischen Analyse zusammengefasst.

Zellgewinnung
nach Ficoll

DNA Extraktion

PCR

Kontrolle mittels

Gelelektrophorese ReRicceie el

Aufreinigung der
PCR Produkte

Statistische

Analyse
CSR o

Aufreinigung der
CSR Produkte

Sequenzierung Auswertung

Abbildung 5: Zusammenfassung der angewendeten Methoden
CSR: Cycle sequencing reaction; DNA: Desoxyribonukleinséure; PCR: Polymerasekettenreaktion
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2.3 Verwendete Materialien

231

Die nachfolgend aufgefiihrten Reagenzien und Chemikalien wurden von den nebenstehenden

Firmen bezogen:

Material und Methoden

Liste aller Reagenzien, Labor- und Verbrauchsmaterialien

Reagenzien, Verbrauchsmaterial
1x TAE Puffer
10x BluedJuice Loading Buffer

Agarose
AllPrep DNA/RNA Mini Kit

Ampli Taq Gold Rwith Gene Amp (10 x PCR
Gold Puffer und Mgcl2)

Aqua ad iniectabilia

BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit
Deoxynucleoside Triphosphate Set PCR Grade
DMSO Art no: D4540

DyeEx 2.0 Spin Kit (250)
Einmal-Injektions-Kaniile (Gr. 12)

Elektrophoresekammer mit Schlitten, Schiene,

Kabeln und K&mmen

Essigsaure 100%

Ethidiumbromid 0,07%,

EtOH absolute

Ficoll Separating Solution (Pancoll human)
Pipettenspitzen, steril (Barrier Tip)

Primer (MYD88-Seq-E5F, MYD88-Seq-E5R)

QIAquick PCR Purification Kit (250)

Hersteller

Eigene Herstellung

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA
Lonza, Basel

Quiagen, Hilden

Applied Biosystems, Darmstadt

Braun, Melsungen

Applied Biosystems, Darmstadt
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Sigma, St. Louis, USA

Qiagen, Hilden

Braun, Melsungen

Kammer: Fa. MBT Giellen
Schlitten, Schiene, Kdmme: wissenschaftliche
Werkstatt Uni Ulm

AppliChem, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Seelze

PAN Biotech, Aidenbach

Thermo Fisher Schientific, Schwerte
Eurofins MWG Operon, Ebersberg

Qiagen, Hilden
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Material und Methoden

RLT Puffer Plus, AllPrep DNA/RNA Kit
RPMI 1640 Medium

Spritzen (1 ml)

Tracklt 1kb Ladder

Trizma base, minimum 99,9% titration

UltraPure ™ 0,5 M EDTA, pH 8.0

Quiagen, Hilden

Biochrom, Berlin

Becton Dickinson, Heidelberg
Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA
Sigma Aldrich, Seelze

Gibco, Carlshad, Kalifornien, USA

2.3.2 Gerateliste

Gerate

Geldokumentationssstem Molecular Imager Gel
Doc XR System 170-8170

MicroAmp Optical 96 Well Reaction Plate
Mikrowellengerat

Nanodrop ND 1000 Spectrophotometer
Sequenziergerat Sequencer 3130XL
Thermocycler Gene Amp System 2720
Waage

Zellzahlgerat Sysmex XS-80

Zentrifuge Biofuge A

Zentrifuge Biofuge pico

Electrophoresis Power Supply E835

Hersteller

Bio Rad, Miinchen

Applied Biosystems, Darmstadt
Firma Siemens

Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Applied Biosystems, Darmstadt
Applied Biosystems, Darmstadt

Fa. Sartorius AG, Goéttingen
Sysmex Europe GmbH, Norderstedt
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Fa. Consort
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2.4 Materialgewinnung und -aufbereitung

Die Mutationsanalyse des MYD86-Gens wurde an Plasmazellen des KM durchgefiihrt, das durch
eine Beckenkammpunktion und Aspiration des KM gewonnen wurde. Direkt nach der Entnahme
wurden die Proben im Verhaltnis 1:10 heparinisiert (Natrium-Heparin). Die fur die weiteren Schritte
benétigten mononuklearen Zellen wurden mit dem Prinzip der Dichtegradientenzentrifugation mittels
Ficoll extrahiert. Dabei hat man sich die unterschiedliche Dichte zwischen den Zellen und dem Ficoll
Medium zu Nutze gemacht. Das Ficoll Medium, das aus Saccharose und Epichlorhydrin besteht, hat
mit 1,077 g/ml eine geringere Dichte als Erythrozyten und Granulozyten, jedoch eine groRere Dichte
als Lymphozyten und Monozyten. Das Probenmaterial das aus dem KM gewonnen wurde, wurde mit
RPMI Medium im Verhéltnis 1:1 verdinnt. AnschlieBend wurde das verdinnte Probenmaterial im
Verhéltnis 1:1 auf das Ficoll Medium, Ficoll Separating Solution, aufgetragen. Dabei musste darauf
geachtet werden, dass sich die Schichten beim Auftragen nicht vermischen. Wahrend der 20
minltigen Zentrifugation mit 280 revolutions per minute (rpm) wanderten Erythrozyten,
Granulozyten, Thrombozyten und tote Zellen auf den Boden. Die mononukledren Zellen reicherten
sich aufgrund ihrer Dichte in der sogenannten ,Interphase®, zwischen Plasma und Ficollschicht, an
und konnten mit einer sterilen Pipette ab pipettiert werden. Nach zweimaligem Waschen mit 1xPBS
und anschlieBender Zentrifugation (7 Minuten bei 1200 rpm), bei der Verunreinigungen und mogliche
Ficollreste entfernt wurden, wurde die Zellzahl mit Hilfe des Zellzahlgerates Sysmex XS-800i der
Firma Sysmex Europe GmbH bestimmt. Die Lagerung der mononuklearen Zellen erfolgte bei -80°C

als Pellets mit maximal 1x107 Zellen.

Blut

Monozyten, Lymphozyten

Ficoll
Erythrozyten und
Granulozyten

Abbildung 6: Durchfiihrung der Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation und Gewinnung mononukleérer
Zellen
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2.5 Desoxyribonukleinsaure Extraktion
Die DNA Extraktion wurde auf Eis mit dem AllPrep DNA/RNA Mini Kit durchgefhrt.
Bestandteile des AllPrep DNA/RNA Kits:

AllIPrep DNA Mini Spin Columns
Collection Tubes (1,5 ml)
Collection Tubes (2 ml)

Buffer AW1 (concentrate)
Buffer AW2 (concentrate)
Buffer EB

Vor erstmaligem Gebrauch des Kits mussten die Puffer AW1 und AW2 nach Anleitung mit 100%
Ethanol gelost werden. Die bei -80°C gelagerten Zellpellets wurden in 600 Mikroliter (ul) RLT-Puffer
geldst und durch mehrmaliges Auf- und Abziehen in einer 1 ml Heparin Spritze zerstort. Das im RLT-
Puffer enthaltene Guanidiniumthiocyanat wirkt chaotrop, das heillt es besitzt die Fahigkeit
Wasserstoffbriickenbindungen zu zerstoren. Das entstandene Lysat wurde auf die im Kit enthaltenen
AllPrep DNA Saulen pipettiert und eine Minute bei 13000 rpm zentrifugiert, wobei die DNA in der
Séaule gebunden wurde, wahrend sich die RNA im Durchfluss befand. Um die DNA weiter
aufzubereiten wurden die Saulen mit 500 ul AW1 Puffer gewaschen und 30 Sekunden bei 13000
rpm zentrifugiert. Das im AW1 Puffer enthaltene chaotrope Salz denaturierte weitere Proteine, die
bei der Zentrifugation aus der Saule gespult und anschlieBend im Durchfluss verworfen wurden. Um
die DNA von verbliebenen Salzen zu reinigen wurde der Vorgang mit 500 ul AW2-Puffer wiederholt.
Nach einer einminiitigen Trockenzentrifugation der Saulen bei 13000 rpm wurde diese auf ein neues
Eppendorf-Gefal positioniert. Um die noch an den Saulen gebundene DNA zu I6sen wurden 100
EB Puffer pipettiert und nach 5 Minuten Inkubationszeit fir eine Minute lang bei 13000 rpm
zentrifugiert. Dieser Schritt wurde ein zweites Mal mit 50 pl EB Puffer wiederholt. Um die Qualitat
der nun erhaltenen und gereinigten DNA zu beurteilen, erfolgte eine visuelle Kontrolle durch eine
Gelelektrophorese auf einem 1,5%-Agarosegel. Hierfir wurden 2 ul der DNA-L6sung, 6 pl Aqua ad
iniectabilia und 2 pl BlueJuice Gel loading Buffer in die Geltaschen pipettiert. Zusatzlich erfolgte eine
Konzentrationsbestimmung der enthaltenen DNA. Diese wurde aus 2 ul der DNA-Lésung mit Hilfe
des Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer (Fa. Thermo Scientific) durchgefiihrt. Die restliche DNA

wurde bis zum weiteren Gebrauch bei -20°C zwischengelagert.
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2.6 Polymerasekettenreaktion
Um die Mutation p.L265P im MYD88-Gen untersuchen zu konnen wurde das Exon 5 des MYD88-
Gens mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) vervielfaltigt. Hierflr wurde die zuvor extrahierte DNA

aus den mononuklearen Zellen der Patienten verwendet.

2.6.1.1  Primer

Die Primer wurden von der Firma Eurofins MWG (Ebersberg) Iyophilisiert bezogen. Um diese fir die
PCR benutzen zu konnen wurden aus den Primer-Stammlosungen durch mehrfache Verdiinnung
Arbeitslosungen hergestellt. Im ersten Schritt wurde die Primer-Stammlosung mit 574 pl
beziehungsweise 524 pl dH20 verdinnt, um eine Stammlosung der Konzentration
100 Pikomol/Mikroliter (pmol/ul) herzustellen. Da die Arbeitslosung, die fUr die Durchfiihrung der
PCR benutzt wurde, eine Konzentration von 10 pmol/pl haben musste, wurde die Primer-
Stammldsung ein weiteres Mal mit dH.0 im Verhaltnis 1:10 verdiinnt. Die hergestellte Primer-
Arbeitslésung wurde bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

Verwendete Primer:

Primer 1/Vorwartsprimer ~ MYD88-Seq-E5F: 5" - GTTGTTAACCCTGGGGTTGAAG - 3°
Primer 2/Rlckwartsprimer MYD88-Seq-E5R: 5 - GCAGAAGTACATGGACAGGCAG - 3

Dabei hat der Vorwartsprimer, der mit F fiir forward abgekUrzt wurde, den DNA Strang in Richtung
5 —3" abgelesen und der Riickwartsprimer in Richtung 3'— 5" und war mit einem R fiir reverse

gekennzeichnet.

2.6.1.2 Reaktionsansatz und Durchfiihrung

Die DNA Probe wurde mit Aqua ad iniectabilia zu einer Konzentration von 100 Nanogramm/Mikroliter
(ng/ul) verdunnt. Die Desoxynukleosid-Triphosphate (dNTPs) wurden ebenfalls im Vorfeld im
Verhéltnis 1:1 mit Aqua ad iniectabilia verdlinnt. Die Herstellung des Mastermix erfolgte nicht auf Eis,
da sonst das verwendete Dimethylsulfoxid (DMSQO) gefroren ware und nicht mehr seine Funktion
hatte ausliben kdnnen. Das DMSO, ein organisches Lésungsmittel, verhinderte die Ausbildung von
Sekundarstrukturen der DNA und wird allgemein vor allem bei GC-reichen DNA Sequenzen
eingesetzt. Der verwendete PCR Puffer erhéhte und stabilisierte die Primer-Bindung und trug zur
Konstanthaltung des pH-Wertes bei. Die Ampli Taq Gold® DNA Polymerase, die den gewlnschten
Genabschnitt replizierte, ist im Gegensatz zu anderen DNA Polymerasen auch bei hohen
Temperaturen thermostabil und denaturiert wahrend der PCR bei der Erhitzung auf 95°C im
Gegensatz zu DNA Polymerasen mesophiler Organismen nicht. Sie ist eine modifizierte Form einer

DNA Polymerase, die urspriinglich aus dem Bakterium Thermus aquaticus (=Taq) stammt.
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Jeder PCR Ansatz enthielt:

10x PCR Puffer 2,5 ul

Forward Primer Arbeitslésung (10pmol/ul) 1l

Reverse Primer Arbeitslosung (10pmol/pl) 1l

dNTPs (10 mM) 0,25 pl Master Mix
25 mM MgCl. 1,5 ul

Taq DNA Polymerase (5 U/pl) 0,25 pl

dH20 18,5 pl

DMSO 1,25 pl

DNA Probe (100ng/ul) 1l

Zusétzlich wurde pro hergestelltem Master Mix ein PCR Ansatz ohne Zugabe der DNA Probe
pipettiert und als Negativkontrolle verwendet. Die eigentliche PCR Reaktion erfolgte im
Thermocycler 2720 Thermal Cycler der Firma Applied Biosystems. Hierbei wurde die DNA nach

folgendem Protokoll amplifiziert.

PCR-Protokoll:

Temperatur Zeit Zyklenanzahl
95°C 10 Minuten 1

95°C 15 Sekunden 32

65°C 15 Sekunden 32

72°C 1 Minute 32

72°C 5 Minuten 1

8°C o0

Die Taq Polymerase lag bei Raumtemperatur in inaktivem Zustand vor und um diese zu aktivieren
musste sie vor Beginn der eigentlichen PCR fur 10 Minuten bei 95°C inkubiert werden. Als erster
Schritt kam es zur Denaturierung der DNA. Bei 95°C trennten sich die komplementaren DNA
Strange, was die Voraussetzung fir die Primer Hybridisierung darstellte. Durch rasches Herabkihlen
der Temperatur auf 65°C lagerten sich die Primer an den passenden komplementaren DNA
Abschnitt und bildeten eine stabile Verbindung mit diesem. Die passenden Nukleotide wurden von
der Taq Polymerase eingebaut und amplifizierte somit den ausgewahlten DNA Abschnitt. Dieser
Schritt fand bei 72°C statt, da die Taq Polymerase unter dieser Temperatur optimal arbeitet. Dieser
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Vorgang wurde 32 Zyklen wiederholt bis ausreichend Genkopien vorlagen. Anschlieend wurden die

PCR Produkte abgekuhlt und bis zur weiteren Verwendung bei 8°C im Kuhlschrank aufbewahrt.

2.7 Gelelektrophorese

Um zu Uberprifen ob die PCR Reaktion und die Amplifizierung der gewollten Genabschnitte
erfolgreich war, und um Verunreinigungen des PCR Ansatzes auszuschlieen, wurde eine Agarose-
Gelektrophorese gemacht. Diese funktionierte wie ein Sieb fiir die DNA Fragmente, wodurch sie
nach deren Lange im elektrischen Feld aufgetrennt wurden. Die negativ geladenen
Nukleinsauremolekule wanderten bei Anlegen eines elektrischen Feldes in Richtung Pluspol, wobei
sich die Wanderungsgeschwindigkeit dabei indirekt proportional zu der GroRe der DNA Fragmente
verhielt. Das heift die kleineren Fragmente wanderten schneller durch das Gel zum Pluspol. Um die
Lange der aufgetrennten DNA Fragmente bestimmen zu kdnnen, wurde ein Langenstandard (LS) als

Vergleich mit pipettiert.

2.71 Herstellung eines Agarosegels

In einem Erlenmeyerkolben wurden 1,5 g Agarose mit 100 ml des zuvor selbst hergestellten 1 x TAE
(Tris-Acetat-EDTA) Puffer in der Mikrowelle erwarmt, bis die Agarose vollstandig geldst war. Mithilfe
eines magnetischen Ruhrgerates wurde es vermischt und gleichzeitig etwas abgekuhlt. Durch
Abkihlen bildete sich ein (ber Wasserstoffbriicken vernetztes Gel des Agarosegemisches.
Um spater die entstehenden Banden sichtbar machen zu konnen wurde pro 100 ml Agarosegel
zwei Tropfen Ethidiumbromid 0,07% beigemengt. Das flissige Gel wurde in einen Gelschlitten
umgefllt, der mit Kdmmen flir die spateren Geltaschen besttickt war. Nachdem das Gel vollstandig
abgekuhlt war und die Kamme entfernt waren, wurde es in die Elektrophoresekammer gelegt und

konnte flr die Gelelektrophorese benutzt werden.

2.7.2 Durchfiihrung der Agarose-Gelelektrophorese

In die Geltaschen des vorher gefertigten 1,5%igen Agarosegels wurden 8 pl des PCR Produktes mit
2 ul 10x Blueduice Loading Buffer pipettiert. Der Ladepuffer verhinderte das Auslaufen der PCR
Produkte aus den Geltaschen durch Erhdhung der Dichte. Um eine Kontamination auszuschlieRen
wurde ebenfalls eine Negativkontrolle mitgefthrt. Die erste und letzte Geltasche wurde leergelassen.
Diese wurden jeweils mit 4-5 pl des LS Trackit 1kb befillt. Die Auftrennung der DNA Fragmente
erfolgte bei einer Spannung von 150 Volt (V) und einer Stromstarke von 500 Milliampere (mA) Uber
30 Minuten. Anschliefend wurden die Banden mit Hilfe des zuvor hinzugefiigten Ethidiumbromids
unter Ultraviolett (UV)-Licht sichtbar gemacht. Hierbei macht man sich die fluoreszendierende

Wirkung des Ethidiumbromid zu Nutze, welches sich zwischen die Basenpaare einlagerte. Die nun
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sichtbare Bandenanordnung wurde mit Hilfe des UV-Transluminator-Systems Molecular Imager Gel
Doc XR System 170-8170 der Firma Bio Rad photographiert.

Abbildung 7: Photographie einer Agarose-Gelelektrophorese
In der ersten und letzten Tasche ist der Ldngenstandard (LS) Trackit 1kb zu sehen. An Position 1-5 erkennt
man die Auftrennung der Patienten DNA und an Position 6 wurde die Negativkontrolle aufgetragen.

2.8 Aufreinigung der Polymerasekettenreaktion Produkte

Ziel dieses Schrittes war es die PCR Produkte von unerwlinschten Bestandteilen, wie zum Beispiel
uberschiissigen PCR Primerresten, der DNA Polymerase, Verunreinigungen und nicht eingebauten
Nukleotiden, zu reinigen. Dies wurde mit Hilfe des QIAquick® PCR Purification Kit der Firma
Quiagen gemacht, die sich hierfir die selektiven Bindungseigenschaften einer Silicagel-Membran zu
Nutze machen.

Bestandteile des QIAqucick Purification Kit:

QIAquick spin columns
PB Puffer
PE Puffer
EB Puffer

Collection tubes

Die QIAquick Aufreinigungssaulen wurden in die zugehorigen Sammeltubes gesteckt. Das PCR
Produkt wurde direkt auf die Membran der Saule (QlAquick spin column) pipettiert und 200 ul PB
Puffer direkt darauf pipettiert. Dieses Gemisch wurde bei 13000 rpm fiir eine Minute zentrifugiert.

Dabei band die DNA unter hoher Salzkonzentration (Guanidinhydrochlorid) in der stationdren Phase
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der Saulen, wahrend die oben genannten unerwiinschten Bestandteile ungehindert durch die Saule
flossen und verworfen wurden. Um Salze zu entfernen, die die Elution der gebundenen DNA
erschweren, wurde 600 ul des PE Puffers hinzu pipettiert und erneut bei 13000 rpm eine Minute
lang zentrifugiert. Nach Verwerfen des durchgelaufenen Puffers wurde bei 13000 rpm eine Minute
trockenzentrifuguiert, um den kompletten Waschpuffer zu entfernen. Nun war die DNA ohne
Kontaminationen in der Membran gebunden und musste als letzter Schritt hieraus gelost werden.
Die S&ulen wurden in ein neues Eppendorf-Tube (1,5 ml) gesetzt und 30 ul EB Puffer in die Saule
pipettiert. Nach 5 minutiger Inkubationszeit wurde ein letztes Mal bei 13000 rpm fur eine Minute
zentrifugiert. Das nun gereinigte PCR Produkt wurde in diesem Schritt aus der stationaren Phase
geldst und befand sich im Durchfluss. Dieses Eluat wurde in ein neues Eppendorf-Tube (1,5 ml)

uberflihrt und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C im Kihlschrank gelagert.

2.9 Cycle Sequencing Reaction

2.9.1 Prinzip und Durchfiihrung

Die Cycle sequencing reaction (CSR) ist eine notwendige lineare PCR Amplifikation zur Dekodierung
der Basenabfolge. Im Gegensatz zur PCR wurde hier pro Reaktionsansatz nur ein Primer, entweder
der forward oder der reverse Primer verwendet. Dieser band an das 3'Ende der Einzelstrang DNA
und die DNA Polymerase (AmpliTag DNA Polymerase) bildete den komplementéren Strang.
Zusatzlich zu den bei der PCR verwendeten dNTP's wurden vier unterschiedliche
Didesoxynukleosidtriphosphate ~ (ddNTP's)  hinzugefiigt, ~ welche ~ mit  verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert waren. Wurden diese ddNTP's von der DNA Polymerase nach dem
Zufallsprinzip eingebaut kam es zum sofortigen Abbruch der Kettenverlangerung. Die ddNTP's
besitzen keine freie 3'-OH Gruppe, die zur Ausbildung von Phosphodiesterbriicken zur
Kettenverlangerung bendtigt werden. Dadurch entstanden unterschiedlich lange DNA Fragmente,
die sich in ihrer Ldnge um jeweils eine Base unterschieden und mit dem jeweils spezifischen
Farbstoff der Base fur A, C, G und T endeten. AnschlieRend wurden die DNA Fragmente mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt und die Basensequenz konnte mit Hilfe eines Sequenziergerates
ermittelt werden. Die Sequenzierungsreaktion wurde mit Hilfe des Big Dye Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit durchgefiihrt. Im verwendeten Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Mix (,Big Dye®) waren die fluoreszenzmarkierten ddNTP's (dye terminators), die
ungelabelten dNTP's und die DNA Polymerase (AmpliTag DNA Polymerase) in optimalen
Konzentrationen enthalten. Da der Big Dye sehr warmeempfindlich ist, musste der CSR Ansatz auf
Eis pipettiert werden und wurde bei -20°C gelagert.
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Jeder CSR Ansatz enthielt:

Big Dye 2 i

5x Sequenzing Puffer 1,7 ul

H20 (DEPC) 8,3 pl Master - Mix
Primer (F oder R) 1l

DNA Produkt (aufgereinigtes PCR Produkt) 2 ul

Gesamtmenge 15 pl

Der fertige Mastermix wurde in den Thermocycler 2720 Thermal Cycler der Firma Applied

Biosystems uberflhrt, in dem die Amplifikation der DNA nach folgendem Protokoll stattfand.

CSR Protokoll:

Temperatur Zeit Zyklen
96°C 1 Minute 1
96°C 10 Sekunden 25
52°C 5 Sekunden 25
60°C 2 Minuten 25
4°C o0

Analog zu dem PCR Protokoll sind dies die optimalen Bedingungen unter denen die DNA
Doppelstrange denaturiert werden und die Amplifikation nach oben beschriebenem Prinzip

stattfinden konnte.

2.9.2 Aufreinigung der Cycle Sequencing Reaction Produkte

Das CSR Produkt musste noch von den Uberschiissigen Stoppnukleotiden (ddNTP’s) und der Big
Dye Ldsung gereinigt werden, die von der DNA Polymerase nicht eingebaut wurden, und die
anschlieBende Sequenzanalyse behindert hatten. Hierfir wurde das DyeEx® 2.0 Spin Kit benutzt,
welches sich das Prinzip der Gelchromatographie zu Nutze macht. Die Trennung fand aufgrund der
Molekiilmasse statt. In der Saule befand sich eine pordse Polymermatrix mit Poren in die kleine
Molekiile diffundierten und somit in der Matrix festgehalten wurden. Die PorengréRe war so gewahlt,
dass nur die freien Stoppnukleotide von der stationdren Phase zuriickgehalten wurden. Die DNA
Fragmente, die einen groferen Durchmesser haben, konnten die Gelmatrix durchqueren und

befanden sich am Ende aufgereinigt im Durchfluss.
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Die Saulen (DyeEx® Spin Columns) wurden zunachst gevortext, um die Polymermatrix zu
resuspendieren. Zur weiteren Vorbereitung musste der Deckel durch eine Vierteldrehung gelockert
und unten aufgebrochen werden. Die Spin Columns wurden in den Collection-Tubes flr drei Minuten
bei 2800 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Spin Columns, die nun eine feste
Gel-Matrix enthielten, in neue Auffang-Tubes Uberflihrt. Im Anschluss wurde das gesamte CSR
Produkt auf die Saulen pipettiert. Hierbei musste man darauf achten, dass beim Pipettieren das Gel
nicht bertihrt wurde und die CSR Produkte mittig auf das Gel pipettiert wurden. Nach einer weiteren
dreimindtigen Zentrifugation bei 2800 rpm befand sich nun das aufgereinigte CSR Produkt im
Uberstand, wahrend die Stoppnukleotide und andere Verunreinigungen in der stationéren Phase der
Gelmatrix hangen geblieben waren. Bis zur eigentlichen Sequenzierung wurde das aufgereinigte
CSR Produkt in einem Eppendorf-Tube bei -20°C gelagert.

2.9.3 Sequenzierung und ldentifizierung von Mutationen

Die aufgereinigten CSR Produkte wurden in eine 96-Well MicroAmp Platte (Applied Biosystems)
uberflihrt. Dabei musste darauf geachtet werden, dass die Platte immer in 16er Blocken befiillt war.
Der Rest wurde mit 15 pl Formamid aufgefiillt, um die Entstehung von Luftblasen zu verhindern.
Im  Sequenziergerat 3130x/ Genetic Analyzer®, Applied Biosystems, wurden die
fluoreszenzmarkierten ddNTP's identifiziert und die DNA Sequenz Base fiir Base als Abfolge von
Fluoreszenzsignalen ~ dekodiert. ~ Durch  eine  elektrophoretische  Auftrennung  der
Kettenabbruchfragmente iber ein hochauflésendes Polymer wurden die fluoreszenzmarkierten DNA
Fragmente der Lange nach aufgetrennt. Auf inrer Wanderung von der Anode zur Kathode kamen die
Nukleotide an einem Argon-lonen-Laserstrahl vorbei, der die Fluoreszenszfarbstoffe der ddNTP's
zur Emission von Fluoreszenz Signalen anregte. Diese Fluoreszenz Signale wurden mittels der
speziellen Computersoftware Applied BioSystems-Software in eine graphische Darstellung
konvertiert. Gleichzeitig konnte anhand der Stranglange die Position der Base innerhalb der
Gensequenz ermittelt werden. Jedem Stoppnukleotid ist ein bestimmter Fluoreszenzfarbstoff
zugeordnet (grin = Adenosin, schwarz = Guanin, blau = C, rot = Thymin). Die entstandene Abfolge

der verschieden farbigen Fluoreszenzpeaks entsprach der Basensequenz und wurde interpretiert.

210 Auswertung der Sequenzen

Die dargestellte Sequenz wurde mit der Originalsequenz des MYD88-Genabschnittes (MYD88
Referenzsequenz: NCBI NM_002468 auf dem Chromosom 3p22) verglichen, um Deletionen,
Insertionen, Punktmutationen etc. zu detektieren. Fihrte eine genetische Veranderung in dem

jeweiligen Codon zu einem Aminosaurenaustausch wurde diese Mutation als R = replacement
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Mutation bezeichnet. Fand kein Austausch der Aminosaure statt wurde diese als s = silent Mutation

bezeichnet.

2.11 Statistische Analyse und Datenauswertung

2.11.1 Ausgewertete klinische Daten

Die Untersuchungen und die Auswertung der klinischen Daten wurden gemaR dem Ethikvotum
307/08  durchgeflhrt. Die relevanten Patientendaten konnten aus den arztlichen
Patientenprogrammen (SAP und PMS) und aus den Arztbriefen der Patienten entnommen werden.
Auf die Labordaten konnte man in der Datenbank zuriickgreifen. Eine letztmalige Prufung des
Vitalstatus erfolgte im Mai 2014. Alle Parameter, die in der Auswertung bertcksichtigt wurden, sind

in der Tabelle 2 aufgelistet.

Tabelle 2: Die ausgewerteten klinischen Daten und Laborwerte

- Geschlecht

- Geburtsdatum

) - Zeitpunkt der Erstdiagnose
Allgemeine Parameter - Alter bei Erstdiagnose

- Letzter Kontakt

- Vitalstatus

- Todesursache

- Schwerkettentyp (Immunglobulin G, Immunglobulin A,
Immunglobulin D)

- Leichtkettentyp (Kappa, Lambda)

o - Stadieneinteilung nach Salmon und Durie

Klinische Parameter - Internationales Staging System Stadium

- Event (Rezidiv, Progress, Tod)

- Therapieart (Single Hochdosistherapie +
Stamzelltransplantation oder Double Hochdosistherapie
+ Stammzelltransplantation)

- Leukozyten

- Hamoglobin

- Thrombozyten
Laborparameter - Kalzium

- Laktatdehydrogenase
- Albumin im Serum

- R-2-Mikroglobulin

- Kreatin
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Die Daten wurden in einer Excel Tabelle (Microsoft Excel 1997-2003) gesammelt. Folgende
Programme wurden zur statistischen Analyse verwendet: Microsoft Excel 1997-2003 (Microsoft
Corporation, Redmond, USA), IBM SPSS Statistics V19 (IBM Corporation, Armonk, USA).
Das Gesamtuberleben wurde vom Zeitpunkt der Diagnose bis zum Tod, unabhangig von der
Todesursache, definiert, und das ereignisfreie Uberleben vom Zeitpunkt der Diagnose bis zum
Eintreten eines Ereignisses (Tod, Progress, Rezidiv). Dabei wird ein Rezidiv als ein erneuter
Ausbruch der Krankheit nach einer kompletten Remission (CR) definiert. Von einem Progress spricht
man bei der Verschlechterung der Krankheit ohne vorherige CR [32]. Die statistischen Tests wurden
alle doppelseitig durchgefiihrt. Die Uberlebenszeit wurde mittels der Kaplan-Meier-Methode
geschatzt und Differenzen zwischen den Subgruppen mit dem log-rank-Test berechnet [129, 130].

Statistische Signifikanz wurde bei einem p-Wert < 5% erreicht.


https://de.wikipedia.org/wiki/Redmond_%28Washington%29
https://de.wikipedia.org/wiki/Armonk
https://de.wikipedia.org/wiki/Vereinigte_Staaten
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3 Ergebnisse

3.1 Klinik

3.1.1  Alter und Geschlecht

Das untersuchte Patienenkollektiv, welches aus 151 Patienten bestand, setzte sich aus 70 (46,4%)
Frauen und 81 (53,6%) Mannern zusammen. Die Patienten waren bei der Erstdiagnose im Median
59 Jahre alt. Nur drei Patienten (1,9%) hatten ein Lebensalter von unter 40 Jahren bei ihrer
Erstdiagnose. Der jlingste Patient war 32 Jahre alt. Vier Patienten (2,6%) waren bei ihrer
Erstdiagnose uber 70 Jahre alt. Der alteste Patient war 73 Jahre alt. Durch das Einschlusskriterium

einer Hochdosistherapie ergab sich ein relativ junges Durchschnittsalter der Patienten.

3.1.2 Monoklonales Immunglobulin

Das haufigste monoklonale Immunglobulin beim Patientenkollektiv war das IgG mit 64,2%. Das heif3t
bei 97 der Patienten konnte man IgG als monoklonales Immunglobulin nachweisen. IgA konnte bei
27 Patienten (17,9%) nachgewiesen werden und IgD nur bei zwei Patienten (1,3%) des Kollektivs.
Bei 25 der 151 Patienten konnten in der Immunfixation nur monoklonale Leichtketten nachgewiesen
werden. Das heiflt 16,6% der Patienten hatten einen reinen Leichtkettentyp des MM. 105 Patienten
(69,5%) wiesen monoklonale Leichtketten vom Typ Kappa auf. Bei den restlichen 46 Patienten

(30,5%) konnte man Leichtketten vom Typ Lambda nachweisen.

m 1gG (64,2%)

W IgA (17,9%)

w 1gD (1,3%)

M Leichtketten (16,6%)

Abbildung 8: Verteilung der unterschiedlichen monoklonalen Immunglobuline (Ig) in Prozent der 151
Patienten mit einem Multiplen Myelom (Universitétsklinik Ulm, 1998 - 2010)



Ergebnisse Seite |28

3.1.3 Stadieneinteilung der Krankheit

Die Patienten wurden sowohl nach der Stadieneinteilung Salmon und Durie, als auch nach dem ISS
in ein Stadium eingeteilt [31, 44]. Bei der Stadieneinteilung nach Salmon und Durie erflllte der
Groldteil der Patienten (70,2%; 106 Patienten) die Kriterien fir das Stadium IlIA. Zehn Patienten
(6,6%) wurden in das Stadium IA eingestuft und 15 Patienten (10%) wurden dem Stadium IIA
zugeordnet. Die Ubrigen 20 Patienten (13,2%) waren bereits im Stadium IIIB. Bei der ISS Einteilung,
die nur die Laborwerte B>-MG und Albumin im Serum berucksichtigt, wurde der Grolteil mit 67
Patienten (44,4%) dem Stadium | zugeordnet. 47 Patienten (31,1%) wurden aufgrund ihrer
Labordaten in das Stadium Il eingeteilt und 34 Patienten (22,5%) erfilllten bereits die Kriterien flr
das Stadium lIl. Drei Patienten konnten in kein Stadium eingestuft werden, da nicht alle notwendigen

Labordaten vorhanden waren.

140
120

100

Anzahl der Patienten

m Stadium | m Stadium I m Stadium 1l

Abbildung 9: Verteilung der 151 Patienten mit einem Multiplen Myelom (Universitétsklinik Ulm,
1998 - 2010) in das entsprechende Stadium nach der Staieneinteilung nach Salmon und Durie
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Abbildung 10: Verteilung der 151 Patienten mit einem Multiplen Myelom (Universitétsklinik Ulm,
1998 - 2010) in das entsprechende Stadium nach der International Staging System Stadieneinteilung
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3.1.4 Klinischer Verlauf

Um den klinischen Verlauf der Krankheit zu analysieren wurde untersucht, ob die Patienten im
Krankheitsverlauf ein Event (Rezidiv, Progress, Tod) erlitten und ob die Patienten verstarben. Bei
verstorbenen Patienten wurde nach dem Sterbedatum und der zum Tode flihrenden Ursache
geschaut. Zusatzlich wurde die mittlere Gesamtiiberlebenszeit und die ereignisfreie Uberlebenszeit

des gesamten Patientenkollektivs bestimmt und in Kaplan-Meier-Kurven dargestellt.

Die mediane Beobachtungszeit des Patientenkollektivs beginnend mit dem Zeitpunkt der
Erstdiagnose eines MM, die zwischen 1998 und 2010 gestellt wurde, bis zum Tod des Patienten
beziehungsweise bis zum Zeitpunkt des letzten Patientenkontaktes betrug 1380 Tage (3,8 Jahre).
74 Patienten (49%) lebten bei der letzten Prufung des Vital-Status im Mai 2014 noch, wahrend 51%
(77 Patienten) inzwischen verstorben waren oder im Laufe der Datenauswertung verstarben.
Die meisten Patienten (70,1%; 54 Patienten) starben aufgrund ihres Tumors. Bei zehn der
verstorbenen Patienten stand das Versterben im Zusammenhang mit der Therapie. Dabei wurden
sechs dieser Patienten mit einer Double Hochdosistherapie behandelt und die restlichen vier
Patienten mit einer Single Hochdosistherapie. Bei vier Patienten flihrte eine andere Ursache zum
Tode. Ein Patient verstarb an den Folgen einer Bypass-Operation. Die anderen drei Patienten
verstarben an einem Infekt, der nicht direkt tumor- oder therapieassoziiert war. Bei neun der
verstorbenen Patienten war es anhand der bestehenden Informationen nicht méglich die genaue
Todesursache zu ermitteln. Die Gesamtlberlebenszeit lag bei unserem Patientenkollektiv im Median
bei 81,9 Monaten und ist in der Abbildung 11 dargestellt. Im Laufe ihrer Erkrankung erlitten 75,5%
der Patienten (114 Patienten) ein Event. Dabei hatten 76 Patienten (66,7%) einen Progress,
wahrend 25 Patienten (21,9%) ein Rezidiv bekamen. Die ereignisfreie Uberlebenszeit, die bei

unserem Patientenkollektiv im Median bei 36 Monaten lag, ist in der Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 11: Kaplan-Meier-Kurve fiir das Gesamtiiberleben des gesamten Studienkollektivs (151

Patienten mit einem Multiplen Myelom, Universitétsklinik Ulm, 1998 - 2010). Auf der x-Achse ist die
Uberlebenszeit in Monaten, auf der y-Achse die Gesamtiiberlebensrate aufgetragen.
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Abbildung 12: Kaplan-Meier-Kurve fiir das ereignisfreie Uberleben des gesamten Studienkollektivs
(151 Patienten mit einem Multiplen Myelom, Universitétsklinik Ulm, 1998 - 2010). Auf der x-Achse ist
die ereignisfreie Uberlebenszeit in Monaten, auf der y-Achse die ereignisfreie Uberlebensrate
aufgetragen.
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3.2 Laborparameter

Tabelle 3: Ubersicht der ausgewerteten Laborwerte der 151 Patienten mit einem Multiplen Myelom
(Universitétsklinik Ulm, 1998 - 2010)
dl: Deziliter; G: Giga; g: Gramm; I: Liter; mg: Milligramm;, umol: Mikromol; U: Unit

Laborwert Median Minimum Maximum Referenzbereich
Leukozyten 5,6 G/l 0,9 Gl 35,9 G/l 4,4-1130Gl
Thrombozyten 245 Gl 24 G/l 603 G/l 150 - 450 G/
Hamoglobin 111 g/dl 6.5 g/d 15,7 o/dl ¢ TrAgd

’ ’ ’ Q12-15,3 g/dl
Kalzium 2,27 ymol/l 1,79 umol/| 3,49 pumol/l 2,2 - 3,6 pmol/l
Laktatdehydrogenase | 177 U/l 67 Ull 1771 Ul <250 U/l
Albumin im Serum 41 g/l 3,59/ 66,9 g/l 35-53 gl
R2-Mikroglobulin 3,57 mg/l 0,89 mgl/l 57,3 mg/l 0,00 - 3,00 mgl/l
Kreatinin 93 umolll 38 umolll 1570 pmol/l 62 - 106 pmol/l

3.21 Leukozyten, Thrombozyten und Hamoglobin

Die Leukozytenwerte lagen bei Diagnosestellung zwischen 0,9 Giga/Liter (G/l) und 35,9 G/I. Der
mittlere Leukozytenwert lag bei 5,6 G/l. Leukozytenwerte, die sich unter dem laborspezifischen
Normalwert befanden, wurden bei 35 Patienten (23,2%) gefunden. Der kleinste gemessene
Thrombozytenwert betrug 24 G/l und der hochste 603 G/I. Der Median lag bei 245 G/I. 20 Patienten
(13,2%) hatten eine Thrombozytopenie, das heiltt, dass der Thrombozytenwert unter 150 G/l lag.
Die gemessenen Hb-Werte reichten von 6,5 mg/dl bis 15,7 mg/dl. Der mittlere gemessene Hb-Wert
der untersuchten Patienten lag bei 11,1 mg/dl. Eine Anamie, definiert als Hb-Wert < 14 g/dl bei
Mannern und bei Frauen < 12 g/dl, hatten 74,1% der Patienten. Insgesamt hatten 97 Patienten des
Kollektivs einen Hb-Wert unter 12 mg/d|.

3.2.2 Kalzium, Albumin und Kreatin

Die mittlere Kalziumkonzentration der Patienten lag bei 2,27 Mikromol/Liter (umol/l). Die Werte
variierten von 1,79 umol/l bis 3,49 ymol/l. Die gemessenen Albumin Werte reichten von 3,5 g/l bis
66,9 g/l. Der Median betrug hierbei 41 g/I. Der maximal gemessene Kreatinwert betrug 1570 pmol/l
und der niedrigste Wert lag bei 38 pymol/l. Der Median des Patientenkollektivs betrug 93 umol/l.

Erhohte Werte des Kreatin konnte man bei 50 Patienten nachweisen.
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3.2.3 LDH und Rx-Mikroglobulin

Die Werte der LDH hatten eine groRe Breite. Die Patienten hatten Werte von 67 Unit/Liter (U/l) bis
1771 U/l. Der Median betrug 177 U/l. Bei 22 Patienten wurde eine LDH > 250 U/l gemessen.
Die Werte des R,-MG variierten zwischen 0,89 mg/l und 57,3 mg/l. Der Durchschnittswert lag bei
3,57 mg/l. 92 Patienten (60,9%) hatten ein R,-MG Wert von > 3,00 mg/l und lag damit Gber dem

Normwert.

3.3 Genetik

3.3.1  Analyse der Mutation p.L265P im MYD88-Gen
Bei der Auswertung der Sanger Sequenzierungs basierten molekulargenetischen Analyse des Exon
5 des MYD88-Gens auf Chromosom 3p22 konnte bei keinem der 151 untersuchten MM Patienten

unseres Patientenkollektivs die somatische Mutation p.L265P gefunden werden.

3.3.2 Verteilung und Inzidenz der chromosomalen Aberrationen

Von allen 151 Patienten stand Material zur molekular zytogenetischen Diagnostik zur Verfugung.
Mittels einer FISH Analyse konnten alle Patienten auf bestimmte chromosomale Aberrationen hin
untersucht werden. Bei 55 Patienten war zu wenig KM vorhanden, um alle sieben chromosomalen
Veranderungen (+9q34; +1q21; t(4;14); t(11;14); t(14;16); del17p13 und del13g14) zu untersuchen.
Somit beziehen sich die folgenden Angaben auf die 96 Patienten (63,5%), bei denen nach allen
sieben Veranderungen geschaut werden konnte und ein vollstandiger Datensatz vorhanden war,
wahrend sich die Inzidenzen der einzelnen chromosomalen Aberrationen auf die Patientenanzahl

bezieht, bei der die jeweilige Aberration untersucht wurde.

Bei sechs der 96 Patienten mit vollstindigem Datensatz (6,2%) war keine der untersuchten
chromosomalen Regionen aberrant. Somit wiesen 93,8% der Patienten mindestens eine
chromosomale Veranderung auf. Am haufigsten (bei 36 Patienten; 37,5%) wurde genau eine
chromosomale Veranderung festgestellt. Aberrationen auf zwei chromosomalen Loci hatten 26
Patienten (27,1%) und auch Verénderungen von drei chromosomalen Loci wurde bei 23 Patienten
(24%) nachgewiesen. Vier chromosomale Veranderungen konnten bei fiinf Patienten (5,2%)
gefunden werden. Mehr als vier Veranderungen der sieben untersuchten chromosomalen Loci wies

keiner der Patienten auf.
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Abbildung 13: Anzahl der chromosomalen Aberrationen pro Patient. Die Zahlen beziehen sich auf die
96 Patienten mit einem Multiplen Myeom (Universitétsklinik Ulm, 1998 - 2010), bei denen alle sieben
chromosomalen Aberrationen untersucht wurden.

Von den sieben untersuchten chromosomalen Veranderungen wurden am haufigsten ein

Zugewinn (+) auf der chromosomalen Bande 9934 gefunden. Diese +9q34 konnte man bei 50,8%

der Patienten (n=63/124) detektieren. Als zweithdufigste Chromosomenaberration konnte bei 67 der

151 Patienten (44,4%) eine del13q14 gefunden werden. Die weiteren Inzidenzen der untersuchten

chromosomalen Veranderungen sind in der Tabelle 4 in absteigender Reihenfolge aufgelistet.

Tabelle 4: Inzidenz der untersuchten chromosomalen Verdnderungen mittels Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH). Die Angabe der Inzidenz in Prozent bezieht sich auf die Anzahl der Patienten

mit einem Multiplen Myelom (Universitétsklinik Ulm, 1998 - 2010), bei denen die jeweilige

chromosomale Aberration untersucht wurde.

del: Deletion; +: Zugewinn; t: Translokation

Chromosomale Aberrationen (FISH) | Inzidenz

+9q34 50,8% (n = 63/124)
del13q14 44,4% (n=67/151)
+1921 28,6% (n = 36/126)
t(4;14) 20,0% (n = 30/150)
t(11;14) 19,4% (n =27/139)
del17p13 6,7% (n=10/150)
t(14;16) 2,5% (n=23/120)
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+9934

Insgesamt wurden KM Proben von 124 Patienten auf eine Veranderung auf 934 untersucht. Bei 64
Patienten konnte eine Aberration festgestellt werden. Somit war eine Veranderung auf dieser Bande
mit einer Inzidenz von 51,6% am haufigsten. Dabei wurde bei einem Patienten eine Deletion
festgestellt, wahrend die restlichen 63 Patienten Zugewinne hatten. Hierbei handelte es sich bei 52
Patienten (81,3%) um eine Trisomie und bei den restlichen 11 Patienten (17,2%) um eine

Tetrasomie.

del13q14
Alle 151 Patienten wurden auf eine Veranderung der chromosomalen Bande 13q14 untersucht.
Eine Deletion lag bei 67 Patienten (44,4%) vor und war somit die zweithaufigste Aberration in dem

Patientenkollektiv. Zugewinne von 13q14 konnte in keiner der Proben gefunden werden.

+1q21

Insgesamt wurden 126 Patientenproben auf Aberrationen der chromosomalen Bande 1q21
untersucht. Die Analyse ergab, dass bei 37 Patienten (29,4%) eine Veranderung vorlag. Bei einem
Patienten konnte eine Deletion festgestellt werden und bei 36 Patienten ein Zugewinn. Hierbei
handelte es sich bei 31 Patienten um einen triploiden Chromosomensatz und bei den restlichen fiinf

Patienten um eine Tetrasomie.

t(4;14)

Bei einem Patienten war nicht gentigend KM zu Verfligung, sodass insgesamt bei 150 Patienten die
Proben auf eine Translokation t(4;14) untersucht wurden. Bei 30 Patienten konnte diese
Translokation nachgewiesen werden. Somit lag bei 20% der untersuchten Patienten diese

Translokation vor.

t(11;14)

Insgesamt wurde bei 139 Patienten die aufgearbeitete KM Probe auf eine Translokation t(11;14) hin
gepruft. Bei 27 der Patienten konnte diese festgestellt werden. Somit lag die Inzidenz der t(11;14)
bei 19,4%.

del17p13

Von 150 Patienten wurden die Proben auf Veranderungen des kurzen Arms des Chromosoms 17
untersucht. Die Analyse ergab, dass bei 18 Patienten (12%) eine Verénderung vorlag. Hierbei
konnte bei 10 (6,7%) Patienten eine Deletion gefunden werden, wahrend die restlichen 8 Patienten

einen Zugewinn in Form eines triploiden Chromosomensatzes zeigten.
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t(14,16)
Insgesamt wurden 120 Patientenproben auf eine vorliegende Translokation t(14;16) untersucht.
Diese war mit einer Inzidenz von 2,5% die am seltensten auftretende chromosomale Veranderung

und wurde nur bei drei der untersuchten Patienten gefunden.

3.3.3 Ereignisfreies- und Gesamtiiberleben in Bezug auf chromosomale Veranderungen
Um das Patientenkollektiv noch genauer zu analysieren wurde sowohl das ereignisfreie Uberleben
als auch das Gesamtiberleben in Abhangigkeit der unterschiedlichen genetischen Aberrationen

mittels Kaplan Meier Analysen dargestellt (Abbildungen 14-27).

3.3.3.1 Ereignisfreies Uberleben

Patienten, die einen Zugewinn im 9q34 Locus aufweisen, hatten ein signifikant langeres (p=0,04)
ereignisfreies Uberleben. Bei allen anderen Mutationen kann beim Vorhandensein einer Aberration
oder Translokation mit einem durchschnittlich friheren Auftreten eines Events gerechnet werden.
Das kiirzeste mediane ereignisfreie Uberleben wiesen Patienten mit Nachweis einer t(14;16) auf (im
Median 16 Monate friher). Ebenfalls war der Nachweis einer del17p13 sowie einer t(4;14) mit einem
signifikant kiirzeren ereignisfreien Uberleben assoziiert. Tabelle 5 gibt einen Uberblick iber die
Medianwerte und den Unterschied der durchschnittlichen Zeit des ereignisfreien Uberlebens je nach

chromosomaler Veranderung.

Tabelle 5: Prognostische Signifikanz auf das ereignisfreie Uberleben (Mediane Uberlebenszeit in
Monaten) der Pateinten mit einem Multiplen Myelom (Universitétsklinik Ulm, 1998 - 2010) und der
jeweiligen chromosomalen Verdnderung, die mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)
untersucht wurden.

+: Zugewinn; del: Deletion; t: Translokation

Chromosomale Aberrationen Medianwert des ereignisfreien Uberlebens mit Signifikanzwert p

(FISH) vorhandener Aberration im Vergleich zum

Medianwert des ereignisfreien Uberlebens ohne

vorhandene Aberration
+9q34 40 Monate versus 31 Monate 0,04
del13q14 33 Monate versus 41 Monate 0,06
+1q021 29 Monate versus 36 Monate 0,36
t(4;14) 29 Monate versus 41 Monate 0,004
t(11;14) 33 Monate versus 36 Monate 0,16
del17p13 21,3 Monate versus 36,8 Monate 0,009

t(14;16) 20 Monate versus 36 Monate 0,01
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Abbildung 14: Kaplan-Meier-Kurve fiir das ereignisfreie Uberleben von 124 Patienten mit einem
Multiplen Myelom (Universitétsklinik Ulm, 1998 - 2010) in Abhédngigkeit eines Zugewinns (*) auf 9q34.
Auf der x-Achse ist die ereignisfreie Uberlebenszeit in Monaten, auf der y-Achse die ereignisfreie
Uberlebensrate aufgetragen.
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Abbildung 15: Kaplan-Meier-Kurve fiir das ereignisfreie Uberleben von 151 Patienten mit einem
Multiplen Myelom (Universitatsklinik Ulm, 1998 - 2010) in Abhéngigkeit einer Deletion (del) 13q14. Auf
der x-Achse ist die ereignisfreie Uberlebenszeit in Monaten, auf der y-Achse die ereignisfreie
Uberlebensrate aufgetragen.
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Abbildung 16: Kaplan-Meier-Kurve fiir das ereignisfreie Uberleben von 126 Patienten mit einem
Multiplen Myelom (Universitétsklinik Ulm, 1998-2010) in Abhéngigkeit eines Zugewinns (+) auf 1q21.
Auf der x-Achse ist die ereignisfreie Uberlebenszeit in Monaten, auf der y-Achse die ereignisfreie

Uberlebensrate aufgetragen.
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Abbildung 17: Kaplan-Meier-Kurve fiir das ereignisfreie Uberleben von 150 Patienten mit einem
Multiplen Myelom (Universitétsklinik Ulm, 1998 - 2010) in Abhéngigkeit einer Translokation t(4;14). Auf
der x-Achse ist die ereignisfreie Uberlebenszeit in Monaten, auf der y-Achse die ereignisfreie

Uberlebensrate aufgetragen.
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Abbildung 18: Kaplan-Meier-Kurve fiir das ereignisfreie Uberleben von 139 Patienten mit einem
Multiplen Myelom (Universitétsklinik Ulm, 1998 - 2010) in Abhéngigkeit einer Translokation t(11;14).
Auf der x-Achse ist die ereignisfreie Uberlebenszeit in Monaten, auf der y-Achse die ereignisfreie
Uberlebensrate aufgetragen.
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Abbildung 19: Kaplan-Meier-Kurve fiir das ereignisfreie Uberleben von 150 Patienten mit einem
Multiplen Myelom (Universitatsklinik Ulm, 1998 - 2010) in Abhéngigkeit einer Deletion (del) 17q13. Auf
der x-Achse ist die ereignisfreie Uberlebenszeit in Monaten, auf der y-Achse die ereignisfreie
Uberlebensrate aufgetragen.
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Abbildung 20: Kaplan-Meier-Kurve fiir das ereignisfreie Uberleben von 120 Patienten mit einem
Multiplen Myelom (Universitétsklinik Ulm, 1998 - 2010) in Abhéngigkeit einer Translokation t(14;16).
Auf der x-Achse ist die ereignisfreie Uberlebenszeit in Monaten, auf der y-Achse die ereignisfreie
Uberlebensrate aufgetragen.

3.3.3.2 Gesamtiiberleben

Patienten mit Nachweis eines Zugewinns auf 9934 wiesen ein langeres medianes Gesamtiberleben

auf, welches jedoch nicht das statistische Signifikanzniveau erreichte. Mit einem statistisch

signifikant kiirzeren Uberleben verbunden waren das Vorhandensein einer t(4:14) und t(14;16) und

die einer del17p13. Tabelle 6 gibt einen Uberblick tiber die Medianwerte des Gesamtiiberlebens der

Patienten.
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Tabelle 6: Prognostische Signifikanz auf das Gesamtiiberleben (Mediane Uberlebenszeit in Monaten)
der Pateinten mit einem Multiplen Myelom (Universitétsklinik Ulm, 1998 - 2010) und der jeweiligen
chromosomalen Verdnderung, die mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) untersucht

wurden.

+: Zugewinn, del: Deletion; t: Translokation

Chromosomale Aberrationen | Medianwert des Gesamtuberleben mit Signifikanzwert p
(FISH) vorhandener Aberration im Vergleich zum

Medianwert des Gesamtiiberleben ohne

vorhandene Aberration
+9q34 112, 4 Monate versus 73,4 Monate 0,19
del13g14 62,8 Monate versus 115,4 Monate 0,02
+1921 61,7 Monate versus 81,1 Monate 0,2
t(4;14) 44 Monate versus 112,4 Monate 0,003
t(11;14) 81,1 Monate versus 83,8 Monate 0,7
del17p13 32,4 Monate versus 81,8 Monate < 0,001
t(14;16) 33,3 Monate versus 80,6 Monate 0,03
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Abbildung 21: Kaplan-Meier-Kurve fiir das Gesamtiiberleben von 124 Patienten mit einem Multiplen
Myelom (Universitétsklinik Ulm, 1998 - 2010) in Abhédngigkeit eines Zugewinns (+) auf 9934. Auf der x-
Achse ist die Gesamtiiberlebenszeit in Monaten, auf der y-Achse die Gesamtiiberlebensrate
aufgetragen.
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Abbildung 22: Kaplan-Meier-Kurve fiir das Gesamtiiberleben von 151 Patienten mit einem Multiplen
Myelom (Universitétsklinik Ulm, 1998 - 2010) in Abhéngigkeit einer Deletion (del) 13q14. Auf der x-
Achse ist die Gesamtiiberlebenszeit in Monaten, auf der y-Achse die Gesamtiiberlebensrate

aufgetragen.
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Abbildung 23: Kaplan-Meier-Kurve fiir das Gesamtiiberleben von 126 Patienten mit einem Multiplen
Myelom (Universitétsklinik Ulm, 1998 - 2010) in Abhéngigkeit eines Zugewinns (+) auf 1q21. Auf der x-
Achse ist die Gesamtiiberlebenszeit in Monaten, auf der y-Achse die Gesamtiiberlebensrate

aufgetragen.
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Abbildung 24: Kaplan-Meier-Kurve fiir das Gesamtiiberleben von 150 Patienten mit einem Multiplen
Myelom (Universitétsklinik Ulm, 1998 - 2010) in Abhéngigkeit einer Translokation t(4;14). Auf der x-
Achse ist die Gesamtiiberlebenszeit in Monaten, auf der y-Achse die Gesamtiiberlebensrate

aufgetragen.
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Abbildung 25: Kaplan-Meier-Kurve fiir das Gesamtiiberleben von 139 Patienten mit einem Multiplen
Myelom (Universitatsklinik Ulm, 1998 - 2010) in Abhéngigkeit einer Translokation t(11;14). Auf der x-
Achse ist die Gesamtiiberlebenszeit in Monaten, auf der y-Achse die Gesamtiiberlebensrate

aufgetragen.
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Abbildung 26: Kaplan-Meier-Kurve fiir das Gesamtiiberleben von 150 Patienten mit einem Multiplen
Myelom (Universitétsklinik Ulm, 1998 - 2010) in Abhéngigkeit einer Deletion (del) 17p13. Auf der x-
Achse ist die Gesamtiiberlebenszeit in Monaten, auf der y-Achse die Gesamtiiberlebensrate
aufgetragen.
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Abbildung 27: Kaplan-Meier-Kurve fiir das Gesamtiiberleben von 120 Patienten mit einem Multiplen
Myelom (Universitétsklinik Ulm, 1998 - 2010) in Abhéngigkeit einer Translokation t(14;16). Auf der x-
Achse ist die Gesamtiiberlebenszeit in Monaten, auf der y-Achse die Gesamtiiberlebensrate
aufgetragen.
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4 Diskussion

41 Die Mutation p.L265P im MYD88-Gen beim Multiplen Myelom

In den vergangenen Jahren konnten rekurrente somatische Mutationen in Signalwegen
lymphatischer Zellen als diagnostische, prognostische aber auch pradiktive Parameter fir B-Zell
Neoplasien identifiziert werden. In einer Studie von Ngo et al. 2011 wurde bei 29% der 174 Patienten
mit einem DLBCL vom ABC Subtyp die Punktmutation p.L265P im MYD88-Gen gefunden. Da
sowohl in der Pathogenese des ABC Typ des DLBCL als auch des MM die Deregulation des NF-kB
Signalwegs eine bedeutende Rolle spielt, sollte im Rahmen dieser Arbeit geprift werden, inwieweit
die somatische Mutation p.L265P im MYD88-Gen auch in der Pathogenese des MM eine Rolle
zukommt [85]. Untersucht wurde die aus KM gewonnene DNA von 151 Patienten mit neu
diagnostizietem MM, die alle eine Standardinduktionstherapie und mindestens eine
Hochdosistherapie erhalten hatten. Als Methode der molekulargenetischen Mutationsanalyse des
MYD88-Gens wurde die Sanger Sequenzierung verwendet. Die ausgewerteten klinischen Daten
zeigten eine typische Verteilung in der Zusammensetzung des Kollektivs hinsichtlich des
Geschlechts, der Paraproteinverteilung, als auch der klinischen Charakteristka und der
zytogenetischen Aberrationen, die sich als prognostisch bedeutsam erwiesen. Zusammengefasst
hatten wir damit ein Kollektiv von 151 MM Patienten, die reprasentativ geeignet waren, bislang
unbekannte Mutationen des MM zu untersuchen. Bei den 151 Patienten unseres Patientenkollektivs
konnte bei keinem die Mutation p.L265P im MYD88-Gen mittels Sanger Sequenzierung gefunden
werden. Unser Ergebnis wurde durch weitere Studienergebnisse bestétigt. In einigen anderen
Studien, in denen zwischen 10 und 38 MM Patienten auf die Mutation p.L265P im MYD88-Gen
untersucht wurden, zeigte keiner der Patienten diese Mutation [53, 54, 81, 115, 127]. Das MYD88-
Gen kann den NF-kB Signalweg zwar aktivieren [77] und in vielen hamatopoetischen Neoplasien,
unter anderem auch im MM, ist die Aktivierung des NF-kB Signalweg ein wichtiger Bestandteil der
Pathogenese, jedoch legen die gefundenen Ergebnisse nahe, dass die Aktivierung des NF-kB
Signalweges in der Pathogenese des MM nicht auf die Mutation p.L265P im MYD88-Gen
zuriickzufhren ist [53, 99].
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4.2 Verwendete Methoden

Die DNA Proben unseres Patientenkollektivs, die aus Plasmazellen des Knochenmarks extrahiert
wurden, untersuchten wir mittels Sanger Sequenzierung. Die Sanger Sequenzierung weist eine recht
niedrige Sensitivitat auf und bendtigt mindestens 20-30% an mutierten Zellen in der Probe, um eine
Mutation zu detektieren [54, 81]. Die beschriebenen Nachteile der Sanger Sequenzierung bedeutet
eine Einschrankung fir die Detektion der Mutation p.L265P im MYD88-Gen und mogliche
Unterschatzung der Mutationsfrequenz [54, 67]. Treon et al. fihrten, unter anderem an zehn MM
Patienten (davon zwei IgM MM), eine next-generation-sequencing (NGS) basierte Sequenzierung
des gesamten Genoms, der sogenannten whole exome Sequenzierung (WGS) durch und konnten
bei keinem dieser Patienten die Mutation p.L265P im MYD88-Gen nachweisen [115]. Weitere
Studien, die die DNA von bis zu 177 MM Patienten mittels whole exome- und whole genome
Sequenzierung analysierten, konnten ebenso bei keinem Patienten die Mutation p.L265P im
MYD88-Gen detektieren [15, 19, 72]. Die identischen Ergebnisse anderer Studien mit
unterschiedlich angewendeten Untersuchungsmethoden und einer ausreichenden Patientenanzahl,

machen einen methodischen Fehler unserer Studie daher relativ unwahrscheinlich.

Mori et al. untersuchten Morbus Waldenstrdm (WM) Patienten mittels direkter Sequenzierung, Allel-
spezifischer PCR (AS-PCR) und BSiE1-Restriktionsverdau, und verglich die Ergebnisse auf ihre
Spezifitat hin. Bei der AS-PCR verwendet man Primer, die so verandert sind, dass das Nukleotid am
3’Ende zur gesuchten Mutation komplementar ist. Dadurch erhoht man die Spezifitat und es reichen
niedrigere Level an mutierten Zellen aus um eine Mutation zu detektieren [10, 54, 116]. Bei der
BSIE1 handelt es sich um eine Restriktionsendonuklease, die die Sequenz 5°-CGRY-CG-3 erkennt
und bei Anwesenheit der Mutation die amplifizierten Produkte in zwei Teile schneidet [39]. Beim
Vergleich der Ergebnisse fiel auf, dass die Mutation haufiger durch das Restriktionsenzym BSIE1 als
durch die direkte Sequenzierung gefunden wurde (76% versus 28%), wahrend sich die Ergebnisse
zwischen der BSIE1 Aufspaltung und der AS-PCR kaum unterschieden (76% versus 72%). Damit
sind die AS-PCR und die Restriktionsendonuklease BSiE1 mit 0,1 - 0,5% die sensitiveren Methoden
[81]. Auch Wang et al. konnten in einer Studie mit 120 DLBCL Patienten die geringere Sensitivitat
der Sanger Sequenzierung gegeniber anderen Methoden, in diesem Fall gegeniber der
hochaufldsenden  high resolution melting analysis (HRM-Analyse) zeigen. Bei der
Schmelzkurvenanalyse (HRM-Analyse) handelt es sich um eine Methode, bei der
Fluoreszenzfarbstoffe das Aufschmelzen der doppelstrangigen DNA sichtbar macht. Da die
Schmelztemperaturen von der Basenabfolge abhéngig ist, kénnen durch Unterschiede der
Schmelzkurven Sequenzvariationen (SNPs und Methylierungen) detektiert werden [117]. Dabei war
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die Sensitivitat der HRMA um 5% hoher als die der Sanger Sequenzierung [120]. Dieses Ergebnis
wurde von Poon et al. an WM Patienten bestatigt. Die HRMA Analyse ist eine vergleichsweise
einfache und kostenginstige Methode mit einer hohen Sensitivitat und Spezifitat [93]. Die HRMA
und auch die Allel-spezifische PCR scheinen eine gute Alternative als Routinediagnostik im
klinischen Alltag zu sein, um Proben auf eine MYD88 Mutation zu untersuchen [86, 93]. Eine noch
weniger invasive und kostenginstige Methode hat die Arbeitsgruppe von Treon untersucht. Sie
fuhrten erfolgreich bei WM und IgM MGUS Patienten AS-PCRs mit Patientenproben durch, die nicht
aus KM, sondern aus peripherem Blut (PB) stammen. Hier sind jedoch weitere Studien erforderlich
um diese Ergebnisse zu bestdtigen und die Mutationsanalyse aus PB als eine

Routineuntersuchungsmethode zu etablieren [126].

4.3 Mutationen im MYD88-Gen in anderen hamatologischen Erkrankungen

Bislang konnten Mutationen im MYD88-Gen bei B-Zell lymphoplasmozytischen Neoplasien gefunden
werden, die aus Post Keimzentrumszellen hervorgehen (ABC DLBCL, priméares-
Zentralnervensystem Lymphom) und bei B-Zell lymphoplasmozytischen Neoplasien, die keinen IgH
Isotypenswitch durchlaufen (IgM-MGUS und WM). Nicht prasent sind Mutationen des MYD88-Gens
hingegen in B-Zell lymphoplasmozytischen Neoplasien, die von Pra-Keimzentrumszellen ausgehen
(Akute Leukamie (AL)) und auch nicht in den B- Zell lymphoplasmozytischen Neoplasien, bei denen
die Plasmazellen die Fahigkeit verloren haben einen IgH Isotypenswitch durchzufihren
(Haarzellleukamie, 1gA- und 1gG-MGUS und MM) [54]. B-Zell Erkrankungen mit klinischen oder
pathologischen Ahnlichkeiten zum ABC DLBCL wurden nach der Studie von Ngo et al. auf das

Vorliegen einer Mutation im MYD88-Gen untersucht.

Eun Je, untersuchte 220 AL Patienten (davon 127 Patienten mit einer akuten myeloischen Leukamie
(AML) und 93 mit einer akuten lymphoiden Leukamie (ALL)) auf somatische Mutationen im MYD8§-
Gen. Bereits die Namengebung (Myeloid differentation response gene) weist auf seine Funktion in
der myeloischen Differenzierung hin und auch die Pathogenese der AL ist mit der Aktivierung des
NF-kB Signalweges assoziiert. Allerdings wurde bei keinem der untersuchten Patienten eine
Mutation gefunden. Dies macht es, wie beim MM, unwahrscheinlich, dass die NF-kB Aktivierung bei
der AL auf eine Mutation im MYD88-Gen zuriick zu flihren ist [53]. Weitere Neoplasien in denen eine
Mutation im MYD88-Gen bislang nicht nachgewiesen wurde, sind das nodale Marginalzonen
Lymphom (MZL) [39], die Haarzellleukédmie und das Mantelzelllymphom [94]. Hdmatopoetische
Neoplasien, in denen die Mutation p.L265P im MYD88-Gen sporadisch gefunden wurde, sind das
splenische MZL (2% - 6%) [39, 116, 127], das Mukosa-assoziierte lymphatische Gewebe (MALT)
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Lymphom (7% - 9%) [39, 85], das follikulare Lymphom (4%) [94] und das Burkitt Lymphom (5%) [85].
Bei der chronisch lymphatischen Leukamie (CLL) wurde die Mutation p.L265P im MYD88-Gen in
3% - 10% der Patienten gefunden [95, 121, 127]. GroRzellige B-Zell Lymphome mit Post
Keimzentrums Phanotyp in denen die Mutation auftritt, sind das primare-Zentralnervensystem
Lymphom mit 36% [79] und das primar kutane diffuse grozellige B-Zell Lymphom vom Bein-Typ mit
59 -69% [91, 92].

431 Die Mutation p.L265P im MYD88-Gen beim Morbus Waldenstrom und der
Monoklonalen Gammopathie unklarer Signifikanz vom Typ IgM
Treon et al. zeigten in einer Studie mittels WGS und Bestatigung durch Sanger Sequenzierung, dass
die Mutation p.L265P im MYD88-Gen die haufigste rekurrente somatische Mutation bei Patienten mit
einem WM darstellt. Der WM ist ein indolentes B-Zell Non-Hodgkin Lymphom vom kleinzelligen Typ
und wird zu den lymphoplasmozytischen Lymphomen (LPL) gezahlt. Beim WM kommt es zur
klonalen Vermehrung reifer plasmazellular differenzierter B-Lymphozyten im KM mit Bildung eines
IgM Paraproteins [88]. Klinisch manifestiert sich der WM typischerweise mit einer Zytopenie
(Anamie, Infekt- und Blutungsneigung), einem Hyperviskositatssyndrom, einer peripheren
Neuropathie, einer Lymphadenopathie und einer Splenomegalie [113]. Uber die Pathogenese des
WM war zuvor wenig bekannt. Dem NF-kB Signalweg wurde eine entscheidende Rolle
zugeschrieben [69], allerdings war der molekulare Pathogenesemechanismus dahinter noch nicht
geklart [16]. In der Studie der Arbeitsgruppe Treon et al. hatten 91% der Patienten (49/54 Patienten)
die somatische Mutation p.L265P im MYD88-Gen und auch in allen drei non IgM secreting LPLs
wurde die Mutation gefunden. Diese Entdeckung war ein wichtiger Durchbruch im Verstandnis der
Pathogenese des WM und macht diese Mutation zu einem genetischen Merkmal des WM [124].
Zwischenzeitlich konnten diese initialen Daten durch weitere Studien bestatigt werden. Zwischen
65% [39, 90] und 90% der MW Patienten hatten die Mutation p.L265P im MYD88-Gen [54, 94, 124,
127]. Varettoni konnte sogar in 100% der 58 MW Patienten die Mutation p.L265P im MYD86-Gen

nachweisen [116].

Auch in der IgM MGUS konnte die Mutation p.L265P im MYD88-Gen gefunden werden. Die IgM
MGUS ist charakterisiert durch erhéhte Serum IgM Level, einer KM Beteiligung der Plasmazellen
< 10% und einer asymptomatisch verlaufenden Klinik [88]. Landgren et al. detektierten mittels
Sanger Sequenzierung die Mutation in flinf von neun IgM MGUS Patienten (56%) [67]. Weitere
Studien belegten diese Ergebnisse. Xu et al. konnten durch Sanger Sequenzierung in drei von 24
Patienten (13%) die Mutation nachweisen. Mithilfe der ASR-PCR konnten sogar bei 13 Patienten

(54%) die Mutation nachgewiesen werden [127]. In weiteren Studien schwankte die Haufigkeit der



Diskussion Seite |48

gefundenen Mutation p.L265P im MYD88-Gen bei IgM MGUS Patienten zwischen 47% [116] und
87% [54].

Diese differenten Inzidenzen konnen maglicherweise aufgrund von Definitionsunterschieden oder
der unterschiedlich angewendeter Methoden (Sanger Sequenzierung und AS-PCR) erklart werden
(siehe 4.2 Verwendete Methoden). Insbesondere bei den IgM MGUS Patienten zeigt sich eine
groRere Bandbreite der Nachweisraten (10% versus 54% - 87%), was jedoch durch die
definitionsgemall geringe KMinfiltration und die geringere Sensitivitat der Sanger Sequenzierung
bedingt sein kann [54, 67].

4.4 Bedeutung der Mutation p.L265P im MYD88-Gen

441 Bedeutung der Mutation p.L265P im MYD88-Gen in der Pathogenese des Morbus
Waldenstrom
Der hohe Prozentanteil der IgM MGUS Patienten mit einer Mutation p.L265P im MYD88-Gen, lasst
darauf schlieBen, dass die Mutation ein friihes Event in der WM Pathogenese darstellt [67, 127]. Das
Vorliegen der Mutation p.L265P im MYD88-Gen ist mit einem signifikant héheren Risiko assoziiert,
einen Progress zum WM zu erleiden [116], kann alleine jedoch nicht die Transformierung von einer
IgM MGUS in ein WM erklaren. In der Studie von Treon et al. wurde mittels WGS weitere Mutationen
bei den WM Patienten gefunden. Beispielsweise zeigten 17% der Patienten somatische Mutationen
im AT-rich interactive domain-containing protein 1A (ARID1A)-Gen [115], die mdglicherweise eine
Rolle bei der Transformierung von einem IgM MGUS in ein WM spielen kdnnen. Dies kann als Indiz
gewertet werden, dass die Mutation p.L265P im MYD88-Gen ein frihes initierendes Ereignis in
einem moglichen Multihit Model der Pathogenese des WM darstellt. Unter einem Multihit Model
versteht man die Annahme, dass Krebs als Resultat mehrerer aufeinander folgender Mutationen in
der DNA der betroffenen Zelle entsteht [21, 74]. Allerdings sind noch weitere Studien erforderlich,
um die genaue Pathogenese des WM und die Frage nach einem mdglichen zugrunde liegenden

Multihit Model genauer zu kléren und zu bestatigen.

4.4.2 Klinische Charakteristika der Mutation p.L265P im MYD88-Gen

In einer Studie von Mori et al. zeigte sich ein Unterschied der Geschlechterverteilung der WM
Patienten, die eine Mutation p.L265P im MYD88-Gen aufwiesen. 94% der 16 mannlichen Patienten
hatten eine Mutation, wahrend es bei den Frauen nur 44% waren [81]. WM und IgM MGUS
Patienten mit einer Mutation p.L265P im MYD88-Gen zeigten einige klinische und biologische
Charakteristika. Es zeigte sich eine signifikant starkere Expression von CD27 [54] und haufiger
somatische Mutationen der Immunoglobulin Heavy Chain Variable Gene (/GHV), vor allem der
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IGHV3-23- und IGHV3-74-Gene bei Patienten mit einer Mutation p.L265P im MYD88-Gen [54, 90].
Patienten, die die Mutation p.L265P im MYD88-Gen tragen, hatten hohere IgM Level und bei der
Diagnosestellung wurden bei diesen Patienten signifikant haufiger Knochenl&@sionen und eine Bence
Jones Proteinurie festgestellt [39, 45, 116, 127].

IgM MGUS Patienten mit einer Mutation p.L265P im MYD88-Gen haben ein erhohtes Risiko einen
Progress in eine symptomatische Verlaufsform zu bekommen. Dies macht das Vorliegen der
Mutation p.L265P im MYD88-Gen bei Patienten mit einer IgM MGUS zu einem mdglichen
prognostischer Marker [116]. Die lgM MGUS macht nur 15% - 20% der MGUS Falle aus, hat aber
ein hoheres Risiko als andere MGUS Formen, in unterschiedliche symptomatische Krankheiten (zum
Beispiel in ein lgM MM, einen WM, eine Amyloidose) Uberzugehen [64]. Somit kommt einer frihen
Identifikation einer IgM MGUS gegebenenfalls eine klinische Bedeutung zu. In einer Studie an Gber
14 000 Patienten konnten Sigurdardottir et al. die Bedeutung einer Friherkennung eines MGUS und
der damit einhergehenden regelméRigen Kontrolluntersuchungen der Patienten zeigen. Patienten
mit einem vordiagnostizierten MGUS und regelmaRigen Kontrolluntersuchungen hatten ein
insgesamt besseres Gesamtiiberleben als MM Patienten, bei denen zuvor keine MGUS

diagnostiziert wurde und damit auch keine Kontrolluntersuchungen stattfanden [107].

Auch bei DLBCL Patienten, die mit einer Immunochemotherapie behandelt wurden, konnte gezeigt
werden, dass die Mutation p.L265P im MYD88-Gen mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist.
DLBCL Patienten mit der Mutation p.L265P im MYD88-Gen haben ein hoheres Risiko einen
Progress zu erleiden oder zu versterben. Die Mutation p.L265P im MYD88-Gen macht es somit

maglich diese Hochrisiko Patienten zu identifizieren [34].

443 Die Mutation p.L265P im MYD88-Gen als diagnostischer Marker

Die Diagnosestellung eines LPL kann sich in einigen Fallen schwierig gestalten [45]. Die Mutation
p.L265P im MYD88-Gen erweist sich hierbei als hilfreich um ein LPL/WM von anderen B-Zell
Erkrankungen mit ahnlichen Eigenschaften, wie z.B. dem MM oder dem Marginalzonen Lymphom zu
unterscheiden. Da die Mutation p.L265P im MYD88-Gen bei diesen Krankheiten nur in geringem
MaRe (3% - 9%) oder gar nicht vorkommt ist die diagnostische Aussagekraft fir das Vorliegen eines
WM bei nachgewiesener p.L265P Mutation im MYD88-Gen hoch. Allerdings muss
differentialdiagnostisch das maégliche Vorhandensein dieser Mutation beim ABC DLBCL und der IgM
MGUS bedacht werden [86, 115]. Ebenso beruht die Unterscheidung zwischen einer IgM MGUS und
einem WM bei Nachweis einer Mutation p.L265P im MYD88-Gen auf klinischen Parametern wie

Hyperviskositat, Lymophadenopathie und Splenomegalie, sowie den IgM Serumspiegeln und der
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KMinfiltration [126]. Bei der Unterscheidung und Diagnose eines IgM MM und eines WM hat sich die
Mutation p.L265P im MYD88-Gen als wichtig herausgestellt. Bislang wurde das IgM MM, das
weniger als 0.5% aller Myelome ausmacht [27], gegenuber dem WM hauptséchlich klinisch und vor
allem durch das Vorhandensein von Knochenlasionen unterschieden. Nun ist es mdglich bei der
Diagnosestellung dieser Krankheiten auch die genetischen Unterschiede zu Hilfe zu nehmen, da
eine t(11;14) fur das Vorliegen eines IgM MM spricht und die Mutation p.L265P im MYD88-Gen eine
Diagnose eines WM sehr wahrscheinlich macht [78]. Dies konnten Willenbacher et al. in einer Studie
bekraftigen, in der 6/7 WM Patienten die Mutation p.L265P im MYD88-Gen hatten, wahrend diese
bei allen vier IgM MM Patienten nicht gefunden wurde. Auch weitere Studien, deren
Patientenkollektiv IgM MM Patienten beinhalteten, konnte in keinem dieser Patienten die Mutation
nachweisen [54, 115, 127]. Somit wird es in Zukunft mdglich sein, die Krankheiten hiertiber friiher

und praziser zu unterscheiden [124].

444 Bedeutung der Mutation p.L265P im MYD88-Gen fiir neue Therapiemaoglichkeiten

Der Signalweg (iber MYD88 und IRAK1 oder IRAK4 scheint fiir das Uberleben der B-Zellen wichtig
zu sein. Mithilfe von IRAK 1 und IRAK4 Inhibitoren konnten ABC Zelllinien zerstért werden. Dadurch
scheint es, dass IRAK1/IRAK4 Inhibitoren ein verheilungsvoller Therapieansatz bei Lymphomen,
die eine MYD88 Mutation aufweisen, sein konnen [85]. Auch in WM Patienten wird das
Zellwachstum und das Uberleben der Zellen durch die Mutation p.L265P im MYD88-Gen verbessert
und es kann durch Hemmung des MYD88 Signalweges das Wachstum der Zellen gestoppt und eine
Zytotoxizitat ausgelost werden [94, 128]. Die Arbeitsgruppe um Yang konnte zeigen, dass die
Mutation p.L265P im MYD88-Gen den NF-kB Signalweg zusatzlich tber die Bruton tyrosine kinase
(BTK) aktiviert und dass Zellen, die eine Mutation p.L265P im MYD88-Gen haben, zusatzlich eine
starkere BTK Aktivitat aufweisen. Durch die Einnahme von Ibrutinib, ein Inhibitor der BTK, welches
oral verabreicht wurde, stieg die Zahl der zerstorten WM Zellen, die eine Mutation p.L265P im
MYD88-Gen tragen, an, ohne den IRAK Signalweg zu hemmen [128]. In einer Studie von Treon et
al. bekamen 63 vortherapierte WM Patienten taglich 420 mg Ibrutinib verabreicht. Die IgM Level im
Serum sanken und die Aktivitatsparameter verbesserten sich (der mediane Hb-Wert stieg und die
Knochenmarksbeteiligung nahm ab). Die besten und hdchsten Ansprechraten wurden in der
Patientengruppe mit Nachweis einer p.L265P Mutation im MYD88-Gen gefunden [114]. Somit sind
inzwischen zwei Signalwege (IRAK und BTK) bekannt, die durch die Mutation p.L265P im MYD86-
Gen den NF-kB Signalweg unabhangig voneinander aktivieren und als Therapieziel dienen kénnen.
Da sowohl IRAK und BTK Inhibitoren die Apoptose der WM Zellen induzieren, scheint eine

Kombinationstherapie aus IRAK und BTK Inhibitoren sinnvoll zu sein. Kombinationstherapien zeigten
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eine verstarkte Inhibierung des NF-kB Signalweges und wirkten bei der WM Zelltdtung synergistisch
[68]. Damit sind die ersten Ansatze der Therapiemdglichkeiten erfolgreich gesetzt und die Mutation
p.L265P im MYD86-Gen ist somit als diagnostischer und auch als pradiktiver Parameter flr

entsprechende Therapiemdglichkeiten zu sehen.
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5 Zusammenfassung
Das Multiple Myelom (MM) ist ein Non-Hodgkin Lymphom der B-Zell-Reihe (B-NHL), das durch die

klonale Proliferation maligner Plasmazellen im Knochenmark (KM), durch monoklonale Proteine
(Immunglobulin (Ig) G, IgA; IgM und IgD) im Blut und Urin und den damit assoziierten organischen
Komplikationen (Hyperkalziamie, renale Dysfunktion, Andmie und Knochenlasionen) charakterisiert

wird.

In einer Studie von Ngo et al. wurde die somatische Punktmutation p.L265P im myeloid
differentiation primary response (MYD88)-Gen rekurrent bei Patienten mit einem diffus groRzelligen
B-NHL vom activated B-cell-like (ABC)-Subtyp gefunden. Das MYD88-Gen ist auf dem Chromosom
3p22 lokalisiert und kodiert ein Schllisseladaptorprotein der meisten Toll-like-, Interleukin-1- und
Interleukin-18 Rezeptoren und fiihrt darlber zur Aktivierung des Nuklearer Faktor kappa-
Leichtketten-enhancer* aktivierter B Zellen (NF-kB) Signalweges, der unter anderem sowohl in der
Pathogenese des diffus groRzelligen B-NHL vom ABC-Subtyp als auch in der Entstehung des MM
eine Rolle spielt. Vor diesem Hintergrund war das Ziel dieser Arbeit die Bestimmung der Inzidenz der
Mutation p.L265P im MYD88-Gen bei 151 Patienten mit einem symptomatischen MM, die
Charakterisierung der Kohorte und Korrelation zu klinischen Symptomen, dem Erkrankungsverlauf,
Laborwerten, und zur molekularen Zytogenetik (Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung Analyse).
Untersucht wurde die aus KM gewonnene Desoxyribonukleinsaure (DNA) von 151 Patienten mit neu
diagnostizietem MM, die alle eine Standardinduktionstherapie und mindestens eine
Hochdosistherapie erhalten hatten. Die molekulargenetische Mutationsanalyse des Exon 5 des

MYD88-Gens wurde mittels Sanger Sequenzierung durchgefiihrt.

Die ausgewerteten klinischen Daten zeigten eine typische Verteilung in der Zusammensetzung des
Kollektivs  hinsichtlich des Geschlechts (46,4% Frauen und 53,6% Manner), der
Paraproteinverteilung (64,2% 1gG, 17,9% IgA, 16,6% Leichtkettentyp und 1,3% IgD), als auch der
klinischen Charakteristika und der zytogenetischen Aberrationen, die sich als prognostisch
bedeutsam erwiesen. Zugewinne (+) auf 9934 konnten mit 50,8% am haufigsten bei den Patienten
detektiert werden. In absteigender Reihenfolge wurde die Deletion (del) 13q14 mit 44,4%, die +1q21
mit 28,6%, die Translokation t(4;14) mit 20,0%, die t(11;14) mit 19,4%, die del17p13 mit 6,7% und
die t(14;16) mit 2,5% nachgewiesen. Dabei hatten Patienten mit einer +9934 ein signifikant langeres
ereignisfreies Uberleben. Bei allen anderen Mutationen konnte beim Vorhandensein einer Aberration

oder Translokation mit einem friheren und zum Teil statistisch signfikanten Auftreten eines Events
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(Progress, Rezidiv, Tod) gerechnet werden. Patienten mit einer +9q34 wiesen ein langeres
medianes Gesamtuberleben auf, welches jedoch nicht das statistische Signifikanzniveau erreichte.
Mit einem statistisch signifikant kiirzeren Uberleben verbunden waren das Vorhandensein einer
t(4;14) und t(14;16) und die einer del17p13.

Bei der Auswertung der Sanger Sequenzierungs basierten molekulargenetischen Analyse des Exon
5 des MYD88-Gens konnte bei keinem unserer 151 untersuchten MM Patienten die Mutation
p.L265P gefunden werden. Dieses Ergebnis wurde durch weitere Studien mit ausreichender Anzahl
an Patienten und unterschiedlich angewendeten Methoden (Allel-spezifische PCR, whole genome
Sequenzierung) bestatigt, womit ein methodischer Fehler unserer Studie als sehr unwahrscheinlich
anzusehen ist. Nach einer Studie von Treon et al., in der bei 91% der Morbus Waldenstrom (WM)
Patienten die somatische Mutation p.L265P im MYD88-Gen gefunden wurde, gilt die Mutation
p.L265P im MYD88-Gen als ein genetisches Merkmal des WM. Auch in der Monoklanen
Gammopathie unklarer Signifikanz (MGUS) vom Typ IgM konnte die Mutation p.L265P im MYD8§-
Gen in bis zu 87% der untersuchten Patienten gefunden werden. Der hohe Prozentanteil der IgM
MGUS Patienten mit einer Mutation p.L265P im MYD88-Gen lasst darauf schliefen, dass die
Mutation ein friihes Event in der WM Pathogenese darstellt. IgM MGUS Patienten mit einer Mutation
p.L265P im MYD88-Gen hatten ein erhdhtes Risiko einen Progress in eine symptomatische
Verlaufsform zu bekommen, und WM Patienten mit der Mutation p.L265P im MYD88-Gen hatten
hohere IgM Level und bei der Diagnosestellung signifikant haufiger Knochenlasionen und eine
Bence Jones Proteinurie. Dies macht das Vorliegen der Mutation p.L265P im MYD88-Gen zu einem
maglichen prognostischen Marker der Erkrankung. Die Mutation p.L265P im MYD88-Gen erweist
sich als hilfreich um das Vorliegen eines Lymphoplasmozytischen Lymphoms oder eines WM von
anderen B-Zell Erkrankungen mit ahnlichen Eigenschaften, wie zum Beispiel der eines MM vom Typ
IgM, in Zusammenschau mit der Klinik des Patienten, sowie den IgM Serumspiegeln und der KM
Infiltration, diagnostisch zu unterscheiden und abzugrenzen. Des Weiteren ergeben sich neue
Therapiemdglichkeiten (IRAK1/IRAK4 und BTK Inhibitoren, wie lbrutinib) flr den WM. Dabei kann
die Mutation p.L265P im MYD88-Gen als diagnostischer und auch als pradiktiver Parameter fur

entsprechende Therapiemdglichkeiten genutzt werden.
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